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.GIRIS

Kanser, Deoksiribontkleik asit (DNA) hasari sonucu hicrelerin
kontrolsiiz veya anormal bir sekilde blylmesi ve ¢codalmasidir. insan
olumlerinin dnemli bir bolumunidn nedenini olusturmakta olan kanser;
hicre c¢ogalmasi, apopitozis (programli hucre oluma), farklilagsma,
yashlik ve bunlarin kendi i¢ dengelerinde bozulmasiyla, genetik ve

epigenetik degisikliklerle uyarilan ¢ok agsamali molekuler bir suregtir.

Serviks kanseri dunya genelinde kadinlarda meme kanserinden
sonra 4. sirada gelmektedir. Her yil 500.000’ den fazla hasta yeni tani
almakta ve bu hastaliktan 250.000 (zerinde kadin hayatini
kaybetmektedir (1), olumlerin yaklasik %80’i gelismemis Ulkelerde
olusmaktadir. Turkiye’de 2009 yih Saglik Bakanligi verilerine gore,
kadinlarda en sik gorulen kanserler arasinda serviks kanseri, 10. sirada
yer almaktadir (2). Serviks kanserinin prognozunu belirleyen en énemli
faktor timaoran evresidir. Hastalarinin evreleri ilerledikgce tedaviye yanit
azalmakta, mortalite oranlari artmaktadir (3). Hastaligin tedavisi cerrahi
ve/veya kemoradyoterapidir. Cerrahi tedavi erken evre olan Evre | ve
IIA hastalarda bir tedavi segenegi olup, ileri evre hastalarda genellikle
primer tedavi olarak uygulanmamaktadir. Radyoterapi ise hastaligin her
evresinde uygulanabilmekte ve etkinligini artirmak igin ayni anda

kemoterapi ile birlikte uygulanmaktadir (3, 4).

ileri evre servikal kanser olgularinda tedavinin zor ve mortalitenin
yuksek olmasi yeni tedavi yontemlerinin gelistiriimesini gerektirmektedir.
Bu tedaviler radyoterapinin etkinligini artirmak yaninda daha etkili ilag
tedavilerinin gelistirimesi seklindedir. Kontrolsuz buUylumenin oldugu
kanser hucrelerinde 6zellikle hiicrelerin bélinme siklusundaki hedeflere
yonelik tedaviler, bazi kanser turlerinde etkili oldugunun gorulmesi ile
ilgi cekmeye baslamistir. Hedefe yonelik tedaviler, kanser hicrelerine

0zgu olan yolaklar Uzerine molekller duzeyde etki ederek hicre



bayumesi, hiucre siklusu kontroll, apopitozis ve anjiyogenez uzerine
etki etmektedirler. Boylece yapilan tedavilerde, sadece kanser hicreleri
hedef alinarak tedavinin etkinligi yaninda normal dokulardaki toksisiteyi

de minimal dizeye indirmek amaclanmaktadir.

Hucresel proliferasyon, diferansiyasyon, hucrenin canhligi ve hicre
hareketi gibi 6nemli regulatuar fonksiyonlarda rol alan tirozin kinazlarin
karsinogenez surecinde surekli ve kontrolsiz uyarimi s6z konusudur
(5). Hedef tedavide kullanilan ajanlardan bir grubu olusturan tirozin
kinaz inhibitorlerinin, tirozin kinaz reseptorlerini gesitli mekanizmalar ile
inhibisyonu, kanserin tedavisinde umut verici sonuglar alinmasini

saglamistir (6).

Tirozin Kinaz inhibitérlerinden biri olan Bosutinib, bir 4-anilo-3-kinolin
karbonitril olup hem Src hem de Abl tirozin kinazlari inhibe edebilen
kiguk molekulll inhibitdordlr. Bosutinibin, gdgdus kanseri hucre
hatlarinda kanser hucrelerinin proliferasyonunu, invazyonunu ve
migrasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (7). Bosutinib, Gida ve ilag
idaresi (Food Drug Administration; FDA) tarafindan 2012 de, tedaviye
direncli veya intolerans gelismis yetiskin kronik miyeloid I6semi (kml)
hastalarinda kullanimi i¢in onaylanmistir. Bosutinibin benzer sekilde
baska solid timdrlerde de faz | ve Il calismalari devam etmesi, bu ilacin
hedefe yonelik tedavide Uzerinde daha c¢ok durulacagini

gOstermektedir.

Bu c¢alismada, bosutinibin’in serviks hicre kulturlerinde (Hela
kontaminati) epitelyal hicre dizilerine (CCL-62) uygulanmasiyla, farkl
blylime profillerinin gézlemlenmesi, ayrica kanserlesme surecindeki
onemli mekanizmalar olan apoptotik yolaklarin  incelenmesi

amagclanmistir.



Il. GENEL BILGILER
2.1. Kanser Biyolojisi
2.1.1. Hucre dongiisii ve kontrol mekanizmalari

Normal dokularda hucreler, organizmanin ihtiyaglarina gore
¢ogalarak sayilarini artirip ya da hiucre ¢gogalmasini azaltarak ve olum
hizini artirarak vicudun dengesini saglarlar. Hlcrelerin replikasyonu ile
¢ogalmasi bir dizi biyokimyasal olay sonucu gergekleserek hem i¢g hem
de dig buyume faktorleri tarafindan duzenlenir. Bazi onkogen adi
verilen hlcre siklusuna ait proteinler hlcre siklusu suresince orantil bir

sekilde aktiflesip ve inaktifleserek hicre siklusunu duzenler.

Hucre siklusu, Sekil 1'de de gosterildigi gibi hicrenin bdélinmesine

kadar 5 basamaktan olusur:

1. GO fazinda, hucreler genellikle spesifik bir iglevi gormek tzere

programlanirlar.

2. G1 fazinda, spesifik hlicre fonksiyonlari i¢cin gereken proteinler

ve RNA sentezlenir.
3. S fazinda huicre igindeki DNA'nin miktari ikiye katlanir.

4. G2 fazinda DNA sentezi durur, protein ve RNA sentezi devam

eder.

5. M fazinda (mitozis) genetik materyal olusan iki yeni hicre

olusur.
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SEKIL 1. Hiicre bdlinme déngiisii (8)

Mitozdan G1 evresine gegen hlcreler ya bolunmeye devam etmekte
ya da boélinmeleri durmaktadir. Sekil 1 de hlcre bélinme dénglusinde
goruldugu gibi, G1 ve S evresi arasindaki GO evresi ise, farklilagsmasini
tamamlamis hucrelerin dinlenme evresidir. BolUinmesi duran ve tim
biyokimyasal olaylarin aktif olarak surdagu hucrelerin gegtigi, GO
evresindeki hicre tekrar boélinecedi zaman donglye G1 evresinden
katilmaktadir. Blyume faktorleri, sitokinler ve tamor virlsleri gibi
mitojenik iletiler, hicrenin S evresine gegis hazirliklari yaptigi G1
evresine girmesini saglar. Hicre dongusundn kontrol noktalar G1, G2

evrelerinde ve M evresinin son asamalarinda bulunmaktadir (8, 9).

Hucre dongusunin her asamasi siklinler olarak bilinen bir dizi protein
ailesi tarafindan dizenlenmekte ve bir grup siklinin gorevini
tamamlamasindan sonra, diger grup aktif hale gelmektedir (8, 10, 11).
Hucre bolinmesini saglayan mekanizmanin motoru, hicrenin metabolik
aktivitelerini ve hucre bolunmesini duzenleyen, hiucre dongusu evrelerini
kontrol eden siklin-bagimh kinazlardan (CDKs) olusmaktadir (10, 12).
Siklinler, baglandiklari bu inaktif CDK molekullerini aktive etmektedirler
(8, 9-12). Siklinlerin salgisinin mekanizmanin kusursuz saglanmasi igin
diizenli olmasi gerekir. Ornegin bliyiimeyi uyaran sinyal, hiicrede D

siklin ailesinin dlzeyini artirmakta ve uygun CDKs aktive olmaktadir. Bu



nedenle D siklin saliniminin kontrolinin bozuldugu bir mutasyon,
hucreyi S fazina sokmakta ve neoplastik transformasyon gelismektedir
(9-10, 12-15).

Ekstraselliler ileti molekullerinin (mitogenler) kendi reseptdrlerine
baglanmasiyla aktiflenen protein kinazlar, sitoplazmadaki sinyal ileti
molekullerini (Ras ve Jak) ve transkripsiyon faktorlerini (Jun, Fos, NF-
AT, NFkB, Myc) fosforilleyen kinazlari (proteinkinaz C ve ERK)
uyarmaktadir. Boylelikle genlerin uyariimasi igin ¢esitli transkripsiyon
faktorleri, fosforillenerek aktiflesmekte ve c¢ekirdege tasinarak iligkili
genleri uyarmaktadir. Transkripsiyonel dizenlemeyi saglayan E2F, pRb
(retinoblastoma proteini, timoér baskilayici gen drinid ve hicre
dongusunlu duzenleyicidir) ile bagh konumdadir ve pRb tarafindan
inhibe edilmektedir. G1 evresinden S evresine gegisi saglayan
restriksiyon noktasinin asiimasi i¢in E2F gereklidir. Protein kinazlarin
etkisiyle (Siklin DCDK4, Siklin D-CDK 6 kompleksleri ile) E2F bagl Rb
fosforilasyonu sonucu, E2F serbest hale geciriimekte, hicre
dongusunun en 6nemli kontrol noktasi olan G1 fazindan S fazina gegis
engeli asilmakta ve hicre DNA sentez fazina girmektedir. E2F
transkripsiyon faktorinin aktiflenmesi sonucu DNA replikasyonu igin
gerekli proteinler, Deoksiribonikleotid ve duzenleyici proteinlerden
(siklinler ve protein kinazlar-CDK) bazilari sentez edilmektedir (16, 10).
Hucre bolinme evresi oncesinde, DNA hasarinin engellendigi veya
tamir edildigi asamalar yer almaktadir. Bu dongunun evreleri, blyume
faktorleri, sitokinler, onkogenler, siklinler, CDK gibi proteinler ve MPF
(Maturation Promoting Factor) ile birlikte dizenlenmekte, evrelerin
herhangi birinde aksaklik (DNA hasar) oldugunda, tumor baskilayici
genler donguyu hemen durdurmaktadir. Sentezlenen DNA hasarli veya
replike edilmemisse déngi M evresine girmeden G2 evresinde
durdurulmaktadir. G1 evresinde, saptanan DNA hasari orta derecede
ise tumor baskilayici gen (p53) tarafindan p21 proteininin
sentezlenmesi saglanmaktadir. Siklin CDK kompleksi inhibe edilerek

dongl G1 veya G2 evresinde durdurulmakta veya askiya alinmaktadir.



Eger DNA hasari ¢ok buylk ise, p53 hucrenin apopitoze girmesine
sebep olmaktadir (10, 12, 17).

2.1.2. Apopitozis

Programlanmis hicre 6lumu olarak da bilinen apopitozis, fizyolojik
olarak hucrenin dlmesi yani kisacasi hucrenin intiharidir (18). Canhlarin
organizmalarindaki hucreler doganin bir geregi olarak islevlerini
tamamladiktan sonra oOlurler. Bu hucrelerin olumleri iki sekilde
gerceklesmektedir. Bunlardan birisi olan apopitozisin diger bir hucre
O0lum sekli olan nekrozdan farki, nekrozisin fizyolojik bir olum sekli
olmamasina ragmen apoptozis hem fizyolojik hem de patolojik sartlar
altinda meydana gelmesidir (18, 19). insan viicudunda apopitozisin
ornekleri olarak, lenfositlerin timustaki klonal seleksiyonunda ve
inflamatuar  reaksiyon sonrasinda ortamdan uzaklastiriimasi,
embriyonik gelisim esnasinda, deride keratinositlerin ylzeye dogru gog¢
edip epidermisin stratum korneum’u olusturmalari, barsak kriptlerindeki
epitel hucrelerinin dongusu verilebilir. Ayrica menstruasyon esnasinda
uterus duvarinda gergeklesen epitel doku dokulmesinde ve gbdzde

lensin olusumunda da apopitozis gozlenir (18-20).

Apopitozis hlcreye gelen o6lumciul uyari sonrasi U¢ asamada
gerceklesir. ilk asamada hiicre ve hiicrenin cekirdedi yogunlasirken
sonraki asamada hucre tomurcuklanmasini takiben apoptotik cisimler
olusur. Son agamada ise bu cisimler fagosite edilir. Bu degisimler en iyi
elektron mikroskoplarinda (EM) izlenebilir (19, 20). Apoptozise gidecek
hidcreler komsu hucrelerden ayrilarak yuzey organellerini kaybederler.
Apoptozisin en Onemli o6zgun yonu DNA'nin internukleozomal
bolgelerden yaklasik 180-200 baz cifti veya bunun katlari boyutunda
DNA pargalari olusturacak sekilde parcalanmasidir. DNA'y1 pargalayan
bir Ca/Mg bagimh endontkleazdir. Ayrica, DNase | ve [’de DNA
parcalanmasindan sorumludur. (21, 22). Daha sonraki evrede hiicre
icindeki bir takim degisiklikler sonrasi hicre zarinda bluzisme ve bunun

takibinde hucrede pargcalanma goralir. Bu yapilara apoptotik cisim adi



verilir. Apoptotik hicrede goérulen onemli degisikliklerden biri normalde
plazma membraninin i¢ yuzinde bulunan fosfatidilserin’in erken evrede
membranin dig yuzune dogru transloke olmasidir. Bu mekanizma
apoptotik hlcrelerin  komsu hlcreler ve makrofajlar tarafindan

taninmasini saglar (20-23).

Hucreler iki yolla ile apopitozise giderler. Bunlardan biri, hicre digi
sinyaller araciligi ile Fas ve TNF gibi sinyal proteinlerinin hedef
hiucredeki reseptorlere baglanarak olusan sitoplazmik yoldur. Digeri ise
hicre ici sinyaller ile kaspazlarin ve Bcl-2 nin gorev yaptigi mitokondrial

yoldur.
2.1.2.1. Sitoplazmik Yol ile Apopitozis

insan viicudu hiicrelerinde Fas ve TNF gibi sinyal proteinleri hedef
hicrelerin  zarlarinda bulunan reseptorlere  baglanarak hucreyi

apopitozise goéturmesidir.
2.1.2.1.1. Fas-Fas Ligandi veya CD95 Yolu

Tumor nekroz faktoérl ailesinden olan Fas (CD95) bir hicre yluzey
reseptoraddr. Apoptozun salgidan bagimsiz  mekanizmasi, bu
reseptorun aktivasyonu ile iligkilidir. Fas ligandi (FasL), TNF ailesinin bir
yesidir. Ozellikle sitotoksik T hiicreleri ve NK hiicreleri (zerinde
bulunur (20). Ligand reseptor baglanmasi sonucu apoptotik islem
baglar. Bu mekanizma, bir immun tepki sonunda aktive olmus T
hdcrelerinin uzaklastirimasi, virls infekte hedef hicrelerin ortadan
kaldiriimasi, tumor hicrelerinin - dldurilmesi  ve birgok patolojik
durumdaki hucrelerin uzaklagtiriimasinda 6nemli rol oynar. Fas ve
TNFR-1 in sitoplazmik uzantisi, bir 6lum alanini (Death Domain) igerir.
Fas'in sitoplazmik boélumu FADD (Fas Associating protein with a Death
Domain protein) ve RIP (Receptdr Interacting Protein) ile etkilesimdedir.
Olim alanlarini igeren bu TRADD ve RIP proteinleri, prokaspaz-8'in
aktivasyonu ile apoptozu dogrudan uyarirlar. Aktive olan kaspaz - 8

daha sonra diger uygulayici kaspazlari aktive eder (20-22). Son olarak



sonlandirici kaspazlardan kaspaz 3 aktiflesir, sitoplazmik inaktif
ICAD/CAD  (deoksiribonukleaz  inhibitorinu/kaspazla  aktiflesen
deoksiribonukleaz) kompleksine baglanir. Bunun sonucunda CAD linker
DNA’ya baglanip o bolgeyi keser, DNA fregmentasyonu, kromatin
yogunlasmasi, nukleer laminin A yikimiyla birlikte niklear zarf yirtilip
nikleus dagilir (21). Sekil 2 de FAS sinyal iletim yoluyla apopitozis

gOsterilmigtir.
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SEKIL 2: FAS sinyal iletim yoluyla apopitozis (21)

2.1.2.1.2. Tiimoér Nekroz Faktor (TNF) Sinyal iletim Yolu

Sinyal iletimi yapan ve bir sitokin olan TNF alfa proteini, hucre
zarinda bulunan Tumor Nekroz faktor reseptorid 1 (TNFR-1) ile
kompleks olusturduktan sonra reseptorun sitozole uzanan olUm
bélgesine olan TRADD (TNFR’ e bagh 6lim bdlgesi) proteini baglanir.
TRADD diger kismi ile de FADD (Fas adaptoér 6lum bdlgesi) adaptor
bdlgesine badlanir. Bu baglantilar sonucu kaspaz 8 aktiflesir, o da
kaspaz 3 U aktifler. Sonrasinda Fas sinyal iletim yolundaki gibi bir dizi
olay sonucu hucre apopitoza gider (21).



