TC
EGE UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
IC HASTALIKLARI ANA BIiLiM DALI
PROF. DR. FEHMIi AKCICEK

PAKLITAKSEL / (-)- GOSSYPOL (AT-101)

KOMBINASYONUNUN
MEME KANSERI HUCRE HATTINDA

SINERJISTIK SITOTOKSIK VE

APOPITOTIK ETKILERI

TEZ DANISMANI:
PROF. DR. ULUS ALI SANLI

DR. KANi MASAROGULLARI
IC HASTALIKLARI UZMANLIK TEZI
IZMiR-2010



ICINDEKILER:

ONSOZ. ... 2
GIIIS V& AINAG. ...ttt e e e e et e e et e 3
Genel Bilgiler. ... ..o 4
Materyel ve Metod. ... ..o 38
SONUGIAT. ... 47
TaT ISINA. .. e 58

KaynaKIar. ... ..o 64



ONSOZ:

I¢ Hastaliklar1 uzmanlik egitimim boyunca bana her zaman ve her konuda destek olan i¢
Hastaliklat ABD Baskani Sn. Prof. Dr. Fehmi Akgicek’e ve I¢ Hastaliklart Ogretim
Uyeleri’ne en icten duygularimla tesekkiir ederim.

I¢ Hastaliklar1 ihtisasim siiresince klinik calismalarda ve laboratuar arastirmalarinda
hem teknik hem teorik bilgi yoniinden egitimime sagladigi biiyiik katkilar, verdigi destek ve
bu tezin hazirlanmasindaki yol gostericiliginden dolay1 tez hocam Sn. Prof. Dr. Ulus Ali
Sanli’ya tesekkiirii bir borg bilirim.

I¢ Hastaliklar1 egitimim boyunca 6zellikle onkoloji servis ve poliklinik calismalarinda
verdigi destek, egitimime sagladigi katkilar nedeniyle Onkoloji BD Baskani Sn. Prof. Dr.
Erdem Goker’e tesekkiir ederim.

Ayrica Onkoloji BD Ogretim Uyeleri Sn. Dog. Dr. Riichan Uslu, Sn. Dog. Dr. Canfeza
Sezgin, Sn. Dog¢. Dr. Biilent Karabulut, Sn. Prof. Dr. Erthan G6kmen ve Sn. Prof. Dr. Banu
Cigek Bilkay’a egitimime sagladiklar1 katkilar nedeniyle tesekkiir ederim.

Laboratuvar ¢alismalarinda bana her konuda yardime1 olan ve yol gosteren Sn. Uzm. Dr.
Burgak Karaca’ya tesekkiir ederim.

Meme kanseri tedavisiyle ilgili diinya c¢apinda ¢alismalar slirmektedir. Tedavide
saglanan ilerlemelere ragmen oOzellikle ileri evre hastalarda Oliim oranlart yiiksektir.
Calismadan elde edilen verilerin meme kanserli hastalarin tedavisine katkida bulunmasini

diliyoruz.



GIRIS ve AMAC:

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser tipi olup, kansere bagli oliimlerde
akciger kanserinden sonra ikinci sirada yer almaktadir. Meme kanseri tedavisinde son yillarda
bas dondiiriicii gelismeler olsa da, ileri evre hastalikta kiir sans1 yoktur (1). Taksanlar hem
erken evre, hem de metastatik hastalikta standart tedavide yer alan ajanlardir. Ancak
metastatik olgularda bir silire sonra taksanlara da direng gelistigi igin, 6zellikle metastatik
hastaligin tedavisi bir sorun olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle yeni ajanlarin ve tedavi
kombinasyonlarinin gelistirilmesine gereksinim duyulmaktadir.

Gossypol, pamuk tohumundan elde edilen dogal, sar1 rekli bir polifenolik aldehittir. Pek
¢ok tiimor hiicre hatti ile yapilan ¢aligmalarda anti-timdral, anti-viral, anti-paraziter ve anti-
oksidan etkileri saptanmistir. Gossypol’iin birgok enzimatik sistem, hiicre siklusu diizenleyici
proteinleri, hiicre ve mitokondri membrani ile etkilesime girdigi ve bu yolaklarla etkilerini
meydana getirdigi saptanmistir. Gossypol’iin meme kanseri lizerindeki etkileri hem in vitro
olarak hiicre hatlarinda hem de Faz I/II klinik ¢alismalarda arastirilmistir. Ancak literatiirde,
meme kanseri hiicre hatlarinda paklitaksel ile kombinasyonlarina ait ¢alismaya
rastlanmamaistir.

