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Noéroblastomda Survivin'in ilac
Direncinin Belirlenmesindeki Roli

Role of Survivin in Determination of
Chemoresistance in Neuroblastoma

OZET Amag: Noroblastom tedavisinde kullanilan sitotoksik ajanlarin bazilar etkilerini apoptoz mekanizmalar:
iizerinden gostermektedir. Apoptoz mekanizmalari ve ilag etkilegimleri, tizerinde giincel ¢aligilan konulardir. Bcl-
2, intrensek yolakta apoptoz inhibitériidiir. Bax, Bcl-2 protein ailesinin bir iiyesi olup apoptoz agonisti olarak
davranir. Fas, transmembran bir protein olup extrensek yolakta apoptozu uyarir. Apoptoz inhibitér protein ailesinin
bir iiyesi olan survivin ise, dogrudan kaspaz 3 ve kaspaz 7’yi inhibe ederek apoptozu onler. Bu ¢alismanin amaci
noroblastom hiicre kiiltiir hattinda apoptoz iliskili proteinlerin kemoterapétik ajanlarla etkilesiminin
aragtirilmasidir. Gereg ve Yontemler: Kelly insan néroblastom hiicrelerine, retinoik asit ve sitotoksik ajanlar
(sisplatin, vinkristin, siklofosfamid, etoposid, doksorubisin) ile bunlarin kombinasyonlary; LD50 optimize edilmig
dozlarinda 96 kuyucuklu kiiltiir ortaminda uygulandi. Apoptoz iligkili proteinlerden Fas, Bcl-2, Bax ve survivin
ekspresyonlar1 immiinositokimyasal olarak belirlendi. Bulgular: {la¢ uygulanmayan kontrol grubu néroblastom
hiicreleri Fas negatif iken, retinoik asit, sitotoksik ajanlar ve kombinasyonlarinda degisik diizeylerde Fas
ekspresyonu gozlenmistir. Bcl-2 kontrolde belirgin pozitif iken, sisplatin, etoposid, retinoik asit-sisplatin
kombinasyonu gruplarinda negatiftir. Bax kontrolde negatif iken, retinoik asit ve retinoik asit-etoposid, retinoik
asit-doksorubisin kombinasyonlarinda belirgin pozitiftir. Survivin kontrolde negatif iken retinoik asit, sisplatin,
retinoik asit-sitotoksik ajan kombinasyonlarinda pozitiftir. Sonug: Apoptoz tizerinden etki eden sitotoksik ajanlarin
ve retinoik asitin uygulanmasi sonrasi ekstrensek yolak baslatici Fas ekspresyonu ortaya cikmistir. Intrensek yolakta
ise uygulanan ajanlarla antiapoptotik Bcl-2 ekspresyon azalisi, 6zellikle retinoik asit ve bazi kombinasyonlarinda
apoptoz agonisti Bax ekspresyonunun artisi dikkati ¢ekmigtir. Buna karsin intrensek ve ekstrensek yolagin
bulustugu kaspaz ortak sisteminin inhibitorii olan Survivin ekspresyonu artmistir. Sonug olarak; néroblastomda
kotii prognostik kriter olarak bilinen 17q kazang bolgesinde yer alan antiapoptotik etkili survivinin kemorezistansta
roliiniin bulundugu ve bu konuda daha ileri diizeyde arastirmalarin yapilmasi gerektigi 6ngériilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Néroblastoma; apoptoz; BIRCS protein, insan

