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OZET

Meme kanseri gealinis Ulkelerde kadinlarda en sik gorilen kanserdir.
Mortalite ile sonucglanan kadin kanserlerinde ikirem sik goralenidir. Meme
kanserinde kemoterapi, hormonoterapi, monoklonatikama tedavi ya da
radyoterapi tedavi seceneklerindendir. Kemoter&p@janlarin en o6nemli etki

mekanizmasi apoptosizdir.

AT -101(R-(-)-gossypol asetik asit) pamuk tohungipaan elde edilen BH3(
bcl-2 domain 3) mimetik ajandir. Gossypol’ un dadwace in vitro ve in vivo
calismalarda hicre proliferasyonunu inhibe ederek veptgaisi tetikleyerek anti-
kanser etki gostergi bilinmektedir. Anti-kanser etkisini antiapoptotifarak bilinen

Bcl-2, Bcl-xL, ve Mcl-1 i inhibe ederek yapmaktadir

Meme kanserinin %20-25 de HER2/neu reseptdrr aekspresyonu
olmaktadir. Trastuzumab meme kanseri tedavisinaikkasyon almy HER2/ neu

reseptorini hedef alan bir monoklonal antikordur.

Bu calsmada HER2/neu yiiksek oranda exprese eden MDA-MBré&@e
karsinomu hicre hattinda trastuzumab ve gossypdinerijistik sitotoksik/apoptotik

etkilerinin aratirilmasi planlanmaktadir.

Vi



ABSTRACT

Breast cancer is the most common in women at tharaéd countriedt is the
second most common cancer resulting death. Thenatnoptions include
chemotherapy, hormone therapy, radiotherapy andaplge with monoclonal
antibodies. The most important mechanism of themdtkerapatic agents is on

apoptosis.

AT -101(R-(-)-gossypol acetic acid) is a BH3 mimetgent produced by
cotton seed oilit has been demonstrated that gossypol shows itsamter effects
through inhibition of the cell proliferation andggering apoptosis by in vivo and in
vitro studies. AT-101 to inhibit known as anti apatc moleculer such as bcl2, Bcl-
xL, and Mcl-1

There is on over-expresion of HER2/neu receptoPoi0-25 of the breast
cancers. Trastuzumab is a monoclonal antibody deenin treatment of breast

cancer. It is a monoclonal antibody trageting HERR/receptor.

In this research we aim to study the synergystiotoyic/apoptotic effects of
the transtumab/gossypol in HER2/neu receptor ovgressing MDA-MB-453
breast cell line.

Vil



GIiRIiS VE AMAC

Meme kanseri kadinlarda en sik gorulen kanser olime, kadinlarda akger
kanserinden sonra kanser ileskili 6limlerin en sik sebebidir (1). Son 50 yilda
meme kanserinin erken taninmasi ve yeni tedavi titel#ainin gelsmesi ile birlikte
meme kanseri ile gkili 6lum oranlari azalngtir (2). Meme kanserinin %20-25 de
bir Human Epidermal Growth Factor Receptor-2 (HER®a HER2/neu) reseptor
geninde ar ekspresyon olmaktadir. Bu gendeki overekspnesyee/veya
amplifikasyon sonucu meme kanseri hicreleri damassigbir sekil almaktadir (3,4).
HER2/neu reseptér geninin meme kanseri etiyolajskn roliinin saptanmasi
sonrasinda bu geni hedef alan ilacglar klinik kulaa girmétir. (5) Trastuzumab bu
tarz bir genetik dgsiklik goriilen meme kanseri hiicrelerinde HERgi hedefleyen
bir monoklonal antikordur (6). Transtuzumalbsidda bir baka kicik molekul
tirozin kinaz inhibitdrt olan Lapatinib ise HER2ve EGFR- 1 ‘i inhibe ederek etki

gosterir.

HER2/neu reseptori pozitif meme kanserli hastalamtastuzumabin
adjuvan, neoadjuvan ve metastatik hastalikta tgda@klenmesi hastalarda belirgin

lyilesme s&lamistir (7-10).

AT -101(R-(-)-gossypol asetik asit) ise pamuk tolumatan elde edilen gal,
sarl renkli bir polifenolik aldehittir. Yapilan gaialarda anti-timéral, anti-viral,
anti-paraziter ve anti-oksidan etkileri saptagtmi Gossypol’ Un bir¢ok enzimatik
sistem, hicre siklusu duzenleyici proteinleri, iamembrani ve mitokondri
membrani ile etkilgme girdigi ve bu yolaklar ile etkilerini meydana getigdi
saptanmytir. Gossypol’ in meme kanseri Uzerindeki etkil@rivitro olarak hicre
hatlarinda ve Faz I/ll klinik ¢caimalarda argirilmistir. Ancak literatirde, meme
kanseri hiicre hatlarinda trastuzumab ile gossyjpokbmbinasyonlarina ait ¢gtna

yer almamaktadir.

Calismamizin amaci; in vitro verilerde meme kanseri @lUtatlarinda
etkinligi gbzlenen ve faz I/l klinikk ¢cagmalarda ciddi sistemik yan etkileri
saptanmangiolan gossypol’ un HER2 pozitif MDA-MB-453 invazimeme kanseri

hiicre hattindaki sitotoksisitesini anamak ve trastuzumab ile kombine eddidide



olasi aditif, sitotoksik ve apoptotik etkilerinin ulbnup bulunmagni

g6zlemlemektir.

Calismamiz Ege Universitesi Tip Fakdiltesi Tibbi OnkoBijim Dali
arggtirma laboratuarinda gercekieilmi stir.

‘In vitro deneylere damadan once E.U.T.F. Etik kurul (karar no: 11-)/45

onay! alinmgtir.’

‘Uzmanlik tezi; 2011-t1p-055 nolu projeyle E.U.TBilimsel Arastirma Proje fonu

tarafindan desteklengtir.’



GENEL BILGILER
1. Epidemioloji:

Meme kanseri dinyadaki her alti kadindan birindeaziv meme kanseri ise
her sekiz kadindan birinde geabilmektedir. Deri kanserlerinden sonra kadinlarda
en sik gorulen kanserdir. Alggr kanserinden sonra en sik kanser ikkilli 6lim
nedenidir. Her yil Amerika Birkek Devletleri nde (ABD) 178.000 yeni meme
kanseri vakasi gorilurken, her yil ABD’ de 41.00dikn meme kanseri nedeniyle
hayatini kaybetmektedir (1). Hastalik uzun seyihlip heterojen bir yapiya sahiptir.
Hastalgin tanidan o©nceki periyodu klinik olarak belirginald gelmesi ve
metastazlarin ortaya cikma sureci 1 yildan 10 yw&dar dgisebilmektedir.
Hastalgin tani oncesi periyodu ile klinik bulgularin ve tagtazlarin ortaya ¢ikma
sureci 1 yildan 10 yila kadar glgebilmektedir (11). Erken tani ve gah sistemik
tedavi sayesinde meme kanserinin mortalitesi azdbda. Meme kanseri
tedavisinde son yillarda olumlu geheler olsa da, ileri evre hastalikta kiansi
yoktur (1).

2.Meme Kanseri Risk Faktorleri

Meme kanseri gajen kadinlarin yakkak sadece %25 inde belirgin bir risk
faktort vardir. Bu risk faktorlerinin @ 0strojene maruziyet suresi ve miktari ile
iliskilidir. Ostrojene maruziyet siresi artttkca memanseri gorilme riski
artmaktadir. Meme kanseri olan hastalarin %20-80un ailesinde en azindan bir
kadinda meme kanseri Oykisl mevcuttur. Ancak memamesedeinin %10 unda
herediter predispozisyon gorilur. Bu herediter @@akzisyonun en oénemlileri
BReast CAncer (BRCA) 1 ve 2 gen mutasyonlaridirmdekanseri ile ikkili bu
genler (BRCA 1 ve BRCA 2) % 5 ile %10 vakada garéktedir. Bu geni tayan
kadinlarin ygamlari boyunca meme kanseri gele riski %50 ile %80 arasindadir.
Meme kanseri gelimi acisindan risk faktorleri yiksek, orta vestdk olarak
siniflandinlabilir (11).



- Yuksek risk faktorleri; ileri yg hastanin kendisinde meme kanseri hikayesi,
premenopozomal bilateral ailesel meme kanseri k#iagilesel kanser sendromlari

ve meme biyopsisinde atipi iceren proliferatif lahiktgosterilmesidir (11).

- Orta risk faktorleri; birinci derece akrabalarancheme kanseri olmasi, hastanin
kendisinde over veya endometrium kanseri hikaydisigebeliginin 30 yainin
Uzerinde olmasi, hi¢c gebe kalmanolma, postmenopozal kadinda obezite ve

yuksek sosyoekonomik seviye olarak tanimlanmaki@di.

- DuUsuk risk faktorleri ise 12 yandan 6nce mengr55 ygindan sonra menopoz,
alkol alimi, beyaz irktan olmak, uzun sureli (1bwaya daha fazla streli) 6strojen
replasman tedavisi almak olarak tanimlagtim(11).

Meme kanseri acisindan yuksek riskli kadinlar dilizekip edilmeli ve bu
yuksek riskli hastalarin bazilarinda profilaktik stektomi, ooferoktomi veya

tamoksifen gibi secenekler gdintlmelidir (1).

3.Tarama:

Meme kanserinin sik gorilmesi ve erken evrede isgan mumkin olmasi
nedeniyle tarama onerilmektedir (1). 5G y& lUzerinde mamografinin (MG) tarama
aracl olarak kullaniimasi; meme kanseri ilgkili mortaliteyi %20-30 oraninda
azaltmstir (12). MG ve fizik muayene ile taramada 5@ipaan buytk 1000 kadinin
10 unda, 50 yandan kicuk 1000 kadinin 2 sinde meme kanseri sayatiatadir.
Tarama ile lenf nodu tutulumu olmadan meme kansef680 taninabilmektedir.

Boylelikle 5 yillik sgkalim %85 e yikselmektedir. Taramada fizik muayene ve
MG birlikte kullaniimalidir. Sadece MG ile erken me kanserlerinin %35-50si
saptanirken sadece fizik muayene ile %40saptanabilir. 40 yan Uzerinde ise

meme muayenesi yillik yapiimahdir (11).

MG kitle palpe edilmeden 6nce meme kanserini taammalda en guvenilir
aractir. Yava buytyen timaérler mamografi ile palpe edilecek cal@gmadan 2 yil
oncesinde MG ile saptanabilir. MGde meme kanseri ile §kili en sik bulgular
kiime yapmy polimorfik mikro kalsifikasyonlarin bulunmasidiDominant veya

supheli kitlesi olan hastaya mamografik bulguya bakksizin biyopsi yapiimalidir.



Normal MG meme kanserini ne yazik ki ekarte ettzm8upheli bir lezyon
oldugunda fizik muayene ve ultrasonografi (USG) ile dsedlendirilmelidir (1).
Magnetik rezonans goéruntileme (MRG) vyiksek riskliemne kanserlerinde
kullanilabilir ancak tim poptlasyona uygulanamaR® in duyarhligit MG’ den
daha yuUksektir ancak 0zgugii daha diiktir. Meme implanti olanlarda, dnceden

lumpektomi olan veya radyoterapi (RT) alan hastaviRG faydalidir.

4. Klinik Bulgular:

Hastalarin %80'ininsikayeti grisiz kitledir. Daha nadir semptomlar meme
agrisl, akinti, erozyon, cekinti, kizariklik, geneltiik ve meme banin itilmesidir.
Nadiren aksiller kitle, koldaislik ilk belirti olabilir. Sirt-kemik &risi, sarilik, kilo
kaybi gibi sistemik metastaz bulgulari da nadireslamgic semptomu olarak
gorulebilir. En sik tst dikadranda (%60) lezyon goralirken, %15'i Ust ic reaudla,
%15'i alt ds kadranda, %5'i alt i¢c kadranda %5'’i ise areolafetda goraltr (1).

5. Tant:

Tani histopatolojik olarak koyulur. Fizik muayenedeya MG de saptanan
batinstpheli lezyonlara biyopsi yapiimalidir. Kanser @dwigtntlen lezyonlarin
%60’ benigndir, benign oldiw disintlen lezyonlarin %30’'u da maligndir. Bu

nedenle butin meme kitlelerine biyopsi ile tanirkahdir (1).

6. Patolojik Tipler:

Meme kanserlerinin yak$gk %15-%25’ini in-situ karsinomlar kalan %75-

85'ini de invaziv meme kanserleri glurmaktadir (1).

Meme kanseri memenin duktuslarindan veya lobuletnkoken almasina
gore duktal ve lobuler olarak siniflandiriimaktadiarsinoma in-sitular ise metastaz

yapmayan ve bazal membrani invaze etmeyen lezybnlar



1-Karsinoma in-situ:
Ductal Karsinoma in-situ
Lobuler Karsinoma in-situ
2invaziv Meme Kanseri:
Invaziv duktal karsinom- %76
Invaziv lobtiler karsinom- %8
Duktal/lobuler karsinom- %7
Musiz6z (kolloid) karsinom- %2,4
Tlbuler karsinom- %1,5
Mediiller karsinom- %1,2

Papiller karsinom- %1

Metaplastik meme kanseri ve mikropapiller meme k&ns de iceren

diger alt tiplerin orani %5’ten az bulunsgtur. (11)

7. Prognostik Faktorler:

Tek bgina en iyi prognostik faktor tutulan aksiller lenbdu sayisidir.

Tamor ¢api lenf nodu durumundan sonra en dnemgrpostik faktordir.

Meme kanseri her bir hastanin ayri ayrgeldendiriimesi gereken kompleks
bir molekuler surectir. Geleneksel histolojik slamidirma geni klinik spektrumu
kapsamamaktadir. Histolojik olarak ayni tamoérlerdaolekuler farkhliklar
oldugundan, farkh klinik davraglar izlenmektedir. Son 10 yildir ggiirilen gen
tarama teknikleriyle, bir timorde, tek seferde &iné gen ve gen Urlini saptanmakta
ve bunlar yeni prognostik markirlar belirleme, tega yanitt d6ngérme ve yeni
hedefleyici tedaviler geftiriimesinde kullaniimaktadir (13). Perou ve ark00R
yilinda gen ekspresyon Ornekleriyle invaziv memenskainin ilk alt tiplerini
belirleyerek ‘Orijinal Perou Siniflamasi’ adi veniktir. (13). Bu ¢calymada invaziv
meme kanserlerinin gen profilleri ¢ikarilarak farkholekuler fenotiplerin oldgu
belirlenmg, kanserli doku ve normal meme dokusu 6rneklerirdBiA testi ile elde
edilen gen haritasi icinde bir grup ‘intrensek gsaptannytir. (14).Intrensek genler
farkll tumorler arasinda ¢#li varyasyonlar olgturmaktaydi. Bu varyasyonlarla

molekiler siniflandirmanin 6 alt tip belirlendi.



Bazal- like hastalik; Triple negatif, CK 5/6 ve EB (+)

Her-2 pozitif hastalik; ER, PR(-), Her-2(+), CK65/e EGFR (-)

Normal meme benzeri; ER (-)/(+), Her-2 (-), CK S6EGFR (+)

Luminal A hastalik; ER(+), PR(+), Her-2 (-), CK65ve EGFR (-)

Luminal B hastalik; ER (+)/(-),PR(+)/(-), Her-2)(¢), CK 5/6 ve EGFR (-)

Claudin- low hastalik; Triple negatif, CK 5/6 ve EB (+)/(-)

. Basal-like: Bu timorlerin %901 ER negatif, PR nefjge HER-2 negatifti.
% 95 oraninda ER negatif olan bu grubun %91’i yikgeade’li timorlerden
olusmaktadir (15). Myoepitelyal hiicre belirtecleriniekocgu bu timdorde
mevcuttur [CK 5/6, CK17, p-kadherin, caveolin 1r2stin, CD-44 ve EGFR
(+)] ve P53 mutasyonu ¢ok siktir. Bu meme kanseriBRCA-1 mutasyonu
(germline ya da epigenetik susturma) da sik sapgéatadir. EGFR; bazal-
like kanserlerde yiksek oranda pozitiflik gozlenbir yeni molekuler
belirtectir. Triple negatif timorlerle klinik anlasa ganlamda kullaniimasina

ragmen molekuler anlamda ¢ok fazla gen mutasyonu rardi
. HER-2 pozitif: Asagida ayrintili olarak anlatilacaktir.
. Normal-like: Net olarak tanimh molekuler bir akyisi yoktur.

. Luminal-like -A: Luminal-A tumorlerde en yuksek E&kspresyon duzeyi
saptandi. GATA-binding protein 3, X-box binding f@m 1, Trefoil factor 3,
hepatocyte nuclear factor 3-alfa ve LIV-1'in yiks#ikzeylerde ekspresyonu

saptandi (12). Hormonoterapiye ¢ok iyi yanit vegirprognozludur.