2.1.2.2. Mitokondrial Yol ile Apopitozis

Mitokondri araciliiyla apoptozda kaspazlar ve Bcl-2 proteinleri gorev
yapar. Kaspaz gen ailesi uyeleri hucreleri apoptoza goturen proteinleri
kodlar. Sistein proteaz ailesinden olan kaspazlarin aktif merkezinde
sistein yer alir ve sitoplazmada inaktif prekursorler olarak bulunur. Bir
proteaz aktivasyon dizisi baglatarak sitoplazmik proteinlerin yikiminda
rol almaktadir, bu sirada nukleazlar da aktive olarak DNA

fragmantasyonu ve RNA degradasyonu gergeklesmektedir.
2.1.2.2.1. Kaspazlar

Sitokrom ¢’ nin sitoplazma igine salinmasi ile apoptozun son
basamaklarindan sorumlu enzim sistemi olan kaspazlar aktive olur.
Gunudmuzde sitozolde bulunan 14 kaspaz tanimlanmistir. Bunlar, sitokin
uretimine katkida bulunanlar (kaspaz 1, 4, 5, 13), proteolizisin
"baglaticilar" (kaspaz 2, 8, 9, 10) ya da "sonlandiricl" (kaspaz 3, 6, 7)
olarak siniflandirihrlar (21-24). Olim sinyali veren baslatici kaspazlar,
adaptore baglanirlar ve effektdér kaspazlari aktiflestirirler. Kaspaz
aktivasyonu hlcreye 6zgudur ve kaspaz inhibitorlerinin (IAP) effektor
kaspazlari inhibe ederek apoptozu engelledigi gosterilmistir. Ayrica IAP
(Inhibitors  of Apoptosis) ailesinin  kaspazlardan ayri  olarak,
transkripsiyon  faktorlerinin - modulasyonu ve hicre siklusunun
kontroliinde de yer alarak apoptozu inhibe ettigi bilinmektedir (21). Bu
inhibitorler malign hucrelerde asiri olarak gozlenirler. Kaspazlar,
proteinleri yalnizca aspartik asit bulunan bolgelerden keser, bu nedenle
cysteine-aspartic-acid-proteases adini almiglardir. Boylece kaspazlarin
kisith proteolizisi nedeniyle, hlcrede lizis gekillenmez ve apoptotik

cisimcikler olusur (24, 25).
2.1.2.2.2. Bcl-2 / Bax

Apoptozun regulasyonu Bcl-2/Bax gen ailesi ile saglanir. Bu

proteinlerden Bcl-2,Bcl-XL ve Mcl-1 apopitozu engellerken; Bax, Bad,



Bid, Bak, Bcl-xs apopitozu uyarir. Bcl-2 / Bax gen ailesinin Grdnleri,
mitokondri ve c¢ekirdek zarlarinin yani sira endoplazmik retikulum
zarinin Uzerinde de yer alirlar (20-24). Bcl-2, bir protoonkogendir ve
urettigi proteinler mitokondirinin sitoplazmaya donuk dig zari Uzerinde
ve endoplazmik retikulumun iyon aligverigini duzenler ve zarin
parcalanmasina kargi koruyucu etki gosterirler (21-23). Bu proteinlerin
her biri Bcl-2 Homoloji bdlgesi (BH1,BH2,BH3,BH4) icerirler. Bcl-2
ailesi ayrica reaktif oksijen dlzeylerinin apopitoz Uzerindeki etkilerini

pro-oksidan gibi davranarak kontrol eder.

Bax proteinleri sitoplazmada apoptotik sinyalin alinmasindan sonra
mitokondri zarinin "permeabilite gegis poru" na dogru yonlenirler ve
buraya baglanirlar (20-23). Bu baglanma, segici iyon permeabilitesini
azaltabilir. Zardaki bu degisiklikler nedeniyle sitokrom c ve AIF
(Apoptosis Inducing Factor) gibi mitokondri zari iginde yer alan faktorler
sitoplazmaya gecerler. AlF, dogrudan kromatin kondansasyonunun ve
niklear fragmantasyonun meydana geldigi cekirdege dogru yodnelir.
Sitoplazmadaki sitokrom c¢ apoptozun en son basamaginda gorev alir.
Sitokrom ¢, bir sitoplazma proteini olan Apaf-1 (apoptotik proteaz
aktivite edici faktor-1) 'in aktive eder. Sitokrom c‘nin Apaf-l'e
baglanmasi prokaspaz-9'u aktive eder ve olusan bu kompleks
"apoptosom" olarak isimlendirilir (22-25). Prokaspaz-9'un aktivasyonu,
bir seri kaspaz aktivasyonunu baslatir. Apaf—1 ayni zamanda ATP‘ye de
baglanir. Bu yluzden apoptozda enerji gereksinimi vardir. Sekil 3 de

Bcl/Bax yoluyla apopitozis gosterilmistir.
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SEKIL 3. Bcl2/ Bax yoluyla apopitozis (23)

2.2.Serviks Kanseri
2.2.1.Serviks anatomi ve histolojisi

Serviks, uterusun vajinaya agilan 2 cm uzunlugunda olan ektoserviks
ve endoservikal kanaldan olusan bir parcasidir. Serviksin ektoserviksi
cok kath yassi epitel (skuamoz), endoservikal kanal ise kolumlar ya da
glanduler epitelyum ile doselidir. Bu iki epitel tabakasinin birlesim yerine
skuomakolumnar bileske (SKB) denilmektedir. Sekil 4 de
skuomakolumnar bileske gosteriimektedir. SKB, intrauterin yagsamda
olusmakta olup yasamin sonraki donemlerinde vyeri degismektedir.
Puberte doneminde bu bileske daha dista olup kolumnar epitel dig
etkenlere aciktir. Travma, hormonal faktorler, PH degisiklikleri,
enfeksiyonlar ve gibi uyarilara yanit olarak kolumnar epitel skuamoz
metaplazi ile donugur. DOonusum sonrasi yeni bir bileske olusur ve bu
bileskeye ise yeni ya da fizyolojik SKB denmektedir. Orijinal SKB ile
fizyolojik SKB arasindaki bu surekli degisim bolgesine transformasyon
zonu denir. Serviksin prekansertz lezyonlarinin %90’ inin bu bdlgeden

olustugu dusunulmektedir (26, 27).
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SEKIL 4. Serviksde orjinal ve yeni SCB ve Transformasyon zonun sematik
gérinima (A), Normal bir servikste yeni SCJ yeri ve Transformasyon zonu

(Nab Cyst lerinin oldugu bdélge) gérinimu (B)

2.2.2.Epidemiyoloji

Serviks kanseri dinyada meme kanserinden sonra 4. sirada
gelmektedir (1). Yilda 500.000’ nin Uzerinde hasta yeni tani almakta ve
serviks kanseri nedeniyle 250.000 Uzerinde kadin hayatini
kaybetmektedir (1,2). Serviks kanserine bagh o6limlerin %80’ i
gelismekte olan Ulkelerde olmaktadir ve yasa gore standardize edilmis
degerlere bakildiginda yuksek riskli bolgeler olan, dogu afrikada (42. 7),
Guney ve orta afrikada (31. 5 ve 30. 6, sirasiyla) yaklasik 100.000’de
30 civarinda iken, Avustralya- Yeni Zellanda’ da (5. 5), Bati Asya’ da
(4.4); 100.000’ de 2 kadin’a kadar azalmaktadir (1). Tablo 1’ de 2012
yilindaki serviks kanserinin bdlgelere goére insidansi ve mortalitesi
gorulmektedir. Serviks kanserine ilerleyiste displastik lezyonlarin yavas
seyretmesi ve yine bu lezyonlarin erken taninmasi, 1960l yillardan
sonra pap testinin yaygin kullanimi ile serviks kanserinde gelismis

ulkelerde %70 oraninda azalma saglanmigtir (1, 2).
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TABLO 2. 2012 yilinda Dinyada serviks kanseri insidansi ve
mortalitesi (1)

Tahmini Sayi(Binde) insidans Mortalite
Dunya 528 266
Gelismis Bolgeler 83 35
Gelismekte Olan

445 230
Bolgeler
Avrupa (EURO) 67 28
Amerika Birlesik

13 7

Devletleri
Gin 62 30
India 123 67
Avrupa Birligi 34 13

Tarkiye’de 2009 yili Saglik Bakanligi verilerine gore serviks kanseri,
sekil 5* deki grafiktede goruldigu gibi kadinlarda batin yas gruplar géz
onune alindiginda en ¢ok gorulen kanserler arasinda 10.sirada yer
almaktadir (2)

Hastaligin gorulme yasi, 40 yasindan sonra giderek artmaktadir
(2).Gelismekte olan Ulkelerde hastalarin %85’ inin gelis aninda evresi
FiIGO evrelemesine gore evre lll ve IV’ tir (28). Turkiye'de ise tani alan
hastalarin tani aninda tumor, %52,1° si servikste lokalize, %37,3 ‘U

bdlgesel yayilim gostermis, %10,6 ‘si ize uzak metastaz yapmistir (2).

13



Meme NG 40,6
Tirod GGG 156
Kolorektal NEGNG_GN 134
Uterus Korpusy [ 9.3
Trakea,Brons Akciger N 8.1
Mide N 3.1
Over 1 6.5

o
-—

B EADI

Non-Hodgkinlenfoma R 5.3
Beyin, sinirsistemi R 5,0

Uterus Servikss R 4.5

SEKIL 5. Kadinlarda en sik gériilen ilk 10 kanserin yasa gore standardize
edilmis hizlarinin dagihimlari (Birlesik Veri Tabani, 2009)(Dinya standart
nufusu, 100.000 kiside) (2)

2.2.3.Risk faktorleri

2.2.3.1. HPV Enfeksiyonu ve Cinsel Davraniglar

Serviks kanserinde en 6nemli risk faktori onkojenik tiplerle olusan
HPV enfeksiyonudur. Kanser gelisiminde HPV' nin mutlaka var olmasi
gerektigi, diger risk faktorlerinin ya virlsle karsilasma oranlarini
arttirdigl ya da viral persistansi ve karsinojenik sureci hizlandirdigi igin
onemli oldugu bilinmektedir (29-32). HPV enfeksiyonu ve dolayisiyla
serviks kanser gelismesinde cinsel davraniglar 6nem kazanmaktadir.
Bunlar, erken yasta baslayan cinsel aktivite, cinsel partner sayisinin
fazla olmasi (yasam boyu 6’dan fazla olmasi), ya da cinsel partneri

fazla olan erkekler ile cinsel birliktelik gibi durumlardir.

2.2.3.2. Sigara
Hem aktif hem de pasif sigara igiciligi serviks kanseri riskini arttirir.
Sigara igenlerde icmeyenlere oranla servikal kanserin malignlesme riski

daha yuksek bulunmustur. Bu risk igilen sigaranin miktari ile dogru
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orantihdir. Serviks kanseri tiplerinde sigara kullaniminin skuamoz
hacreli kanser oraninda belirli bir artis ile iligkilidir, ancak
adenokarsinom ile iligkisi bulunamamigtir. Sigaranin bu etkisinin
icerigindeki zararli maddeler olan hidrokarbon, fenol gibi zararl,
kanserojen maddelerin servikal mukusta ylksek oranda bulunmasindan
dolay! oldugu duasunulmektedir. Ayrica bu maddeler o bolgede bulunan
immunitede rol oynayan langerhans hucrelerinin miktarini azaltip
fonksiyonunu bozmakta, bdylece HPV’nin vucuttan

temizlenememektedir (32-34).

2.2.3.3. Oral Kontraseptifler

Oral kontraseptiflerin( OK) servikal kanser riskini artirmalari
konusunda cesitli teoriler mevcuttur. Ornek olarak OK kullanan
kadinlarin bariyer yontemi kullaniminin az olmasi verilebilir. OK
kullanimina bagh kolumnar epitelin eversiyonu hizlanmakta ve immatar
metaplastik epitel bdylece karsinojenlerle karsi karsiya kalmaktadir. OK'
ler kan folat dizeyini azaltarak epitel hilcrelerinde megaloblastik
degisikliklere yol agmakta ve muhtemelen buna bagl CIN ve invaziv
kanser gelisimi ortaya ¢gikmaktadir (34). OK icindeki hormonlar bazi viral
onko proteinlerin sentezini artirici rol oynamaktadirlar. Beta dstradiol E6
ve E7 bolgelerinin transkripsiyonunu 7-8 kat artirmaktadir. Nitekim bir
antiprogesteron olan RU 486 nin bu viral proteinlerin induksiyonunu

durdugu gosterilmigtir (35).

2.2.3.4. Diger Faktorler

Menarg yasl, menopoz yasl veya menstruel siklus karakterinin
serviks kanseri riskini etkiledigine dair ¢ok az kanit vardir. Ancak ¢ok
sayida dogum yapmakla artmig risk arasinda baglanti oldugunu bildiren
yayinlar mevcuttur. Paritenin etkisini agiklamaya yonelik olarak dogum

travmasi ve gebelikteki hormon duzeyleri 6ne surulmuagtur.

intrauterin diestilstilbestrol maruziyeti, hormon replasman tedauvisi,

immun yetmezlik diger risk faktorleridir (36). Bunlarin yani sira folat,
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karoten ve C vitamininden fakir diyet de serviks kanseri risk faktorleri
icinde sayilabilir. Demografik faktorler icerisinde ileri yasa ek olarak irk
(siyah), Asya, Afrika ve Latin Amerika yerlesimi, dislik sosyoekonomik

durum ve duguk egitim duzeyi serviks kanseri ile iligskilendirilmigtir.
2.2.4. HPV ve serviks kanseri ile iligkisi

HPV, cinsel yolla bulagsan, ¢ift sarmalli, dairesel, 8000 baz gifti
iceren, zarfsiz bir DNA virGsu olup, tire 6zgldir. GlUnumuzde yaklasik
120 civarinda HPV tipi tanimlanmistir (37). Onkojenik 6zelliklerine gore
dusuk riskli, orta riskli ve ylksek riskli olarak 3 sekilde
gruplandinimaktadir. HPV tip 16, en onkojenik tip olarak dugunulirken
tip 18 ise ikinci sirada bulunmaktadir (38). Yapilan calismalarda tim
dinyadaki servikal kanserlerin %70’inden HPV Tip 16 ve 18’in sorumlu
oldugu dusunulmekle birlikte toplam sekiz HPV tipinin (16, 18, 31, 33,
45, 52, 58, 35) %95 pozitif vakadan sorumlu oldugu belirlenmigtir. Tablo

2’ de genital HPV tiplerinin siniflamasi verilmistir (39).

TABLO 3. Genital HPV siniflamasi (39)

Siniflama HPV Tipleri

Yuksek riskli veya karsinojenik 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59

Olasi karsinojenik 26, 53, 66, 68, 73, 82

Dusuk riskli 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70,
72,81, 89
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Viral genom hayat siklusundaki gen ekspresyon sirasina gore
fonksiyonel olarak erken (E: Early) bolge, ge¢ bolge (L: Late) ve uzun
kontrol bdlgesi (long control region; LCR) olmak Uzere Ug¢ bdlgeye
bolundr. Viral genomun erken bolgesi, viral DNA replikasyonunu
baslatan, infeksiyon ve entegrasyonda major rol oynayan proteinleri
kodlamaktadir. E1, viral genomun devami ve replikasyonunu, E2
transkripsiyonunu dizenleyen proteinleri, E5 epidermal buyume
faktorinl uyararak hicre blyumesini arttirirken, p21 timoér stprosor
genini baskilayarak hicrenin kontrol sistemini bozar (41-43). Son
yilllardaki c¢aligmalarda ES5 ‘in DNA hasari yaratarak apopitozisi
engelledigi gosterilmigtir. Virisun entegrasyonu sirasinda E5’inde icinde
bulundugu genomun blyuk parcgasi silinir. Bu yuzden E5’ in ge¢ dénem

karsinojeneziste dnemli bir rolu olmadigi dugunulmektedir.