ABSTRACT Objective: Some of the cytotoxic agents used in treatment of neuroblastoma show their effects via
apoptosis mechanisms. Apoptosis mechanisms and drug interactions are currently studied topics. Bcl-2 is an in-
hibitor of apoptosis in intrinsic pathway. Bax is a member of Bcl-2 protein family and acts as an apoptosis ago-
nist. Fas is a transmembrane protein and stimulates apoptosis in extrinsic pathway. Survivin, which is a member
of apoptosis inhibitor protein family, prevents apoptosis by directly inhibiting caspase 3 and caspase 7. The aim
of this study is to investigate the interaction of apoptosis-related proteins with chemotherapeutic agents in neu-
roblastoma cell culture line. Material and Methods: Retinoic acid and cytotoxic agents and combinations of these
(cisplatin, vincristine, cyclophosphamide, etoposide, doxorubicin) were applied into 96-well culture plates in
LD50 optimized doses. Expressions of Fas, Bcl-2, Bax and survivin, which are among apoptosis-related proteins
were determined immunohistochemically. Results: While neuroblastoma cells of control group to which med-
ication was not administered were Fas negative, varying levels of Fas expression was detected in retinoic, cyto-
toxic agent and combination administered groups. While Bcl-2 was predominantly positive in the control group,
it was negative in ciaplatin, etoposide, retinoic acid-cisplatin combination groups. While Bax was negative in
control group, it was predominantly positive in retinoic acid, retinoic acid- etoposide, retinoic acid, doxorubicin
combinations. While survivin was negative in control group, it was positive in retinoic acid, cisplatin, retinoic
acid-cytotoxic agent combinations. Conclusion: Extrinsic pathyway promoter Fas expression appeared after ad-
ministration of cytotoxic agents and retinoic acid showing their effects via apoptosis. On the other hand, in in-
trinsic pathway, decrease in anti-apoptotic Bcl-2 expression with administered agents and increase in apoptosis
agonist Bax expression especially with retinoic acid and some combinations of it were remarkable. On the other
hand, expression of survivin increased which is the inhibitor of caspase common system in which intrinsic and
extrinsic pathways come together. In conclusion, it is concluded that further research should be done about the
role of antiapoptotic survivin which is located in 17q gain region and known as a poor prognostic criteria in neu-
roblastoma play a role in chemoresistance.
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oroblastom, ¢ocukluk ¢aginin en sik gorii-
Nlen, yiiksek morbidite ve mortaliteye sahip

olan ekstrakraniyal solid tiimoriidiir. Pri-
mordial noral krest hiicrelerinden koken alir. Tim
cocukluk ¢ag1 kanserlerinin %8-10"unu olusturur.
Bir yas altindaki ¢ocuklarin en sik goriilen timori
olan noroblastom, ¢ocukluk yas grubunda santral
sinir sistemi tiimorlerinden sonra ikinci siklikta go-
riliir. Timortn biyolojik davranigindaki degisken-
lik nedeniyle, néroblastom spontan regresyonlar,
benign transformasyon ya da agresif seyir gostere-
bilmekte, bu durum hastaligin prognozunu belir-
lemede ve tedavisinde sorunlara yol agmaktadir.'?
Ozellikle ileri evre hastalarda, multimodal tedavi
yaklasimlarina ve yogun protokollere ragmen iki
yillik hastaliksiz yasam siiresi %30-40"larda seyret-
mektedir.? Bu durum da, néroblastom progresyo-
nundan ve tedavi direncinden sorumlu molekiiler
genetik lezyonlarin daha iyi anlagilmasiyla gelisti-
rilecek olan yeni tedavi yaklagimlarinin aragtiril-
masini gerektirmektedir.

Apoptozis, efektor kaspazlarin aktivasyonu ile
sonuglanan, hem ekstrensek (6liim reseptorleri)
hem de intrensek (mitokondriyal) yolaklarla basla-
tilabilen aktif bir stirectir. Aktive edilmis resep-
torler tarafindan salgilanan, hedef hiicrelerde
apoptozu direkt olarak uyaran bazi polipeptidler,
programlanmis hiicre 6liimii sinyalleridir. Bu hiic-
re 0liim sinyalleri tiimor nekroz faktorii (TNF) ai-
lesine ait polipeptidlerdir. Bunlar, TNF iligkili
apoptosis uyarici ligandlara (TRAIL) baglanip nor-
mal hiicreleri koruyarak sadece transforme hiicre-
lerde segici olarak hiicre 6liimiinii uyarabilirler. Bu
ailenin en iyi tanimlanmis tiyelerinden birisi, ba-
gisiklik sisteminde hiicre 6liimiinii kontrol eden,
Fas denilen hiicre yiizey reseptoridiir. TRAIL ago-
nistleri bir¢ok kanser tedavisinde umut verici bir
adaydir. TRAIL aracili apoptosis, 6liim reseptorle-
ri yolaginin aktivasyonu sonucunda gerceklesir.
TRAIL kendi resptorleri olan TRAIL-R1 ve TRA-
IL-R2 ile etkilestikten sonra, reseptorlerin sitozo-
lik bolimii adaptor protein FADD ve baslatic
kaspaz-8 ile baglanarak DISC (Death Induced Sig-
naling Complex) adi verilen bir protein kompleks
olusturur. Sonucta kaspaz-8 aktivasyonu meydana
gelir ve boylece hiicre 6limii ile sonuclanacak olan
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bir kaspaz kaskad1 baslar. Diger taraftan kaspaz-8
tarafindan Bid’in kesilmesi, Bid’in mitokondriye
gecisine, Bax/Bak oligomerizasyonuna ve zar1 par-
calayarak sitozole sitokrom C salinmasina olanak
saglar. Sitokrom C’nin mitokondriden salinimi
Apaf-1 ve kaspaz-9'u igeren Apoptozom olusumu-
na neden olur. Bu kaspaz-9 aktivasyonuna yol
acar, bu da kaspaz-3’in aktivasyonunu arttirir.
Boylece hiicre 6liim reseptorlerinin kaspaz-8’i di-
rekt olarak aktive etmesi ile her iki yolak da akti-
ve olmakta ve kaspaz yolaginin daha da ¢ok
kuvvetlenmesiyle hiicre 6limii gerceklesmekte-
dir.34