. Luminal-B timorlerde, luminal spesifik gen eksp@sylizeylerinin daha az
ve bazilarinda HER-2 pozitifli oldugu goéruldi. P53 gen mutasyon oraninin,
Luminal-B’de Luminal-A tumorlerden daha fazla ofgdubelirlendi. Liminal
B’i Luminal-A hastaliktan ayiran 06zedi Ki-67 proliferasyon indeksinin
yuksekligidir. 2009 yih St. Gallen Meme Konsensusu'nda da Ki-6v'n
prognostik 6nemi kabul ediljmive IHC’sal olarak dgerlendirilen Ki-67 igin
<%14 diguk risk, %15-30 orta risk ve > %30 yuksek risk gruddarak kabul



edilmistir. Liminal B hastalik Liminal A ya gére HER-2 il gi nedeniyle
daha koéti prognozludur. Bitin luminal grup meme skderinde ER
pozitifligi mevcuttu ve bunlarin Ucte ikisi glik veya orta histolojik

grade’liydi.

6. Claudin-low tipi hastalik:ilk kez 2007'de tanimlanmtir. interselliiler
adezyon molkedllerinin diik ekspresyonu ile karakterizedir. ( claudin 3,4,7,
cingulin, e —kadherin gibi). Bazal-like hasga benzer bir molekiler

yapilanmasi vardir. (16)

Bu molekuler siniflama, tedaviye yaniti 6ngérmekn igullaniimaktadir.
Ornesin; neoadjuvan tedaviye en iyi yaniti verenler bdika ve HER2 (+) olan
gruplardir (17). GEP metodu ile ayni zamanda BR@Xe&st Cancer Gene)
mutasyonu ile ikkili olan sporadik meme kanserleri saptanabili8)(1 Ayrica bu
yontem ile lenf nodu negatif veya ‘grade’ Il timgith prognostik olarak kategorize
edilmesi mumkun olabilmektedir.(19) Bu siniflama ¥eni hedefleyici tedaviler

belirlenmesi amaclanmaktadir.

8. Evreleme:

Meme kanseri; tumor capi, lenf nodu sayisi, metagtaligina gore yapilan
TNM siniflamasi ile Evre 0 dan Evre 4 e kadar evrelendirilir. TUmorin evresi
arttikca 5 yilhk sgkalim azalmaktadir. Batin dinyada meme kanserinin
evrelemesinde TNM sistemi kullanilir. T primer tiniad capini, N bdlgesel lenf
nodu metastazini, M uzak metastazi gosterir. EviA ve 1IB opere edilebilir
hastalik; evre IlIA ve IlIB lokal ileri hastalik;vee IlIC ileri hastalik; evre IV ise
metastatik hastalik olarak siniflandirilir (11).

8.1. Primer tumor (T) :

Tumor kitlesi olan Paget has@litimorin boyutuna gore siniflandirilir.
Meme bai c¢ekintisi, derinin gukurkanasi ve dier deri dgisiklikleri siniflandirmayi
etkilemeksizin T1, T2 veya T3 tumoérlerde desaloilir. G&slis duvarina; kostalar,

interkostal kaslar ve 6n serratus kaslari dahkigral kas dahil daldir (1, 19).



-TX: Primer tumor dgerlendirilemiyor.
-TO: Primer tumor bulgusu yok.
-Tis: Karsinoma in situ Tis (DCIS): Duktal karsinanm situ Tis (LCIS): Lobuler
karsinoma in situ Tis (Paget): TUumor kitlesi olmayaeme bgnin Paget hastai
-T1: En buyuk ¢capi 2 cm veya daha az tumor
e Tlmic: En blytk ¢capi 0,1 cm veya daha az olan nmkiazyona sahip tm
« Tla: En buyik capi 0,1 cmden daha buyik olan ama 0,5 cmyi
gecmeyen tumor
e Ti1b: En buylk capi 0,5 cmden daha biiyik olan ama 1 tcrgi gecmeyen
tm
e Tic: En blyuk capi 1 cmden daha buyik olan ama 2 ctrgi gegmeyen tm
-T2: En buytk capi 2 cinden biyuk fakat 5 cim den kuiglk timor
-T3: En buyik capi 5 ciden buytk timor
-T4: Boyutu ne olursa olsun, gis duvari veya cilde direkt yayillim gdsteren tumor
* T4a: Pektoral kas tutulumu olmadanggé duvarina yayilim
e T4b: Meme derisinin 6dem (portakal kagou gérinimi dahil) veya
Ulserasyonu ya da ayni memede satellit deri nadliille

» T4c: T4a ve T4b deki bulgularin birlikte olmasi

e T4d:Inflamatuar karsinoma

8.2. Bolgesel Lenf Bezleri (N)
-NX: Bolgesel lenf nodlari dgrlendirilemiyor
-NO: Bolgesel lenf bezi metastazi yok
-N1: Ayni tarafta mobil aksiller lenf bezi metastalig
-N2: Birbirlerine veya cevre yapilara fikse aynrafitaki aksiller lenf bezleri veya
ayni taraf internal mammaryal lenf bezlerine metastarlgi
* N2a: Birbirlerine veya cevre yapilara fikse aynratta aksiller lenf nodu
metastazi vard
* N2b: Klinik olarak belirgin aksiller lenf nodu metazi olmaksizin ayni

taraftaki internal mammaryal lenf nodlarina metastarligi,



-N3: Ayni taraftaki infraklavikiler lenf nodlarinametastaz veya hem ayni taraftaki
internal mammaryal lenf nodlarina hem de aksilb&f hodlarina metastaz ya da ayni
taraftaki supraklavikiler lenf nodlarina metastadigi
* N3a: Ayni tarafli infraklavikiler lenf nodlarina tastaz vargi
* N3b: Hem ayni taraftaki internal mammaryal lenf laosha hem de aksiller
lenf nodlarina metastaz vagili

* N3c: Ayni taraftaki supraklavikiler lenf nodlarineetastaz vargi

8.3. Uzak metastaz (M)
-MX: Uzak metastaz derlendirilemiyor
-MO0: Uzak metastaz yok

-M1: Uzak metastaz var

Tablo 1: TNM evreleme:

Evre O Tis, NO, MO
Evre | T1, NO, MO
T0, N1, MO
Evre lIA T1, N1, MO
T2, NO, MO
Evre 11B T2,N1, MO
T3, NO, MO
T0, N2, MO
T1, N2, MO
Evre IlIA T2, N2, MO
T3, N1, MO
T3, N2, MO
T4, NO, MO
Evre 1lIB T4, N1, MO
T4, N2, MO
Evre IlIC Herhangi bir T, N3, MO
Evre IV Herhangi bir T, herhangi bir N, M1
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9. Tedavi

Meme kanserinde uygulanacak tedawekli bircok faktore gore
belirlenmektedir. En 6nemlileri aksiller lenf nodwetastazi, tumér boyutu, timoérin
daha once bahsedilen molekiler siniflamasi, hastgesi, menapozal durumu ve

performansi olarak siralanabilir.

Evre I, Il ve Il meme kanserinin tedavisinde secdk kemoterapi
tartismalidir. su anda evre 1, Il ve lll hastalarda standart tedasirahi tedaviyi
takiben adjuvan radyoterapi veya sistemik tedavitiieoadjuvan tedavi cerrahi
oncesi kemoterapi ile tumdr capini kigultmeye yi#n&ullanilan bir tedavidir.
Boylelikle mastektomi gereken hastalara lumpektgani meme koruyucu cerrahi
(MKC) yapilabilir (1). Primer tedaviden sonra ekstsmik tedavinin (adjuvan)
sistemik rekirrens riskini azaliti ve genel sgkalimi iyilestirdigi gosterilmatir.

Adjuvan tedavi kemoterapi (KT) ve hormonoterapi jHTen olymaktadir (11).

9.1. Primer veya Lokal - Bolgesel Tedavi

Primer lokal tedavi lumpektomi (meme koruyucu cerdMKC) ve takiben
RT veya mastektomidir. Randomize kontrolli galalarda MKC ile mastektomi
arasinda genel gwalimda farklihk gosterilemergtir. Ancak mastektomi daha az
lokal rekirrens ile ikkilidir (11).

Erken evre meme kanserli hastalarda tercih edigelavi formu MKC ve
radyoterapidir. Meme koruyucu cerrahinin yapilipnyamayacgini belirleyen en
onemli durum timorin capidir. Klinik olarak taniméen multifokalite MKC icin
relatif bir kontredikasyondur. Gdis duvari, deri, meme fave etrafindaki deriye
fiske olmuy tumorler de relatif kontredikasyondur. Aksillerseksiyon aksiller
rekdrrensleri 6nlemede faydalidir. Ayni zamanda @&im Onlenmesinde ve
tedavinin planlanmasinda dageelidir (1). Radikal mastektomide ise pektoral kast

eksize edilir.
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9.2. Adjuvan Hormonoterapi:

Baslangi¢c biyopsinin ER ve PR poziti#ii meme kanserinin yonetiminde
kritik 6neme sahiptir. Reseptor pozitif hastalar Hilabilmektedirler. Adjuvan
hormonal tedavi; reseptdr pozitif timoérlerde sga menopozal duruma, gar
prognostik faktorlere, alinan kemoterapiye, HER@/derumuna bakilmaksizin ga
kalim oranlarini artirir (1). Béca iki tip antidstrojen tedavi vardir. Postmennalo
hastalar Ostrojen biyosentezindeki son biyolojilsdragl inhibe ederek Ostrojen
Uretimini azaltan aromataz inhibitorleri (6rn.rtetol, anastrozol ve ekzemestan) ile
tedavi edilir. Aromataz inhibitorleri fonksiyon gt overi olan hastalarda overyan
fonksiyonlar bloke edilmeden kullanilmamalidir. Smenstirel siklustan bir yildan
daha az zaman gegyrhiastalar premenopozal kabul edilirler. Potentksiéléstrojen
modulatéri olan tamoksifen premenopozal hastalamasik kullanilan hormonal
tedavidir (1).

9.3. Adjuvan Kemoterapi:

Lokal ileri meme kanserleri (T3, T4) ve inflamatuaeme kanseri bile kir
olabilir (1, 20). Adjuvan sistemik tedavi orta vékgek risk gruplarindaki kadinlara
Onerilmektedir. KT rekurrens riskini azaltir ve gésakalimi iyilestirir. Bu etkisini
hem lenf nodu negatif hem de pozitif hastalardategi's Ancak HT den daha

toksiktir (11). Adjuvan tedavi 10 yillik relaps kisolan meme kanserli hastalara
onerilir. Bu grup patolojik timér capr 1 cm ve (inele olaninvaziv duktal ve

lobuler karsinomlari ve timor capi ile histolojikilgularina bakilmaksizin aksiller
lenf nodu pozitif olan tim hastalari icerir (11)edtif lenf nodu olan kadinlarda da
%25 ihtimalle mikroskobik metastatik hastalik gonéktedir (1). Bu nedenle lenf

nodu negatif yiksek riski hastalarda da adjuvaaveendikasyonu vardir (11).

Adjuvan tedavide ¢tli KT rejimleri verilmektedir. Bunlar arasinda &ir
TAC (taksotere/dosetaxel adriamisin, siklofosfamid) kir AC (adriamisin,
siklofosfamid) ile takiben 4 kir paklitaksel, 6 kBEF (siklofosfamid, epirubisin, 5
florourasil); 4 kir CAF (siklofosfamid, adriamisir florourasil); 4 kir TC

(taksotere, siklofosfamid) gibi gidi kemoterapi rejimleri bulunmaktadir. (21).
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Kemoterapi kombinasyonlari tek ajanl tedavilerddaha Ustindiar ve
genellikle antrasikline dayali tedaviler tercih lewktedir. Antrasiklinlerin dier
ajanlarla kombinasyonu antrasiklin icermeyen korabyonlara gore daha fazla
saggkalim avantaji slamaktadir. Randomize cgiinalarda CAF ve CEF in klasik
CMF (siklofosfamid, metotreksat, fluorourosil) te@@anden dstin oldgu
gosterilmitir.  Ancak antrasiklinlerin  kardiyak toksisite ve dsemi gibi
komplikasyonlari vardir. Antrasiklin ve taksanlar etastatik meme kanserli
hastalarda en aktif ajanlar olglindan antrasiklin ve taksan kombinasyonu erken
evre meme kanserinde de kullanima ggtmi(11). Yuksek riskli lenf nodu negatif
hastalar da taksanlar ile tedavi edilmelidir (19ljdvan KT nin tam siresi hala belli
degildir. Su andaki 6neriler 3 ile 6 ay arasindaigeektedir. Taksanlarin eklenmesi
ile KT suresi 6 aya kadar uzamaktadir. ’Kmin frekansinin artiriimasinin (doz
yogun kemoterapi) standart tedaviye ustin @ldwgdsterilmgtir. Fiziksel olarak
tolere edilmesi zor bir rejim olmasi nedeniyle sild rektrrens riski yiksek olan

hastalarda veya genc hastalarda kullanilir (1).

9.4. Metastatik Meme Kanseri Tedavisi

Tani aninda yakik %10-15 meme kanserli olguda metastatik hastalik
mevcuttur. Erken evre veya lokal ileri evre memadalerinde tedavi sonrasi g
nikslerin ¢gu, izole lokal niksten ziyade yaygin metastatik tdlds seklinde
olmaktadir. En sik uzak metastazlar kemik, ka&®@cive akagiere olmaktadir.

Metastaz gortlme olasglien sik tani sonrasi 2-3. yillardadir (22).

Meme kanseri; kemiklerde, kargerde, akgierlerde veya beyinde tekrar
ortaya cikabileca gibi lokal olarak g@ulis duvarinda veya kalan meme dokusunda
da gorilebilir. Reklrren veya metastatik meme kdesede kiratif tedavi yoktur.
Ortalama sgkalim rekirren hastalikta 2,5 yildir. Bu nedenidate stratejileri uzun
sggkalim, progresyonsuz kalim, stabil hastallk ve yam kalitesini artirmaya
yonelik olmalidir. Metastatik hastalarin sadece 205+ 5 yil veya daha fazla hayatta
kalmaktadir (22).
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Metastatik meme kanserli hastalarin tedavi plaragpostik ve prediktif

faktorlere gore yapiimalidir.

« Jzole tek metastastazi olan veya metastazin perlbolgesi nedeniyle ciddi
komplikasyon riski olan (frakttr, spinal kord koregyonu, soliter beyin
metastazi) hastalarda ilk secenek lokal tedavilerabdir. Sistemik tedavi
endikasyonu varsa ve hormon reseptérleri pozitd, iirinci basamak

sistemik tedavi olarak hormonoterapi tercih ediladiel

* Hizh progresyonu olan, visseral organ tutulumwhbah ve hormonoterapiye
yanitsiz hastalarda kemoterapi ve trastuzumab (BIE#zitif timorlerde)

verilmelidir.

* Osteolitik ve 0Ozellikle osteoblastik kemik metastanlan olgularda
kemoterapi veya hormonoterapi yaninda bifosfonatléizellikle zoledronik
asit) kullaniimasi, kemik metastazsHili komplikasyon riskini azaltmaktadir
(23).

« HER-2 pozitif timdrlerde trastuzumab ilk tercih ledek ajan olmalidir.
Hafif seyirli hastalg olanlarda bglangicta trastuzumab + hormonoterapi
denenebilir. Hizli progrese viseral metastazi glamptomatik hastalarda ise

trastuzumab + kemoterapi kombinasyonu verilebilir.

Bircok seride hormonoterapi + kemoterapi kombinasymn tek tedaviye
gore daha yuksek yanit oranlarglsaligl fakat genel sgkalimda anlamli d&siklik

yapmadgl gosterilmitir.

Randomize cajmalarda, metastatik meme kanseri tedavisinde tek ag
kombinasyon kemoterapileri kalastirildiginda, kombine kemoterapiyle daha
yuksek yanit oranlari ve genel gkalimda ary saptanmgtir. 2005 yilinda 37
calsmayl kapsayan bir meta-analizde, kombine kemotermapitek ajan
kemoterapisine gore %12 daha fazlagkedim saladigl belirlenmitir. Fakat
kombine tedavi alan hastalarda kemoterapiy#iban etkiler dahgiddetlidir (24).
Dort buyuk camada, kombine kemoterapiyle, anéti kemoterapi uygulamasi

karsilastiriimistir:
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» 739 metastatik meme kanserli hastayi iceren ECOGntasinda hastalar lc¢
gruba ayrilmgtir. Birinci gruba sadece doksorubisin, ikinci gaulkadece
paklitaksel, Gglncu gruba ise doksorubisin+pakéieghk kombinasyonu
verilmistir. Tek ajanh tedavi alan hasta grubunda prograssaptananlara bir
sonraki alternatif ajanli kemoterapi uygulagim Kombine kemoterapi alan
grupta dgerlerine gore daha yiuksek yanit oranlari saptarfkmmbinasyon
%47, doksorubisin %36, paklitaksel %34) fakat entah sgkalim Uc¢ grup
arasinda benzer bulungtur (kombinasyon 22 ay, doksorubisin 19 ay,
paklitaksel 22 ay) (25)

* GEICAM 9903 calmasinda bir gruba doksorubisin ve dosetaksel
kombinasyonu, dger gruba ise doksorubisin sonrasi dosetaksel teidavi
verilmis. Her iki grupta da benzer yanit vegkalim oranlari elde edilmi

fakat ardgik kemoterapi alan grupta daha az toksisite goritim(26)

+ kiyliz metastatik meme kanserli olguyu iceren bird@mize cakmada, bir
gruba epirubisin ve paklitaksel kombinasyonusedigruba ise her bir ilag
sirayla 4’er kir uygulanmir. Gruplar arasinda yanit oranlari ve genel

sggkalim acisindan anlamli fark bulunmatm (27).