E6 ve E7 proteinleri viral DNA'nin replikasyonuna zemin hazirlarlar.
E1 ve E2 viral DNA replikasyonunun baslangicindan sorumludur ancak
bunun igin hdcrenin enzimlerine ihtiya¢ duyarlar. Bu enzimatik proteinler
de hicrenin S fazinda aktif olarak sentezlenir. Bu yuzden HPV virlsu
gerekli olan hicre gen bodlgelerini aktive etmek icin E7 proteinini
kullanir. E6 hucrede p53 proteinine baglanir. p53 tumor supresor
proteini olup hicre boélinmesi Uzerinde negatif regulator fonksiyonu
vardir. Bu fonksiyonu hicrenin GO/G1 fazindan S fazina gecisi kontrol
ederek yerine getirir. Ayrica p53 apopitozisi indukleyebilir. Bdylece p53,
duzeltilebilecek kromozomal hasari olan hucrelerde hicre déngusunu
durdurarak DNA tamiri i¢in gerekli olan onarimin yapilmasini sadlar,
ayrica ciddi kromozomal defekti olanlarda apopitozisi indukler. E6
p53'Un yikimini  hizlandinir. E6 bu etkisiyle kromozomal onarim
yapillmadan hdcrelerin bolinmesine, kromozomal defektli hicrelerin
birikmesine ve apopitotik etkinin ortadan kalkmasina katkida bulunur.
Kromozomal onarimin yapilamamasi genetik instabiliteye neden olarak

malign transformasyon surecine katkida bulunur.
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E7 ise aktif retinoblastoma genini inaktive eder (44,45). Rb proteini
DNA hasarina bagl olarak hucre dongusunu durdurur veya apopitozisi
indUkler. Rb proteininin fosforile olmayan formu E2F transkripsiyon
faktorine baglanarak, inaktive eder. E2F DNA sentezini ve siklin
fonsiyonunu kontrol eder. E7 E2F/Rb kompleksine baglanarak E2F'in
kompleksten ayrilmasini ve siklin A'nin hdcre siklusunu uyarmasini
saglar. Boylece EZ2F'in hlcre doéngusinu uyarici 06zelligi Rb'nin
baskisindan kurtariimig olur. Ayrica E7, Rb proteininin yikilmasina

neden olur.

Ayrica E6 ve E7 proteinleri birgok faktorle etkileserek immun yanitin
olusmasini Onlerler (46-48). Antikor Uretimi enfeksiyonun yayillimini ve
tekrarlamasini onlemede onemlidir. Viral klirensi saglayan ise hucresel
immanitedir (49). Viral replikasyonun ge¢ doneminde kodlanan geg¢
genlerden LI geni major kapsid proteinini ve L2 geni minor kapsid
proteinini kodlar. Her iki ge¢ bdlge genleri prekanser6z ve malign
hlcrelerede eksprese edilmezler. Ancak bu genler viral agi yapiminda
son derece onemlidir (50). Sekil 6 ‘da HPV’nin karsinogenez sureci

verilmistir.
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SEKIL 6. HPV karsinogenezi (47)

HPV ile enfekte olan kiginin immun yanitina ve HPV tipine bagli
olarak yaklasik 10-18 ay icerisinde HPV vicuttan eradike edilir (51).
Eger kisinin vicudu HPV’ den temizlendiyse surecin sonunda kiginin
CIN 3 ya da servikal kansere ilerleme riski, HPV ile hi¢ karsilasmayan
kisi ile aynidir (52). HPV ile enfekte olan ve tedavi edilmeyen kadinlarin
yaklasik %1-2 kadarinda serviks kanseri gelismektedir (53). Kansere
ilerleyis icin genellikle 10-15 yil gerekir ve bu donemde sitolojik bulgu
olarak skuamoéz intraepitelyal lezyon (squamous intraepithelial lesion;
SIL) veya histopatolojik bulgu olarak servikal intraepitelyal neoplazi
(cervical intraepithelial neoplasia; CIN) diye tanimlanan prekanseroz
lezyonlar gelisir. Sekil 7’de servikal lezyonlarin kansere ilerlemesi

gOsterilmisgtir.

Prekanser6z lezyonlar epiteldeki atipik degigsiklere gore sitolojik
olarak duguk dereceli (low grade SIL; LSIL) ve yuksek dereceli (high
grade SIL; HSIL) skuamdz intraepitelyal lezyonlar olarak tanimlanir.
Histolojik siniflandirmada CIN 1 LSIL’e, CIN2 ve CIN3, HSIL'e dahildir.
Hafif displazik lezyonlar CIN 1, orta displazi CIN2, agir displazi ve
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karsinoma in situ CIN3'e karsilik gelir (54). Histoloji ve HPV iligkisi g6z
onune alindiginda ise skuam6z hucreli kanserlerin  %95'inde,
adenokarsinomlarin da %90'unda HPV DNA pozitif bulunmustur.

Skuamdz hucreli kanserlerden daha ¢cok HPV 16 sorumludur (55).

Normal cervix Squamous intraepithelial lesion Invasive cancer

Low grade High grade

Cervical intraepithelial neoplasia
Grade 2

Infectious viral particies
Squamous epahelum

Superficial zone

Basement membrane
Derrmis
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SEKIL 7. Servikal lezyonlarin kansere ilerlemesi
2.2.5. Serviks Kanseri Tarama Yontemleri
2.2.5.1. Servikovajinal Sitoloji

Taramada vyaklagik 60 yildan beri kullanilan test, George
Papanicolau tarafindan geligtiriimis olan ve sitolojik degerlendirme
yapan Pap testidir. Pap testi maliyeti dusuk ve etkin olan bir testtir.
Serviksten ve etrafindan alinan o6rnekler lam Uzerine yayilip, fikse
edildikten sonra laboratuvarda incelenmesine dayanir. 1950'den beri
servikal kanser insidansini %79, mortaliteyi %70 oraninda azaltmigtir.

Konvansiyonel ve sivi bazli (Thinprep) olarak yapiimaktadir.. Birgok
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calismada sivi bazli teknik sayesinde daha ¢ok tanisal servikal hicrenin
toplandigli ve ornekten hazirlanan preparatlarda hicre kimelesmesi,
kan ve vyangisal degisikliklere bagl artefaktlarin daha az oldugu
gOsterilmigtir. BOylece daha iyi 6rnek hazirlanmakta ve daha iyi yorum

yapilmasi saglanmaktadir (56).
2.2.5.2. HPV Testi

Pap testinin sensitivitesinin %50-80’ dir. Bu testin, yalanci negatiflik
oraninin fazla olmasi ve degerlendirmesi igin sitolog veya patolog
gerektirmesi nedeniyle kapsama oranlari ¢ok artmamaktadir. Bu
nedenle son yillarda HPV testi ile tarama gelistirilmistir. 2014 yilindan
itibaren Ulkemizde serviks kanseri sadece HPV testi ile yapiimaktadir.

HPV testleri, hybrid capture, PCR, amplifikasyon ve genotip tayini
yontemleri ile yapilmaktadir. Hybrid capture yonteminde yuksek riskli
olan 13 HPV tipinin varligi arastiriimaktayken PCR ydnteminde ise
bunlara ek olarak tip 66’nin varligina da bakilmaktadir. HPV pozitif olan
olgulardan refleks sitoloji yapilir. Sitoloji ile birlikte yapilmasi yanlis
negatiflik oranini azaltarak taramanin etkinligini artirmaktadir. Anormal
sitoloji ve HPV pozitif gelenlerde CIN Il ve kanser gelisme riski artar.

HPV negatif gelen kadinlarda tekrar tarama 5 yil sonra yapilabilir.
2.2.5.3 Diger

Serviks kanseri taramasi ayrica muayene sirasinda asetik asetik
uygulanip giplak gozle, servikografi ya da spekuloskopi ile de yapilabilir.
Muayene sirasinda ayrica lugol kullanilip lugol tutan ya da tutmayan

alanlar arastirilabilir.
2.2.6. Serviks Kanserinde Tani ve Evreleme

Serviks kanserlerinde tani, pozitif taramasi olan hastalarin
degerlendiriimesi sonucu vyapilan kolposkopik biyopsiler ya da

eksizyonel islemler (konizasyon, LEEP gibi islemler ile) sonucu
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konmaktadir. Gross olarak muayene sirasinda saptanan lezyonlardan

yapilan biyopsiler ile de tani konulabilir.

Serviks kanserinin en sik iki histolojik alt tipi skuamoéz hicreli
karsinom (%85-90) ve adenokarsinom (%10-15) dur. Serviks nadir
olarak mikst servikal karsinomlarin, sarkomlarin ve malign lenfomalarin
yerlesim yeri olabilir. Bu tumorlerin prognozlari daha kotu

seyretmektedir (57).

Tanisi konulan serviks kanseri hastalarin evrelemesi Klinik
olarak, pelvik muayene ( gerekirse anestezi altinda muayene) ve
goruntileme yontemleri ile yapilir. Sadece evre 1in alt evreleri
olgularda timoérin boyutu ve mikroskobik yayihim patolojik olarak

evrelenir (58).

2.2.7. Serviks Kanseri Tedavisi

Serviks kanserinin tedavisinde hem primer lezyon hem de potansiyel
yayllma alanlari tedavi edilmelidir. Tedavi segenekleri arasinda cerrahi
tedavi, radyoterapi ve kemoterapi yer almaktadir. Serviks kanserinde
tedavinden fayda evrelere gore degisiklik gostermektedir. Radyoterapi
kanserli hastalara tim evrelerde uygulanabilir. Cerrahi tedavi ise
sadece erken evre olan Evre | ve IIA olan hastalara uygulanabilir (59).
Erken evrelerde cerrahi ve radyoterapinin 5 yillik sag kalim oranlari
birbirine benzerdir (3, 4). Evre 1IB ve lll kanseri olanlar, cisplatin temelli
kemoterapi ile birlikte veya tek basina radyoterapi ile tedavi edilirler.
Evre IV kanserli kadinlar genellikle palyatif radyoterapi vel/veya
kemoterapi ile belirtileri dlglistinde tedavi edilirler (59).

2.2.7.1.Cerrahi Tedavi

Evre | ve IIA serviks kanserleri cerrahi ile tedavi edilebilir (60). Kuratif
cerrahi de, primer tumoér dokusu ve tumor dokusunun tim uzantilari
birlikte ¢ikarilir. Palyatif cerahi ise radyoterapinin basarisiz oldugu ya da
komplikasyonlari (rektovaginal ve vezikovaginal fistil) nedeni ile
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yapillamadigi durumda semptomlari ortadan kaldirmak igin yapilan
cerrahidir (3). Overin metastatik lezyonlari nadir oldugu icin, 6zellikle
gen¢ kadinlarda ooferektomi yapilmayabilir (3, 4, 61). Radikal
histerektomi  goérilen komplikasyonlar Ureter darligi, mesane
disfonksiyonu, kabizlik, yara agilmasi, lenfosit ve lenfédemdir. Ayrica
vezikovaginal fistll, Ureterovaginal fistil, mesane atonisi, bagirsak
obstruksiyonu, tromboflebit, pelvik enfeksiyon ve kanamada gdzlenebilir
(60). Cerrahi tedavi sirasinda en fazla mortaliteye neden olan

komplikasyon pulmoner embolidir (61).

Evre IA1 serviks kanserleri, lenf nodu tutulumu icin dusuk risk tasir,
bu yluzden tedavi sonrasi prognoz da mukemmeldir. Evre | tUmorler
icerisinde Evre IAl lezyonlar sadece konizasyon ile etkin olarak tedavi
edilebilmektedir. Ancak total intrafasyal histerektomi (tip 1 histerektomi)
abdominal,vajinal, yada laparoskopik  yaklasim araciligiyla

dogurganligini tamamlamis kadinlarda tercih edilir (3,61).

Evre IA2 serviks kanserlerinde ise konservatif tedavinin guvenligi
henlz kanitlamadigli igin bu evrede genellikle modifiye radikal
histerektomi ve pelvik lenfadenektomi tercih edilmektedir. Ancak
fertilitenin korunmasi istenen olgularda radikal trakelektomi ve
lenfadenektomi tedavisi de uygulanabilir. Yine bu operasyon sirasinda
gebelik suresince servikal yetmezligi engellemek amaciyla servikal
serklaj konulabilir (3, 60, 61).

Evre IB ve IIA timorU bulunanlar da cerrahi tedavi ve radyoterapiden
fayda saglamaktadirlar. Burada hastanin menopoz durumu, yas, eslik
eden medikal hastalik, tumorun histolojisi ve ¢apl g6z Onunde
bulundurularak karar verilir. Genellikle Evre IB ve IIA’ ya kadar olan
timorlerde c¢ogunlukla, over fonksiyonunu korumak isteyen ve
radyoterapi sonrasi cinsel iligki fonksiyonunun degisme kaygisi duyan
vucut kitle indeksi dusUk olan hastalarda radikal histerektomi tercih
edilir.
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Evre IV A gibi uzak metastaz olmaksizin mesane ve barsaklara
yayllimi olan durumlarda pelvik ekzantrasyon yapilabilmektedir. Bu
islemde mesane, rektum varsa uterus ve cevre dokularin cikarilmasi

amaclanmaktadir.

2.2.7.2. Radyoterapi

Serviks kanserlerinin hastanin yasi, kilosu ve tibbi durumuna
bakilmaksizin tum evrelerinde kullanilabilecek primer tedavi yontemi
olup ileri evre servikal kanser tedavisinin temelini olusturur (3, 4). Erken
evre serviks kanserlerinde de cerrahi tedavinin alternatifi olmaktadir.
Ayrica radyoterapi primer kuratif tedavi haricinde vaginal kanama ve
kemik agrilari gibi semptomlari dizeltmek iginde kullanilabilir. Ancak
tedavi silresinin uzunlugu radyoterapinin dezavantajlarindandir (3).
Radyoterapi hem intrakaviter olarak brakiterapi hem de external beam
radyasyon yolla uygulanabilmektedir (4). Ancak tedavi suresinin

uzunlugu radyoterapinin dezavantajlarindandir (3).

Radyoterapi sonrasi gelisen komplikasyonlar arasinda vaginal
kisalma ve fibrozis sekslel disfonksiyon gorllme olasiligi, tibbi veya
cerrahi girisim gerektirecek duzeyde kronik mesane ve bagirsak
problemleri, rektovaginal ve vezikovaginal fistul gelisimi sayilabilir
(3,60).

Kanserin evresine gore radyoterapinin etkinligi degismektedir (4). ileri
evre serviks kanserlerinin (Evre 1IB ve V) buyuk c¢ogunlugu koétu
prognoza sahiptir. Yine bu evre kanserlerin 5 yillik sag kalimi %50’ den
azdir. ileri evre serviks kanserinde platin—temelli kemoterapi ile birlikte

radyoterapi uygulanabilir. Bu rejimler sag kalimi arttirmaktadir.

Evre IVB gibi uzak metastazin bulundugu olgular oldukc¢a koti
prognoza sahiptir ve yapilan radyasyon tedavisi vajinal kanama ve
agriy1 kontrol etmek igin kullanilir. Yine palyasyon amaciyla bu evredeki

hastalara sistemik kemoterapi verilebilir.
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2.2.7.3.Kemoterapi ve Hedefe Yonelik Tedavi

Klasik kemoterapatik ilaglar 1940’ i yillarda kullaniimaya baslanmis
olup gunumuzde de halen birgok kanser turunde sistematik tedavisinde
bel kemigini olusturmaktadir. Ancak kanserin mekanizmasi
aydinlatildikga, kansere neden olan bu mekanizmalari ve Kkilit
molekulleri hedefleyen hedefe yonelik tedaviler kanser tedavisi

prensiplerinde ve pratiginde énemli gelismelere neden olmustur.

Kemoterapinin serviks kanserinin primer tedavisinde ise faydalari
sinirhdir (3, 4). Amerikan Ulusal Kanser Enstitusi (NCI) tarafindan
serviks kanseri tedavisi i¢in radyoterapi gereken hastalarda tedaviye
cisplatin temelli kemoterapinin de eklenmesinin uygun olacagi
bildirilmigtir (61). Bu sebepten serviks kanser igin de, kimi kanser
gruplarinda oldugu gibi, arastirmacilar yeni hedefe yonelik tedavilerin

uzerinde durmaya baslamislardir.