Survivin geni, 17. kromozomun telomerik bol-
gesinde q25 bandina lokalize olup, 14.7 kb uzunlu-
gundadir ve 142 amino asit iceren 16.5 kD
agirhiginda bir protein kodlar. Survivin, apoptozis
inhibitori protein (IAP) ailesinin bir {iyesi olup
kaspaz aktivasyon yolagini inhibe ederek hiicre
6limiini bloke eden antiapoptotik bir proteindir.
Bu fonksiyonel 6zelligi nedeniyle, timoér hiicrele-
rinin proliferasyonunu baglatir, diferansiyasyonu-
nu azaltir ve apoptozise gitmelerini engeller.
Yapilan ¢alismalarda, insan malign dokularinin bir-
¢ogunda yiiksek diizeylerde Survivin ekspresyonu-
nun gozlendigi, buna karsin normal saglikh
dokularda eksprese olmadig1 veya eser diizeylerde
ekspresyonu bildirilmektedir.* Survivin, timor
hiicrelerinin apoptozise direncini arttirarak bazi
antikanser ajanlar ve iyonize radyasyona kars: tii-
moriin duyarsizlasmasina neden oldugundan, yeni
terapotik yaklasimlar i¢in ¢ok ideal bir molekiiler
hedef olarak 6ngoriilmektedir.

Bu caligmanin amaci, néroblastom hiicre hat-
tinda kemoterapotik ajanlarin Fas, Bcl-2, Bax ve
Survivin ekspresyonu iizerine etkisini aragtirmak-
tir.

I GEREC VE YONTEMLER

Kelly (N-Myc pozitif) NBa hiicre hattinda sisplatin
0.5 mmol/L, vinkristin 0.01 mmol/L, etoposid 0.1
mmol/L, siklofosfamid 2.5 mmol/L, doksorubisin 25
nmol/L ve 13-cis-RA 0.0001 mol/L ile kombine se-
kilde 24 saat siireyle inkiibe edildi. Fas, Bcl-2, Bax
ve survivin ekspresyonlar1 immiinositokimyasal
olarak belirlendi.

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2011;31(5)
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HOCRE KULTURD

Kelly insan NB hiicre hatt1 (DSMZ, ACC 355) tize-
rine retinoik asit (RA), sitotoksik ajanlar (sisplatin,
vinkristin, siklofosfamid, etoposid, doksorubisin) ve
bunlarin kombinasyonlari; LD50 optimize edilmig
dozlarinda 96 kuyucuklu kiiltiir ortaminda uygu-
land1. Yiizde elli letal doz optimizasyonunda MTT
test kullanildi. Hiicre hatt1 %10 f6tal sigir serumu
iceren RPMI 1640 ortamu ile 37°C, %5 CO, inkiiba-
torde kiiltlire edildi. Hiicre bliyiime ve ¢ogalmas:
999 oldugunda hiicreler 96 kuyucuklu hiicre kiiltii-
rii plagina 5000 hiicre/kuyucuk olmak tizere her bir
kuyucuga 100 pL ekim yapildi. Yetmis iki saatlik in-
kiibasyondan sonra, RA ve sitotoksik ajanlar ve
bunlarin kombinasyonlar hiicre igeren kuyucukla-
ra uygulanip 24 saat inkiibe edildi.