» Antrasiklin tedavisi alny 368 metastatik meme kanserli hastayl kapsayan bir
Faz lll calsmada ise, kombine kemoterapinin (kapesitabin+paidiel veya
dosetaksel) argik kemoterapiye (kapesitabin ardindan taksan) Uiggtn
gOsterilememtir  (28). Yayinlanan ©6n raporda asth uygulanan
kemoterapinin kombine kemoterapiye gore dahaUklilobjektif yanit
oranlariyla iikili oldugu (kombine tedavinin %74 ve %65’'ine kafo046)
fakat progresyonsuz @eallm ve genel sikalimin farkh olmadi
belirtilmistir.

Bugun icin klinik pratikte genelgim, hizli seyirli, visseral organ tutuu
olan ve semptomatik vakalarda kombinasyon kemoisrap ilk secenek olarak

tercih edilmesidir.
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9.5. Anti-HER2 tedaviler:
-HER2 Reseptor tayini:

HER2 reseptdri insan kanserlerinde eksprese edil®fR ailesinin bir
dyesidir. 17. kromozumun g kolunda kodlanir (295 kd &irliginda glikoprotein
yapida, sitoplazmik kismi tirozin kinaz aktivasyogisteren transmembran biyime
faktoru reseptoradir. Hicre proliferasyonu ve oOlinhiginde rol oynar. Normal
hiicrelerde yakkak 24.000 HER2 proteini ve sadece iki kopya HER®igarken
over eksprese dokularda 2.400.000 HER2 molekil5000 HER2 gen kopyasi
gorulebilir. Bu da HER2 kinazin liganddangoasiz olarak aktive olmasina neden
olur (29,30). HER2 proteini hicre proliferasyonunanjiojenezi, invazyonu,
metastazi ve hicrenin olumsigilint regile eder (31) Bircok cghada meme

kanserlerinin %25’ in de over eksprese edildildirilmi stir.

Her2 reseptorinin 3 bélgesi bulunmaktadir: Ekstiidse kisim, sitoplazmik

kisim (tirozin kinaz aktivitesi bulunur) ve transmigran kismi

2001 den beri hem American Society of Clinical Aogy (ASCO)'de
bildirilmis hem de National Comprehensive Cancer Network (NCK&uzlarinda
yeni tani almy metastatik meme kanserli hastalardaHER2ekspresyontutin test

olarak kullaniimasini 6nerilmektedir. (32)
HER?2 ekspresyonu @erlendirmek igin;

« HER2 gen amplifikasyonu; floresan in situ hibridigan (FISH) ve
kromojenik in situ hibridizasyon(CISH), silver intw hibridizasyon

(SISH), polimeraz zincir reaksiyonu(PCR)
« HER2 proteini; ELSA, imminohistokimyalHC)
* HER2 geni RNA,; revers transkriptaz PCR (rt-PCR)dulir.

Fakat HER2 durumunu test etmede rutinde kullanilan yontem;
immunohistokimya (IHC), floresan in situ hibridizasdur (FISH) (33). IHC her
yerde bulunabilen, ucuz vethk mikroskobu gerektiren bir tekniktir. Formalinfiske
edilmis dokuda membrana pla HER2 proteini varkini deserlendirir. Farkli

laboratuarlarda uygulanabilinen ve subjektif kiger kullanilarak yapilan bir
tekniktir.
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FISH testi timor hicrelerindeki gen kopya sayisiger. HER2-neu geninin
50 ile 100 kopya artmasi pozitif olarakggelendirilir. FISH testi zaman alici bir

testtir, ancak ¢cok az doku gerekir.

CISH ise yeni bir tetkiktir. ik mikroskobuyla tanimlanabilir. FISHin
maliyetinin dortte biridir. FISH e gore pratik ve kost-efektif bir yontemdir. FISH
daha iyi bir prediktor olarak gortulmektedir (20).

HER2/neu overekspresyonu IHC yobnteminde numerikesiskullanilarak
skorlanir. 0 ve 1+ overekspresyon yok demektirsgwrda iken, 3+ overekspresyon
var demektir. 2+ saptanginda FISH yontemi ile HER2/neu gen amplifikasyonun
degerlendirilmesi o6nerilir (1). IHC 3+ veya FISH ileopitif olan hastalarda
Trastuzumabin tahmini faydasi aynidir. Mikroarragniemiyle HER2 protein
pozitifligi saptanan timdrlerin sadece %70’inde IHC ile proteverekspresyonu
gosterilebildginden IHC profili her zaman net bir sonu¢ vermeliebFISH daha
duyarli, spesifik, glivenilir ve tekrarlanabilir kiesttir. IHC nin subjektif bir test
olmasi ve FISH ile konkordansinin laboratuarlarsarda farkli olmasi nedeniyle

tecrtbeli laboratuarlarda uygulanmasi énerilmekté28).

-HER2 pozitif hastalik:

HER2 pozitif hastalik [ER(-), PR(-), HER2(+)] tumeme kanserlerinin %15-
20’ ini olusturur. HER2 proteni meme kanserlerinin %25’ indeermoeksprese
edilirken, bunlarin yakkak yarisi HER2 pozitif hastalik olarak tanimlariiB) Diger
yarisi luminal subtipi icinde incelenmektedir. HER@zitif hastalarin %75’ i yuksek
grade’ lidir. %40’ inda mutant p53 proteini vardiifER-2 derived prognostic
predictor (HDDP); temelde immun yanit, invazyon metastazi ilgilendiren gen
profilidir yeni olusturuluyor. Bunun temelinde immidn yaniti down regidéen
genler rol oynamaktadir. Buna goére yuksek invazigapasitesi ve diilk immun
yanita sahip HER2(+) hastalik cok daha kotl proaaa. 10 yillik strviyi %12-24
dur (34) . Gen profili ile yapilan caimalarin tamamlanmasi ile HER2 pozitif meme
kanserinin prognozunu, anti-HER-2 tedavilere yanitongorebilecek ve yeni

tedaviler geltirilebilecektir.
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-Trastuzumab:

Trastuzumab (HercepfinBasel,isvicre; Molekiil girligi: 145531gr) DNA-
rekombinant teknolojiyle okiurulmus humanize bir monoklonal antikordur. Meme
kanserli hastalarin yaldik %20-25'sinde yuksek oranda eksprese edilen p&85H
2/neu transmembran reseptorinin ekstra-sitoplazasitnina bglanarak reseptor

tirozin kinaz aktivasyonunu bloke eder.(1)

Trastuzumab galimi 2 dekat 6nce damistir. 1987 de HER?2 pozitiflgiyle
agresif meme kanseri arasindakikiibulunmu, 1990 da HERZ ye kasi antikor
geligtiriimistir.  1993'de Trastuzumabin metastatik meme kangede faz 2
calismasina bganms, 1998'de HER2 overekspresyon tanisi gelimistir (33).
Trastuzumab 1998 yilindan beri FDA tarafindan deerbir monoklonal antikordur
(31). Gunumuzde iseHER2ekspresyonu goOsteren migtasteeme kanserinde
trastuzumab standart olarak birinci basmak tedakssheoterapi ile kombine edilerek

kullaniimaktadir. Trastuzumab’in geca anti-timor etki mekanizmalari:
1. HER 2 reseptor down regulasyonu (HER2 endasivezyikimi)

2. HER2 dimerizasyonu ve HER2/HER3 ve HERZ2/HERd4etoelimerizasyonun

engellenmesi,
3. Antikor b&iml hiicresel sitotoksisite (ADCC)
4. HER2 ekstraseliler kisminin proteolitik yikinmidnlenmesi

5. Hucre siklusunu G1 fazinda durdurur. (PI3K-Ak& MAP kinaz yolaklarinin

inhibisyonu ve P27 protein ekspresyonunun indiksiyo

6. Tumor anjiogenezinin engellenmesi (VEGF, IGkag-1, PAI-1 ekspresyonunu

engeller; anti anjiogenik olan TSP-1 i indukler)
7. Kemoterapi yada radyoterapi ile meydana gel®A DBnarimini engeller. (35)

Trastuzumab HER2 resept6rl; ligandglbamasini sglayan ekstraselltler
kisim, alfa helikal yapiya sahip trasmembran kidirozin kinaz aktivitesine sahip
intrasitoplazmik kismindan gjur. Plazma membraninda bulunan HER2 molekilu
normal sartlarda inaktiftir. Ligant b@andiktan sonrasekil degisikli gine usrayan

reseptor hetero- ya da homo- dimerstiwarak intraselller tirozin kinaz bdlgesinin

18



fosforile olmasina neden olur. Bu bdlge ilgili protler icin bir kenetlenme bdlgesi
sagglayarak sinyal iletim sisteminin aktive olmasingisa. intraseliiler sinyal iletim
yolaklarindan fosfatidil inositol 3 fosfat-(P13)-Akve mitojen aktive-protein kinaz
(MAPK) yolaklarini aktive ederek hicrelerin @masina, motilitesine, apoptosise

direng olgturmasina, invazyon 6zellikazanmasina ve anjiogeneze yol acar.

Diger HER ailesi uyelerine nazaran HER2 yapisal olataktir ve liganttan
bagimsiz olarak dimer okturabilir. HER2 reseptérinin PI3K glanmasini sglayan
altt baglanma boélgesi olmasi nedeniyle HER2-HER3 heterod@asyonu PI3K
yolaginin en guclu aktivatorudir. Trastuzumab ilk olarBlER2 reseptorinin
ekstraseluler kismina glanan bir humanize monoklonal antikordur. Trastuabm
antitimor etkisi tam olarak bilinmemekle birlikteady mekanizmalar 0©ne
surtlmektedir. Trastuzumab timor hicresingldoadiktan natural killer hicrelerin
Fc reseptorl ile etkigr. Boylece immun hicreler hedef hiicreyegdo yonelerek
antikor b&imli hicresel sitotoksisite (ADCC) ile saldirilarigerceklsatirir. HER2
reseptorinin hicre yizeyinde bulunan bolimi metateinazlar ile proteolitik
yikima grayarak kan dokamina dokulebilir. Ekstraseltler kisimdan yoksunR2E
molekilu fosforile p95Her2 yapisini gturur p95 trastuzumab igin BEanma
bblgesine sahip gddir. Yapilan preklinik cagmalarda trastuzumabin HER2
reseptorundn proteolitik yikimini ve p95 glimunu azaltg
gosterilmitir. HER2reseptorinin aktivasyonu ile stzdilan PI3K-Akt ve MAPK

yolaklarinin aktivasyonu hiicre siklusunun progresyiin temeldir (35).

Trastuzumab ile bu aktivasyonun ve siklin D aradilicre siklusunun
engellenmesi timor hicresinin buydmesinin engelkEsimle sonuglanmaktadir.
Vaskuler yapilanma timorin buydmesi ve yayllmasn igereken 6nemli bir
basamaktir. HERZa& eksprese eden timorlerde vaskuiler endotelyglim@ faktori
(VEGF) ekspresyonunun gkili oldugu go6zlenmgtir. Yapilan calgmalarda
trastuzumabin VEGF gibi anjiogenezi artiran faldiirazaltarak timore ait damarsal

yapilanmay azalts gosterilmstir.(35)

Trastuzumabin etki mekanizmalarindan biri de kenapie ya da
radyoterapiye b#i olusan DNA hasarlarinin tamirini biatmada etkili olan sinyal
iletim yollarini engellenmek ve tamir surecini bagaoldigu distunidlmektedir.
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Trastuzumab tedavisi meme kanserli hastalarda igelagevap oranini
%33'den %52’e cikartngtir.(33) Subgrup analizlerde Trastuzumab hastaiksi
sggkalimi tumor capina, tipine, pozitif lenf nodu sapa hormon reseptér durumuna

ve hastanin yana b&ll olmaksizin artirmaktadir.

Trastuzumab tedavisine genel olarak 8 mgr/kg ivigrille dozunda B&anir
ve 6 mg/kg ividame dozunda ¢ haftalik olarak deedlilir (29).

1.Neoadjuvan tedavide Trastuzumab ‘in yeri:

HER2 pozitif tumorid olan lokal ileri meme kanseendkemoterapiye
trastuzumab eklenmesi; tam vyanit oranlarinda s agaptanmasi nedeniyle

Onerilmektedir.

2.Adjuvan tedavide Trastuzumab’in yeri:

HER2 pozitif tumori olan metastatik hastalarda @rasmab tek ajan
aktivitesine sahiptir ve kemoterapiye dahil edildde sgkalimi iyilestirir.
Metastatik hastalikta elde edilenshadan sonra trastuzumabin adjuvan tedavide
kullanimi icin yapilan doért buyuk faz Il canada (NSABP B-31, North Central
Cancer Treatment Group N9831, HERA, BCIRGO006) etkjgsterilmitir. Bu
calsmalarda HER2 over expresyonu olan meme kanserlitalaada ceitli
kemoterapi kombinasyonuyla birlikte adjuvan 12 layirastuzumab uygulanmasi
sonras! hastaliksiz @ealimda %33-52, toplam gkalimda %34-41 oraninda arti
sglanmstir. (36)

HER2 pozitif aksiller lenf nodu tutulumu olan hdatda ve HER2 pozitif
tedaviye trastuzumab eklenmesi ile progresyonsagtahksiz sgkalim oranlarinda
artis gosterilmgtir. (33) HER2 pozitif, nod negatif, 0,5-1 cm arada tUmo6rd olan
hastalarda; HER2 negatif benzer Ozellikteki hastalgore rekirren hastalik riski
artms oldugu icin trastuzumab tedavisi Onerilmektedir. Fakateyli calsma ile

desteklenmeniir.
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Trastuzumab kemoterapi ile birlikte veya kemotettapi sonra verilebilir.
Bircok ulke tarafindan yapilan standart uygulamanéeerapiden sonra verilmesidir.
HER2 pozitif olan hastalar bazi KT ajanlarina dgtganit verir. Bunlar antrasiklin
bazli rejimler ve paklitakseldir. Antrasiklin bazijimler daha iyi yanit verir. Bunun
topoizomeraz 2 ve HER2nin koamplifikasyonu nedeniyle olabilagdildirilmi stir.
(9, 21). Ancak antrasiklinlerle Trastuzumabin kidi veriimesi kardiyotoksisite

oranlarini artirmaktadir.(3, 10, 30).

3.Metastatik hastalikta Trastuzumab’in yeri:

Trastuzumab Oncelikle monoterapide kullangimi Fakat monoterapi
etkinliginin %10-15 olmasi ve trastuzumaba primer direm¢thas) ve sekonder
direnc gelsmesi nedeniyle trastuzumabin klinik pratikte mudldir kemoterapi ajani
ile birlikte kullaniimasi tercih edilmelidir. Bu hktada trastuzumab ile kombine

edilecek daha etkin, tbleransli yiksek sitotoksssiolan ajanlara gereksinim vardir.

Trastuzumab tedavisi ile hastalarin %40’Iinda tedgamiti sglanms ve
progresyona kadar gecen sirede 4 ay kadar uzanteribpis. Trastuzumab ile
kemoterapi kombine edilginde tedavi yanit orani %70’e, progresyona kadgege
surede 7 aya kadar uzama gostegtimi(37)

Trastuzumabin bir taksanla (docetaksel veya p&kkly ve bir platinle
(6rnezin karboplatin) kombinasyonu meme kanseri hastadar alternatif tedavi
seklidir. Cevap oranlari bu kombinasyona trastuzuneibenmesiyle %52 den
%82 ye yikselmitir (38). Docetaxel + Trastuzumab sadece docetdiel
kiyaslandginda genel cevap oranini, ortalama genetkalami ve hastaliksiz
progresyon zamanini belirgin oraninda igtiler. Diger kemoterap6tik ajanlarla
(gemsitabin ve vinorelbin) da Trastuzumab kombirgld&inde HER2 pozitif
hastalarda cevap oranlari % ’46an %60 a yiukselmgtir. Karboplatinin
Trastuzumab ve paklitaksele eklenmesi Trastuzunelpaklitaksel alan hastalara

gore genel cevap oranlarini daha da artirmakt&8)r (
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4.Guvenlik profili:

Trastuzumab genellikle 1yi tolere edilir ve kemetgr gore daha duk yan
etki insidansina sahiptirinfuzyonla ilskili yan etkiler (atg, terleme) rapor
edilmistir. Trastuzumab tedavisinin en ©6nemli yan etkisirdtyotoksisitedir.
Kardiyotoksisite agisindan en riskli grub metakt&astalgr olan ve antrasiklin ile
kombinasyon tedavisi almiolan hastalardir. Sol ventrikil disfonksiyonu, doer
arter hasta@ (KAH), kontrolsiiz hipertansiyon, kalp kapak hagsa aritmi, ileri
kardiyotoksisitede d¢er risk faktorleridir. Adjuvan c¢aimalarin higbirinde
Trastuzumab ile ifkili kardiyak o6lim rapor edilmergiir. Vakalarin ¢gunda
Trastuzumab’la ikkili kardiyak disfonksiyon kalp yetmezii tedavisi ile kontrol
altina alinabilir. Antrasiklin ikkili kardiyak disfonksiyon kalici miyokardiyak hasa
birakir. Halbuki Trastuzumab ile gkili kardiyak disfonksiyon medikal olarak
yonetilebilir ve myositlerde morfolojik desiklige neden olmaz ve birgok hastada
geri dongumladar (33). Trastuzumab ile gkili kalp hasari ise daha cok HER2

inhibisyonundan kaynaklanmaktadir. (39).