Hedefe yonelik tedaviler, kanser hicrelerine 6zgu olan yolaklar
Uzerine molekuller dizeyde etki ederek hicre buylmesi, hicre siklusu
kontrolli, apopitozis ve anjiyogenez uUzerine etki ederler. Boylece
yapilan tedavilerde sadece kanser hucreleri hedef alinarak tedavinin
etkinligi yaninda normal dokulardaki toksisiteyi de minimal dizeye
indirir. Hedef tedavi olarak kullanilabilecek olan ilaglar arasinda
monoklonal antikorlar, kiglik molekulll tirozin kinaz inhibitorleri,
anjiyogenez inhibitorleri, proteozom inhibitorleri, histon deasetilaz

inhibitorleri, gen tedavileri ve asilar sayilabilir.

Kanser hucrelerinin nasil bir yol izleyecegini oncelikle genomik
eksiklikler belirler. Cevredeki diger hucreler ile ve gevresel faktorlerle
etkilesimi ise buna katkida bulunur. Bu etkilesim hucrelerin
membranlarindaki reseptorler ve hucre igindeki ikincil mesaj molekulleri
(sinyal ileti molekiilleri) yoluyla olur. ikincil mesaj molekdilleri farkli kinaz
sistemlerini aktive ederler ve sonucta farkli gen expresyonlarina neden
olarak hucre blyumesi proliferasyonu, sag kalhmi gibi temel

fonksiyonlar tGzerine etki ederler.
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2.3. Tirozin Kinazlar, Tirozin Kinaz Inhibitorleri Ve Hedef
Tedavideki Yerleri

Sinyal iletimi yollarini ve sinyal proteinlerini hedef alan onkojenik
mutasyonlara sik olarak rastlanmaktadir. Sinyal iletiminde meydana
gelen degisimler hicrenin g¢ogalma ve/veya yasama islevlerinin
kontrolinu ortadan kaldirir. Boylelikle, onkojenik sinyal iletimi tGmor
gelisimi ile invazyon/metastaz surecinde etkin rol oynamaktadir. Sinyal
iletiminde rol oynayan protein kinaz ailesinde yer alan tirozin kinazlarin
inhibisyonu, cesitli solid timorlerin hedefe yonelik tedavisinde etkili

olabilmektedir.
2.3.1.Tirozin kinazlar

insan genomunda yaklasik 30000’ nin lizerindeki genin %20’si sinyal
iletimde gorev alan proteinleri kodlamaktadir (5). Bu proteinler arasinda
hicre membraninda yerlesen reseptorler, G-proteinler ve sinyal ileten

enzimler yer almaktadir.

Tirozin kinazlar (TK), adenozin trifosfatin (ATP) yapisinda bulunan
fosfat atomunun polipeptitlerdeki tirozin rezidulerine transfer
edilmesinde rol oynarlar. insanlarda en az 90 TK ve 43 TK benzeri gen
bulunmaktadir. Bunlar hlicresel proliferasyon, diferansiyasyon, hiicrenin
canhligi ve hicre hareketi gibi énemli regulatuar fonksiyonlarda rol
alirlar. TK’ ler baslica reseptdr yapida olanlar ve reseptér yapida
olmayanlar olmak Uzere iki ana gruba ayrilirlar. Reseptor yapida olan
TK’ ler, bir adet N-terminal ekstraselller ligand badlanma bdlgesi, bir
adet basit yapida transmembran bdlgesinde sabit olan alfa heliks ve bir
adet katalitik bodlgeyi i¢inde bulunduran sitozolik C-terminal yapisina
sahip transmembran glikoproteinlerdir. Reseptor yapida olmayan TK’ ler
de ise transmembran yapilar yoktur. Bunlar sitozol, nukleus ve plazma
membraninin i¢ kisimlari gibi ¢esitli hucre igi lokalizasyonlarda
bulunurlar (62, 63).

26



Membranda yerlesim goOsteren proteinlere reseptor tirozin kinazlar
(RTK) denilmektedir. RTK super ailesinde 58 transmembran protein
bulunmaktadir. Bu reseptorler arasinda insulin reseptord, buyume
faktorleri (EGF, VEGF, PDGF, FGF, NGF) reseptorleri ve efrin
reseptorleri (EphA, EphB) yer almaktadir (63). Reseptor yapidaki TK' ler
ekstraselller alana ligandin baglanmasi ile aktive olurlar. Sonugta
reseptor oligomerleri olusur, stoplazmik membrana bitisik olan bdlgenin
inhibitor etkinligi ortadan kalkar ve kinaz aktivasyon bolgesindeki
regulatuar tirozin molekulinin otofosforilasyonu gergeklesir. Bu
degisiklikler neticesinde kritk aminoasit rezidulerinin  yeniden
dizenlenmesi gercekleserek artmis katalitik aktivite meydana gelir.
Daha sonra otofosforilasyon, sinyal proteinlerini hicre membranina
toplayip ¢oklu sinyal yolaklarini aktive ederek sinyal proteinleri igin
baglanma bdlgeleri olusturur. Adaptor proteinlerin ortak yapisal 6zelligi
SH2 (Src-homology-2) bdlgeleri icermeleridir. Bu proteinler, SH2
bolgeleri araciliiyla reseptore baglanarak, RTK ile sitoplazmadaki
efektor proteinleri arasinda kopri gorevi yapmaktadir. RTK
aktivasyonunun  sonlandiriimasindan  fosfataz  grubu  proteinler
sorumludur. Buna gore, fizyolojik kosullarda sinyal iletimi tersinir 6zellik
tasir ve RTK aracili iletim kontrol altinda tutulur. Karsinogenez

surecinde, surekli ve kontrolsiiz RTK aktivitesi s6z konusudur (5).

Sitoplazmik protein kinazlar arasinda Src, Abl, fokal adezyon kinazi
(FAK) ve “Janus Family Kinases (JAK)” proteinleri yer almaktadir (5).
istirahat halindeki hiicrelerde bu proteinler sitoplazmada inaktif halde
bulunurlar. Blyume faktorleri veya sitokinler ile  hicrenin
uyariimasindan sonra aktif hale gelen bu proteinler, sitoplazmadaki
veya nukleustaki hedeflerine yodnelirler. Sitoplazmik tirozin kinazlarin
surekli aktivasyonu ve onkojenik sinyal iletimi, transformasyon, timor
bldylmesi, motilite ve invazyon artisi ile anjiyogenez gibi malign fenotipe

0zgu hucresel olaylari hizlandirir (64, 65).

Protein  kinazlar dort mekanizma araciliiyla  onkojenik

transformasyona yol acgabilir :
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1. Protoonkogenin retroviral transduksiyonu,
2. Genomik rearanjmanlar,
3. “Gain of function (GOF)” mutasyonlar,

4. Protein kinazin asiri sentezlenmesi (5).
2.3.2 Tirozin Kinazlarin Farmakolojik inhibisyonu

TK'lar  farmakolojik  olarak c¢esitli mekanizmalarla inhibe

edilebilmektedir. Bunlar;

1. Kuguk molekuller, ATP veya substratlarin baglanma bdlgesine
mudahalesiyle kinazlarin katalitik aktivitesini direk olarak inhibe
edebilirler. Bu inhibitérlerin bazilari ‘suisid substratlar’ olarak gérev
yaparak enzimin geri donugumsuz olarak inaktivasyonuna yol acarlar
(66).

2. TK dimerizasyonunun blokaji ile TK fuzyonu inhibe

edilebilmektedir.

3. Reseptor TK ve onun ligandlarina kargi antikorlar ligand
notralizasyonu, ligand baglanmasinin  engellenmesi, reseptor
internalizasyonu ve belki de antikor iligkili sitotoksisite araciligiyla TK

sinyalizasyonunu engellerler (6).

4. Bazi TKlerin stabilitesi, 1si sok proteinlerine (Hsp90 vb.)
baglanmasi ile regule edilmektedir. Bu i1sI sok proteinlerinin inhibitorleri
BCR-ABL ve HER-2’nin baglanmasina engel olarak bu TK’lerin

bozulmasina yol agabilmektedir (6).
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2.3.3 Tirozin Kinazlarin Farmakolojik inhibitorleri

Tirozin kinaz inhibitérleri (TKi) cesitli malignitelerde hedeflenmis
tedavi yaklasiminda etki edebilmektedir. Bu maddelerin genellikle temel
etki mekanizmalari TK’ nin katalitik baglanma bdlgesinde yarigmali ATP
inhibisyonu olmasina ragmen her birinin hedefledigi kinaz spekturumu,

farmakokinetikleri ve yan etki profilleri birbirinden farkhlik gosterir (67).

TKI' ler, reseptodr TK ve onun ligandlarina karsi gelistiriimis ‘humanize
edilmis antikor TKi (AbTKI) ler ve ‘kigik molekilli TKi (KMTKI) ler
olarak iki ana gruba ayrilirlar. AbTKI’ ler, ekstraselller yerlesimli
blylme faktdrli reseptorlerini hedef alarak kanser hucresine spesifik
olan antijenlere baglanacak sekilde dizayn edilmiglerdir. Boylece
reseptore baglanan antikorlar ilgili ligandin baglanmasina engel olarak
TK’ nin dimerizasyon ve aktivasyonunu engeller ya da reseptor down
regulasyonunu induklerler (68). Ayrica bu antikorlar hedeflenen timér
hiicrelerine karsi immun yanitin olusmasini da uyarabilirler. AbTKI® ye
EBFR-2 reseptoriune baglanan trastuzumab iyi bir ornektir. Diger
taraftan KMTKI’ ler ise hem reseptdr hem de reseptér yapida olmayan
tirozin kinazlari inhibe ederler. Bu TKI' ler intraselliler kinaz bélgesinin
aktivitesini bloke ederler. Bunlar kinaz bdlgelerinin fosforilasyonunu
direk olarak inhibe edebilir ya da ilave olarak devam eden sinyal
kaskadindaki substratin fosforilasyonunu da inhibe ederler. Substrat
fosforilasyonu normalde hem ATP hem de substratin aktif bir kinaza

baglanmasi ile olusur.

KMTKI ler substrat fosforilasyonunu 3 temel mekanizma ile bloke
ederler. Tip1 inhibitorler (sunitinib, sorafenib) aktif olan kinazin ATP
cebine baglanmak i¢cin ATP ile yarigirlar. Bu grup, gunumuzde en fazla
kullanilan gruptur ve insan genomundaki yaklasik 500’ den fazla kinazin
ATP ceblerinin yapisi olduk¢ga benzer oldugundan selektiviteleri
dusuktir. Bu nedenle birden fazla kinazi inhibe edebilirler. Tip 2

inhibitorler (imatinib ve nilotinib), ATP cebi ve sadece kinaz inaktif
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oldugunda bulunan komsu kisim olmak Uzere kinaz Uzerindeki iki ayri
bdlgeye baglanirlar. Bunlar genellikle tip 1 inhibitdrlerden daha potent
ve daha selektiftirler ancak yine de Ugten fazla kinaz turtinu inhibe

edebilirler.

Tip 3 inhibitorler (ekstraseluler kinaz yolagi inhibitorleri prototipi) ise
substrat tanima bolgesi (substratin kinaza baglanmasini bloke eden)
gibi ATP cebinden uzak bir bolgeye baglanirlar. Bu grup potansiyel
olarak en selektif grup olmalarina ragmen, Uretilmeleri oldukg¢a zor
oldugundan ve tahmin edildiginden daha az etkili olduklarindan,

gelistirilen TKI'ler icinde oldukga kiigiik bir grubu temsil ederler.

Sonu¢ olarak KMTKi'ler yapisal olarak AbTKI' lerden daha az
selektiftirler ve gunumizde bazilari bilinen ancak c¢ogu bilinmeyen

birden fazla kinazi inhibe edebilirler (68).

Bosutinib, oral kullanilabilen bir 4-anilo-3-kinolin karbonitril olup, hem
Src hem de Abl tirozin kinazlari inhibe edebilen kiglk molekulli
inhibitordlr. Boylece imitanibden 200 kat daha fazla Bcr-Abl inhibisyonu
yapabilir. Bosutinib, goégus kanseri hicre hatlarinda protein kinazlarin
mitojen aktivasyonunu ve fosforilasyonunu inhibe ederek hucrelerin
proliferasyonunu, invazyonunu ve migrasyonunu inhibe ettigi
gOsterilmistir (7). Yine kolorektal kanserlerde bosutinib B catenini
destekleyerek E-cadherine daha ylksek afiniteli baglanma saglar.
Boylece kolorektal hicrelerin motilitesini azaltir (69). Benzer sekilde HT
29 ksenogreft modellerinde bosutinib ile yavas buyume gosterilmistir
(70). Bosutinib’ in hematolojik malignitelerde klinik olarak etkinligi
gOsterilmis olmakla beraber, 4 Eylul 2012 tarihinde Gida ve ilag idaresi
(FDA) tarafindan tedaviye direngli veya intolerans gelismis yetigkin
kronik miyeloid 16semi (kml) hastalarinda kullanimi igin onaylanmistir.
Tablo 3’ de tirozin kinaz inhibitorlerinin klinik kullanimlariyla ilgili bilgiler

verilmigtir.
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Tablo 3 : Src/ Abl inhibitorlerinin klinik kullanim ézellikleri (70)

Bilesim Yapisi Hedef Kullanim Klinik caligma Toksisite
reseptor
Faz | ve Il solid
o 4-Anilino-3- o timorler, Bulanti,Kusma,
Bosutinib Gunluk .
kinolin Src Ber-Abl Fazlll Ishal, Anoreksi,
(SKI1-606) o 400mg oral . . .
karbonitril hematolojik Pansitopeni
maligniteler
Fazlvell
o monoterapi ve Lékopeni,
- . Giinliik ) ) i}
Saracatinib 4-Anilino kombinasyon; nétropeni, artralji,
. ) Src Ber-Abl 175-250 mg o o
(AZDO0530) kinazolin | solid tumorler; dokuntu, bobrek
oral
Hasta calismasi yetmezligi
henuz yok
Fazlvell Nétropeni,
. Src Ber-Abl o . . .
2-(Amino Kit Gunlik 2kez  monoterapi ve trombositopeni,
c-Ki
Dasatinib pirimidinil) PDGFR 70mgyada  kombinasyon; plevral efiizyon,
(BMS35485) tiazol-5- EMS 120 mgoral  Fazlll dokunt,
c
karboksamid Hematolojik gastrointestinal
EphA2 SFKs o ,
maligniteler yan etkiler
Trombositopeni,
Faz | KML ve
o . Basagrisi, bulanti,
Ponatinib Imadazo Src o Diger N
o Belirsiz B artralji, yorgunluk,
(AP24534) piridazinler Bcer-Abl hematolojik o
o anemi, dokuntd,
maligniteler . .
myalji, pankreatit
Selektif Src, Faz | ileri evre
. . Gunlik 2 o Ast, Alt yiksekligi
Kuguk molekulli  substrat Solid tiimérler; . )
KX2-391 L kez 40 mg ) ) I6kopeni,
inhibitdr baglayan cep Faz Il direngli
o oral ) yorgunluk
inhibitor prostat kanseri
Faz | ileri evre
SFKs IGF- o
. o solid tumorler o
XL-228 tescilli 1R AuroraA Belirsiz Belirsiz
Lenfoma
Bcr-Abl
KML
TG100435/ 3-Amino benzol L
L Src Ber-Abl NA Sadece preklinik ~ NA
TG100855 (1,2,4) tinazin
Faz | Losemi,
Abl SFKs
. o Solid tiimérlerde o
DCC2036 tescilli Lyn ve Hck Belirsiz o Belirsiz
) klinik calisma
iceren
yok
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2.3.4.Bosutinib

Solid organ tumorlerinde de faz I, Il galismalari devam etmektidir. Bu

calismalar tablo 4’ de gosterilmisgtir.

Bosutinib’ in bilinen yan etkileri ishal, bulanti, kusma, karin agrisi,
dokuntu, ates ve yorgunluk olup bu yan etkilerinden dolay! hastalar
tarafindan tolere edilebilmeleri zorlasir. Labaratuar bulgularinda
trombositopeni ve anemi vyapabilir. ilacin ciddi yan etkilerinde

myelosupresyon, hepatotoksitite ve anafilaktik sok sayilabilir.

Bosutinib, sitokrom P- 450 tarafindan karacigerde metabolize edilir.
Bu ilag diger tirozin kinaz inhibitorleri olan dasatinib, imatinib, nilotinib
ve ponatinib gibi CYP3A4’Un substratidir. Bu enzimi inhibe eden
maddeler ilacin vicutta birikimini ve etkisini artirirken, yine bu enzimi
indUklenmesini saglayan maddeler ilacin vicuttaki miktarini azaltip,

ilacin etkinligini azaltirlar.
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Tablo 4: Bosutinib ile solid malignitelerde klinik ¢calismalar

Monoterapi ve

kombinasyonlu ¢alisma

Biomarkers

Sonug

FAZ |

Gemsitabin ile birlikte daha
once higbir sistemik tedavi
almamis rezeke pankratik
kanser hastalarinda(n33);
ClinicalTrials.gov Identifier,

NA Calisma sonlandirildi.