KEMOTERAPOTIK AJANLAR

13-cis-RA (Sigma, R3255, Germany) 1s1ktan koru-
narak 0.01 g tartildi, 10 mL %96’11k etil alkol ile ¢6-
ztildi. Sisplatin (Sigma, P4394, Germany) 1s1ktan
korunarak 0.003 g tartildi, 10 mL kiiltiir ortamu ile
¢ozildii. Vinkristin (Vinkristin stilfat, Mayne, 1
mg/mL), flakondan kiiltiir ortami ile sulandirilip
0.01 mg/mL konsantrasyonunda hazirlandi. Siklo-
fosfamid (Endoksan, Baxter, 261,085 g/mol) 0.001 g
tartilarak 10 mL serum fizyolojik ile ¢6ziildii. Eto-
posid (Fytosid, Dabur, 100 mg/5 mL), flakondan or-
tam ile sulandirilip 100 pmol/mL konsantrasyo-
nunda ila¢ hazirlandi. Doksorubisin (Adriblastina,
Deva, 10 mg/flakon) 0.0001 g tartilarak 10 mL se-
rum fizyolojik ile ¢oziildii.

Maglarin hazirlanan stok konsantrasyonlarin-
dan farkl konsantrasyon denemeleri yapilarak her
ilag i¢in Kelly hiicreleri iizerindeki LD50 dozlar:
hesaplanda.

iIMMUNOSITOKIMYA

Immiinositokimya testi, direkt 96 kiiltiir plaginda-
ki kuyucuklara uygulanmistir. Bu basamaklar oda
sicakliginda gerceklestirilmistir. Kiiltiir plagi, PBS
(Phosphat Buffered Saline, pH 7.4) ile 10’ar daki-
kalik siirelerle iki defa y1ikandi. Fiksasyon i¢in %99
etanol ile 15 dakika inkiibe edildi. Plak, giderek
azalan alkol konsantrasyonlarinda (%99, %095,
%80, %70; her birinde bes dakika) rehidrate edildi,
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daha sonra %3 H,0, ile 10 dakika bekletilerek en-
dojen peroksidaz aktivitesi bloke edildi. Her aga-
madaki yikamalar PBS ile gerceklestirildi. Bloke
edici antikorun bes dakika uygulanmasi ile spesifik
olmayan baglanmalar bloke edildikten sonra, pri-
mer antikorlar (Fas (CD95), DBS-Mob 107; Bcl-2,
DBS-Mob 247; Bax, DBS-Mob 246; Survivin, Santa
Cruz Inc. USA) 1:100 diliisyonda iki saat siireyle
uygulandi. Streptavidin-biotin teknigi ile calisan iki
asamali universal kit (DBS, KP-50L) kullanilds.
Kromojen olarak diaminobenzidin soliisyonu (Sig-
ma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), zit boyama
icin Mayer’s hematoksilen boyasi uygulandi. Tki
kuyucuk negatif kontrol olarak sadece PBS ile in-
kiibe edildi. Ekspresyonlar negatif, hafif, orta ve
yliksek ekspresyon olarak inverted mikroskopta
derecelendirildi. Niiklear ekspresyonlar dikkate
alindi. Canli hiicrelerde niiklear lokalizasyonda po-
zitif boyanma %10’un alt1 negatif, %11-30 hafif (+),
%31-50 orta (++), %50’nin tizeri yiiksek (+++) eks-
presyon olarak degerlendirildi.

I BULGULAR

Fas, Bcl-2, Bax ve Survivin’in uygulanan ajanlar ve
kombinasyonlar ile ekspresyon degisimleri Tablo
I’de gosterilmistir.

[lag uygulanmayan kontrol grubu néroblas-
tom hiicreleri Fas negatif iken (Resim 1), retinoik

TABLO 1: Noroblastom hiicre hattinda sitotoksik
ajanlarin, retinoik asit ve kombinasyonlarinin Fas, Bcl-2,
Bax ve Survivin lizerine etkileri
Gruplar Fas Bcl-2 Bax Survivin

Kontrol - +++

RA +H+ + ++ +++
Sisplatin +H+ - - +H+
Vinkristin - ++

Siklofosfamid + + - ++
Etoposid + - . +
Doksorubisin +++ +44 + 4
RA + Sisplatin +++ - - +
RA + Vinkristin ++ + - ++
RA + Siklofosfamid + + - ++
RA + Etoposid + ++ ++ ++
RA + Doksorubisin ++ ++ ++ ++