Tedavi slresi boyunca kardiyak fonksiyonlar momz#r edilmelidir.
Trastuzumab ifkili kardiyak disfonksiyonun erken tanimlanmasi keife medikal
tedavinin verilmesini ve semptomlarin dizelmesagiamaktadir (40).

Meme kanserli hastalarda Trastuzumab kullanimi iiggli en 6nemli
sorunlardan biri de artan beyin metastazi oranidER2 pozitif hastalik beyin
metastazi gelme riski HER2 negatif hastgh gore 4 kat daha ylksek saptagimi
Trastuzumab ve sistemik tedaviyle sistemik hastiadiktrol altina alinabilmektedir.
Bdylece de hastalarin y@m slresi uzamakta ve beyin metastaz riski artrdakta
Trastuzumab 145 kdagaliginda bir antikordur ve der kemoterapdétik ilaclar gibi
kan beyin bariyerini gecemez. Lapatinib daha kubirk molekuldir. Kan beyin
bariyerini gegcer ve meme kanserinin beyin metaatara kullanilabilir (41,42).

5.Direncg gelsimi:

HER2 pozitif tim meme kanserli hastalar; trastuzoanaevap vermez.
Metastatik HER2 over-eksprese meme kanserli hasial466-89’ u trastuzumab
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monoterapisine intrensek direnclidir (43)Trastuzumab direncinde birgok

mekanizmanin rol alabilegedistunilmektedir (44). Bu mekanizmalar iginde:

Reseptor antikor etkig@minin bozulmasi (mutant reseptor, ekstraselltler
Kisminin yikimi, membrane-associated glycoprotein  UQw4);
Trastuzumab’in timdr hicresi HER2 reseptorinesldmabilmesi icin
ekstraselliler kismin g&am olmasi gerekmektedir.(35) Ekstraselltler kismin
metalloproteinazlar ile yikimi ya da mutant reseptéirliginda trastuzumab
baglanmamaktadir. HER2 reseptorinin ekstraseluler ikisnkesik oldgu
daha dgik molekdl &irlikli p95Her2 reseptdrinde trastuzumabin
baglanmasini icin uygun ekstraseltler kisim yokturpledenle trastuzumabin

tedavisine intrensek direng gturur (45).

In vitro calsmalarda membran Banli musin olan MUC-4’Un gri

ekspresyonu HER2 reseptorinin ekstraseliler kismmaskelenmesine neden

olmakta ve antikor lganmasi engelleyerek direng gurabilecgi gosterilmitir. (46)

HER2 sinyal yolgininin aktivasyonu (Akt aktivasyon auti PTEN kaybl,
P27 kip-1 protein kaybi); Akt mutasyonu ve PTEN lkagonucunda HER2
sinyal yolaginin anormal aktive olmasidir. PI3K mutasyonu olmas
durumunda bu yolak trastuzumab ile inhibe edilemda)ePTEN down
regulasyonu durumunda Akt sinyal artnlmakta boylece trastuzumalskili
hiicre biyumesindeki duraklama bloke olmaktadimyvitro calsmalar
gOstermgtir ki; PTEN ekspresyonu olmayan hicreler PTEN e&sp eden
hiicrelere gore trastuzumaba daha az duyarhdirRP27) kipl proteini cdk-
cyc kompleksini inhibe ederek hicre siklusunu Gairfda durdurur. P27
kipl protein kaybi oldgunda ise hicre siklusu G1 fazinda durdurulamaz ve

apoptozdan kacmplur. (48)

Kompanzatuvar ger tirozin kinaz yolaklarinin aktivasyonu; Trastozb

direnci ile iliskili olabilecesi distnulen dger bir mekanizmada insulin-
benzeri blyume faktori-1 reseptorinin (IGF-1 R)rogkspresyonudur.
IGF1 de trastuzumab gibi tirozin kinaz aktivitessahiptir. PI3K'In major

tetikleyicisidir. Deneysel calmalarda trastuzumab ve IGF-1 R inhibitérinin

23



birlikte kullanilmasinin sinerjistik etkili oldiu ve diren¢g olgumunu
engelleyebilecg@ 6ngorulmektedir. (49)

6. Yeni HER2 blokdrleri: Kii¢giik molekdl tirozin kinaz i nhibitorleri

Lapatinib bir oral tirozin kinaz inhibitori olup dstuzumab direncgli
HER2 pozitif meme kanserinde kullaniimaktadir (5@yrica bu hastalarda
kullanilan ilaglar arasinda Pertuzumab, TrastuzubDild (tubdlin
polimerizasyonunun potent inhibitéri), HSP 90 (heabck protein 90)
inhibitdérd olan tanespimisin, sirolimus, immunotoker, neratinib ve

everolimus bulunmaktadir (51, 52, 53).

10. Gossypol:

Gossypol, Malvaceae ailesinden olan pamuk bitkesn@jossypoium species)
ve tropik bir ga¢ olan thespesia populnea’dan elde edilen saklirdmicre icine
gecen ve bircok dehidrogenaz enziminin inhibitoilii glavranan, bir polifenolik
aldehiddir (54)ilk kez 1886’da pamuk y@anin rafinerisi ile izole edilen gossypol’iin
fiziksel ve kimyasal Ozellikleri hakkinda 1938’eda bir bilgiye ulailamamstir.
1958 yilinda Edwards tarafindan kimyasal yapisiirleamistir ( 1,1',6,6,7,7'-
hexahydoxy-5,5’-diisopropyl-3,3’-dimethyl-2,2’-biphtalene-8,8’- dicarboxaldehide)
(Sekil 2) (55)

Sekil 1: Bitkisel kdkenli kimyasal; Gossypol
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1960’larin sonlarinda kithk nedeniyle besin kagnalarak pamuk tohumu
yagini kullanan Cinli ciftcilerde daha sonralar kagepsiyon geftigi fark
edilmistir. 1978 yilinda Cin hiukimeti tarafindan 10,00@I&d erkege gossypol 20
mg/gln peroral olarak 75 gun slresince veglaa ardindan da 50 mg/gin dozunda
devam edilmitir. %10 olguda bir yildan fazla kullanifginda geriye dongiimsu
aspermatogenezis ve ciddi hipokalemi @awsaptanngtir (National Coordinating
Group on Male Infertility Agent, 1978). Bundan sanyapilan uluslararasi cok
merkezli bir caymada, 151 erkge 12 hafta veya 14 hafta 15 mg/gin gossypol
verildikten sonra 7,5-10 mg/gin ile 40 hafta dakaain edildginde hicbir olguda
geri dongumsulz aspermatogenez ve hipokalemi gozlengtgnfonug olarak doza
bagiml sterilite gelgebilecei ve vazektomiye alternatif bir kontrasepsiyon @it

olabilecgi ifade edilmitir (56)

Gossypol un erkeklerdeki infertilite yapici 6zglli saptandiktan sonra
biyolojik aktivitesini argtiran ¢alsmalara bganmstir.

10.1.Gossypol tn kimyasi:

Gossypol, atropizomerizm denen birsiteenantiomerizm igerir. C2-C2’
binaftalan bginda rotasyon ile (-)- (AT101) ve (+)- olmak Uzeke aktif optik
forma doner (57). Gossypol ayni zamanda aldektol ve ketol olmak Uzere
simetrik veya asimetrik 3 tautomerik form iceriBf5 Gossypol tn kimyasal yapi
Ozelligine gore farkli hiicrelerde etkiglive etkinlik yolaklari dgismektedir. Fenolik
hidroksil ve aldehit gruplarinin vagh nedeniyle gossypol, reaktif bir bgiktir. Bu
reaktivite ile biyolojik etkileri diizenlenir.
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Gossypol

(-1-Gossypol

Sekil 2: Gossypol Uin ve -(-) Gossypol ( AT-101)'un kimyagapilari

10.2.Gossypol un Biyolojik Aktivitesi:

Yapilan calmalarda gossypolun bircok enzim sistemini, sinyal

transdiksiyon mediatérlerini ve membranlari etkigedoralmistar.

-Anti-timor aktivitesi : Kanser hicre hatlarinda in-vitro olarak, gossyipol
biylumeyi inhibe edici etkisi difenilterazoliumbraini(MTT) ve flow sitometri
yontemleri ile gosterilnstir. Kanser hiicre hatlarinda (-)- izomeri (AT10i)’ (+)-
ve rasemik izomerinden daha fazla sitotoksik gldgozlenmgtir (59). Ozellikle
adriamisin, vinblastin ve sisplatine direncli hichatlarinda da (-)- izomeri
(AT101)'in etkin old@u saptanngtir (60). Sisplatine direncli Béboyun kanseri
hiicre hatlarinda da sitotoksik etkisi goster§infbl). Diger bir calgmada ise
gossypol Un L-fenil alanin metil ester analoaun malign melanom, serviks, kicuk
hiicreli akcger kanseri ve miyelositer I6semide potansiyel skeik etkinligi oldugu
gosterilmitir (62). Gossypol ile yapilan klinik camalarda ise kemoterapiye
refrakter metastatik adrenal kanser (63), niks gnafjlioma (64) ve metastatik
meme kanseri olgularinda (65), objektif yanitlazlggémi ve diser kemoterap6tik
ajanlar ile birlikte kullanilabilecek, ciddi yankderi olmayan yeni bir anti-neoplastik

ajan olarak sunulmtur.
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-Antiviral, antiparaziter aktivitesi: HIV-I ve HSV-2 gibi virislerde etkin
oldugu gozlenmgtir. (-)- gossypol (AT101), HIV-I ‘de kullanilan dovudinden daha
az potent olmasina gmen, kemik ilgi sipresyonunu yapmamaktadir. (-)- gossypol
(AT101)'in keratinosit hiicre hattinda, HPV-16'nierktin proliferasyonunu inhibe
ettigi gosterilmg, bu 6zellgi nedeniyle anti-psoriatik olarak kullanilabilgcebne
suralmigtar (66). Gossypol un Plasmodium falciparum (6'M)idnoeba histolytica
ve Trypanosoma cruzi (68) enfeksiyonlarinda antipiger etkinlgi oldugu

gosterilmitir.

-Antioksidan aktivitesi: Gossypol potent bir antioksidandir. Rat kardiyak
lipozomlarinin superoksid ile gkili serbest radikallerle maruz kafgnda, diguk
konsantrasyonda gossypol ile peroksidatif hasatdamndgu gozlenmgtir (69).
Karacigerde mikrozomal peroksidasyonu da inhibegesaptanmytir. Bu nedenle
psoriazis gibi lipid oksidatif hasar ile karakterirastaliklarda antioksidan etkisinden
faydalanabilecg ifade edilmgtir (66).

10.3. Gossypol un Biyolojik Aktivite Mekanizmalari:

Gossypol Un her bir biyolojik aktivitesinin ¢gna mekanizmalari halen
sinirh bilgilere dayanmaktadir. Acigl kavigmus mekanizmalari; enzimler, sinyal
iletim mediatorleri ve membranlar gibi hedef biydetaillerle etkilgimidir.

-Enzimatik etkisi:

Gossypol, glikolitik yolak ve trikarboksilik asaibngust (Kreb’s siklusu) gibi
mitokondrial elektron transport sisteminde rol oyawa NAD(P) iliskili enzim
katalizli oksidasyonlari veya reduksiyonlari inhider (70).

Insan laklat dehidrogenaz (LDH) enzimi 5 izoenzirariigcve bu enzim,
anaerobik glikoz metabolizmasinda énemli rol oyiigr.gossypol (AT101) izomeri
LDH’a baglanan NADH’In kompetetif inhibitéradur. LDH-C4 ( UB-X) sadece
testis ve spermde bulunur ve esansiyel enerjianetie yer alir. Gossypol Un bu
enzimi inhibe ederek infertiliteye katkisi ofglu disintlmektedir. (-)- gossypol Un
(AT101) albtiimin-gossypol kompleksi yaparak kanitedbariyerini gecgii de
gosterilmitir (71). Melanom ve kolon karsinomu hucre hatldargossypol tn LDH
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I ve Il izoenzimlerini inhibe etfii gosterilmitir. Santral sinir sistemi tumor hicre
hatlarinda ise LDH-A4 enzimini inhibe ederek sitatil etki gostermektedir (72).
Bu veriler siginda timaor hicrelerinin enerji Gretimi icin anaekoglikolize ihtiyaci

oldugu ve bunun da gossypol tarafindan inhibe egiilsibylenebilir.

Gossypol un anti-fertilite etkisinin ortaya ¢ikmasin inhibe ettgi diger
enzimler; malat dehidrogenaz (MDH), gliseraldehit fBsfat dehidrogenaz
(GA3PDH), protein kinaz C (PKC) ve sitoplazmik folpaz A2 (cPLA2)dir.
cPLA2 0Ozellikle sperm maturasyonunda rol oynayam énzimdir (73). Rat
spermatogenez 6rneklerinde, gossypol uygulamaapiptotik DNA fragmanlarinin
PKC inhibisyonuna katkida bulunglu gosterilmgtir (74).

Sinir hiicrelerinde ve kargi@rde bulunan COMT (katekol-o-metil transferaz)
enzimi katekolamin metabolizmasindan sorumlu tututar enzimdir. Gossypol
tarafindan inhibe edildi saptanmgtir. Bu enzimin melanom ggiesinde sorumlu
olabilecgi belirtiimektedir, ancak daha ileri cgttnalara intiyag vardir (75)

Aldehid dehidrogenaz (ALDH) enzimi aldehidlerin desioksidasyonunu ve
esterlerin hidrolizini katalize eder. Sinif 3 ALDIALDH-3) enzimleri tGmor
hicelerinin  sitozolinde  bulunur  ve  antineoplastiklaglarin  oksidatif
detoksifikasyonunu katalize eder, kemoterapétikleddireng gekmesinden
sorumludur. Gossypol ise bu enzimi inhibe eder.(76)

Metabolik enzim ailesinden olan Glutatyon-s trarefe(GST) hepatik, renal
ve intestinal hicrelerin sitozoliinde bulunur, elefitik substratlarin glutatyon ile
konjugasyonunu katalize eder. Bu enzimgriaekspresyonunun olgu bazi kanser
hiicre hatlarinda alkilleyici ajanlara kar direng gekmesinde, bu enzimin
detoksifikasyonu rol oynar. (-)- gossypol (AT10hgpatik GST'in inhibisyonunda
daha etkilidir (77).

Protein kinaz C (PKC), hucre proliferasyonu ve wdifesiyasyonunun
induklenmesinde, timor supresor gen p53’Un downilesgyonunda rol oynar.
Ayrica aldosteron sentezi, glikoz transport reggdasve kemoterapétik ajanlara
direnc gel§mesinde de gorev alir. Gossypol ile PKC'de dozgirbh inhibisyonu
meydana gelir (78).
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DNA polimeraz-alfa DNA sentezinden ve DNA polimefaata ise DNA
tamirinden sorumlu olan enzimledin vitro ve in vivo kgullarda gossypol iin over
kanseri hicrelerinde, bu enzimleri stre ve dozaglbalarak inhibe etgi
gosterilmitir.  Son zamanlarda yapilan gahalarda gossypol ile telomeraz

aktivitesinin de inhibe edildi ileri strtlmektedir (79).

Steroid 5-alfa reduktaz enzimi, NADPHgmli rediksiyon ile testosteronu
daha potent olan dihidrotestosterona cevrilmesiatalkze eder. Bu durum,
erkeklerdeki sekslel diferansiyasyon icin 6nemliddu aktivitenin artmasi ise
prostat hipertrofisi, prostat kanseri, alopesi usutizme yol agmaktadir. Gossypol,
bu enzimin selektif non-kompetitif inhibitoridir.uBsayede androjen ile gkili
bozukluklarda kullanilabilir (80).

Erkek kontrasepsiyon klinik ¢camalarinda gossypol uygulamasi ile 11-13-
hidroksisteroid dehidrogenaz enziminin inhibisyomnhipokalemiden sorumlu
oldugu saptanmtir (81). Bdobrekte mineralokortikoid reseptdorleniniyaninda
bulunan bu enzim, mineralokortikoid reseptorlermagifca bglanarak aktif kortizon
ve kortikosteronu, inaktif keto-analoglarina oksielder. Bu enzim inhibe edilirse
mineralokortikoid reseptorleri stimile olur ve hkabemi, hipernatremi ve
hipertansiyon gejebilir.

Gossypol sitokrom P450 sistemi ile etkifae girer, y& asidi metabolizmasi
ve steroid hormon sentezinde bozukluklara nedebilwlaGossypol Un renal ve

hepatik toksisiteleri, bu etkgem sonucu ortaya cikabilir.