Bu calismada amag, in vitro verilerde meme kanseri hiicre hatlarinda etkinligi gozlenen
ve Faz I/Il galismalarda ciddi sistemik yan etki gostermeden etkinlik saglamis olan
gossypol’iin paklitaksel ile kombinasyonunun meme kanseri hiicrelerindeki olasi additif/
sinerjistik sitotoksisitesini ve apopitotik etkisini arastirmaktir.

Calisma, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Onkoloji Bilim Dali Arastirma

Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir.



GENEL BILGILER

MEME KANSERI

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser tipidir. Tim diinyada her yil bir
milyondan fazla yeni meme kanseri vakasi saptanmaktadir. Yasam boyunca her yedi kadindan
biri meme kanseri tanisi almaktadir. Meme kanseri, kadmnlarda kansere bagli Gliimlerin
%15’ini olusturmaktadir ve kadinlarda akciger kanserinden sonra en sik kansere bagli 6liim
nedenidir ().

Erkeklerdeki meme kanseri tiim yeni vakalarin %1 ini olusturmaktadir. Meme kanseri
insidans1 giderek artmaktadir fakat mortalite oranlart 1990’larin basindan itibaren azalma
gostermistir. Bu azalma mamografik goriintiilemenin daha yaygin kullanimi, daha iyi cerrahi,
adjuvan kemoterapi ve radyoterapi kullanimi gibi faktorlere baglanmaktadir. Meme kanseri
risk faktorleri (erken menars, ge¢ menapoz, alkol kullanimi, sedanter hayat tarzi, ileri yas,
postmenapozal obezite, prolifaratif meme hastaliklari, pozitif aile Oykiisii v.S) olgularin
yarisindan fazlasinda bulunmaktadir. Meme kanserli kadinlarin yaklagik %20’sinde aile
oykiisii mevcutken, % 5-10’unda ise genetik gegis so6z konusudur. Vakalarin % 80’inden
fazlasi ise sporadiktir.

Meme kanserlerinin yaklasik %15-25’ini in-situ karsinomlar, %75-85’ini de invaziv
kanserler olusturmaktadir (1).

1- in-situ karsinom: Tiimér hiicreleri duktus veya lobiillerde prolifere olmaktadir fakat ¢evre
stromal dokuya invaze olmamaktadir. In-situ karsinomlar ikiye ayrilir:

a. Ductal karsinoma in-situ: En sik goriilen noninvaziv meme kanseri tiiridiir. Timor
hiicreleri duktuslarda prolifere olmakta ve ¢evre dokulara invazyon gostermemektedir. Yeni
tan1 koyulan meme kanseri olgularmin %20’sini olusturmaktadir (2. Mamografi ile saptanan
tiim meme tiimorlerinin %30’unu olusturmaktadir (3). Dogal davranisi, tiimoriin derecesine ve

histolojik tipine gore degismekte olup, tedavisiz birakildiginda diisiik dereceli olanlarin iigte



biri 30 yil kadar sonra invaziv kansere doniismekte, yiiksek dereceli olanlarda ise bu siire 5
yila kadar inmektedir (4).

b. Lobiiler karsinoma in-situ: Sadece kadinlarda goriliir. Hastalarin %90°1
premenapozal dénemdedir. Terminal duktus epitelinden ve asinuslardan gelisir. Asinuslarda
prolifere olmus tiimdr hiicreleri bulunur ().

2- Invaziv Meme Kanseri: Duktal veya lobiiler kaynakli tiimor hiicreleri, memede stromal
dokuya invaze olmustur ve uzak metatstaz yapma potansiyelleri bulunmaktadir.

Invaziv meme kanserinin birgok histolojik alt tipi bulunmaktadir. Ulusal Kanser
Enstitiisi’niin 1992-2001 yillar1 arasinda yiizbinden fazla meme kanserli kadin hastay1
kapsayan epidemiyolojik ¢alismada:

Invaziv duktal karsinom- %76

Invaziv lobiiler karsinom- %8

Duktal/lobiiler karsinom- %7

Miisin6z (kolloid) karsinom- %2.4

Tibiiler karsinom- %1.5

Mediiller karsinom- %1.2

Papiller karsinom- %1

Metaplastik meme kanseri ve mikropapiller meme kanserini de iceren diger alt tiplerin

oran1 %5’ten az bulunmustur.