NCT01025570

Kapesitabin ile birlikte tim
solid organ maligniteleri
(n152);ClinicalTrials.gov
Identifier, NCT00959946

Calisma

NA

sonlandirildi

FAZ 11

Monoterapi meme kanseri
hastalarinda (n=75);

ClinicalTrials.gov Identifier,

NA Tamamlandi

NCT00319254

Eksemestan ile birlikte
eksemestana karsi monoterapi
HR+ Meme kanser hastalarinda
(n=234); ClinicalTrials.gov
Identifier, NCT00793546

Basladi, tamamlanmadi

NA

Letrozol ile birlikte letrozole
karsi monoterapi meme
kanseri hastalarinda patients
(n=250); ClinicalTrials.gov
Identifier, NCT00880009

Calisma

NA

sonlandirildi

FAZ 1l

Hastalarda ¢aligsilmig bir faz Ill

caligmasi bulunmamaktadir.

*http://www.ClinicalTrials.gov, web sitesinden alinmistir
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lll. GEREG VE YONTEM

Bu calisma Celal Bayar Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinatorligu Fonu tarafindan 2014-142 nolu proje ile desteklenmis
olup, 27.08.2014 tarihinde Celal Bayar Universitesi 20478486-301 nolu
Yerel Etik Kurul onayini almistir. Calisma ile ilgili arastirmalar Celal
Bayar Universitesi Tip Fakultesi Tibbi Biyoloji Laboratuvarlarinda

yapimigtir.
3.1. GEREC

3.1.1. Hucre Kilturlerinin hazirlanmasi igin geregler

Denemeler ATCC'den temin edilen 3 adet yluzeye bagimh serviks
kanseri hucre hatti ile gerceklestirildi.

1. LNCaP (insan serviks karsinomu lenf nodu metastazi hicre hatti;
CRL-1740™)

2. PC-3 (insan serviks karsinomu kemik metastazi hlcre hatti;
CRL-1435™)

3. DU145 (insan serviks karsinomu beyin metastazi hlcre hatti;
HTB-81™)

e Sinif Il glvenlik kabini (Esco, Holanda)

e CO.'liinkibatér (Sanyo-MCO-18AIC, Japonya)

e Floresan ekli invorted 151k mikroskobu (Leica DMIL, Almanya)

e Sogutmali santrifiij (Sigma- B6916, ABD)

e pH metre (Hanna- HI221, Almanya)

e Manyetik kanistirici (Wisd-MSH20A, Almanya)

e 100 x20 mm'lik kultur kaplari (Greiner Bio-One CELLSTAR,
Almanya)

e 60 x 15 mm hucre kultir kaplari (Greiner Bio-One CELLSTAR,

Almanya)
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6 kuyucuklu kaltir kaplan (Greiner Bio-One CELLSTAR,

Almanya)

2.5- 5- 10 ve 25 ml hacimli steril pipetler (Orange, italya)

Pastor firininda steril edilmis pastor pipetleri

15 ml ve 50 ml'lik falkon tiipleri (Jet Biofil, italya)

1-10, 20-200 ve 100-1000 pl otomatik pipetler (Brand-

TransferpetteS, Amanya)

Pipet uclarn (VWR, ABD)

Eppendorf tipler (Grainer-Almanya)

Hucre ortami; DMEM F12(Gibco- 31330, ABD)

Hucre ortami; RPMI 1640 (Gibco- 52400, ABD)

Fotal dana serumu (FBS) (Gibco- 10270, ABD)
Tripsin-EDTA (Gibco- 3103382, ABD)

Aktif karbon (Merck, K34348983520)
Penisilin/Streptomisin (Gibco- 15140, ABD)
L-glutamin (Gibco- 25030, ABD)

irinotekan (Hydrochloride trinydrate, CPT-11, PSE561)
Kamptotesin (Sigma, C9911)

Doksorubisin (Adriblastina, Carlo Erba,7126176)
Etoposit (VP16) (Sigma, E1383)

Hidrojen peroksit (H,O,, Merck,M1086002500,ABD)
Wortmannin (Sigma- W1628, Almanya)

LY294002 (Sigma- L9908, Almanya)

DMSO (Merck- K33960212-504, ABD)
Hemositometre (Neubauer)

% 0.4 Tripan mavisi solusyonu (Sigma- T6146, ABD),
Fosfat tamponu (Phosphate Bufferred Saline / PBS)

3.1.2 immiinofloresan Galigmalari igin geregler

22x22 mm No: 1 lamel (Marienfeld- 0101050, Germany)
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% 4 Paraformaldehit (AppliChem- A3813, Almanya) pH:7.8 / %

100 soguk methanol (Merck- 1552608034, ABD)

% 0.2 triton X-100 (Sigma- T8787, Almanya) iceren PBS
% 1BSA (USB- 10857, ABD) iceren PBS

HM- bos vektor (Invitrogen, ABD)

HM-NKX3.1 ekspresyon konstrakti

% 70 ve 100 EtOH (Merck- K41414186 038, ABD)
DMSO (Merck- K33960212 504, ABD)

R1881 (Sigma, R0908)

irinotekan (Hydrochloride trihydrate, CPT-11, PSE561)
Kamptotesin (Sigma,C9911)

Doksorubisin (Adriblastina,Carlo Erba,7126176)
Etoposit (VP16) (Sigma, E1383)

Hidro jen peroksit (H,O,, Merck, M1086002500)
Anti-XPress antikoru(Invitrogen P/N 46-0528)

Anti-siklin D1 antikoru (Santa Cruz- sc20044, Almanya)
Anti-y-H2AXantikoru (Milipore,05-636)

NKX3.1 antikoru (Dr. Fahri Saatgioglu Lab., Oslo Universitesi)

Anti-mouse IgG (Invitrogen Molecular Probes, Alexa Fluor 594)

(Invitrogen- A11005, ABD)

Anti-mouse 1gG (Invitrogen Molecular Probes Alexa Fluor 488)

(Invitrogen- A11001, ABD)

Anti-rabbit 1gG (Invitrogen Molecular Probes Alexa Fluor 594)

(Invitrogen- A11012, ABD)

Anti-rabbit 19G (Invitrogen Molecular Probes Alexa Fluor 488)

(Invitrogen- A11008, ABD)

4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) sollsyonu

Fléresan mikroskop (Leica DMIL, Almanya)

Santriflj (Eppendorf 5415D ve 5415R, ABD)

1-10, 20-200 ve 100-1000 ul otomatik pipetler (Brand-

TransferpetteS, Almanya)

36



Pipet uclar (VWR, ABD)
Eppendorf tupler (Grainer-Almanya)

3.1.3.immiinoblotlama (Western-Blot) i¢in Geregler

Modifiye RIPA tamponu:

Proteaz inhibitor kokteyli (Roche-04693159001, Almanya)
Fosfataz inhibitor kokteyli (Roche-04906837001, Almanya)
NaF 100X (100mM), (Merck- B815549 606, ABD)

NaVO3 100X (200mM) (Fluka- 72060, Almanya)

PMSF 100X (100 mM) (Fluka- 93482, Almanya)

BCA kiti (Sigma- 088K6138, Almanya)

Kuars kuvet (Hellma- 105.202QS, Almanya)

izopropanol (Merck- K35707095 607, ABD)

Metanol (Merck, K34212908503)

% 30 akrilamid karisimi igin

4X SDS-PAGE ayirma jel tamponu

4X SDS-PAGE depolama jel tamponu

Amonyum persulfat sol (% 10) (Sigma- A9164, Almanya)
TEMED (Sigma- T9281, Almanya)

1L hacim i¢in SDS-PAGE jel 10X yurutme tamponu (1X olarak

kullanihr)

4X yukleme tamponu

40 mM trizma baz (pH 8.0) (Sigma- T6066, Almanya)
0.4 mM EDTA (Sigma- K5134, Almanya)

% 4 SDS (Sigma- L4390, Almanya)

% 20 gliserol (Sigma- G5150, Almanya)

Brom fenol mavisi 200 ul (Merck- L54971322525, ABD)
1L hacim igin SDS-PAGE jel 10X transfer tamponu
Beta-mercaptoetanol (Sigma, M3148)

10 X TBS (pH 7.6), toplam hacim 1L
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Yagsiz sut tozu (Saliler, Aimanya)
BSA (USB- 10857, ABD)
Anti-rabbit 1gG horse radish peroxidase (HRP) (Amersham-

NA934, ABD)

Anti-mouse IgG horse radish peroxidase (HRP) (Amersham-

NA931, ABD)

Anti-B-Actin antikoru(Sigma-A5316, Almanya)
Anti-yH2AXantikoru (Milipore, 05-636)

NKX3.1 antikoru (Dr. Fahri Saatgioglu Lab., Oslo Universitesi)
GAPDH antikoru (Ambion,AM4300)

AR antikoru (Milipore, 06-680)

p-p53©29 (Santa Cruz-sc18079 , Almanya)

p53 antikoru (Abcam, ab2433 ve Santa Cruz-sc6243)
Anti-Siklin D1 antikoru (Santa Cruz- sc20044, Almanya)
Anti-DNA-PKcs antikoru (Santa Cruz- sc17787, Almanya)
Anti-pATME*8antikoru (Santa Cruz- sc13138, Aimanya)
Anti-ATM antikoru (Santa Cruz- sc13138, Almanya)
pATM®E9%D gntikoru (Abcam, ab81292)
p-H2AX 39 antikoru(Abcam, ab11174)

p-NBS1 antikoru (Milipore,Upstate,05-663)

NBS1 antikoru (Milipore,Upstate,05-616)

Anti-RAD50 antikoru (Santa cruz- sc5298, Almanya)
Anti-Ku70 (Santa Cruz- sc11757, Almanya)

Anti-pChk2(™® (Santa Cruz- sc135653, Almanya)

Anti-Chk2 antikoru (Santa Cruz- sc59737, Almanya)

ECL PLUS kiti (GE Healthcare Amersham Western Blot

detection system, RPN2132, ABD )

Hiicre kaziyici (Cell Scraper- TPP 9903, isvigre)
Sogutmali santrifljj, + 4 °Cigin (Sigma- B6916, Almanya)
Sonikatér (Bandelin Sonopuls UW 2070)

Santriflj (Eppendorf, 5415D ve 5415R, ABD)
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Blok isitici (Grant- QBA2, ingiltere)

Spektrofotometre (Amersham- Ultraspec 1100 pro., ABD)
Yurutme aparati (C.B.S. Scientific- MGV202, ABD)
Transfer aparati (C.B.S. Scientific- EBX700, ABD)
Whatman kagitlari

Polyvinylidene fluoride (PVDF) transfer membrani (Roche-

03010040001, Almanya)

Calkalayici (Heidolph- ROTAMAX 120, Almanya)

Pozlamanin gergeklestigi kaset (Amersham Hypercassette, RPN

11643)

Film (Kodak, 8143059)

Asetat kagitlari

Developer (Kimetsan- Fast X-Ray Developer Sol., Turkiye)
Fikser (Kimetsan- Fast X-Ray Fikser Sol., Turkiye)

5 ml steril enjektor (Ayset, Turkiye)

1-10, 20-200 ve 100-1000 pl otomatik pipetler (Brand-

TransferpetteS, Almanya)

Pipet uclan (VWR, ABD)
Eppendorf tipler (Grainer, Almanya)

3.2. YONTEM

3.2.1. Hucrelerin Bakimi Ve Pasajlanmasi

Hucrelerin besin gereksinimlerini kargilamak amaciyla ortam olarak
% 5-10 FBS, % 1 L-glutamin, % 1 penisilin/streptomisin iceren DMEM
F12 (PC-3 ve DU145 hicre hatlari igin) veya RPMI 1640 (LNCaP hicre

hatti i¢in) kullanildi. Hicreler ylzeyi tamamen kapladigi zamana kadar

rutin olarak beslendi. Bu islem icin ylzeye bagdimh hucrelerin ortami

pastor pipeti yardimiyla cekildi ve hdcrelerin Uzerine taze ortam

eklenerek 2 gunde bir ortam degistirildi. Hucreler, 100 x 20 mm’lik veya
60 x 15 mm'lik hucre kultlr kaplarinda 37 °C'de % 5 CO_’li inkubatorde
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bayutuldd. Hucreler tum yuzeyi kaplayacak kadar c¢ogaldiklarinda

pasajlandilar.
3.2.2. Hucrelerin Dondurulmasi Ve Cozdiiriilmesi

Hucreler pasajlandiktan sonra hicre kiltir kabina aktarilmadan,%30
FBS igeren taze hucre ortaminda bulunan hicreler Uzerine %5 DMSO
eklendive 1ml hacimde kriyotiiplere aktarilarak -86°C  derin

dondurucuya kaldirildi.

Cozdurulecek olan hicreler -86°C derin dondurucudan cikarilir
¢ikariimaz 37 °C su banyosunda g¢ozilene kadar (yaklagik 1-2 dk)
bekletildi. Ardindan hiicre kultiir kabindaki 37 °C’ye isitiimig 8 ml ortam

Uzerine dikkatlice pipetleme yaptiktan sonra ilave edildi.
3.2.3. Hiicre Sayimi

Hucre stspansiyonunun yogunlugunun belirlenmesi i¢in hicre sayimi
yapildi. Hucreler pasajlanirken, yeni kiltire istenen miktarda hucre
alabilmek amaciyla hemositometrede sayildi. Sayim icin hicre
suspansiyonundan 10 pl alinip tripan mavisiyle 100 pl'ye tamamlandi.
Karisim pipetle homojenize edildi. Hemositometre Uzerine bir lamel
koyuldu ve sayllacak hlcre sUspansiyonu bu ikisi arasina pipetle

kenardan vererek yayildi.

Hemositometre Uzerinde yer alan 9 buyuk kare i¢cindeki hicre miktari
sayildi. Mililitredeki hiicre sayisini (hlcre sayisi/ml) belirlemek igin
asagidaki formulden yararlanildi:

Hiicre sayisi/ml = Sayilan hiicre miktarix Diliisyon orani (10)x10*

9

3.2.4 Sitotoksisite analizleri (MTT)

Sitotoksisite analizleri i¢in kolorimetrik bir ydontem olan MTT (3- [ 4,5-
dimethylthiazol- 2- yl]- 2,5- diphenyl- tetrazolium bromide ) olusumu

Olclldi. Hucre cogalmasi; steril olarak PBS tamponunda hazirlanan
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5mg/mL MTT stok solisyonun, kullanimdan az o6nce 1:10 oraninda
uretme ortami ile dilie edilip, 0,5mg/ml oraninda hucreler Uzerine
eklenmesi ile saptandi. 37°C’de %5 CO.lli inkilbatérde 4 saat sireli
inkiibasyonun ardindan MTT igeren ortam atilip, olusan mavi formazan
kristallerinin 200uL %100 DMSO igerisinde ¢6zulmesi saglandi. Olusan
mavi formazan miktari 570-690 referans araliklarinda mikroplaka
okuyucu kullanilarak oélguldi. Projemiz kapsaminda MTT ile sitotoksisite
denemeleri tirozin kinaz inhibitort olan bosutinibin uygulama suresi ve
dozlarina bagli olarak gozlenecek sitotoksik veya anti-proliferatif etkinin,
bu etkilerin gobzlendigi optimum konsantrasyon degerlerinin (ICsp
degerlerinin)  belirlenmesi amaciyla gercgeklestirildi.  Sitotoksisite
denemesi CCL-62 serviks kanseri hicre hattinda 24, 48 ve 72 saat
sureyle gergeklestirildi. % Hucre canhligi, madde uygulanan hucrelerin
absorbansi / kontrol hucrelerinin absorbansi olarak hesaplandi.
Sonuglar Microsoft Excel (XP) ve GraphPad yazihmi araciligiyla
grafiksel olarak degerlendirildi, her bir maddenin ICsy degeri (hlcre
proliferasyonunun %50 oraninda inhibe eden konsantrasyon degeri)

hesaplandi.
3.2.5.immiinofloresan

Hucre kalttruyle i¢ ice bir yontem olarak uygulanan immunofléresan
yonteminde amag¢ hucreleri hazir hale getirdikten sonra arastirilan
proteini 6zgul antikorlarla baglayarak floresan isik altinda mikroskopik

inceleme yapmaktir.
3.2.5.1 Hiicrelerin Hazirlanmasi

e % 70 EtOH'de bekletilen lamellerin steril kabin icinde kagit
mendil Uzerine konularak kurumasi beklendi ve ardindan lameller 6
kuyucuklu kultir kaplarina duzgun bir sekilde yerlestirildi. Hucreler;
iclerinde lamel bulunan kiltar kaplarina 3 ml ortam icerisinde % 50-60
yogunlukta olacak sekilde pasajlandi ve 37°C’de %5 CO;'li inkiibatérde
24 saat inkube edildi.
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e Huicreler madde uygulamalari ve/veya transfeksiyonlar yapilip

deney tasarimina uygun sekilde kulttr edildi.
3.2.5.2 Fiksasyon

e Ortam uzaklastiriip 1 ml PBS ile bir kez yikama yapildi.

e 1 ml % 4 paraformaldehit eklenerek hucreler oda sicaklhiginda 1
saat fikse edildi.

e 1 mlPBSile 1 kez yikama yapildi.

e Oda sicakhginda ve karigtirici tzerinde % 0.2 triton x-100 igeren
PBS ile 5 dakika inkiibasyon yapilarak hicreler gegirgen hale getirildi.

e 1 mlPBS ile bir kez yikama yapildi.