Aldoz rediktaz enzimi, glikozun sorbitole d@dinini azaltan bir enzimdir.
Bu enzimin aktivasyonu ile hiperglisemi ve bunglb&omplikasyonlar ortaya cikar.
Gossypol, aldoz rediktazi inhibe giticin hiperglisemi ve komplikasyonlarinin

tedavisinde Umit vericidir (82)

Kalsindrin (Calcineurin (CaN)), protein fosfataz 2BP2B) olarak da bilinen
protein serin/treonin fosfatazlar icinde yer albmukleer Fe-Zn metallofosfatazdir.
Kalsiyum, kalmodulin, mangan ve nikel ile aktiveiole oksidatif sirec ile inaktive
olur. Gossypol, kalsindrin amh defosforilasyonun geri dégimli yargsmasiz

inhibitoraddr. Bu inaktivasyon ile oksidatif suregurur. Gossypol ile CaN
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inhibisyonu sonucunda serebral iskemide serbegt astlerinin akimi ve noéral

hasarlanma ile 6lum orani belirgiakilde azalmytir (83).

Gossypol Un sican vegsi hiicrelerinde adenil siklazi, enzimin ATPgheyicl
bdlgesinde direkt olarak hidrofobik etkjlen ile inhibe ettgi gosterilmitir (84).
Adenil siklaz enzimi; karagerden glikoz salinimini artirir, kalp ve iskeleskala
ATP Uretimini ayarlar ve pankreatik enzimlerin gasttestinal kanala
sekresyonunda rol oynar. Bu enzimin gossypol ikebisyonu, ilacin badénmesi ve

yorgunluk gibi yan etkilerini aciklayabilir.
-Hucre siklusu duzenleyici proteinlerine etkisi:

Insan meme kanseri hiicre hattinda gossypol uin soliigpatif etkisi TGFR-
1 (transforming growth factor 3 -1), protein tinozZiosfataz—gamma ekspresyonu
stimile edip ve siklin-D1 ekspresyonunun down-ragybnu ederek yapar. Boylece
Rb fosforillenmez. Non-fosforile Rb, transkripsiyéaktorii E2F (elongasyon faktor
2) baglar ve DNA sentezini durur. TGFR-1, pek cok epiatihicre ve DNA
sentezinde otokrin ve parakrin olarak negatif himtiglime dizenleyicisidir. Protein
tirozin fosfataz—gamma ise @kl hicrelerde eksprese olan bir timor sipressoér
proteindir. Siklin D1 ile CDK4/6 ( siklin amli kinaz)'in olwturdusu kompleks
(cyc-cdk ) Rb geninin fosforile eder ve hicre gesksyonu G1 fazindan S fazina
ilerler. Meme kanser hticrelerinde Rb gen eksprasymzulmytur, nikleer protein
olan siklin D1de @irn eksprese olmaktadir. (-)- gossypol (AT101)imeme kanseri
hicrelerinde TGFR-1 (transforming growth factorlff ve protein tirozin fosfataz—
gamma ekspresyonu (+)- ve rasemik gossypol'e g@ieadetkin stimile efi

gosterilmitir (85).

AT-101, antiapoptotik protein olan Bcl-2 ve Bcl-xlroteinlerinde korunmyu
bir domain olan BH3 bdlgesine ve Mcl-1 proteiniraglanarak onlarin antiapoptotik
etkilerini antagonize eder. Dolayisiyla hiicredeappptozis yolgini aktive eder.
(86). Bcl-2 ve Bcl-xL'in timor hucrelerinden sia  ekspresyonu, onlarin
kemoterapotik ajanlara direncinden sorumludur. Budemle gossypol gibi BH-3
mimetik ajanlarin kanser tedavisinde Umit vericerdar oldgu soylenebilir.
Sisplatine direngli bgboyun kanseri hiicre hattindsira Bel-xL ekspresyonu yapan
tumor hicrelerinde gossypol ile apoptozun selektifak induklendii gosterilmitir
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(87). insan lenfoma hiicrelerinde de teksiba veya standart kemoterapi rejimi ile
beraber uygulanan gossypol, apoptozu indukleyerekndterapinin etkingini
artirmstir (88). Diger bir calsmada radyoterapi ile beraber prostat kanseri
hicrelerinde timor progresyonunu baskgadigozlenmgtir.  Gossypol Bcl-2
inhibisyonunun dinda, mitokondrial diferansiyasyon yolundaki apat&aspaz 8'i
aktive eder. Kaspaz 8 aktivasyonu ile Sitokrom €’mnitokondriden sitozole
salinimi gerceklkgr ve bundan sonrada kaspaz 9 ve kaspaz 3 aktimasig@apoptoz
induklenir (89). Bu capmalarin dginda, insan alveoler alggr kanseri hiicrelerinde
gossypol ile fas/fas L ( fas ligand) apoptotik yaln da aktive oldgu gosterilmgtir
(90). AT-101 in Kronik lenfositer I6semide ritiksain ile kombinasyonunun ve
hormon refrakter prostat karsinomunda dosetaxel kembinasyonun faz 2
calismalari devam etmektedir. Prostat kanserli hastalgapiimg Faz 1-2 Klinik
calismalarda yan etki olarak yalnizca dozaibai olarak gastrointestinal toksisitesi
saptanmytir.

-Hiicre membrani ile etkilesim:

Gossypol membran proteinleri ile etkidgek ya da lipid matrikse Beanip
Ozelliklerini modifiye ederek hiicre membranindatkilerini meydana getirir. TUmor
hicreleri lipid membran icergi icin gossypol tn anti proliferatif etkilerine aldca
duyarhdir (91). Tumor hiicre membraninsa, normalrélére goére daha fazla olan
kolesterol duzeyi, tumoér blyumesini uyariyor olabiBu nedenle timor hicreleri
gossypol un etkisine, normal hiicrelerden 5-10 kdtadduyarhdir. Ayrica membran
gecirgenlginin degismesi ile hicresel morfolojinin gdestigi, melanom ve meme
kanseri hicre hatlarinda gosterigtii (59). Gossypol ayni zamanda, gap

alanlarindaki proteinlere Benarak hicreler arasigkiyi keser.
-Mitokondri membrani ile etkile sim:

Insan meme, kolon, over ve pankreas hiicre hatlafifgeM gossypol ile 24
saat enklibe edilince, mitokondrial kristalarin kalgigu ve vakuolizasyonun
meydana geld gorulmistir (77). Gossypol, fosfolipid ve kolesterol tablakeni
etkileyerek mitokondri membranina girer. Bu etkiembranin kolesterol icaine

baglidir. Adrenal korteks mitokondri membrani sdilc kolesterol icerir, gossypol
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lipid komponentin akkanligini azaltir, sonugta membran enzimleri lipid baniye

asar ve optimal enzim aktivitesi bozulur.

Gossypol hlcrelerde  ve mikroorganizmalarda genbir alanda
arastiriimaktadir. Biyolojik aktivitesi; enzim inhiby®nu, sinyal iletim yolaklari
etkilesimi, protein ekspresyonunun regulasyonu, hiicre wekondri membranlari
ile etkilesimi ile ortaya cikar. Cajmalar devam ettikge, etki yollari daha iyi

anlasilacak ve daha efektif kullanim alanlari bulacaktir
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MATERYAL VE METOD

Calsmamizda MDA-MB453 HER2 pozitif meme kanseri hicrattimda
trastuzumab ve AT-101'in tek Karina ve kombinasyon olarak uygulanmasi ile

olasi aditif, sitotoksik ve apoptotik etkileriniogteriimesi amaclanmtir.

-TUmor hiicre hatti:

MDA-MB-453 Meme kanseri hicre hattt  ‘Leibniz -lihgt DSMZ-
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkeltu GmbH’ (Alman

mikroorganizma ve hucre kulttr koleksiyonu ) * damin edilmitir.

Ilaclar:
Trastuzumab (Herceptin; Roche, Bass¥jcre) firmasindan temin edilsgtir.
(-)- Gossypol (AT -101), Ascenta (Ascenta Thexds, ABD) firmasinin Tulay

Aktas Onkoloji Hastanesi Tibbi Onkoloji Agsarma Laboratuvatna hediyesiydi.

1. MDA-MB453 hiicre hattinda kullanilan

besiyeri ve kultur slemleri:

Hucre hatlari; 37 °C’de ve %5 GO humidifiye edilmis inklbat6rde, stabil
%1 L-glutamin iceren RPMI-1640 ve DMEM Ham’s F:12eshyeri birebir
karistirildi. Icine %1 nonesansiyel aminoasitler, %10 1isi ilétina edilmis fetal
sigir serumu, 10,000 Unite/ml penisilin ve 10 mg/mkeptomisin eklenerek
cogaltildi.

Hucre kultar glemleri ultraviyole ile sterilize edilen Laminar Ho ( NuAire,

USA) icerisinde yapildi.
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Dondurulmus hticre hattinin ¢ozilmesi

-80 °C’deki kriyotupler icinde %10 DMSO ile dondlmus olan MDA-
MB453 hiicre hatti, -80 °C’den ¢ikarihp 37 °C’dezifilil. Islem 6ncesi Hood 30 dk
boyunca ultraviyole ile sterilize edildi ve gahaya balamadan 6nce ici alkol ile
temizlendi. Cozulen huicrelerin Uzerine 10-15 mliy=s eklendikten sonra 1000
devir/dk’da 10 dakika santriftje edildi. 37 °C @IBMSO’ un hiicrelere olan toksik
etkisi, hicre canhfini azaltacar icin, en seri sekilde calgiimistir.
Santirfigasyondan sonra Ustteki kisim atilip, kadléore cokeltisine taze besiyeri
eklendi. Ardindan homojenize edilip tekrar sanjrifglemi yapildi. Bu ¢lemden
sonra tupun dibindeki hiicre ¢okeltisi tekrar 10+fibtaze besiyeri ile homojenize
edilip, 50 ml'lik flasklara sterikekilde aktarildi.

Hucre hattinin pasajlanmasi:

Flasklara aktarilan htcrelerin tzerine 10 ml basigklenip, inkibattre
yerlestirildi. Cogalmalari beklenirken haftada iki kere besiyerigigerildi. |sik
mikroskobunda flask tabanini monolayer olarak kaplakaplamadiklari kontrol
edildi. MDA-MB453 hicrelerinin ikilenme zamanlariaklasik 10 gin olarak
bulundu ve pasajlari, ikilenme zamanina uygun &lgepildi. Pasajlamalemi igin
oncelikle flasklarin icindeki besiyeri dokilup, méterin Gzerine 5 ml Tripsin—-EDTA
(Biological Industries, Indianapolis) eklendiinkiibatorde yakkk 5 dakika
bekletildikten sonra mikroskopta flask tabanindaakkp kalkmadiklari kontrol
edildi. Tabandan awan hucrelerin Uzerine, yaki& 5-10 ml besiyeri eklenerek,
Tripsin-EDTA notralize edildi ve ardindan bu kam, tiplere alinip santirfije edildi.
Uzerindeki stpernatan atilip, tabandaki hiicre ¢iskelizerine yaklgk 10 ml
besiyeri eklenip homojenize edildi ve pasajlanmaleré flasklara tekrar ekildi,
Uzerine besiyeri eklendi. Her pasaj sirasinda ydkl2 milyon hicre/10 ml
besiyerinde olacagekilde pasajlama yapildi.
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Sekil 3: MDA-MB-453 hiicrelerin floresan mikroskop altindaya olmaksizin gérintiisi

MDA-MB453 hicrelerinin sayimi ve deney planina gorekimi:

Hicre sayisi; besiyerinin  mililitresi kb@a veya tutunulan ylzeyin
santimetrekupl gana digen hicre sayisi olarak belirtilebiliS€kil 3)

Flasklar icinde inkube edilmiolan MDA-MB453 hicreleri yagtiklari
yuzeyden kalkmasi icin tripsin EDTA ile muamelelédiHlcreler kalkinca besiyeri
ile notralize edilip, tipte santrifije edildi. Adttkalan hiicre c¢okeltisi besiyeri ile

diliie edilip homojenize edildi.

Hucre sayimi icin trypan blue dye exclusion teggulandi. Hicre iceren
suispansiyon ve trypan blue solisyonu 1:1 oraniradgtikildi ve otomatik sayim
cihazinin (Cellometer) lamina mikropipet yardimiy&ktarildi. Hicre sayimi
otomatik olarak yapildi. Canli hicreler, trypaneblooyasina gegirgen olmadiklar
icin parlak, 6lu hucreler ise bu boyayl hicre icigektikleri icin mavi renkte

goruanarler gekil 4).
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Sekil 4: Otomatik sayim cihazindaki hiicrelerin gorinumi (©BIu hicreler, CH = Canli hiicreler).

Canli hiicre sayimindan sonra, deneyi yapaca 96 kuyucuklu hicre kulttr
plaklarinda her bir kuyucuk icine 10.000 hiicre gelesekilde MDA-MB453
hiicrelerinin ekimi yapildi. Deneyde her bir ilagnkantrasyonu ve kombinasyonlari
ucli kontrolle cakilacgs ve 24-48-72. saatlerde de tek ajangettendirmeleri
yapilaca! icin, ayni zamanda pozitif kontrol (sadece hiicegen) ve negatif kontrol
(sadece besiyeri iceren) kuyucuklar da hazirlapiacan, deney planina gére uygun
sayida kuyucuk icine hiicre ekigldmleri tamamlandi.

Hucre ekilen 96 kuyucuklu hucre kiltur plaklarichelerin tabana yagpmasi
icin 37°C Is1, %95 nem ve %5 G@eren inkibatorde 24 saat inkibe edildi.

ilaclarin hazirlanmasi ve hiicrelere eklenmesi:

Calsmamizda MDA-MB453 meme kanseri hucre hattinda umshab ve
AT-101 artan dozlarda tek faa ve kombine uygulanmasindaki sinerjistik,

sitotoksik ve apoptotik etkilerinin ag@arilmasi planlannsti.

Trastuzumab (Herceptin; Roche, Basdkvicre) konsantre liyofilize
(dondurulup-kurutulmg) toz halindedir. Firma Onerisine gére %21.1 bea#ol
iceren su ile sulandirildi. Stok solisyonu +4 dedecsaklandi. Gossypol (Sigma
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Aldrich, Germany), 1ml DMSO'da cozdurilerek 40M'lik stok soliisyon

olusturuldu. Stok soliisyonu -20°C’de saklandi.

Calsmanin bainda 96 kuyucuklu hicre kulttr plaklarina, her kiryucuk
icine toplam 100ul volim icinde 10.000 hicre olacakilde (sadece besiyeri
koyularak negatif kontrol olarak kullanilacak kuylttara da 100ul besiyeri
koyularak) ve her bir konsantrasyon icin Uclu kohir (triplicate) htcre ekimleri
yapilmsti. Trastuzumab icin deneyimizde galacak konsantrasyonlari mililitrede
10 pgr, 20 ugr, 40 pgr, 80 pgr, 100 pgr, 120 pu6Q fugr ve 200 pgr olarak
planlandi. AT-101 icin ise planlanan konsantrasgohluM, 2,5 uM, 5 uM, 7,5 uM,
10 uM ve 15 uM olarak saptandi. Hicre ekinglaminden sonra 24 saat boyunca
inkGibatorde bekletilen hicre kdltur plaklarina péeran konsantrasyonlardaki
trastuzumab ve AT-101, toplam 100 pl volim icindacak sekilde, tek bglarina
veya kombine edilecekleri dozlarinda 24-48-72 daaitotoksisite analizleri igin

eklendi (her bir deney 3 kez tekrarlandi).

2. Sitotoksisite Analizi:

Hucre proliferasyonu ve sitotoksisite tayini icKirT Hucre Canlilik Kiti
(Roche) kullanildi. XTT metodu ilk kez 1988 yilind&cudiero tarafindan
tanimlanmgtir. Tetrazolium tuzuna dayanan kolorimertrik bieteddur. Tetrazolium
tuzunun, Metabolik aktif, cekirdekli htcre mitokarldrinde suda ¢dzunen ve
turuncu renk veren formazana dgath prensibi ile ¢cajan bir metoddur.Jekil 5)
Baslangicta ortamdaki renk sari iken, madde canli édécde metabolize edildikge
turuncuya déner. Canli hiicre sayisi ne kadar faelaenkte koyukana o kadar fazla

gOzlenir.
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Sitotoksisite analizlerinin yapilaga saatlerde (24-48-72. saat) XTT
solisyonu sodyum 3'- [1-(fenil-aminokarbonil)- 3tetrazolyum]- bis (4-methoksi-
6-nitro) benzen sdlfonik asit hidrat ile N-metilbeénzopirazin metil silfat'in 50:1
oraninda kastiriimasiyla hazirlandi. Her bir kuyuga 100ul volimde olacak
sekilde XTT soliisyonu eklendi. Uzerine XTT eklenarykcuklar inkiibatérde 4 saat
bekletildi. Bu slire sonunda, gan turuncu renk ygunlugunun absorbansi, 420-630
nm dalga boyu araglinda DTX 880 (Elisa Reader Multimod mikroplaka olay)
cihazinda spektrofotometrik olarak 6lculdi. Hegeldendirme, ayni saatteki pozitif
kontrol grubundaki hicre sayisi ile kdastirilip, canli ve 6lu hicre yuzdeleri (%

sitotoksisite) hesaplandi.

% Sitotoksisite = 1 — [ {lagh Kuyucuklarin Absorbans Ortalamasi / Pozitirirol
Kuyucuklarinin Absorbans Ortalamasi ) x100 ] forinilé hesaplandi.