RA: Retinoik asit.
1089
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RESIM 1: Kelly insan néroblastom kontrol hiicrelerinde Fas negatifligi (DAB
x 100).

asit, sitotoksik ajanlar ve kombinasyonlarinda de-
gisik diizeylerde Fas ekspresyonu goézlenmistir
(Resim 2). Bcl-2 kontrolde belirgin pozitif iken
(Resim 3), sisplatin, etoposid, retinoik asit-sisplatin
kombinasyonu gruplarinda negatiftir. Bax kontrol-
de negatif iken, retinoik asit ve retinoik asit-etopo-
sid, retinoik asit-doksorubisin kombinasyonla-
rinda belirgin pozitiftir. Survivin kontrolde nega-
tif (Resim 4) iken retinoik asit, sisplatin, retinoik
asit-sitotoksik ajan kombinasyonlarinda pozitiftir
(Resim 5).

I TARTISMA

Bugiin diinyada uygulanan ndroblastom tedavi
protokollerinin ¢ogunda patoloji ve genetik, has-
taligin tanisinda, tedavisinin diizenlenmesinde ve

RESIM 2: Sisplatin uygulamas sonrasi artmis Fas pozitifiigi (DAB x 100).

prognozun belirlenmesinde ¢ok 6nemlidir. Son
yillarda tiimor biyolojisi hakkinda bilgilerin art-
masina, lokalize hastalikta kombine tedavi proto-
kolleri ile bagar1 saglanmasina kargin, 6zellikle bir
yas tizeri ileri evre hastalarin (E3+E4) prognozun-
da belirgin bir iyilesme saglanamamigtir. Asil
problem evre 3 (E3) ve 6zellikle de evre 4 (E4)'de-
dir. Olgularin yarisindan fazlasinin E3 ve E4’de ta-
n1 aldigr gbéz oOniine alinirsa noéroblastomlu
hastalarin biiyiik bir kisminda bugiinkii yogun
protokoller (apoptotik, antianjiyogenik, retinoid
tlirevleri gibi diferansiye edici ajanlar), kék hiicre
destegi ve immunoterapi yaklasimlarina ragmen
halen istenen basar1 elde edilememektedir. Dola-
yisiyla, néroblastom progresyonundan ve tedavi
direncinden sorumlu molekiiler genetik lezyonla-

RESIM 3: Kelly insan néroblastom kontrol hiicrelerinde Bcl-2 nikleer poziti-
fligi (DAB x 100).
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RESIM 4: Kontrol néroblastom hiicrelerinde Survivin negatifligi (DAB x
400).
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RESIM 5: Kontrol ndroblastom hiicrelerinde Survivin negatifligi (DAB x 400).

rin daha iyi anlagilmasiyla gelistirilecek olan daha
az toksik ve daha etkin yeni tedavi yaklagimlarina
gereksinim bulunmaktadir.®

Giintimiizde noroblastom tedavisinde aragtiri-
lan alternatif yaklasimlar arasinda, apoptozu farkl
mekanizmalarla indiikleyen yeni molekiiler ajan-
lar, kaspaz bagiml ve kaspaz bagimsiz yolaklarin
hedeflendigi stratejiler, ilag rezistansindan sorum-
lu antiapoptotik mekanizmalar: tetikleyen mole-
killerin blokajina yonelik uygulamalar ve gesitli
epigenetik modifikasyonlar bulunmaktadir. Bun-
lardan birisi de, 6zellikle evre 4 hastalarda tanim-
lanmis olan survivin-spesifik T hiicrelerine karsi
gelistirilen DNA agilaridir.” Caligmamizda intren-
sek ve ekstrensek yolagin bulustugu kaspaz ortak
sisteminin inhibitérii olan survivin kontrol gru-
bunda negatif iken retinoik asit, sisplatin, retinoik
asit-sitotoksik ajan kombinasyonlarinda pozitif bu-
lunmustur. Bu bulgu, survivin’in ortamda herhan-
gi bir ajan bulunmadiginda eksprese edilmedigini
ancak, timori tedavi etmek i¢in verilen kemote-
rapotik bir ajan varliginda indiiklenerek ekspres-
yonunun arttigini gostermektedir. Survivin’in
artan ekspresyon diizeyleri istenmeyen bir sonug-
tur, ¢iinkd kemoterap6tik ilacin etkinligini azalti-
c1 bir etki olusturarak onkolojideki tedavi bagarisini
disiirmektedir. Son c¢aligmalar, survivin’in bu
olumsuz etkilerini ortadan kaldirmaya yonelik
arastirmalardir.®10

Caligmamizda, Fas ekspresyon diizeylerinin
kontrol grubunda negatif iken retinoik asit, sito-

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2011;31(5)

toksik ajanlar ve kombinasyonlarinda pozitif ola-
rak gozlenmis olmasi, néroblastom hiicrelerinde
uygulanan kemoterapotik ajanlarin ekstrensek yo-
lak araciligiyla apoptozu uyararak tiimor hiicrele-
rinde 6liime yol agtiklarini desteklemektedir.

