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anti PD-1 monoklonal antikoru ve
C Novyi-NT intramural uygulamasinin etkinliginin
degerlendirilmesi

Doc. Dr. Giilsim GENCOGLAN
Celal Bayar Universitesi Dermatoloji A.D., Manisa


http://www.google.com.tr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRxqFQoTCOzy8qaUg8kCFUUdDwodvWgNLg&url=http://secunet.com.tr/referanslarimiz/&psig=AFQjCNGQTxBFDW233C-ooafKLqBmzIqCFg&ust=1447152206322695
http://www.google.com.tr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRxqFQoTCOzy8qaUg8kCFUUdDwodvWgNLg&url=http://secunet.com.tr/referanslarimiz/&psig=AFQjCNGQTxBFDW233C-ooafKLqBmzIqCFg&ust=1447152206322695

Anti-PD-1 Nedir ?

Insan monoklonal antikoru

Metastatik hastalikta ipilimumab tedavisi sonrasi FDA onayl
Tedaviye yanit orani %25- %33 arasinda

BRAF inhibitorleri kadar hizli etkinlik gosteriyor
Stabilizasyon, uzun sireli etkili

Tumor hacmi kiiclk hastalarda daha etkin

Kisithliklar .....

BRAF mutasyonu negatif...
Tumor hacmi blylk olgularda etkinlik (?)
BRAF inhibitori direnci gelisen hastalarda etki(?)



C-Novyi Nedir?

Clostridium ailesinin en kiguk basili, 3 pum
Anaerob Gram (+) basil

Kanser icin tanimlanan bu hipoksi/nekrotik ortam timorler icin yiiksek
spesifik bir 6zellik olup viicudun hicbir bolgesinde boyle bir mikro cevre
bulunmamakta

Bu alana etki edebilen bir kemoterapotik ajan yok
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Literatirdeki Oncil Bulgular

Kanser tedavisinde C. Novyi kullanilarak gerceklestirilen ¢calismalar

Kullanilan  tedavi

Referans Kanser tipi yantemi Sonug Uygulama
Staedtke vd., Glioblastoma C Novyi-nt - ..
(2015) (hayvan modeli) Liposomal Etkili Intravendz
Y doxorubisin

Pankreas
Zheng vd., karsinomu . - ..
(2014) (hayvan modeli) C Novyi-nt Etkili Intatimoral

Koépek yumusak Fiinde TR,

doku sarkomu
Roberts vd + 3'lnde KR,
(2014) 1 olgu: C Novyi-nt 5’inde SH Intatimoral

retroperitoneal .

. Tam remisyon

leyomiyosarkom
Maletzki vd., pankreas C Novyi-nt Etkili Intravenoz
(2010) .

karsinomu

(hayvan modeli)
Agrawal vd Renal kortikal Intravendz

9 ' adenokarsinom C Novyi-nt Etkili

(2004) .

(hayvan modeli)

C Novyi-nt
Dang vd Kolon karsinomu Mikrotubdul
(20094) ” Kolanjio karsinom stabilizerleri Etkili Intavendz
Mikrotlbul

Burada daha once yapilmis olan ve calismayi destekleyen literatirler sunulmalidir
Yapilacak proje bir calismanin tekrarindan ¢ok yeni bilgilere ulasma amacini giitmelidir

destabilizerleri



Amac

Melanom tedavisinde immunoterapi ile C.novyi-nt kombinasyonu
Anti PD1 tedavi etkinligini saptanmasi
Bakteriyolitik etkiyle timor yikinin azaltilmasi

Daha fazla tiimoral antijenin aciga ¢cikmasini ve bu yolla T hlicrelere antijen
sunumunu artirip

Tumor icine ek antijenik faktor gondererek daha fazla T lenfositin timoral
alana goclnl uyarip immun sistemin anti timoral aktivitesini arttirmak



Yontem

Calismada;

e 7-8 haftalik 50 adet C57bl fare

* B16 melanom modeli kullanilacak

e HMDbA45 ve S100 ile kontrol biopsi yapilacaktir

e Calisma gruplari
— Melanom+ serum fizyolojik
— Melanom+ anti Mouse PD-1
— Melanom+ CNovyi-NT+ Serum Fizyolojik
— Melanom+ anti Mouse PD-1+ C Novyi-NT



Yontem

Grup 2 ve Grup 4 te Anti mouse PD1 antikoru, her bir enjeksiyon 250 pg
olacak sekilde 1, 7, 11, 15. glinlerde intraperitoneal