3. Kombinasyonlarindaki Sinerjistik Sitotoksisitenin
Apoptozlailiskisinin Gosterilmesi:
A. DNA fragmantasyon analizi

AT-101 ve Trastuzumab’'in kombine halde sitotoksikkile olduklari

konsantrasyonlarda bu etkinin apoptozglbalup olmadgini belirlemek tzere Cell
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Death Detection ELISA Plus Kit (Roche Applied Sa@enGermany) uretici firmanin
protokoliine uygun olarak kullanildi. Bu kit hicmeleki DNA fragmantasyon
miktarinin Olcilmesi icin tasarlangtir ve apoptotik hicrelerin sitoplazmasindaki

histonlarla paketlenmiolan DNA fragmanlarini lgmektedir.

llaclarla tek ve kombine olarak muamele edilen Hécden ve ilag
eklenmeyen kontrol hticrelerinden elde edilen hilizeglar kitin igeren streptavidin
kapli plakalara eklendi. Histon proteinleri ve DNragmanlarina kar (Anti-histon
biotin ve Anti-DNA-Peroksidaz) antikorlari icereeaktiften 80ul eklenen plaka,
oda sicakifinda 2 saat inkiibe edildinkiibasyon sirasinda anti-histon antikoru bir
taraftan nukleozomlardaki histonlara tutunurken biaraftan da olgan
immunkompleksler, streptavidin kapli plakalara tuhaktadir. Anti-DNA-
Peroksidaz antikoru ise nukleozomlar arasindaki D&A bglanir. Bglanmayan
bilesenlerin yikama basamaklariyla uzakialmasindan sonra nukleozomlarin
miktarinin  kalitatif olarak belirlenmesi immunokotakslere tutunmg olan
peroksidazlarin olcilmesiyle gercegielir. Peroksidaz, ABTS (2,2'-azino-bis-[3-
etilbenzthiazolin-6-sulfonik asit]) substrati ilésrbansi spektrofotometrik olarak
(DTX 880 Multimode Reader, Beckman Coulter) 490 neferans dalga boyu ile 405

nm’ de okundu. Kitin ihtiva eti ve %100 apoptotik hiicre lizatlarinda histon ve

DNA fragmanlarindaki miktarindaki agtiapoptoz miktarindaki asta dgsru orantili

olarak dgerlendirildi.

B. Kaspaz 3/7 enzim aktivitesi analizi:

Kaspaz 3/7 enzim aktivitesi ise Caspase-Glo Asdaronfega, WI, USA)
kullanilarak dgerlendirildi. ilaclarla muamele edilmive edilmemg§ hicreler toplam
hacim 300ul olacaksekilde 96 kuyucuk iceren hicre kaltiri plaklarirideadi. Kitin
ihtiva ettigi 2,5 ml Caspase-Glo 3/7 Buffer, Caspase-Glo 3b&tsati ile kagtirilarak
substratin tamamen ¢6ztinmesgilaadi. Elde edilen bu karmdan her kuyugga 100yl
eklenerek hicre kuiltiri plakasi oda sigakbla 1 saat enkibe edildi. 1 saatlik
Inkiibasyon sonunda gkn liiminesans sinyalleri cok modiillii plaka okuyilewlculdii
(Beckman Coulter, DTX 880 Multimode Reader). Casp@ 3/7 kayimi, kaspaz 3/7
substrati olan DEVD Asp-Glu-Val-Asp tetrapeptidigizayrica hicre lizisini sgayan
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buffer icermektedir. Bu kagimin hticrelere eklenmesi hicrelerin lizisine, addm da
kaspaz subsratinin yikimina ghaolarak liminesans sinyal glumuna neden olur.
Olusan liminesans sinyal miktari, hicrelerdeki kaspé&z aktivitesiyle dgru orantili

olarak degerlendirilir.

4 Istatistiksel Analiz:

Kombinasyonlarin sinerjistik etkilerini atarmak Uzere medyan etki
denklemi ve kombinasyon indeksi denklemlerine giieveya daha fazla ilacin
sinerjistik, antagonistik veya aditif etki gostergbstermediini otomatik olarak
analiz eden CalcuSyn 2.0 (Biosoft, England) yazikailanildi. CalCusyn programi
ortak mekanizma veya ortak hedefli ilaclar ile farkekanizma veya farkli hedeflere
yonelen ilagc kombinasyonlarinin verilerini otomatiarak analiz etmektedir. Bu
programda da kullanilan kombinasyon indeksi (Clalamn bu amacla gegibir
sekilde uygulanmaktadir ve mikrobilgisayar yazilimkullanimiyla birlikte
basitlatiriimistir (92). ClI metodu Chou tarafindan ortaya konamalama etki
(median-effect) prensibine dayanmaktadir  (93,94).1 @Genklemi ila¢
kombinasyonlarinin aditif etkilerini belirlerkengkienen aditif etkiden daha fazla
etki, antagonizmi ise beklenen aditif etkiden dahaetki olarak tanimlamaktadir. Bu
sekilde Cl=1 oldgunda aditif etkiyi, Cl<1l oldgunda sinerjistik etkiyi, CI>1

oldugunda ise antagonizmi ifade etmektedir.

Tablo 2: iki ilacin hiicre kiiltiirlerinde kombine kullanimirsimerjistik-aditif-antagonistik sitotoksik

etkilerini belirlemede kullanilan Kombinasydmdeksi (Cl) dgerleri

Cl (kombinasyon indeksi) | Kombine sitotoksik etki
0.1< Cok kuvvetli sinerjizm
0.1-0.3 Kuvvetli sinerjizm
0.3-0.7 Sinerjizm
0.7-0.9 Hafif sinerjistik etki
09-11 Aditif etki
>1.1 Antogonist
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Absorbans dgerlerinden yukaridaki formile gbére hesaplanan cisisite
yuzdeleri CalcuSyn programina girildi. Boylece Hacin doz etki tablosu vegasi
cizilerek 1G5y dezeri saptandi. 16; degerleri dgrultusunda Trastuzumab ve AT-101
degisik oranlarda kombine edilerek ilag kombinasyonusurerjisi 72 saatlik hiicre
kaltart inkibasyonlarinda attarildi. 72 saatlik inklibasyon sonucu sitotoksisite
yuzdeleri Calcusyn programina girilerek sinerjiundn kombinasyonlar belirlendi.

Deneylerdeki veriler GraphPad PRISM 5.0 (San Die@®, USA)
kullanilarak analiz edildi. Tum deneyler “tripliedt olarak yapildi ve sonuclar

ortalama = SD olarak ifade edildi. En songele t¢ deneydeki ekspresyon orani (y

ekseni) + SDdan elde edilen veriler ile belirlendiiki grubun sonuglarinin

karsilastirimasinda Studets t test kullanilarak veri analizi yapildi (p<0.05

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi).
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SONUCLAR:

MDA-MB-453 hlcre hatlarinda AT-101 ve Trastuzumab in
(TB) zamana ve doza bgml anti-timoral etkilerinin gosterilmesi

ve 1Cso (%50 inhibitor konsantrasyon) saptanmasi:

AT-101: MDA-MB-453 hiicreleri 96 kuyucuktan alan (microtiter well
plate) deney ortamina her kuyucukta 10.000 hichenagaksekilde ekildi. AT-101 alt
farkli konsantrasyonunun (iM, 2,5uM, 5 uM, 7,5uM, 10 uM ve 15uM) 24. saat, 48.
saat ve 72. saatlerdeki sitotoksisitesinin belel@mesi igin U¢ ayri deney cfwracak
sekilde deney planlamasi yapildi. Her deney grubusetdece besiyeri ve besiyeri ile
birlikte hiicre bulunacakekilde iki adet pozitif kontrol sdandi. Pozitif kontroller ve
farkl ilag konsantrasyonlarinin bulungiu her deney u¢ defa tekrarlandi. Belirlenen
konsantrasyonlarda AT-101; MDA-MB-453 hucrelerinulundigu deney ortamina
eklendi. 24. Saat, 48. Saat ve 72. Saatlerde yikdrahsedilgi sekilde XTT metodu

kullanilarak sitotoksisite dlgciimi spektrofotometyitntemle yapildi.

MDA-MB-453 hiicre hattinda 24. Saatte; ul¥l konsantrasyonda AT-101 ile %
96; 2,5uM AT-101 ile % 92; 5uM AT-101 ile % 83; 7,5uM AT-101 ile % 78; 1QuM
AT-101 ile % 69; 15.M AT-101 ile % 60 oraninda canllik gozlendi. (GkatA).

MDA-MB-453 hiicre hattinda 48. Saatte; ul¥l konsantrasyonda AT-101 ile %
92; 2,5uM AT-101 ile % 80; 5uM AT-101 ile % 71; 7,54M AT-101 ile % 62; 1QuM
AT-101 ile % 57; 15uM AT-101 ile % 48 oraninda canllik gozlendi (GkatiB).

MDA-MB-453 hicre hattinda 72. SaatteuM konsantrasyonda AT-101 ile %
89; 2,5uM AT-101 ile %77; 5uM AT-101 ile % 63; 7,5uM AT-101 ile % 54; 10uM
AT-101 ile % 46; 15uM AT-101 ile % 38 oraninda canhlik gozlendi (GkatiC).
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Grafik 1A: MDA-MB-453 hiicre hatlarinda 24. saatte AT-101'irggen

konsantrasyonlarinda gozlenen % canlilik oranlari

MDA-MB-453
—
I=
)
O
X

DO+ v

0 T T !

0 5 10 15

AT-101 (uM, 48s)

Grafik 1B: MDA-MB-453 hiicre hatlarinda 48. saatte AT-101'irgden

konsantrasyonlarinda gozlenen % canlilik oranlari
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Grafik 1C: MDA-MB-453 hiicre hatlarinda 72. saatte AT-101'irggen

konsantrasyonlarinda gozlenen % canlilik oranlari

Tablo 3: AT-101'in MDA-MB-453 hiicre hattinda zamana ve dbzgl sitotoksisite oranlari

%sitotoksisite | Pozitif | 1uM | 2.5uM | 5uM | 7.5uM | 10pM | 15uM
24. saat 0 4,0 8,0 17,0 22,0 31,2 40,0
48.saat 0 8,0 20,0 29,0 38, 43,0 52
72. saat 0 11,7 | 23,3 37,8 46,0 54,0 62,(

Sonug olarak, AT101'in MDA-MB-453 hiicre hattinddaosoksik etkisinin oldgu;
doza ve zamana pla olarak arttgl tespit edildi.(Tablo 3)

72. saatte tespit edilen sitotoksisite ylizdeletc@syn programina girilerek

AT-101'in ICs dezeri hesaplandi. Bu programa gore AT-101'in 72.tsa&dliDA-
MB-453 hiicre hattindaki &g degeri 8,7 uM olarak belirlendi.
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Trastuzumab: MDA-MB-453 hicreleri 96 kuyucuktan ojan (microtiter well
plate) deney ortamina her kuyucukta 10.000 hicrlunbiak sekilde ekildi.
Trastuzumab dokuz farkli konsantrasyonunurugf 10ugr, 20ugr, 40ugr, 80ugr

ve 100 ugr, 120 ugr, 160 pugr ve 200ugr) 24. saat, 48.saat, 72. saatlerdeki
sitotoksisitesinin spektrofotometrik yontemle belrebilmesi icin ¢ ayri deney
olusturacaksekilde deney planlamasi yapildi. Her deney grubwadkece besiyeri ve
besiyeri ile birlikte hiicre bulunacaglkekilde iki adet pozitif kontrol sgandi. Pozitif
kontroller ve farkli ilag konsantrasyonlarinin bodiwsu her deney ¢ defa

tekrarlandi.

5 pgr/ml, 10 ugr/ml, 20 pgr/ml, 40 pgr/ml, 80 pgr/ml ve 100ugr/ml, 120
ugr/ml, 160ugr/ml ve 200ugr/ml konsantrasyonlarda Trastuzumab MDA-MB-453
hicrelerinin bulundgu deney ortamina eklendi. 24. 48. ve 72. Saatletdé@
metodu kullanilarak sitotoksisite 6lguma yapildi.

MDA-MB-453 hiicre hattinda 24. saatte; Trastuzunmabjugr/ml si ile %99;
10pgr/ml si ile %97; 2Qugr/ml si ile %94; 40ugr/ml si ile %86; 80ugr/ml si ile
%82; 100ugr/ml si ile %77; 12Qugr si ile %68; 16Qugr/ml si ile %57 ve 20@gr/ml
si ile %52 oraninda canllik gozlendi. (Grafik 2A).

MDA-MB-453 hiicre hattinda 48. Saatte; Trastuzunrabjugr/ml si ile %95;
10 pugr /ml si ile %91; 2Qugr/ml si ile %83; 40ugr/ml si ile %75; 80ugr/ml si ile
%70; 100ugr/ml si ile %63; 12Qugr/ml si ile %56; 16Qugr/ml si ile %51 ve 200
ugr/ml si ile %42 oraninda canlilik gozlenfierafik 2B).

MDA-MB-453 hucre hattinda 72. saatte; 5ugr/ml Tuasmab ile %88; 10
pgr/ml trastuzumab ile %85; 2@r/ml trastuzumab ile %79; 4@yr/ml trastuzumab
ile %70; 80ugr/ml trastuzumab ile %59; 1Q@r/ml trastuzumab ile %51; 1230Qyr
/ml trastuzumab ile %45; 16Qgr/ml trastuzumab ile %38 ve 20Qgr/mi
trastuzumab konsantrasyonu ile %28 oraninda daglizlendi (Grafik 2C).
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Grafik 2A: MDA-MB-453 huicre hatlarinda 24. saatte Tratuzumal@sisen

konsantrasyonlarinda gozlenen % canlilik oranlari
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Grafik 2B: MDA-MB-453 hiicre hatlarinda 48. saatte Trastuzunmb&isen

konsantrasyonlarinda gozlenen % canlilik oranlari
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Grafik 2C: MDA-MB-453 hicre hatlarinda 72. saatte Trastuzunmabdé&isen

konsantrasyonlarinda gézlenen % canlilik oranlari

Tablo 4: Trastuzumab 'in MDA-MB-453 hiicre hattinda zamanaloea bgli sitotoksisite oranlari

%sitotoksisite | Pozitif | 5 | 10 | 20 | 40 | 80 | 100 | 120 | 160 | 200

Kontrol | pgr | pgr | pgr | HOr | KOr | BQr | pgr | pgr | pgr
24. saat 0 1,2| 31| 6,2| 14,018,1| 23,0/ 32,0|43,1| 48,3
48.saat 0 51| 9,2| 17,0 25,3|30,0|37,3|44,2| 49,0/ 58,1
72. saat 0 12,4| 15,6 21,0| 30,3 | 41,2| 49,1| 55,0| 62,2| 72,0

Sonu¢ olarak; Trastuzumab’in MDA-MB-453 hiicre hatizerindeki

sitotoksik etkisinin AT- 101 gibi doza ve zamanaglbaolarak arttgl tespit

edildi.(Tablo 4)

72. saatte tespit edilen sitotoksisite yluzdeledc@ayn programina girilerek

Trastuzumab'in Ig degeri hesaplandi. Bu programa gore Trastuzumab’irsd@atte,
MDA-MB-453 hiicre hattindaki 163 97,9 ugr/ml olarak belirlendi.
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Trastuzumab ve AT-101 kombinasyonunun MDA-MB-453 higre
hattindaki sitotoksik etkileri:

MDA-MB-453 hicre hattinda trastuzumab ve AT-101'idlegisen
konsantrasyonlarda doza ve zamanglibalarak artan sitotoksisite verileri elde
edildikten sonra, bu ilaglarin klinik kullanima uygve IC 50dezerleri ve altindaki
konsantrasyonlar secilerek kombinasyonlarstituldu ve 72. saatteki sitotoksisite

oranlari saptandi. (Grafik 3)

MDA-MB-453 hiicre hattinda 72. saatte; 2.5 UM komisssyonda AT-101'in
sitotoksik etkisi %23 ve 5 pgr/ml konsantrasyondasiuzumab’in sitotoksik etkisi
%12 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun sitotoleskisi %33 oraninda saptandi.

5 uM konsantrasyonda AT-101'in 72. saatte sitotoksikisi %37 ve 5
pngr/ml konsantrasyonda Trastuzumab’in sitotokskise®o012 olurken, bu dozlarin

kombinasyonunun sitotoksik etkisi %46 oraninda aaght

2,5 UM konsantrasyonda AT-101'in 72. saatte sitetoletkisi %23 ve 20 pgr
/ml konsantrasyonda trastuzumab sitotoksik etkis21%olurken, bu dozlarin

sitotoksik etkisi %52 oraninda saptandi.