3.2.5.3 Antikor igaretlemesi

e % 1 BSA iceren PBS ile 5 dakika oda sicakliginda bloklama

yapildi ve bloklama sollUsyonu uzaklastirildi.

e Kullanim konsantrasyonlari optimize edilmis primer antikorlar %
1 BSA iceren PBS icerisinde seyreltilerek her lamele 50 pl hacimde
damlatildi ve lamellerin Uzeri parafilm ile kapatilarak 37°C’ de 1 saat
inkibasyona birakildi.

e Parafilmler uzaklastirilarak 4 defa PBS yikamasi yapildi.

e % 1 BSA igeren PBS igerisinde seyreltilen sekonder antikorlar
her lamele 50 pl hacimde damlatildi ve lamellerin Uzeri parafilm ile
kapatilarak 37 °C’ de 20 dk inkibasyona birakildi.

e Parafilmler uzaklastirilarak 4 defa PBS yikamasi yapildi.

e Lameller tzerine 1 ml % 70 EtOH eklendi ve oda sicakhginda 2
dk bekletildi.

e Lameller Gzerine 1 ml % 100 EtOH eklendi ve 1-2 dk bekletildi.
3.2.5.4. DAPI ile Boyama

e % 100 etanol icindeki hucreler buradan cikarilarak kagit

mendiller Gzerine konuldu ve kurumasi beklendi.
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e Hucrelerin lamel Uzerinde tutundugu ylizeye 10 ul DAPI (0.25
pg/ml) damlatildi ve ters gevrilerek lamlarin Gzerine kapatildi.

e Floresan mikroskobu ile inceleme yapilmistir.

3.2.5.5.DNA ¢ift zincir kiniklarinin incelenmesi

Memeli hucrelerinde DNA hasari ajani ile olusturulan gift zincir
kiriklarina kargi gergeklesen erken yanitlardan birisi ise histon H2AX'de
bulunan (S/T)Q motifinin fosforilasyonudur. Madde uygulamalarina
badli olarak gelisen cift sarmal DNA hasari kiriklari H2AX molekulinin
fosforilasyonuyla sonuglanmakta ve fosforile olan H2AX molekuli DNA
hasari onarim komplekslerinde diger (ATM, RAD50, Mre11ve NBS1
gibi) faktorlerle bir araya gelerek onarim odaklar olusturmaktadir.
Fosforillenen H2AX molekiilleri yH2AX®®9 olarak adlandiriimaktadir
ve 0zgul antikorlar yoluyla ayri ayri nukleer odaklar seklinde
belirlenebilmektedir. Her bir odak tek bir DNA cift zincir kirigini temsil
ettigi icin odaklarin sikh@i cift zincir king1 miktari veya diger bir deyisle
DNA hasari miktari ile orantili olmaktadir. Ayni zamanda yH2AXSe39
odaklarinin kaybediime hizi DNA onarimi hizi ile baglantihdir.
Dolayisiyla tirozin kinaz inhibitérlerinden bosutinibin, DNA hasarindaki

rolu oncelikli olarak H2AX fosforilasyonu ile sorgulanmaya caligildi.

Bu amagla CCL-62 hicrelerine 24 saat streyle 5uM, 10uM ve
20uM konsantrasyonlarinda bosutinib uygulandi. Ardindan DNA hasari
olusumu uygun primer antikorlar ile isaretlenerek florokrom takili
sekonder antikorlar araciligi ile belirlendi ve floresan mikroskobu ile
incelenerek goéruntileme yapildi. DNA hasari olugsumu igin pozitif
kontrol olarak topoizomeraz-l inhibisyonu aracihigiyla DNA ift zincir

kiriklarina yol agan CPT-11 (Irinotekan) kullanild.

Elde edilen bu bulgular kantitatif veri haline donusturebilmek
amaciyla “image J” analiz programi kullanilarak hiicre basi ortalama

odak miktari hesaplanarak grafige aktarildi
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3.25.6. Kaspaz 3 aktivasyonunu floresan mikroskubu ile

arastiriimasi

Bosutinibin CCL-62 hicrelerinde kaspazlar araciliiyla apoptozu
tetikleyip tetiklemedigini sorgulamak amaciyla ilk olarak kaspaz-3
primer antikoru ile isaretleme yapilarak her bir hiucredeki kaspaz-3
seviyesi floresan mikroskobu ile incelenerek goruntulendi. Kaspaz

aktivasyonu igin pozitif kontrol olarak H,O, kullanildi.

3.2.5.7.Annexin V-FITC kiti uygulanmasi ve analizi

Normal hucrelerde hucre zarinin sitoplazmik yuzinde membran
lipidlerinden biri olan fosfatidilserin (PS) bulunmaktadir. Eger hucre
apoptoza giderse normalde i¢ yluzde yerlesmis olan PS molekilleri
hicre zarinin disg yuzune transloke olurlar. Anneksin- V, hdcrenin dis
yuzeyine transloke olan fosfatidilserine baglanabilen bir protein oldugu
icin, floresan bir madde (6rn. FITC) ile isaretlenerek apoptotik hicre
gorunlr hale getirilebilir ve floresan mikroskobunda inceleme yapilarak
apoptotik hucreler saptanmis olur. Buradan yola ¢ikarak son olarak
bosutinib uygulanmig CCL-62 hucrelerinde Anneksin-V isartelemesi
yapilarak apoptotik hlcreler saptanmaya c¢alisildi. Bununla birlikte
hicreler ayni anda DNA'y1 boyayan Propidyum Iyodir ve hiicre
cekirdeklerini boyayan DAPI boyasi ile de boyanarak tum hucreler

gorunur hale getirildi.
3.2.6.Biovision kiti ile kolorimetrik kaspaz-3 analizi

imminofléresan mikroskobisine ek olarak CCL-62 hiicrelerindeki
kaspaz-3 aktivasyonunu belirlemek amaciyla Biovision kiti ile
kolorimetrik kaspaz-3 analizi gergeklestirildi. 450 nm’de yapilan
kolorimetrik okuma sonucunda kontrol ve madde uygulanmis hucrelerin
absorbanslari kargilastirilarak kaspaz-3 aktivasyonuna iliskin kat
degisiklikleri belirlendi ve grafige gecirildi.
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3.2.7 immiinoblotlama (Western-Blot)
3.2.7.1 Protein izolasyonu

Hem immunoblot hem de immino c¢oktirme deneylerinde
kullanilmak Gzere hucrelerden RIPA modified tamponu kullanarak
protein izolasyonu gergeklestiriidi. Bu amagla hidcreler ortam
icerisindeyken hlcre kaziyici yardimiyla kazinarak 2ml'lik ependorf
tiplerine aktarildi.  1500rpm’de 5dk santriflij edilerek ortam
uzaklastirildi. Hicre yogunluguna uygun miktarda proteaz ve fosfataz
inhibitorleri iceren RIPA modified buffer eklenerek suspanse edilen
hicreler buz Uzerinde 45 dk bekletildi. Ardindan %25 glgle, %50
aralikla 20 sn sonikasyon yapildi ve 12.000 g'de 10 dk santriflij edilerek
supernatant yeni bir ependorf tiptne alindi ve protein lizati -86°C' ye
kaldirildi.

3.2.7.2 Protein Miktarinin Belirlenmesi

Elde edilen lizatlardaki protein miktari BCA protein miktari élgim Kiti
kullanilarak asagidaki protokole gore belirlendi.

e Eppendorf tlplere dagitilan 149'ar pl RIPA tamponu Uzerine 1'er
Ml protein lizati 6rnegdi eklendi.

e  BCA calisma reaktifi; her 6rnek basina 75 pl QA, 75 ul QB ve 3
Ml QC olacak sekilde butin érnekler igin toplam bir karisim hazirlanarak
vortekslendi ve her 6rnek basina 150 pl olacak sekilde eppendorf
tuplere dagitildi. Kor olarak protein lizati bulunmayan RIPA tamponu
kullanildi.

e Tupler vortekslenip kisa santrifijden sonra 60 °C’de isitici blokta
1 saat inkUbe edildi.

e Inkiibasyon bitiminde kisa bir santrifijjden sonra érneklerin oda
sicakligina gelmesi beklenerek spektrofotometrede 562 nm'de

absorbans dlgumleri yapildi.
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e Elde edilen absorbans degerleri referans deger ile normalize

edilerek protein miktarlari pug /ul olarak belirlendi.
3.2.7.3 Proteinlerin SDS-PAGE ile Ayrilmasi

e Camlar sirasiyla su-etanol-izopropanol ile silindive birlestirilen iki
cam arasina %6-15’lik ayirma jeli (5-10 ml) dékuldu. Jelin dizglin bir
sekilde donabilmesi i¢in Uzerine izopropanol dokulda.

e Donan ayirma jelinin Uzerindeki izopropanol uzaklastiriidiktan
sonra depolama jeli (5 ml) dékulip tarak yerlestirildi.

e Kullanimdan 6nce gerekli hacimde 4xyukleme tamponu igerisine
%10 oraninda beta-merkaptoetanol eklendi ve kisa bir santriftij yapildi.

e Protein lizatlarindan 50-100 pg miktara karsilik gelen hacim
Uzerine su ve 4xylkleme tamponu (7,5 ul) eklenerek toplam hacim 30
pl'ye tamamlandi.

e Hazirlanan protein 6rnekleri 95° C’ de 5 dakika denatiire edildi.

e Denaturasyonun hemen ardindan ornekler buz tGzerine alindi ve
jele yuklemeden dnce kisa bir santrifij yapildi.

e Kuyucuklara ylklenen ornekler uygun voltajda (80 V) ve jelin en

sonuna gelene dek (3-4 saat) yurutulda.

TABLO 5. Ayirma jeli bilesenlerinin farkl ytizde degerleri icin oranlari

Ayirma jeli (10 ml) %6 %8 %10 %12 %15
dH20 5,4 ml 4,7 ml 4,1 ml 34ml  24ml
%30 acrylamide mix 2,0 2,7 3,3 4 5
4X ayirma jeli

2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
tamponu
%10 APS 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
TEMED 0,008 0,006 0,004 0,004 0,004
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TABLO 6. Depolama jeli bilesenlerinin farkli yizde degerleri igin
oranlari

Depolama jeli 10 ml 5 ml 2,5 ml
dH20 (ml) 57 2,85 1,425
%30 acrylamide mix (ml) 1,7 0,85 0,425
4x depolama jel tamponu

2,5 1,25 0,625
(ml)
%210 APS (ml) 0,1 0,05 0,025
TEMED (ml) 0,010 0,005 0,005

3.2.7.4. Membrana Transfer

e Western-blot sandvi¢ aparatinin igine sirasiyla bir siinger, 2 adet
Whatman kagidi, proteinlerin yartduaga jel, PVDF membran, 2 adet

Whatman kagidi ve bir sunger yerlestirilerek aparat hazir hale getirildi.

e PVDF membran aparat icine yerlestirimeden O6nce metanol

icinde 1slatild1.

e Olusturulan sandvi¢ aparati, jeldeki proteinlerin membrana

transfer edilebilmesi amaciyla transfer tankina yerlestirildi.

e Transfer aparatinin igerisine 1X transfer tamponu dokulda ve
aparatin kenarlarina sogutucu bloklar yerlestirildi. Gece boyu +4°C’de
90 mA’ de transfere birakildi.

3.2.7.5 Primer Antikor ile isaretleme

e Transfer tankindan c¢ikarilan membran 2 sefer TBS-T ile
calkalandiktan sonraTBS-T'de hazirlanan % 5 sut tozu ile oda

sicakhginda 1 saat bloklama yapildi.
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e Bloklamadan sonra membran TBS-T ile 2 sefer calkalandi ve
daha once kullanim orani optimize edilmis primer antikor solisyonunda,
oda sicakliginda ve karigtirici Uzerinde 1 saat boyunca yavasca
karistirilarak inkibe edildi. Primer antikorsolusyonu olarak % 0.5 st
tozu iceren TBS-T veya %5 BSA iceren TBS-T kullanildi.

e Membran 2 sefer galkalama, 1 sefer 15 dk ve 3 sefer de 5 dk
olacak gekilde TBS-T ile yikandi.

3.2.7.6 Sekonder Antikor ile isaretleme

e Membran daha 6nce kullanim orani 1/5000 veya 1/10.000 olarak
optimize edilmis HRP bagli tavsan (rabbit) veya fare (mouse) sekonder
antikorlari ile oda sicakliginda 1 saat yavasca karigtirilarak inkube
edildi. Sekonder antikorsollisyonu olarak % 0.5 sut tozu iceren TBS-T
veya %5 BSA iceren TBS-T kullanildi.

e Membran 2 sefer galkalama, 1 sefer 15 dk ve 3 sefer de 5 dk
olacak sekilde TBS-T ile yikandi.

3.2.7.7 Bantlarin goruntiilenmesi

e Karanllk odada membran uzerine hazirlanan ECL-plus Kiti
solisyonu (A:B solisyonu 40:1 oraninda 2 veya 3 ml olarak
hazirlanmistir) dokildi ve solisyonun membran Uzerine tamamen

yayllmasi i¢in, membran yavasca karistirilarak 5 dakika inktbe edildi.

e Kasetin icinde iki asetat kagidi arasina yerlestirilen membran

uzerine film konularak farkli sirelerde pozlama gergeklestirildi.

e Filmler 2 dakika developer ve 5 dakika fikser sollUsyonlarindan

gegcirilerek bantlarin film Uzerinde gérintilenmesi saglandi.

CCL-62 hucre hattinda bosutunibin DNA hasari ve apoptoz
yolagindaki etkinligi western-blot uygulamasi ile sorgulanmaya ¢aligildi.

Bu amag¢ dogrultusunda hidcre hattina 24 saat sureyle madde
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uygulamasi yapilarak protein izolasyonlari gerceklestirildi ve SDS-
PAGE jellerinde ydratuldu. Maddeler, 1Cso degerlerine yakin
konsantrasyon araliklarinda olacak sekilde 5, 10 ve 20uM degerlerinde
hiucrelere uygulandi ve doz bagimlh etkinlikleri incelendi. Elde edilen
verileri kantitatif hale getirmek icin Image J yazilimi kullanilarak
incelenen proteinlerdeki ekspresyon degisiklikleri B-Aktin seviyelerine
g6re normalize edilerek kat degisiklikleri hesaplandi ve grafige gecirildi.
DNA hasarindaki artisi belirlemek icin  yH2AX®39  pATM(Ser19%8D o
pP53¢1%) seviyeleri incelendi. Apoptoz aktivasyonu icin ise PARP,

Kaspaz 9 ve Kaspaz 3 kirpilmasi incelendi.
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IV. BULGULAR

1. Tirozin kinaz inhibitorii “Bosutinib”, CCL-62 serviks kanseri

hiucre hattinda anti-proliferatif etki gostermektedir.

.Tirozin kinaz inhibitérd olan bosutinibin uygulama suresi ve
dozlarina bagl olarak gézlenecek sitotoksik veya anti-proliferatif etkinin,
bu etkilerin goézlendigi optimum konsantrasyon degerlerinin (ICsp
degerlerinin) belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen MTT analizi
sonucunda bir tirozin kinaz inhibitdri olan bosutinibin serviks kanseri
hicre hatti CCL-62’'nin proliferasyonunu 6nemli derece baskiladigi
g6zlendi ve o6nemli bir anti-proliferatif ajan olarak rol oynayabilecegi
sonucuna varildi. Bu hdcre hatti igin bosutinibin 1Csy degerleri 24, 48 ve
72 saat igin sirasiyla 13,1uM, 7,5uM ve 4,4uM olarak belirlendi (Sekil 8
ve Sekil 9). Bu asamadan sonraki denemelere 1Cso degerlerini iceren

konsantrasyon araliklarinda devam edildi.