INVAZIV MEME KANSERINDE HISTOLOJIK ALT TiPLER:

A) Invaziv Duktal Karsinom (IDK): IDK en sik goriilen invaziv meme kanseridir.
Invaziv lezyonlarin %70-80’ini olusturmaktadir. Cogu vakada degisen oranlarda duktal
karsinoma in-situ odaklar1 bulunmaktadir ().

B) invaziv Lobiiler Karsinom (ILK): invaziv meme kanserinin ikinci en sik tipidir.
Invaziv lezyonlarin %5-10"unu olusturmaktadir. IDK’lardan daha sik bilateral ve multisentrik
olma ozellikleri vardir (7). Uluslararas1t Meme Kanseri Calisma Grubu’nun yaptigi 12,000
hastay1 iceren 15 calismanin analizinde ILK un IDK’a gore daha ileri yastaki kadinlarda, daha
iyi diferansiye ve daha biiyiik boyutta olma egiliminde oldugunu ortaya koyulmustur ).
IDK’lara oranla daha ge¢ metastaz yaparlar ve genellikle periton, meninks, gastrointestinal
sistem gibi bolgelere metastaz yapma egilimleri bulunmaktadir (9).

C) Tiibiiller Karsinom: Iyi olusmus tiibiller veya glandiiler yapilarin stromaya
infiltrasyonu ile karakterizedir. Invaziv meme kanserlerinin %2’sinden azin1 olusturmaktadir.
Vakalarin iigte biri diisiik grade’lidir. IDK’a gdre daha iyi prognozludur; indolan seyirlidir ve
nadiran metastaz yapar (10).

D) Miisinéz (Kolloid) Karsinom: Invaziv meme kanserlerinin %1-2’sini olusturmakta
ve daha ¢ok yasl hastalarda goriilmektedir. Tiibiiler karsinom gibi 1y prognozludur (11).

E) Mediiller Karsinom: invaziv meme kanserlerinin %1-10’unu olusturmaktadir.
Mediiller karsinom diger invaziv kanserlere kiyasla daha geng¢ yastaki hastalarda
goriilmektedir. BRCA-1 mutasyonu tasiyan hastalarin %10’unda mediiller karsinom
saptanmaktadir (12). Piir mediiller karsinomlarin prognozu, IDK’dan daha iyidir (13).

F) Diger Histolojik ve Klinik Tipler:

e Mikropapiller Karsinom: Kii¢iik boyutta bile lenf nodu metastazi yapma egilimi

olan agresif bir invaziv karsinom tiiridiir (14).



e Metaplastik Karsinom: Kotii diferansiye duktal adenokarsinom, mezenkimal
(sarkomat6z) ve diger epitelyal (6rn: skuamoéz hiicreli) komponentlerin degisik
kombinasyonundan olusan bir tiimérdiir (15). Daha kotii prognozlu oldugu diistiniilse de
diger invaziv meme kanserleri gibi tedavi edilirler (6).

e Adenoid Kistik Karsinom: Nadir gorilen meme kanseri tlirtidir. Tikrik
bezlerindeki adenoid ksitik karsinomla ayn1 morfolojiye sahiptir. Timor ¢ap1 biiyiik de
olsa, prognozu iyidir, aksiler metastaz insidans1 %5’in altindadir (17).

e Paget hastaligi: Meme basi ve areolanin hastaligidir. Klinik olarak egzema benzeri
belirtileri mevcuttur. Hemen daima altta yatan in-situ ya da invaziv bir meme kanseri
ile iligkilidir. Son ¢alismalarda, radyoterapi ile meme koruyucu yaklasimin uygun bir
alternatif oldugu ifade edilmektedir (18).

o Inflamatuar Karsinom: Lokal ileri meme kanserinin 6zel bir formudur. Klinik olarak
eritem, 6dem ve meme cildinde 1s1 artis1 ile karakterizedir. Histolojik olarak dermal

lenfatiklerde tiimdr invazyonu saptanir. Kotii prognozludur (19).