5 uM konsantrasyonda AT-101'in 72. saatte sitotoletkisi %37 ve 20 ugr
/ml konsantrasyonda trastuzumabin sitotoksik etRis2l olurken, bu dozlarin
kombinasyonunun sitotoksik etkisi %63 oraninda aaght

2,5 uM konsantrasyonda AT-101'in 72. saatte sitsitoketkisi %23 ve
80ugr/ml konsantrasyonda trastuzumabin sitotokikiisi€?o41 olurken, bu dozlarin

kombinasyonunun sitotoksik etkisi %72 oraninda aaght

5 puM konsantrasyonda AT-101'in 72. saatte sitotoketkisi %37 ve
80ugr/ml konsantrasyonda trastuzumabin sitotokikiisi€?o41 olurken, bu dozlarin

kombinasyonunun sitotoksik etkisi %84 oraninda aaght

2,5 uM konsantrasyonda AT-101'in 72. saatte siteitoketkisi %23 ve
100pgr/ml konsantrasyonda trastuzumabin sitotoletidsi %48,9 olurken, bu

dozlarin kombinasyonunun sitotoksik etkisi %85 anda saptandi.
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5 UM konsantrasyonda AT-101'in 72. saatte sitotoletkisi %37 ve 100
pgr/ml konsantrasyonda trastuzumabin sitotoksiksie%48,9 olurken, bu dozlarin
kombinasyonunun sitotoksik etkisi %91 oraninda aaght
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Grafik 3: MDA-MB-453 hiicre hattinda 72.saatte AT-101 ve Tuastab(TB) in dgisik

konsantrasyonlarda kombinasyonunda gézlenen siisitd

Degisik oranlarda ila¢c kombinasyonlarin MDA-MB-453 hichattinda 72
saat muamele edilmesi sonucu saptanan sitotokgisitdeleri, CalcuSyn programina
girilerek kombinasyonlarin ClI (Kombinasyon Indekg)eserleri hesaplandi.
Arastirilan 8 adet kombinasyondan 2 tanesinde singrjetki, 3 tanesinde kuvvetli
sinerjistik etki, 1 tanesinde ¢ok kuvvetli sinetiksetki gozlendi (Tablo 5).
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Tablo 5: AT-101 ve Trastuzumab(TB) kombinasyonunun singkjistki saptanan konsantrasyonlari
ve Cl degerleri

ilag Konsantrasyonlari cl (K.ombinr.:lsyon Yorum
Indeksi)

TB (5pug/mL) + AT-101 (2.5uM) 0,766 Hafif sinerjizm

TB (5ug/mL) + AT-101 (5uM) 0,746 Hafif sinerjizm
TB (20pg/mL) + AT-101 (2.5uM) 0,443 Sinerjizm

TB (20pg/mL) + AT-101 (5uM) 0,413 Sinerjizm
TB (80pg/mL) + AT-101 (2.5uM) 0.290 Kuvvetli sinein

TB (80pg/mL) + AT-101 (5uM) 0.158 Kuvvetli sinernjiz
TB (100ug/mL) + AT-101 (2.5uM) 0,112 Kuvvetli sifiem
TB (100pg/mL) + AT-101 (5uM) 0,075 Cok kuvvetli sifizm

2.5uM AT-101+5 pgr/ml Trastuzumab kombinasyonun degeri 0.766
olarak saptandi ve bu kombinasyon dozlarinda kaférjizm oldgu gorulda.

5uM AT-101+5 pgr/ml Trastuzumab kombinasyonun CGiedte0.746 olarak

saptandi ve bu kombinasyon dozlarinda hafif sinerjolduysu gorulda.

2.5uM AT-101+20 pgr/ml Trastuzumab kombinasyonun degeri 0.443
olarak saptandi ve bu kombinasyon dozlarinda daj&m oldwgu goraldu.

5uM AT-101+20 pgr/ml Trastuzumab kombinasyonurdé&eri 0.431 olarak

saptandi ve bu kombinasyon dozlarinda sinerjizrageiay6raldi.

2.5uM AT-101+80 pgr/ml Trastuzumab kombinasyonun dggeri 0.290
olarak saptandi ve bu kombinasyon dozlarinda kilivsiaerjizm saptandi.

5uM AT-101+80 pgr/ml Trastuzumab kombinasyonun €gedi 0.158 olarak

saptandi ve bu kombinasyon dozlarinda kuvvetlirgare oldugu goraldu.

2.5uM AT-101+100 pgr/ml Trastuzumab kombinasyonund&eri 0.112
olarak saptandi ve bu kombinasyon dozlarinda kilivsiaerjizm oldwgu goraldi.

5uM AT-101+100 pgr/ml Trastuzumab kombinasyonun degeri 0.075
olarak saptandi ve bu kombinasyon dozlarinda cokveédli sinerjizm oldgu
gorulda.
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Istatistiksel analiz:

MDA-MB-453 hiicre kulturlerinde 24. ve 48. saatinnsoda AT-101'in
calisilan konsantrasyonlarinda (1-15 uM) anlamli biotsiksik etki gézlenmezken (p
> 0.05) 72 saatin sonunda ise ayni konsantrasyanddkileri sirasiyla %11.7, 23.3,
37.8, 46.6, 54.0, 62.0 olarak bulundu, istatistikslarak anlamhydi. (p< 0.05).
AT101’in MDA-MB-453 hiicre kdltirlerinde 72. saat 3G degeri 8.7 uM olarak
tespit edildi.

Trastuzumab ‘in ise bu kanser hiicre hattinda 248vesaat sonunda c¢alan
konsantrasyonlarinda da (5-200 pgr/ml) anlamlishiotoksik etki gbzlenmezken (p
> 0.05) 72 saatin sonunda ise belirlenen konsargrdayn etkileri sirasiyla %12.4,
15.6, 21.0, 30.3, 41.2, 49.1, 55.0, 62.2, 72.0aslavulundu, istatistiksel olarak
anlamliydi. (p< 0.05). Trastuzumab’ in MDA-MB-453 hucre kiltirledie 72. saat
IC50 degeri 97.9 pgr/ml olarak tespit edildi.

72. saatte hicre hattinda Trastuzumab ve AT-1Qgkih kullanimiyla elde
edilen sitotoksisite verileri, ilaclarin kombinasyarindan elde edilen verilerle
Student’s t testi kullanilarak kalastirildiginda tim kombinasyonlarin sitotoksik
etkileri istatistiksel olarak anlaml saptandi @85 olarak hesaplandi.)

AT-101 ve Trastuzumab in MDA-MB-453 hiicre hattindasinerjistik
etki  goOsteren  kombinasyonlarinin  apoptotik  etkilernin

degerlendiriimesi:

Ilacglarin d&isik dozlarda tekli ve kombine uygulanmasiyla eldéesdIC50
ve CalcuSyn bilgisayar programiyla belirlenen gisgk dozlar; dozsemasina gore
MDA-MB-453 hicre hattinda ilaclarin sitotoksik déanin apoptoz aracgi ile
olustugunun gosterilmesi amagclandi. Bunun igin bu hicrétifda Cell Death
Detection Kit (Roche) kullanilarak yapilarak DNAagmantasyon ytzdesi kantitatif

olarak o6lculdu ve efektor kaspazlardan olan Kasjd@dznzim aktivitesi ¢cadildi.

MDA-MB-453 hiicre hattinda Trastuzumab ve AT-10l1antan tekli ve
kombine doz uygulamalarinda elde edilen sonuclafilgr4 ve grafik 5 de

gosterilmitir.
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Grafik 5: AT-101 ve trastuzumab in tekli ve kuvvetli sinstiik kombinasyonlarinda gézlenen %

Kaspaz 3/7 enzim aktivite oranlari
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MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hattinda sitotokglren apoptozaracili
oldugunun belirlenmesi igin 72. Saatte dlgtlen DNA fragasyon yizdelerkontrolde
%11 oraninda saptanirken; 2.5uM AT 101 ile %25,N6 AT-101 ile %34, 20
pgr/ml Trastuzumab ile %18, 80 pgr/ml Trastuzuméd %42, 100 pgr/ml
Trastuzumab ile %64 oraninda saptandi. (Grafikabld 6)

DNA fragmantasyonu ¢linda apoptoz deserlendirmek 72. Saatte 6lcllen
Kaspaz 3/7enzim aktiviteskontrolde %6 oraninda saptanirken; 2.5uM AT 161 i
%12, 5 UM AT-101 ile %24, 20 pgr/ml Trastuzumab B&€13, 80 pgr/ml
Trastuzumab ile %30, 100 pgr/ml Trastuzumab ile Wshinda saptandi. (Grafik 5,
tablo 6)

MDA-MB-453 hiicre hattinda tedavisiz kontrole gofej2gr/ml Trastuzumab
ile DNA fragmantasyonun da 1,6 kat grt2,5 uM AT-101 ile 2,2 kat astiolurken
20 pgr/ml Trastuzumab+2,5 uM AT-101 ile 3,7 katsesaiptandi.

DNA fragmantasyonun da pozitif kontrole gore; 80pgrTrastuzumab ile
3,8 kat arty, 5 UM AT-101 ile 3 kat arfiolurken 80 pgr/ml Trastuzumab+ 5 uM AT-
101 ile 6,45 kat agisaptandi. 100 pgr/ml Trastuzumab ile DNA fragmsydaun
da 5,8 kat ar§i olurken 100 pgr/ml Trastuzumab+ 5 uM AT-101 ildBkat arty
saptandi.

MDA-MB-453 hiicre hattinda tedavisiz kontrole gofe2gr/ml Trastuzumab
ile Kaspaz 3/7 enzim aktivitesinde 2 kat@gr@,5 uM AT-101 ile 2 kat artiolurken
20 pgr/ml Trastuzumab+2,5 uM AT-101 ile 5,3 katsasaptandi.

80ugr/ml Trastuzumab ile Kaspaz 3/7 enzim aktivigs 5 kat ary, 5 uM
AT-101 ile 4 kat arty olurken 80 pgr/ml Trastuzumab+ 5 puM AT-101 ile 8at
artis saptandi. 100 pgr/ml Trastuzumab ile DNA fragmsydaun da 9 kat asti
olurken 100 pgr/ml Trastuzumab+ 5 uM AT-101 ilekht arts saptandi.
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Tablo 6: MDA-MB-453 hiicre hattinda hattinda 72. saattgi dle dozlardaki AT-101 ve trastuzumab
in tekli ve sinerjistik kombinasyonlarinda apopkatikileri (pozitif kontrol: % DNA fragmantasyonu:

%11, Kaspaz 3/7 aktivitesi: %6)

Trastuzumab PRA Kaspaz 3/7
(ugr/m) AT-101(pM) fragmantasyonu akivitesi (%)
(%)
Kontrol 11 6
20 - 18 13
80 - 42 30
100 - 64 52
- 2,5 25 12
- 5 34 24
20 2,5 41,2 32,3
80 5 71 58,2
100 5 93 68

Istatistiksel analizde; Trastuzumab ve AT-101'inlitelozlari ile elde edilen
DNA fragmantasyon yuzdeleri ve kaspaz 3/7 enzinva&si oranlari kontrole gore
istatistiksel olarak anlamliydi.(p:<0,05)acin tekli dozlaryla, kombinasyonlari
karsilastirildiginda tim kombinasyonlarda istatistiksel olarak wmnhlaapoptozis

saptandi (p:<0,05 olarak hesaplandi.)
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TARTI SMA

Etkili kanser tedavisi icin kemoterapi ilaclaririombineseklinde kullanimi
giderek yayginlgmakta ve standart hale gelmektedir. Kombinasyoravisthin
bircok kanser turiinde kari O0ykist mevcuttur. Preklinik cginalarda denenen
kombinasyonlarin farmakolojik olarak toleransli,nyatkilerinin az, ilacin normal
hiicrelere minimum, kanser hucrelerini hedef almalsiukca ©6nemlidir. Hangi
ilaclarin kombine edilebileg@mni belirlerken; minumum dirence yol agmasi, her bi
ilacin tek baina da oldukg¢a etkin olmasi ve kombine edilen dagl ¢cgalmayi
engelleyici etki mekanizmalarinin farkli olmasi igiususlar oldukga onemlidir.
Kombinasyon planlanirken, kombine edilecek ilaglanedefledii molekuller ve

etkiledigi yolaklar g6z 6ninde bulundurulmaldir.

Trastuzumab hem erken evre, hem de metastatik nkamseri tedavisinde
yer alan bir monoklonal antikordur. Ancak meta&tahastalikta trastuzumab
monoterapisine yanit orani %10-15 ‘dir (43). Trasmabin intrensek (primer)
direncli olmasi ve sekonder diren¢ geiesi nedeniyle mutlaka sitotoksikger bir
ajanla kombine edilmelidir. Bu nedenle daha etkdlidaha téleransli yeni ajanlar ile

kombinasyonlarinin galiiriimesine gereksinim vardir.

Yapilan ¢calgmalarda gossypol’'in meme kanseri de dahil olmakelagcok
kanser tirinde potent bir anti-kanser ajan gidwgosterilmitir (95). In-vivo
calismalarda ise ¢cok gk yan etki profili gbzlenen gossypol’iin, meme lemsde
kullanilan kemoterapi ajanlariyla kombinasyonu uygiabilir.

MDA-MB-453 hicre hattinin secilmesinde; insan menkanserinin
metastatik lezyonundan elde edignoimasi, yiksek malign potansiyele sahip olmasi
ve HER2 reseptori eksprese etmesi etkili glomu Bu meme kenseri hiicre hatti;
1976 ' da R. Cailleau ve arkagiar tarafindan 48 yanda lenf nodu, beyin, plevral
ve perikardial metastazi olan meme kanserli kadastddan elde edilstir.
Perikardiyal effizyon mayinden derive edigtim. Anormal bir karyotipe sahip olan
bu kadin hasta antploid yapida iken hicrenin kgyeainalizinde kromozom
saylilarinin hipoploidden tetraploide kadar gdmr aralikta oldgu gozlenmgtir (96).
Konvansiyonel sitogenetik analizinin yapgdicalsmada hipertriploid klona sahip
oldugu géralmitar. 7, 11, 17, 19 ve 21. kromozomda kazang varker, 4, 9, 13,
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14, 16 ve 18.kromozomda kayip gosteriftini(97). 7 ve 17. kromozom polizomisi
her hiicre gosterilmgiir (CEPy7 ). Bu hlicre hattinda Rb gen ifadesinde inaktivasyo
daha 6nceki ¢calmalarda bildirilmgtir. 9 p21 lokusundaki (CDKNZ2 gen) kayip hiicre
siklusunda negatif regulator rol oynayat?'i** protein expresyon kaybina neden
olmaktadir(98). Buprotein ile ayni regulator noktada rol oynayan pbregulator
protein olan Siklin D1’ de bu hiicre hattinda oviespese edilmektedir (99)*§"**
proteini Siklin bg&mh kinaz (CDK) ve Siklin D1 (cyc) kompleksine glanir ve bu
kompleksi (cdk-cyc) inhibe eder. CDK-cyc kompleksimér sipresor gen olan
Retinoblastom (Rb)'un fosforilenmesini @ar. Fosforilenen Rb; E2F
transkripsiyon faktorini serbesile E2F transkripsiyon faktorini salinmasi ile
DNA cogalir ve hiicre siklusu duraksamadan S fazina gikera p°"<** protein
defekti ya da siklin D1 over ekspresyonu @dnda retinoblastomun fosforilasyonu
artar bodylece Rb inaktive edilir. Bu gen defekti tiapoptotik etki ile

sonuclanmaktadir. (98)

Hormon reseptdrlerinin negatif olmasi da bu hicagtiin secilmesinde
etkili olmustur. Bu hiicre hatti 6strojen reseptorl, progesteesaptorini kaybetmi
ve androjen reseptoriinid yuksek oranda eksprese @itteapokrin meme kanseri
Ozelligi gostermektedir. Hall RE ve ark bu hicre hattindaaziv karakter

gostermesinde androjenlerin anahtar rol oynayadgildwldirilmi stir. (99).

Hucre hatti sec¢iminde en etkili olan HER2 reseptdri tirozin kinaz
fosforilasyon aktivitesi gostermesidir. Bu hicre ttimn  Tirozin  kinaz
fosforilasyonunu; Tyrl248 aradgilyla olmaktadir (100). ger PCR ile CEP17
bakildginda HER2 amplifikasyonu negatif saptanabilir (97).Merlin ve
arkadalarinin yaptgl calsmada MDA-MB-453 hiicre hattiHC 2+ iken FISH ile
pozitif oldugu gosterilmgtir. Luisa Paris ve arkaglarinin yaptg calsmada MDA-
MB-453 hticre hattinda 61% + 6% HER 2 ekspresyoptasanstir. Bu oran reseptor
ekspresyonu icin over eksprese olarak yorumlginm({101). Semir Vranic ve ark
2011'de yaptil calsmada HER2 protein ekspresyonu ICC ile +3 saptgtm{B7).
Diger bir calsmada ise kontrol olarak kullanilan MDA-MB-231 hldmnattina gore
MDA-MB-453 hiicre hattl yakkak 7 kat daha fazla HER2 eksprese etmektedir (102).

Ayrica MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hatti Fibratlagrowth faktor
reseptoruni (FGFR) over eksprese etmektedir. BHER?2 reseptori gibi biylime
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sinyalleri aracilgl ile onkogenik rol oynamaktadir. A.Rodyn ve arkaptgi
calsmada MDA- MB-453 hicre hattinda fibroblast growthctbr receptor 4
(FGFR4) Y367C mutasyonu gosterikimi. FGFR4 mutant proteini, MAPK
(mitogen-activated protein kinase ) ya@laaktivasyonuyla Erk1/2 proteininin
fosforilasyonu artmaktadir. Fosforillenen Erk pioieise hicre proliferasyonuna
neden olmaktadir. (103)

Bu calsmada, HER-2 pozitif metastatik meme kanseri htaté blan MDA-
MB-453'de gossypol ile trastuzumab’in farkli dozlar kombinasyonlarinin olasi
sinerjistik sitotoksik ve apoptotik etkileri gtailmistir. Calsmada gossypol’iin en
potent formu olan AT101 [(-)- gossypol] kullanigtr. Literatirde AT-101 ve
Trastuzumab’in kombinasyonuyla ilgili herhangi beme kanseri hicre hattinda
yapilms calsma olmadgindan bu ¢atma yiksek 6zgin niteliktedir.