CCL-62 BOSUTINIB
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SEKIL 8. CCL-62 hiicre hattinda bosutinib uygulamasinin zaman ve
konsantrasyona bagli hicre canhligi Gzerindeki etkisi.
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SEKIL 9. A. Bosutinibin CCL-62 hiicre hattinda % canlilik degerlerine
karg! logaritmik konsantrasyonlarindan elde edilen proliferasyon egrisi.
B. CCL-62 hucre hattinda bosutinib uygulamasinda elde edilen IC50
degerleri.

2. Bosutinib, CCL-62 serviks kanseri hiicre hattinda DNA cift

zincir kiriklari araciligiyla DNA hasarina yol agmaktadir.

Sekil 10’ da goéruldigu gibi CCL-62 serviks kanseri hiicre hatlarinda
bosutinibin  pozitif kontrol olarak kullanilan CPT-11 araciligiyla
y H2AXE39 e pATME®IBY gdaklarinin 6nemli derecede arttig
g6zlendi. Bununla birlikte CCL-62 hlcrelerinde Bosutinibin doz bagimli
olarak DNA hasarinin artmasina yol actigi ve 20uM uygulamasinda
neredeyse tum hcrelerin etkilendigi belirlendi (Sekil 10 A). Elde edilen
bu bulgulari kantitatif veri haline dénustiirebilmek amaciyla “image J
analiz programi kullanilarak hlcre bagi ortalama odak miktari
hesaplanarak grafige aktarildi ve doz bagimh olarak odak sayilarinin
arttig1 gozlendi (Sekil 10 B).
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20uM Bosutinib  10uM Bosutinib

SEKIL 10 A. CCL-62 hiicrelerinde 24 saat siire ile CPT-11 ve Bosutinib
uygulamasinin DNA hasari belirteci H2AX ve ATM fosforilasyonuna
(YH2AX(ser139) ve  pATM(Ser1981)) etkisi. a,b,c. Madde
uygulanmamis kontrol hucreleri. d,e,f. 20 yg/mL CPT-11 uygulanmis
hacreler. g,h,1. 5uM Bosutinib uygulanmis hucreler. jk,I. 10uM
Bosutinib uygulanmis hucreler. m,n,0. 20uM Bosutinib uygulanmis
hacreler. pATM(Ser1981); FITC (yesil), yYH2AX(ser139); ALEXA 594
(kirmizi) ve hiicre nukleuslari DAPI(mavi) ile isaretlenmigtir. Batin

imajlar ayni buyutme ve ayni pozlama ayarlarinda ¢ekilmigtir. B. “Image
J” analiz programi kullanilarak yH2AX(Ser139) ve pATM(Ser1981)
odak olusumlarinin analizlenerek ortalama degerlerden olusturulan
histogram grafikleri. * isaretleri t-test istatiksel analizi sonucunda elde

edilen anlamhlik (p) degerlerini gostermektedir. *p<0,05; **p<0,001;
***p<0,0001.
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3. Bosutinib, CCL-62 serviks kanseri hiicre hattinda Kaspaz 3
aktivasyonunu tetiklemektedir.

Bosutinibin CCL-62 hicrelerinde kaspazlar araciliiyla apoptozu
tetikleyip tetiklemedigini sorgulamak amaciyla ilk olarak kaspaz-3
primer antikoru ile isaretleme yapilarak her bir hiucredeki kaspaz-3
seviyesi floresan mikroskobu ile incelenerek goruntulendigi yontemde
kontrol hucrelerinde hi¢ kaspaz-3 ekspresyonu gozlenmezken, H,O, ve
bosutinib uygulamasi ile birlikte kaspaz-3 seviyesinin arttigi goézlendi.
Bununla birlikte 10uM ve 20uM bosutinib uygulamalarinin pozitif
kontrolden daha yuksek oranda kaspaz-3 ekspresyonuna yol actigi
belirlendi (Sekil 11).

immiinofléresan mikroskobisine ek olarak CCL-62 hiicrelerindeki
kaspaz-3 aktivasyonunu belirlemek amaciyla Biovision kiti ile
kolorimetrik kaspaz-3 analizinde 450 nm’de yapilan kolorimetrik okuma
sonucunda bosutinib uygulamasinin pozitif kontrol olarak kullanilan
H.O,’e oranla daha ylksek oranda kaspaz-3 aktivasyonunu tetikledigi

ve hucreleri apoptoza surukledigi belirlendi (Sekil 12).

4. Bosutinib, CCL-62 serviks kanseri hiicre hattinda DNA
hasari ve apoptoz yolag: ile iligkili proteinlerin seviyelerini

degistirmektedir.

Sekil 13'de elde edilen degisiklikler incelendiginde diger sonuglar ile
uyumlu olarak CCL-62 hucre hattinda bosutinib uygulamasinin hem
DNA hasarina yol actigi hem de apoptozu tetikledigi saptandi. DNA
hasarindaki artisi belilemek igin v H2AX®e39)  paATM S8 e
pP53¢¢%) seviyeleri incelendi ve doz bagimli olarak tim proteinlerin
ekspresyonunun arttigi gozlendi. 20uM bosutinib uygulamasinda
kontrole kiyasla y H2AXS39)  pATMEE8Y e pp53EeS) proteinleri
icin sirasiyla 10, 4 ve 6,5 katlik artislar elde edildi. Apoptoz aktivasyonu
icin ise PARP, Kaspaz 9 ve Kaspaz 3 kirpilmasi incelendi. Bosutinib
uygulamasi ile artan apoptozun, PARP proteininin parcalanarak

seviyesinin yaklasik 12 kat azalmasina ve dolayisiyla aktif PARP

53



seviyesinin yaklagik 10 kat artmasina yol actigi gozlendi. Kontrole
oranla bosutinib uygulanmis hicrelerde kaspaz 9 ve 3 seviyelerinin de
yaklasik olarak 10 kat artmasi ile CCL-62 hicrelerinin bosutinib

araciligiyla apoptoza suruklendigi sonucuna varildi.

Kontrol

H,0,

SuM Bosutinib

20pM Bosutinib  10puM Bosutinib

SEKIL 11. CCL-62 hiicrelerinde 24 saat sire ile Bosutinib
uygulamasinin  Kaspaz-3 seviyesine etkisi. A,B,C. Madde
uygulanmamis kontrol hucreleri. D,E,F 250uM H202 uygulanmig
hicreler. G,H,l. 5uM Bosutinib uygulanmis hucreler. J,K,L. 10uM
Bosutinib uygulanmis hucreler. M,N,O. 20uM Bosutinib uygulanmig
hicreler. Kaspaz-3; FITC (yesil) ve hucre niukleuslari DAPI (mavi) ile
isaretlenmistir. Batin imajlar ayni buyutme ve ayni pozlama ayarlarinda
cekilmistir.
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SEKIL 12. CCL-62 hiicrelerinde 24 saat siire ile Bosutinib uygulamasi
sonucu artan Kaspaz-3 aktivasyonunun kolorimetrik olarak belirlenmesi.

Kontrol hicrelerine gore hesaplanan kat degisiklikleri grafik altindaki tabloda
gOsterilmektedir.
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SEKIL 13. CCL-62 hiicrelerinde 24 saat siire ile 5uM, 10uM ve 20uM
Bosutinib uygulamasi sonucu DNA hasari ve apoptozda rol oynayan
proteinlerin seviyelerindeki degisimler. A. pATM(Ser1981)), ATM,
YH2AX(ser139), pP53(Ser15), P53, PARP, KASPAZ-9 ve KASPAZ-3
ekspresyon degisiklikleri. B-Aktin ekspresyon seviyeleri esit ylklemeyi
belirtmek igin kullaniimistir. B. B-Aktin seviyelerine gére normalize edilen
ekspresyon kat degisikliklerinin grafikleri.
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SEKIL 14. CCL-62 hiicrelerinde 24 saat siire ile 5uM, 10uM ve 20uM
Bosutinib uygulamasinin apoptotik hlicre oranina etkisinin Annexin V-
FITC (yesil), Pl (kirmizi) ve DAPI(mavi) boyamasi ile fléresan
mikroskobunda analizlenmesi sonucu elde edilen goruntuler.

H,O, ile doz bagimli bosutinib uygulamalarinda ise hucrenin dig
yluzeyine transloke olan fosfatidilserine baglanarak gorintilenen

apoptotik hucre fraksiyonlarinin arttigi belirlendi.

Sonu¢ olarak elde edilen tum veriler bir butin olarak
degerlendirildiginde CCL-62 hlicre hattina bosutinib uygulamasinin doz
bagimli olarak DNA hasari oranini arttirdigi ve hucrelerdeki apoptozu

indUkledigi sonucuna varildi.
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V. TARTISMA

Calismamizda epitelyal orjine sahip servikal karsinoma hucre hatti
olan CCL-62 (HeLa Contaminanti) hlcre dizisi kullaniimistir. Bu
hicrelere tirozin kinaz inhibitérlerinden, Src-Abl tirozin kinazlari inhibe

edebilen kiguk molekdllh bir inhibitdr olan Bosutinib verilmistir.

GUnumuzde insan oOlumlerinin  6nemli bir kismini olusturan
kanserlerin mekanizmalarinin aydinlatilarak kilit molekdilleri hedefleyen
hedefe yonelik tedaviler kanser tedavisi prensiplerinde ve pratiginde
onemli gelismelere neden olmustur. Hedef tedavide kullanilan tirozin
kinazlardan biri olan bosutinib kanser tedavisinde arastirmacilarin
dikkatini ¢cekmeyi basarmigtir. Literatirde bosutinib ile ilgili yapilan
calismalarin sonucu ilk etapta kronik myeloid I6semi Uzerine
odaklaniimistir. Bununla birlikte yogun calismalar sonu¢ getirmis 2012
yilinda bosutinib, Gida ve ilag idaresi (FDA) tarafindan tedaviye direncli
veya intolerans gelismis yetigskin kronik miyeloid 16semi (kml)
hastalarinda kullanimi igin onaylanmistir. Arastirmacilar bununla
yetinmeyip tirozin kinaz inhibitorlerini solid tumodrlerde de denemeye
baslamislardir. Bosutinibin, solid timorlerin tedavisindeki rolinun
arastinldigi  calismalardan biri olarak 2006 vyilinda Colluccia ve
arkadaslarinin yaptigi kolorektal kanserler Uzerinde yaptiklari ¢alisma
gOsterilebilir. Bu g¢alismada, bosutinibin B catenini destekleyerek E-
cadherine daha yuksek afiniteli baglanma sagladigi ve bdylece
kolorektal hucrelerin motilitesini azathdi gosterilmistir (69). Bir diger
calisma ornegi de 2007 yilinda Jellal ve arkadaslarinin yaptiklari meme
kanseri hucre hatlarindaki ¢alismadir. Bu galismada da, bosutinibin
gogus kanseri hicre hatlarinda protein kinazlarin mitojen aktivasyonunu
ve fosforilasyonunu inhibe ederek hucrelerin proliferasyonunu,
invazyonunu ve migrasyonunu inhibe ettigi gOsterilmistir (70).
Rothschild ve arkadaslari 2010 yilinda Src’ nin akciger kanserlerinde

asiri eksprese oldugu ve/veya hiperaktive oldugu gostermistir. Buna
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gore ilk sonuglar dasatinib ve bosutinib gibi Src inhibitorlerinin akciger

ca’da antikanser aktivite i¢in olumlu sonuglar sagladigi yonundedir (71).

Bosutinib’in Bcr-Abl pozitif G¢ ayri kronik myelositer |16semi (KML)
hicre dizisinde antiproliferatif etki gosterdigi ve IC50 degerlerinin Ug
hicre dizisi arasinda 5 nM ve 20 nM arasinda farklilik gosterdigi
bildirilmistir (72). 2007 yilinda yayinlanan bir ¢alismada, bosutinibin
meme kanseri hucrelerinde in vitro ve in vivo ortamda invazyon,
bliylime ve metastazi engelledigi saptanmistir (73). Rabbani ve
arkadaslar prostat ca olgularinda, bosutinib’in Src aktivasyounu, hucre
proliferasyonunu, migrasyonu ve invazyonu in vitro olarak azalttigini; in
vivo olarak deneysel iskelet metastazi alaninda tumor hacminde anlamli
(%50) azalma sagladigini gdstermislerdir (74). Serviks kanseri
hlcrelerinde bositinib ve EGFR reseptdr inhibitoru etkilerini karsilastiran
calismada, bosutinibin calisilan her iki hicre dizisinde anlamli hicre
proliferasyon inhibisyonu yaptigi bildiriimistir (75). Calismamizda,
Bosutinibin, sitotoksik veya anti-proliferatif etkisinin gézlendigi optimum
konsantrasyon degerlerinin (ICso degerlerinin) belirlenmesi igin yapilan
MTT analizi sonucunda serviks kanseri hucre hatti CCL-62’nin
proliferasyonunu onemli derece baskiladigi gbézlenmis ve O6nemli bir
anti-proliferatif ajan olarak rol oynayabilecegi sonucuna varilmistir. Bu
bulgumuz, daha énce yapilmis c¢alismalarda bildirilen ve bosutinibin
antiproliferatif etkisi oldugu yonundeki bu sonuglarla uyumludur.
Bununla birlikte; meme kanseri hlcrelerinde yapilan bir ¢alismada 48
saatlik donemde bosutinibin, hicre proliferasyonu ve sad kalimini
etkilemedigi ancak invazyon oranini azalttigi yonunde bir sonu¢ da
bildirilmigtir (76). Yazarlar bu sonucu, hucre proliferasyonunun, Src

yolagi disinda hucre ici diger yolaklarla da ilgili olmasina atfetmislerdir.

Calismamizda HelLa (CCL-62) hicre hatti igin bosutinibin 1Csg
degerleri 24, 48 ve 72 saat i¢in sirasiyla 13,1uM, 7,5uM ve 44uM
olarak belirlenmigtir. Yasmeen ve arkadaslarinin iki farkli serviks kanser

hicre dizisi (HeLa ve SiHa) kullandigi calismada, bosutinibin 48. Saatte

58



10 pM konsantrasyonda her iki hdcre dizisinde anlamh hicre
proliferasyon inhibisyonu yaptigi bildiriimislerdir (75). Bu deger, bizim
elde ettigimiz 48. Saat IC50 degeri (13,1uM ) ile benzerdir. Yazarlar,
s6z konusu calismada bosutinibin antifproliferatif etkinligini EGFR
inhibitorad gefitinib ile  de karsilastirmiglar ve iki ajanin da hucre
proliferasyonunu inhibe ettigini, bosutinib’ in daha dusik dozda G0-G1
hicre siklusu arresti ve S ve G2-M rediksiyonu yaptigini

saptamiglardir.

Memeli hucrelerinde DNA hasari ajani ile olusturulan c¢ift zincir
kiriklarina kargi gergeklesen erken yanitlardan birisi histon H2AX’ de
bulunan (S/T)Q motifinin fosforilasyonudur. Serimizde bosutinibin, DNA
hasarindaki roli éncelikli olarak H2AX fosforilasyonu ile sorgulanmaya
calisiimis ve bu amagla CCL-62 hlcrelerine 24 saat sureyle 5uM, 10uM
ve 20uM konsantrasyonlarinda bosutinib uygulanmistir. CCL-62
hicrelerinde Bosutinibin doz bagimli olarak DNA hasarinin artmasina
yol agtigi ve 20uM uygulamasinda neredeyse tum hucrelerin etkilendigi
belirlenmistir. Bosutinib, CCL-62 serviks kanseri huicre hattinda DNA ¢ift

zincir kiriklari araciligiyla DNA hasarina yol agmaktadir.