Antikanser tedaviler, sitotoksik etkilerini basg-
lica tiimor hiicrelerinde proliferasyonu durdurarak,
diferansiyasyonu arttirarak ve apoptozisi uyararak
gerceklestirirler.!'!* Tedavide sitorediiktif ajanin
net etkisi, proapoptotik ve antiapoptotik sinyaller
arasindaki etkilesme sonucunda ortaya ¢ikmakta-
dir. Bu etkilesimde rol oynayan ¢ok sayida efektor
molekiil vardir, bunlarin en 6nemlisi kaspazlardir.
Apoptozda kaspaz aktivasyonunun baglatilmasi ba-
samag1, kemoterap6tik ajanin etki giictinii belirle-
yen kritik bir basamaktir. Son c¢aligmalar, cesitli
intraselliiler proteinlerin hiicre iginde yeterli dii-
zeylerde bulunduklarinda apoptozisi inhibe ettik-

lerini gostermektedir.'>1¢

Bu basamaklarda apoptozisi inhibe eden prote-
in (IAP) ailesinin bir iiyesi olan survivin, néroblas-
tomda kotli prognozu gosteren bir molekiil olup
kemoterapdtiklerin etki gii¢lerini azaltic1 yonde rol
oynayarak ila¢ direncinin ortaya ¢ikmasini kolay-
lastirmaktadir.”” Bu anlamda, aktivasyon yetersiz-
likleri veya aktivasyonun inhibisyonu gibi kaspaz
aktivasyonundaki bozukluklar tiimoér hiicrelerinde
kemorezistansin ortaya ¢ikmasina neden olmakta-
dir.’®

Ozellikle ileri evre ndroblastomda, ila¢ diren-
ci ortaya ¢ikincaya dek yani hentiiz tedavinin bas-
langic doneminde sitorediiktif tedavilere cevap
alinabilmektedir. Ancak burada programlanmis
hiicre 6liimii ile iligkili genetik farkliliklar tedavi-
ye yanitta 6nemli rol oynamaktadir. Hiicrelerin ne-
oplastik transformasyona kars1 korunmasinda ve
sitotoksik ajanlarin etkilerini olusturabilmesinde
saglam bir apoptozis yolaginin varlig1 gerekmekte-
dir. Hiicre 6limii ile iligkili bu yolaklardaki aksak-
liklar onkogenlerin deregiilasyonuna neden olarak
timorigenez siirecini baglatmakta ve tedavi diren-
cinin gelisimine zemin hazirlamaktadir. Son yillar-
da yapilan ¢aligmalarla, tedavi direncinden sorumlu
tutulabilecek mekanizmalarin agiklanmasina ve bu
mekanizmalarda rol oynayan molekiillerin ortaya
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¢ikarilmasina yonelik dnemli bilgiler elde edilmis-