MDA-MB-453 meme kanseri hicre hattinda AT-101 ya gisssypol’ Un
sitotoksik etkisini 6lcen bir calma olmadgl icin kagilastirma yapilamadi. Fakat
diger meme kanseri hicre hatlarl ile olan gaalara gore deerlendirildi. Yine
meme kanseri hicre hatlarinda AT-101 ile yapilamsipealar Gossypol ile yapilan
calismalara gére daha kisithdir. Literatirde Lui vk.aneme kanseri hiicrelerinde
(MCF-7 ve MDA-MB-231) AT-101 ile yaptiklari ¢aimada; AT-101 ‘in 2.5, 5 ve
7.5 uM dozlarin etkisini sirasiyla % 33, % 89 ve % 98ntwgslardir (85). Bizim
klinigimizde yapilan A.Kisim ve arkaglarinin yaptg calsmada MCF -7 meme
kanseri hicre hatti icin 72 saatte AT-101 ‘in Z25ye 7.5uM dozlarin etkisini
sirasiyla %32.3, %54.2, %58.6 bulunnue IC 50 dgeri 4.64 UM hesaplangve
MDA-MB-231 icin yine ayni dozlarda AT-101 in etkisirasiyla %36.6, %57.8,
%61.2 saptanmgl ve IC50 dgeri 3.99 puM olarak hesaplangtir.(104) Bizim
calismamizda ise MDA-MB-453 meme kanseri hiicre hattin2dlasaatte AT-101'in
2.5uM ile %23, 5uM ile % 37, 7.5uM ile % 46, 10uM ile % 54 sitotoksik etki
gozlendi ve IC50 deeri 8,7 UM olarak hesaplandi. AT-101 ‘in literatékd diger iki
calismaya gore bu hicre hattinda sitotoksik etkisi dahave dger meme kanseri
hiicre hatlarina gore IC50 ghyi daha yuksek bulundu. Bir g,&@ desisle bizim
calismamizda kullanggamiz MDA-MB-453 hicre hatti literatirdeki ggr hicre
hatlarina gére AT-101'e daha az duyarlidir. Bu féitkratirde kagilastirilacak
calisma olmadgl icin balica hucre hattinin farklg ile iliskilendirilmistir. Clnku
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bu meme kanseri hiicre hatti oldukca direnclidir.ctdtihatti farkhlgl disinda
laboratuar keullarina, kullanilan kimyasallara, test edilen lgi@ayisina, deney
surelerine, hicre hatlarinin zindelik (vitality) rdmuna da b&i olabilir. Ayrica,
hicre kaltard glemlerinde ortam kgullari da deney sonuclarini etkileyebilmektedir.
Bu calsmada Trastuzumab ile elde edilen veriler incelgindie; MDA-MB-453
meme kanseri hicre hattinin literattirle uyumlu akafrastuzumab tedavisine
duyarli oldgu gozlenmgtir (101,105)

Bizim calsmamizda MDA-MB-453 hiicre hattinda 72.saate Trashahiin;
S5ugr/ml ile %12, 10ugr/ml ile %15, 20ugr/ml ile %21, 40ugr/ml ile %30, 80
ugr/ml ile %41, 10Qugr/ml ile %49, 120ugr /ml ile %55, 16Qugr/ml ile %62 ve
200 pgr/ml konsantrasyonu ile %72 oraninda sitotoketiki gosterildi.Trastuzumab
in IC50 deserleri ise 97,9 pugr/ml (yaklgik 0,67 nM) olarak hesaplandi.
Trastuzumab’in MDA-MB-453 hiicre hatti Uzerindekbsoksik etkisinin doza (g
olarak arttgl tespit edildi.

Literatirde ; Luisa Paris ve ark. yapti calsmada MDA-MB-453
hiicrelerinde 50pg/mL Trastuzumab ile %35 sitotoletkd gostermtir (101). Bizim
calismamizda ise 40ugr/ml trastuzumab@0,3 sitotoksik etki gézlendi. Bu ger

Luisa Paris ve ark nin verileri ile uyumluydu.

Ryungsa Kim. ve ark. nin tapticalsmada MDA-MB-453 hiicre hattinda
IC50: 0,8 uM bulunurken; Ana M Tari ve ark. yaptdiger calsmada 1 pM
Trastuzumab konsantrasyonuyla bile hicrelerde okisiit etki gdsterilemengiir
(106,107). Bizim catmamizda literatirdeki konsantrasyonlardan c¢ok ok
degerlerde (0,6 nM) %50 sitotoksisite saptandi. Litér@ gore bu caimada
trastuzumab hicre hatti Gzerinde daha gugclu sistkakki gosterdi.

Literatirde meme kanser hicre hatlarinda AT-101 iiastuzumab
kombinasyonunu agtiran ¢calsma bulunmamaktadir. Bu cginaya en yakin literatir
verisi 2005’de Ryungsa Kim. ve ark. yapttamoksifen direncli meme kanser hicre
hatlarinda trastuzumab ve bcl-2 antikorunun etkisaratirildigi calsmadir. MDA-
MB-453 hiicre hattinda IC50: 0,8 pM bulunurken, BcntikorunuiC50:0,65 uM
bulunmytur. Bu hiicre hattinda bcl-2 antikorunun trastuzioma tekli

kullanimindan daha gucli apoptotik etkili ofgugdsterilmgtir.(106)

58



Bizim calsmamizda ise 100 pgr/ml trastuzumab ile 72. saatted94d
sitotoksisite goralar iker20 pgr/ml trastuzumab ile 2,5 puM AT-101'in kombine
edildiginde 72. saatte %52 oraninda sitotoksisite gortuMani bu kombinasyon ke
katl dozda trastuzumab’ dan daha guclu sitotokigikg®sterdgi goralmdstir.

5 pgr/ml konsantrasyonda trastuzumab ile 5 uM &otrasyonda AT-101
kombine edildiinde 72. saatte %46 oraninda sitotoksik etki gddierbu da
trastuzumabin 16 kati olan 80 pugr/ml konsantrasgdraktuzumab’ in tek etkisinden
daha gucli ve 100 pgr/ml trastuzumab’ a da yakatakisik etkiliydi.

5 ugr/ml konsantrasyonda trastuzumab ile 2.5 pMs&otrasyonda AT-
1021’in 72. saatte MDA-MB-453 hucre hattinda %33nonaa sitotoksik etki saptandi
yine bu kombinasyonda trastuzumabin sekiz kat diza olan 40 pugr/mi

konsantrasyonundaki sitotoksik etkisinden dahaigit!

Kombinasyon deneylerinde uygulanan kombinasyonlg@rb uM AT-101+
5 ugr/ml Trastuzumab’ dan 5 puM AT-101+ 100 pgr/mbstuzumab’ a kadar )
hepsinde CIl gore sinerjistik etki saptandi. MDA-MB3 hiicre hattinda ilaglarin
sinerjistik kombinasyonlari ¢amanin rasyonelini okiurdu. Istenen sitotoksik
etkinin olsmasi icin AT-101 ile Trastuzumab’in kombinasyon &amtrasyonlarinda
Trastuzumab’in tekli konsantrasyonun dahglidiolmasi cakmanin en dikkat cekici

noktasiydi.

Kombinasyon deneylerinde saptanan sinerjinigirli&li olarak ilaglarin
molekiler yapi ve konfigiirasyonundan mi (potengiga$ yoksa doza Igh olarak
mi gerceklstigi, sinerjistik kombinasyon oranlarinin gik dozlarinda da sinerjinin
korunup korunmagh test edilerek agairildi. Yapilan deneylerde, sinerjistik etkilerin
azalan konsantrasyonlarda korgdugOzlendi. Artan dozlarda ise, sitotoksik etkinin

arttig gozlendi.

Apoptozisden kacma kanser hiicrelerinin karakté&ristelliklerinden oldgu
icin kombinasyon deneylerinde apoptotik yolaklargterligini gostermek oldukcga
onemlidir. Bu cajmada kullanilan meme kanseri hicre kuiltirinde azogin
tetiklenip tetiklenmedii histon-DNA kompleksi fragmentasyonunun ve kaspéz

enzim aktivitesinin élctlmesiyle belirlendi.
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Gunumizde bitkisel kokenli ylzlerce molekill, potgeks anti kanser
Ozellikleri noktasindan agariimaktadir. Bu cagmada sekonder metabolit olan
Gossypol'un enantiomerik formunun (AT-101) tercitlilmesinin sebebi, rasemik
formuna goére daha kuvvetli galmayi engelleyici etkiye sahip olmasi ve son yaléa
potansiyel kemoterapatik ajan olarak kabul gormesidT-101, ilaglara direng
gelistiren kanser htcrelerinde, Bcl-2 ailesinin antigptig Gyelerinin (Bcl-2, Bcl-
XL, Mcl-1 gibi) BH3 domainine bglanarak, bu proteinleri inhibe eder bdylece

apoptozisi indukler.

MDA-MB-453 hticre hattinin 72 saat AT-101 ile muaeselsonrasi apoptoz
varhgini gostermek icin histon-DNA kompleksi fragmantasynun ve kaspaz 3/7
enzim aktivitesinin 6lgtldi. Kontrole gore; 2,5 pAT-101 ile 2,2 kat, 5 uM AT-101
ile 3 kat DNA fragmantasyon yuzdesinde @gbzlenmgtir ve yine kontrole gore 2,5
UM AT-101 ile 2 kat, 5 uM AT-101 ile 4 kat daha @a¥Xaspaz 3/7 enzim aktivitesi
artisl saptandi. Bu sonuclara gore MDA-MB-453 hicre thdd AT-101'in
sitotoksik etkisinin apoptoz ara@iioldugu ve doza bgi olarak da apoptozda ati
oldugu gosterildi. BH3 mimetik ajan olan AT-101 bcl-2hibisyonu aracifila
apoptozise neden olmaktadir. Anti apoptotik bclrbilbe olunca mitekondriden
sitokrom ¢ salipini artar, sitokrom ¢ de kaspaz 9'u aktive ederldx® kaspaz
kaskadini bgar. AT-101'in MDA-MB-453 hiicre hattinda da bu yklaracilg ile
apoptozu tetiklegi literatlr verilerine de dayanilarak dintilmektedir.

Humanize kimerik monoklonal antikor olan trastuzbmase HER2
reseptoriine lgandiktan sonra edli hicre ici sinyal yolaklarini indukler.
Trastuzumab anti timéral etkiSHIER 2 reseptér down regiilasyorftlER2/HER3
ve HER2/HER4 heterodimerizasyonun engellenm@aitikor bazsimli hiicresel
sitotoksisite (ADCC) mekanizmalarisehda*Hiicre siklusunu G1 fazinda durdurur.
(AKT ve MAP kinaz yolaklarinin inhibisyonu ve P27#opein ekspresyonunun
induksiyonu). Bilinen bu mekanizmalar sthda Trastuzumab’in bcl-2" i down
regulasyonuna neden olglu ve bunun ilacin etki mekanizmasinda anlamh rol

oynadg! distinulmektedir. (106)

MDA-MB-453 hiicre hattinda artan dozlarda Trastuzbimggulandiktan 72
saat sonra DNA fragmantasyon yuzdeleri incel@nde kontrole gére; 20 pgr/mi

Trastuzumab ile 1,6 kat, 80 pugr/ml Trastuzumal3j&kat, 100 pgr/ml Trastuzumab

60



ile 9,6 kat ary gozlenms ve yine 72. saatte kontrole gore Kaspaz 3/7 enzim
aktiviteleri deserlendirildiginde; 20 pgr/ml Trastuzumab ile 2 kat, 80 pgr/ml
Trastuzumab ile 5 kat, 100 pgr/ml Trastuzumab il&a® arts gozlenmgtir. Bu
sonuclara gore MDA-MB-453 hicre hattinda trastuzoimasitotoksik etkisinin
apoptoz aracimyla oldusu ve doza bgl olarak apoptozda logaritmik agtoldugu
gOsterildi. Literatur verilerinde oldw gibi bu hiicre hattinda trastuzumab’in etignli

bu calgma da da gosterildi.

Hucreler 72. saat 80 pgr/ml trastuzumab ile muaneelgdiginde % 42
oraninda DNA fragmantasyonu; %30 oraninda kaspaer@im aktivitesi gosterildi.
Buna kagilik dortte bir dozu olan 20 pgr/ml trastuzumab 26 pM AT-101'in
kombine edildtsinde benzer oranlarda DNA fragmantasyonu (%41,3spkz 3/7
enzim aktivitesi (%32,3 ) goruldu.

Benzer sekilde; 80 pgr/ml trastuzumab ile 5 pM AT-101'in rkbine
edildiginde %71 oraninda DNA fragmantasyonu, %58,2 orankaspaz 3/7 enzim
aktivitesi goraldu. Bu oranda 100 pgr/ml trastuzbnile olusan apoptotik etkiden
glcluydu. istenen apoptotik etkinin almasi icin AT-101 ile Trastuzumab’'in
kombinasyon dozlarinda Trastuzumab’in dozunun cakaddigik olmasi dikkat
cekicidir.

Ilaglarin hiicreler Gzerindeki bu sitotoksik etkisimekroz ya da apoptozis
Uzerinden gercek$g gerceklemedigini saptamak igin yapilan deneyler, ilaglarin
sitotoksik etkilerinin apoptozis Uzerinden gerceif@ni gosterdi. Bunun dinda tim
kombinasyonlar, ilaclarin tekli kullanimindan colha gicli apoptotik etkiliydi.
Dustk dozlarda Trastuzumab ile kombinasyonlar, ylk$exlardaki trastuzumab’in
apoptotik etkisini yakaladi. Bu ceatna verilerine dayanilarak; kombinasyon ile

trastuzumab dozunun girtlebilecgi ongoéraldu.

Bilindigi gibi; anti apoptotik sinyal yolaklari bcl-2 ve AKaktivasyonunu
icerir. Meme kanserinin %60-80 bcl-2 overexpresydndunmy ve yine AKT
aktivasyonu da pek ¢ok kanserde rapor edtim(108,109). Kanser hicresinde Bcl-2
ve AKT proteini multipl sinyal yolgiyla apoptozu engellemekteditbax ve bcl-2
homodimerizasyonunu inhibe olur.(110) Boéylece midiriden sitokrom c

salinimini inhibe oluPAKT aktivasyonuyla Bad fosforilasyonu aragilile kaspaz 9
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inhibe olur (111,112°AKT, bcl-2 ekspresyonunu da uyarir. (LEAKT niikleusdan
NF- B salinimina da neden ol(k14).

* bcl-2 overexprese eden meme kanserinde ekspresyeasitare gore genel
sggkalim daha iyi olsada bcl-2 ekspresyonu anti-tuniéglara direnc
gelisimde rol oynamaktadir. (106)

* Akt pozitif meme kanseri Eamsiz risk faktoradar. Kot prognostiktir. Uzak

organ metastaziyla ve rekurrens ilgkiliendirilmistir.(115)

Baslica apoptotik etkisi bcl-2 inhibisyonu olan AT-1@%& bglica apoptoz
yolagi AKT inhibisyonu olan trastuzumab’in gucli sinstik etkili kombinasyonu;
konsantrik tipte kombinasyona ornekiiki ilacin farkli apoptotik yolaklar aracgla

etki gosteriyor olmasinin bizim hipotezimizi desegkesi muhtemeldir.

Bu veriler, AT-101 in Trastuzumab ile kombinasyodanartan dozlarda
dozla d@ru orantih olarak apoptoz aracilikli sitotoksigge yol actgini
gostermektedir. Apoptoz sirecindeki bozgkin karsinogenezde 6nemli rol
oynadgl goz onune alinginda, agresif yapidaki bu hicre hatlarinda AT-191’i

apoptozu induklemesi ve trastuzumab ile gicli gamargostermesi gelecekte meme

kanser tedavisinde yer alabilgcgostermstir.

Trastuzumab direncinin geihesi nedeniyle, meme kanseri tedavisinde
Trastuzumab’in gder ajanlarla birlikte kullanarak timér hicrelerinapoptozise
duyarh hale getiriimesine ihtiya¢ vardir. Ayricaesh¢ olgmasinin bir dier sebebi
olan proapoptotik molekillerin BH3 domainine anbpptik molekillerin
baglanmasinin engellenmesi, AT-101 gibi BH3 mimetikrdarla mimkindur. Bu
sebeple, olgan direncin birka¢ farkh yolaktan kirllmasi, farldtki mekanizmalari
olan ajanlarla mumkundur. Kemoterapi ile kiyaslaagactak kadar az yan etkisi
olan AT-101 in, Trastuzumab gibi hedefe yo6nelik aaade 6nemli bir ajanla
kombinasyonu, apoptozise direncin siklikla g6zlgndneme kanseri tedavisinde
yeni bir kemoterapi secegieolmaya adaydir. Belirlenen sinerjistik kombinasyo
oranlarinda Umit verici sitotoksik ve apoptotik iegkin diger meme kanseri hicre
hatlarinda da dgulanmasi; etki mekanizmalarinin aydinlatilmasi bee verilerin

hayvan deneyleriyle de gaulanmasi gerekmektedir.
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