Elde ettigimiz diger bir énemli bulgu bosutinibin, CCL-62 serviks
kanseri hucre hattinda Kaspaz 3 aktivasyonunu tetiklemesidir.
Calismamizda, Kaspaz aktivasyonu igin pozitif kontrol olarak H,O,
kullaniimistir. Bosutinibin, 10uM ve 20uM uygulamalarinin pozitif kontrol
olan H,O,' ye gore daha ylksek oranda kaspaz-3 ekspresyonuna yol
actigi ve hucreleri apoptoza goéturdugu belirlenmistir.  Kontrol
ornekleriyle karsilastirildiginda, bosutinib uygulanmis hucrelerde
kaspaz 9 ve 3 seviyelerinin yaklasik 10 kat arttigi gdézlenmistir. Hebbard
ve arkadaslari transgenik farelerde meme kanserinde bosutinibin
etkisini arastirmiglar, ilacin hastahigin hem erken hiperplastik
asamalarini hem de agikar tumor buyume asamalarini baskilayici etki
gosterdigini saptamiglardir. Ayrica bosutinib’ in kanser gelisimini timor

hdcrelerinin displastik diferansiasyonunu indukleyerek ve vaskuler
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organizasyonunu degigtirerek durdurdugunu; bu yanitlarin agresif
meme kanseri belirleyicisi olan EZH2 Polycomb group histone H3K27

methyl transferase’t downreguile ettigini bildirmislerdir (77).

Calismamizda bunlarin yani sira apopitoz iligkili bir etki olarak;
bosutinibin CCL-62 serviks kanseri hucre dizisinde DNA hasari ve
apoptoz yolagi ile iligkili proteinlerin seviyelerini degistirdigi
saptanmigtir. Bunun icin DNA hasari ve apoptoz yolagindaki etkinligi
western-blot uygulamasi ile caligilmistir. Bosutinib [ICsy, dedgerlerine
yakin konsantrasyon araliklarinda olacak sekilde 5, 10 ve 20uM
degerlerinde hulcrelere uygulanmis ve doz bagimh etkinlikleri
incelenmigtir. Bosutinib uygulamasi ile artan apoptozun, PARP
proteininin pargalanarak seviyesinin yaklagik 12 kat azalmasina ve
dolayisiyla aktif PARP seviyesinin yaklasik 10 kat artmasina yol actigi

g6zlemlenmistir.

Calismamizda saptadigimiz bu édnemli bulgular bosutinib’in apopitoz
kontrol mekanizmalari Uzerindeki etkilerinin altini  ¢gizmektedir.
Neoplastik hucrelerdeki DNA hasari bu hucrelerin apopitoza ve/veya
direkt olarak hucre olumune ilerlemesine katkida bulunabilir. Chk1
(checkpoint kinaz 1) DNA hasari yanitini ve hicre dongusu kontrol
noktasi yanitini koordine eden bir proteindir (78). Dai ve arkadaslari
insan multipl myelom hicrelerinde in vivo ve in vitro olarak Src
inhibisyonunun, Chkl (checkpoint kinaz 1)-inhibitoru ile indiklenmig
apopitozu arttirdigini ortaya koymuslardir (79). Src inhibitorlerinin bu
etkiyi RAS/MEK/ERK yolagi ile etkileserek yaptigi belirtiimistir. Nguyen
ve arkadaslari, bosutinibin, imatinib direngli KML ya da Ph (+) ALL
hicre dizilerinde Mcl-1 inhibisyonu, p34 defosforilasyonu, BimEL up-
regulasyonu ve DNA hasar ile iligkili apopitozu belirgin duzeyde
arttirdigini ve mekanizmanin ERK1/2 yolagi Uzerinden etkili oldugunu

saptamiglardir (80).

Kaspaz 3 ve 9, “cysteine-aspartic acid protease (caspase)” ailesinin

uyesi olup diger kaspazlar ile etkilesim icgerisinde apopitozda rol
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oynayan enzimlerdendir. Diger kaspazlar gibi hucre igerisinde inaktif
zimojen olarak bulunmakta ve hucreye apopitoz sinyali geldiginde
aktive hale gelerek diger kaspazlarla etkilesime girmektedirler.
Dolayisiyla; hucrelerde kaspaz aktivitesi artigi apopitoz gostergesi
olarak kullaniimaktadir. Farkli kanser turlerinde kaspaz badimli apopitoz
yoluyla etki eden anti-kanser ilaglar arastirilmakta ve gelistiriimektedir
(81,82). Bir diger Src inhibitdéri olan dasatinib’in valproik asit ile
sinerjistik etki gostererek akut myeloid I6semi hicrelerinde G1 htcre
arresti yani sira PARP, kaspaz 3, 7 ve 9 aktivasyonu yoluyla kaspaz
badimli apopitozu uyardigi gosterilmistir (83). Benzer sekilde; insan
ndroblastoma hucrelerinde 3 ayri Src kinaz inhibitért (Sl 34, Sl 35 ve S
83) etkisi arastinimis ve kaspaz 3 aktivite testi SI 34’Gn apopitozu

indUkledigini gostermisgtir.

PARP (“Poly ADP ribose polymerase”) DNA tamiri ve apopitoz basta
olmak Uzere ¢esitli biyolojik gorevleri olan bir protein ailesidir. Normalde
nikleusta bulunur. Ozellikle PARP-1 DNA'daki tek sarmal kiriklarinin
tamirinde rol oynamaktadir. DNA hasari olan bir hiicrede PARP aktive
olarak hicrede ATP baskilanmasi sonucu nekroza neden olabilir veya
PAR Uretimi yoluyla mitokondriden apopitoz indukleyici faktorin
salinmasini ve apopitozun uyariimasini saglayabilir (84). Calismamizda
Bosutinib uygulamasi ile artan apoptozun, PARP proteininin
parcalanarak seviyesinin yaklasik 12 kat azalmasina ve dolayisiyla aktif
PARP seviyesinin yaklasik 10 kat artmasina yol ac¢tigi ve bu hicrelerde
kaspaz 9 ve 3 seviyelerinin de yaklasik olarak 10 kat artmasi ile CCL-62
hlcrelerinin  bosutinib araciligiyla apoptoza suruklendigi sonucuna

varilmistir.

Bilgilerimize gore literatirde HelLa hucre dizisinde bousitinib etkisinin
arastinldigr sinirh sayida c¢alisma bulunmaktadir (75). Yasmeen ve
arkadasglarinin yaptigi calismada, iki farkl serviks kanser hicre
dizisinde (HeLa ve SiHa) Bosutinibin serviks kanseri hicre dizilerinde

antiproliferatif etkinligi EGFR inhibitoru gefitinib ile karsilastiriimistir.
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Bosutinib’in daha dusuk dozda etki ettigi gorulmustar. Yazarlar,
bosutinibin, gefitinibden farkli olarak timor hiicre migrasyonunda gorevli
yolaklari ve b-katenin yoluyla invazyon genleriyle iligkili yolaklari da
inhibe ettigi icin serviks kanseri tedavisinde umut vadedici bir ajan
oldugunu belirtmiglerdir. Bizim ¢alismamizda da benzer olarak
bosutinibin pozitif kontrol olarak kullanilan H,O5 - a ya gore daha ylksek
oranda kaspaz aktivasyonu yaparak hucreleri apopitoza goturdugu ve
ayrica DNA cift zincir kiriklarina yol agarak doz bagimh olarak DNA

hasari yaptigi gosterilmistir.

Kanserin tedavisinde 6nemli donim noktalarindan biri olan hedef
tedavideki basarilar ileriki donemlerde arastirmacilarin bu konu Uzerine
daha c¢ok gidecegini gostermektedir. Bosutinib’ in de hedef tedavideki
yerinin ilerleyen zamanlarda daha da artacagi gozukmektedir. Kronik
miyeloid 16semi (KML) hastalarinda klinik kullanima giren Bosutinib ile
ilgili bir cok preklinik ve faz ¢alismalari yapilmis ve bir ¢ok yeni ¢alisma
da devam etmektedir. Ayrica klinik kullanimlar arttik¢a ilacin bilinmeyen
etki ve/veya yan etkileri de daha ¢ok gln yuzune g¢ikacaktir. Bosutinibin
meme, prostat, pankreas, akciger ve serviks kanseri gibi solid
tumorlerde de arastirildigr bir Faz | (NCT00195260) calismasinda
bosutinib’in genellikle iyi tolere edildigi ve daha ¢ok gastrointestinal yan
etkiler gorulduga bildirilmigtir (85). Farkh bir Faz 1l (NCT00319254)
calismada kemoterapi gormus lokal ileri evre ya da metastatik meme ca
olgularinda bosutinibin, progresyonsuz sagkalim sulresini uzatmada
umut verici sonuglar sagladigi bildirilmigtir. lla¢ genelde iyi tolere
edilmistir; en sik toksik etkiler diyare (%66), bulanti (%55) ve kusma
(%47) ve minimal kemik iligi supresyonu olarak bildirilmigtir (86). Farkli
bir calismada da ileri evre solid tumorler Uzerinde faz | galismasi
yapiimistir. Calisma doz yukseltme ve doz ekspansiyonu olmak Uzere
iki bolum halinde gergeklestiriimistir. Bu calismada en sik gorulen
bosutinib iligkili ters etkiler bulanti, ishal, kusma, yorgunluk ve igtahsizlik
olup KML olgularinda yapilan bosutinib galigmalarinda imatinibe direngli

ya da toleranssiz hastalardakilere benzer olarak saptanmistir.
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Transaminaz yuksekligi ve yorgunluk ileri solid tumorlu olgularda doz

azaltimi i¢in ana nedenler olarak bildirilmistir (87).

Calismamizin en blyluk kisitlamalarindan biri tek hlicre dizisi
uzerinde calisiimasidir. Bunun nedeni baska bir serviks kanseri hicre
kultard olan HTB-32 birka¢g kez uretiimeye calisiimig ancak teknik
sorunlar nedeniyle basarili olunamamasidir. Calismamizin diger
kisitlamalarindan biri de bosutinibin diger tirozin kinaz inhibitorleriyle
karsilastirma yapilamamasidir. Bunun nedeni ise hem ilacin teminindeki
zorluklar hem de galismanin butgesindeki kisithlik olmustur. Bunlar ile
birlikte; bulgularimiz umut verici olup daha fazla hucre dizisinde, daha
genis bultge ile olusturulacak ve birden fazla ajanin bosutinib ile

karsilastirilabilecegi ayrintili gcaligmalar igin zemin hazirlamaktadir.
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VI. SONUC

MTT analizi sonucunda bir tirozin kinaz inhibitort olan bosutinibin
serviks kanseri hiicre hatti CCL-62’nin proliferasyonunu énemli
derece baskiladigi gbzlendi ve énemli bir anti-proliferatif ajan
olarak rol oynayabileceg@i sonucuna varildi.

Bosutinib, CCL-62 serviks kanseri hucre hattinda DNA ift zincir
kiriklarina yol agarak doz bagimli olarak DNA hasarina yol acgtigi
sonucuna varildi.

3.  Bosutinib uygulamasinin pozitif kontrol olarak kullanilan H,O)'e
oranla daha ylksek oranda kaspaz-3 aktivasyonunu tetikledigi ve
hlcreleri apoptoza surukledigi belirlendi.

Bosutinib uygulamasi ile artan apoptozun, PARP proteininin
parcalanarak seviyesinin yaklagik 12 kat azalmasina ve
dolayisiyla aktif PARP seviyesinin yaklasik 10 kat artmasina yol
actigl gézlendi. Kontrole oranla bosutinib uygulanmig hucrelerde
kaspaz 9 ve 3 seviyelerinin de yaklasik olarak 10 kat artmasi ile
CCL-62 hucrelerinin bosutinib aracihidiyla apoptoza suriklendigi
sonucuna varildi.

Bosutinib’in insan serviks kanseri CCL-62 (HeLa Contaminanti)
hlcre dizisinde doz bagiml olarak apopitozu indukledigi ve DNA

hasarini arttirdigini sonucuna varildi.
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VIl. OZET

‘SERVIKAL KANSERDE HEDEF TEDAVi: SRC TIiROZIN KiNAZ
INHIBITORLERV’

AMAGC: Serviks kanseri hicre kultlrlerinde tirozin kinaz inhibitéru

Bosutinib’in etkisinin incelenmesi

GEREGC VE YONTEM: insan serviks kanseri hiicre hatti olan CCL-62
HelLa kontaminanti, uygun kosullarda optimize edilmis ve Celal Bayar
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji bélimiinde tim hicre kultiri
calismalari yapilmistir. Gerekli dreme kosullari saglanan bu hicre
hatlarina bir Src-tirozin kinaz inhibitoru olan bosutinibin (SKI-606) farkli

konsantrasyonlari uygulanmistir.

MTT sitotoksisite testleri ile sitotoksik veya anti-proliferatif etkinin
gozlendigi optimum konsantrasyon degerlerinin (ICso degerlerinin)
belirlenmistir. Daha sonra hucreler primer antikor ile isaretlenip,
florokrom takili sekonder antikorlar ile belirlenip floresan mikroskobu ile
incelenmigtir. Hucrelere madde uygulamalariyla gelisen DNA hasari
nikleer odak olusumlari dlgiimis ve apoptoz miktari ise annexin-5 ve
kaspaz boyamalari ile goéruntilenerek incelenmistir. Kalorimetrik
kaspaz-3 analizi yapilarak bosutinibin serviks kanseri hucre hatlarinda
apopitoz aktivasyonuna yol acgip acmadigina bakilmistir. Son olarak
western-blot yontemi kullanilarak DNA hasari ile iliskili olarak yH2AX,
ATM, p53 seviyelerine ve apoptoz ile iligkili olarak PARP kirpilmasi,
kaspaz 3 ve 7 seviyelerine bakilmistir. Burada madde uygulamalarina
bagli olarak hucre gruplari arasindaki degisiklikleri saptanmasi

amaclanmistir.

Veriler, Microsoft Excel (XP) ve GraphPad yazihmi araciligiyla
grafiksel olarak ve “Image J” analiz programi kullanilarak histogram

grafikleri ile degerlendirildi.

BULGULAR: Tirozin kinaz inhibitori “Bosutinib”, CCL-62 serviks
kanseri hucre hattinda DNA cift zincir kiriklarina yol agarak DNA
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hasarina yol actigi ve Kaspaz 3 aktivasyonunu tetikleyerek anti-

proliferatif etki gosterdigi goruimustar.

SONUG: Bir trozin kinaz inhibitérd olan Bosutinib’in, serviks kanseri
hicrelerinde (CCL-62 He-La kontaminanti), antiproliferatif etki
gOstererek DNA hasari oranini arttirdidi ve apoptozu indukledigi
goruldu. Bu etkilerle Bosutinibin serviks kanser tedavisinde etkili
olabilecek bir ajan olabilecegi sonucuna varilmistir. Bu etkinin ilerde

yapilacak hayvan ve insan g¢aligmalari ile dogrulanmasi gerekmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Servikal kanser, Tirozin Kinaz inhibitorleri,

Bosutinib, hedef tedavi
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VIII. INGILIiZCE OZET

TARGETED TREATMENT FOR CERVICAL CANCER: SRC-
TYROSIN KINAZ iNHIBITORS

OBJECTIVE: Investigation of the effect of the cell culture level of the

tyrosine kinase inhibitors in the treatment of cervical cancer

MATERIAL AND METHODS: CCL-62 HelLa contaminant, a human
cervical cancer cell line, was optimized in appropriate condition in
Department of Medical Biology of Celal Bayar University Medical
School. A src-kinase inhibitor named as Bosutinib (SKI-606) was

administered in different concentration to these cell lines.

Optimal concentration values (IC50 values) for cytotoxic or anti-
proliferative effects were determined by MTT cytotoxicity tests. Then,
the cells were marked by primary anticores, identified by secondary
anticores affixed to fluorochrome and examined by fluorescent
microscope. The damaged focuses in DNA by the study agent was
assessed and the rate of apoptosis was evaluated by imaging the
annexin-5 and caspase activities. Calorimetric caspase-3 analysis was
used for analyzing if bosutinibe activated apoptosis in cervical cancer
cell lines. Lastly, the levels of yH2AX, ATM, p53 were evaluated as
markers of damage in DNA and sheared PARP, caspase 3 and 7 were
evaluated as markers of apopitosis; for the consideration of the effect of
the agent on the cell lines.

The data was analyzed graphically by Microsoft Excel (XP) and
GraphPad software programs and with histogram graphics by Image Z

analyze programme.

RESULTS : A Tyrosine Kinase Inhibitor “Bosutinib” was found to be
responsible for DNA damage by causing DNA double-chain

fragmentation and had antiproliferative effect by activating caspase 3.
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CONCLUSION : A tyrosine kinase inhibitor “Bosutinib” shows anti
proliferative effect on cervix cancer CCL-62 He-La cell lines by DNA
damaging and inducing the apoptosis. This findings indicate that
bosutinib can be an effective agent in cervical cancer treatment. Much

more animal and human studies need to be done to verify this effect.

KEYWORDS : Cervical cancer, Tyrosin kinase inhibitors, Bosutinib,
Targeted treatment
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