Grup 3 ve Grup4 deki farelere intratimoral C novyi-NT sporlari PBS icinde
suspansiyon
Diger gruplarda ayni miktarda serum fizyolojik yine intraperitoneal olarak

Fareler 2 haftada bir kontrol edilerek timora belirgin nekroz gosteren ya
da 2000 mm3 den fazla biyime gosterenler sakrifiye edilecektir



Yontem

Tiimor Kitlesinin Ol¢iimi;

 Tumor olusumu histopatolojik olarak konfirme edildikten sonra
mikrokaliper yardimiyla yapilan dlciimlerle timor hacminin (V=ab2/2; a=
timorin en uzun bolimd, b=timorin en kisa bolimu) 10 mm3 olmasi

beklenecek ve daha sonra hayvanlarin dahil olduklari gruplara gore tedavi
semas! uygulanacaktir



Yontem

Patolojik Degerlendirme;

Hematoksilen-eozin, Hmb45 ve S100 boyama
Tumor kalinhigi

Peri timoral inflamatuar hiicre populasyonunun karekteri (lenfosit,
monosit, polimorfontkleer [6kosit sayimi) ve yogunlugu

immiinhistokimyasal Degerlendirme;

Anti-LAG-3, anti-Tim-3, anti-CTLA-4, anti-PD-1, anti-CD28, anti-IL-2, anti-
TNF-a, anti-IFN-6

Ornekler iki histolog tarafindan farkli zamanlarda degerlendirilerek,
immunoreaktiviteler degerlendirilecek ve HSCORE analizi ile yapilacaktir

Immunohistokimyasal boyamalar es zamanl olarak izotip kontrolleri ile
ayni sartlarda boyanarak metodun validasyonu saglanacak



Yontem

Kantitatif Real-time PCR;
 Dokuda ve kanda;
* IL-2, TNFa, ve IFNY¥ diizeylerinin 6lcimd

Flow Sitometrik Analiz;
 inflamatuar hiicre populasyonun karakteri ve yogunlugu

Istatistiki Testler;
* SPSS software 20.0 (SPSS, Chicago, IL, USA) programlari

* Deneysel sonuglar, coklu karsilastirmalar icin ANOVA varyans analizi ve
Tukey’s post-hoc karsilastirma testi;

* Tek yonli karsilastirmalar icin Student’s t testi



B Plani

* Burada calisma sirasinda karsilasilabilecek sorunlar ve muhtemel
cozlimlerine yer verilmelidir

En Onemli Risk(ler) B Plani

Proje ekibinin kanser hiicrelerin kiltiirlenmesi B16 timor modeli
olusturulmasi konularinda gerek Tibitak tarafindan desteklenen
projeleri ile yayinlamis ve yayinlari bulundugundan IP 1-2'de
malign melanom hiicrelerin kltirlenmesinde ve timér modeli
olusturulmasinda bir basarisizlik yaganacagi tahmin Hucre hatlari yeniden temin edilerek ¢ogaltilacaktir.
edilmemektedir.

Proje ekibi calisma dizayni éncesinde C Novyi-NT nin John
Hopkins Universitesinden transferini saglamis canlandirma testi
tamamlamistir. Bakterilerin kiltird ve sporulasyonu basariliyla
uygulanmigtir. John Hopkins den godnderilen 6rnek ve cogaltilan
bakteriden elde edilen pasajlar tekrar dondurulmustur. Konu ile
ilgili yeterli deneyime sahip oldugundan belirtilen islerin
gerceklestirimesinde olumsuz bir durum ile Kkarsilagilacagi

Oncelikle pasajlanmis dondurulmus érnekler agilacaktir. Burda da sorun
olursa John Hopkins universitesinden yeniden bakteri temini yoluna

gidilecektir.
saniimaktadir.

immunohistokimyasal boyalarin basarisiz olmasi, sitokin élglimleri
ve flowsitometride isaretlemelerde sorun yasanabilir. iP 6,7 ve 8'de projeye ait tekrarlanabilir ve dlgilebilir parametreler yer
almaktadir. Deney sirasinda alinan dérnekler her asamada saklanmak
suretiyle yeni kesitler ve doku érnekleri hazirlanarak gerekirse antikor ve
boyalar yenilenerek islemler tekrarlanacaktir.




Beklenen Yararlar

Immunoterapi etkinliginin artmasi

TUmor hacminin azaltilmasi

Hastaliksiz sag kalimin oraninin artmasi
immunoterapi tedavi siiresinin kisaltiimasi

Yan etkilerin azaltilmasi