ti].’ 19-21

Caligmamizda, intrensek yolakta antiapopto-
tik etki gosteren Bcl-2 ekspresyonunun kontrol
grubunda belirgin pozitif iken néroblastom hiicre
kiiltiiri ortamina uygulanan sisplatin, etoposid ve
retinoik asit-sisplatin kombinasyonu gruplarinda
negatif oldugu gozlenmistir. Bu bulgu, sisplatin ve
etoposid ile antiapoptotik etkinligin daha belirgin
olusturuldugunu gostermekte ve bu kemoterapo-
tiklerin antitiimoral etki potansiyellerini destekle-
mektedir. Buna karsin, 6zellikle retinoik asit ve
doksorubisin ile apoptoz agonisti Bax ekspresyo-
nunda bir artig oldugu gozlenmistir. Bcl-2 ve Bax
proteinleri iizerinde daha etkin bulunan sisplatin,
etoposid ve doksorubisin hiicre siklusunda DNA
iizerine etki ederek apoptoza yol acan ajanlardir.
Burkitt’s lenfoma hiicrelerinde yapilan bir ¢alis-
mada, DNA hasar1 yaparak antitimoral etkinlik
gosteren ilaglarin, p53 geninden bagimsiz olarak bu
etkilerini gerceklestirdikleri ve survivin ekspres-
yonlarini belirgin bir sekilde arttirdiklar1 bildiril-
mektedir.?? Diger taraftan vinkristin uygulanan
hiicrelerde, kontrol grubu hiicrelerine benzer bir
sekilde antiapoptotik Bcl-2 ekspresyonu gézlenir-
ken, Fas, Bax ve survivin ekspresyonlar: negatif bu-
lunmugtur. Bu ilging bulgu, bir mitoz inhibitorii
olan vinkristin tedavisi verilen noroblastom hiic-
relerinde, tedavinin uygulanma siiresi ile iligkili
olarak survivin ekspresyonunun heniiz tetiklen-
medigini diigtindiirmektedir. Cheung ve ark. tara-
findan, tedavi direncinin gelisiminden sorumlu
tutulan survivinin, hiicre siklusunda G,M fazinda-
ki mikrotiibiil stabilizasyonunu engelleyerek vin-
kristin ve taksol gibi ¢cogu antikanser ajana karsi
direng gelisiminde 6nemli rol oynadig: bildiril-
mektedir.”

Bununla birlikte, retinoik asit ve sisplatin tek
baslarina verildiginde Fas ekspresyonu ile birlikte
survivin ekspresyonunun da arttigi, ikisi birlikte
kombine edilerek verildiginde ise, Fas ekspresyo-
nunun artarken survivin ekspresyonunun azaldig:
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gozlenmistir. Bulgularimiz, néroblastomda apopto-
tik yolak ile iligkili aragtirilmig olan alternatif teda-
vi yaklagimlarini iceren c¢aligmalar ile uyumlu-

dur24—28

ve survivin lizerine en etkili ila¢ kombinas-
yonunun retinoik asit ve sisplatin oldugunu destek-

lemektedir.

Ancak kemoterapotik ilaglar non-spesifik ol-
duklarindan tiimor hiicresiyle birlikte normal hiic-
relere de oldukca toksik etki olusturmaktadir;
bundan dolay1 apoptoz sinerjisi ile birlikte survivin
inhibisyonu yapabilecek alternatif ve daha az tok-
sik tedavi stratejileri gelistirilmesi oldukg¢a yararh
olabilir.

Giintimiizde 6zellikle ileri evre néroblastom
hastalarinin tedavisinde uygulanan yogun kemote-
rapi protokolleri ile hastanin yasam siiresi uzaya-
bilmektedir. Ancak yasam siiresinin uzamasi ile
birlikte, tiim diinyada 6nemli bir problem olan ge¢
relapslarin goriilme sikligi da artmaktadir. Tedavi-
nin kesilmesinden sonra 6zellikle birinci yildan
sonra ortaya ¢ikan gec relapslarin sorumlusu ola-
rak minimal rezidiiel hastalik varlig: diisiiniilmek-
tedir. Dolayisiyla minimal rezidiiel hastalig:
ortadan kaldirmaya yonelik idame tedavileri gide-

rek 6nem kazanmaktadir.?*-3?

Sonug olarak, néroblastomda kotii prognostik
kriter olarak bilinen 17q kazang bolgesinde yer alan
antiapoptotik etkili survivinin kemorezistansta ro-
liintin bulundugu ve bu konuda daha ileri diizeyde
arastirmalarin yapilmas: gerektigi, béylece 6nemli
yeni tedavi stratejilerinin gelistirilebilecegi 6ngo-
rillmektedir. Kronik bir hastalik olan néroblas-
tomda uygulanacak olan retinoik asit ile kombine
sisplatin iceren metronomik tedavi uygulamalar:
ile, tedavi direncinin azaltilacag: yoéniinde olumlu
bir gelisme saglanabilecegi diisiintilmektedir. Bu
konuda da yapilacak olan ileri farmakokinetik ¢a-
lismalarla, doz optimizasyonlarinin diizenlenmesi-
nin ve kisiye 6zel tedavi protokollerinin olus-
turulmasinin gerekliligi, bu ¢aligmamiz ile bir kez
daha vurgulanmaktadir.
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