Meme kanseri heterojen bir hastaliktir ve mevcut histolojik siniflandirma genis klinik
spektrumu kapsayamamaktadir. Histolojik olarak ayni tiimoérlerde, molekiiler farkliliklar
oldugundan, farkli klinik davranislar gézlemlenebilir. Son 10 yildir gelistirilen gen tarama
teknikleriyle, bir tiimorde, tek seferde binlerce gen ve gen iiriinii saptanmakta ve bunlar yeni
prognostik belirtegler saptama, tedaviye yaniti ongérme ve yeni hedefleyici tedaviler
gelistirilmesinde kullanilmaktadir (20).

Perou ve ark. 2000 yilinda gen ekspresyon ornekleriyle invaziv meme kanserinin ilk alt
tiplerini belirledi. Buna ‘Orijinal Perou Siniflamas1’ ad1 verildi. Bu ¢aligmada invaziv meme
kanserlerinin mikrorray yontemiyle gen profilleri ¢ikarildi ve farkli molekiiler genotiplerinin

oldugu belirlendi. Kanserli doku ve normal meme dokusu 6rneklerinden DNA testi ile elde



edilen gen haritas: icinde bir grup ‘intrensek gen’ saptandi. Intrensek genler farkli tiimérler
arasinda ¢esitli varyasyonlar olusturmaktaydi. Bu varyasyonlarla, molekiiler siniflandirma
metoduyla dort alt tip belirlendi:

1. Luminal-like (Luminal-A ve Luminal-B): Luminal-A tiimorlerde en yiiksek dstrojen
reseptorii (ER) ekspresyon diizeyi saptandi. Bunun yani sira, GATA-binding protein
3, X-box binding protein 1, Trefoil factor 3, hepatocyte nuclear factor 3-alfa ve LIV-
I’in yiiksek diizeylerde ekspresyonu saptandi (21). Ancak, human epidermal biiyiime
faktor reseptor 2 (HER-2) ekspresyonunun olmadig goriildii.

Luminal-B tiimoérlerde ise luminal spesifik gen (ER, PR v.b) ekspresyon diizeylerinin
daha az ve bazilarinda HER-2 pozitifligi oldugu goriildii. P53 gen mutasyon oraninin,
Luminal-B’de Luminal-A tiimoérlerden daha fazla oldugu belirlendi.

Biitiin luminal grup meme kanserlerinde ER pozitifligi mevcuttu ve bunlarin {igte ikisi
diisiik veya orta histolojik grade’liydi.

2. Basal-like: Bu tiimérlerin %90°1 ER, PR ve HER-2 negatiftir. Bu grubun %90’1
yiiksek grade’li tiimorlerden olugmaktadir. CK 5, 6, 15 ve 17 gibi bazal sitokeratinleri
yliksek oranda eksprese etmektedirler. Fakat basal-like genotipi iceren tiimdrlerde
heterojenitenin yogun olmasi nedeniyle iki ek alt gruba ayrilmasi 6nerilmistir (22). Bu
alt grupladan biri olan ‘triple negatif hastalik’ grubunda bazal sitokeratinler de dahil
olmak tizere ER, PR ve HER-2 negatiftir. Hastalik oldukca agresif bir seyir
gostermektedir.

3. HER-2 pozitif: HER-2 agir1 ekspresyonu bulunmaktadir. ER negatiftir.

4. Normal-like: Normal meme hiicresine benzer fenotip ve genotipik 6zellikler tasiyan

diisiik grade’li timdorlerdir.



Bu molekiiler siniflandirmada, prognoz ve kemoterapiye yanitin molekiiler alt gruplar
arasinda farkli oldugu saptanmistir. Boylece yeni hedefleyici tedaviler belirlenmesi
amaclanmaktadir.

Klinik calismalarda basal-like, triple negatif ve HER-2 pozitiffER negatif meme
kanserlerinin, luminal meme kanserlerine gore antrasiklin igeren neoadjuvan kemoterapiye

daha sensitif olduklar1 fakat buna ragmen daha kotii prognozlu olduklart gosterilmistir (23).

Meme Kanserinin TNM Evreleme Sistemi

Meme kanserinde, timor evreleme sistemi American Joint Committee on Cancer

(AJCC) tarafindan 2002 yilinda modifiye edildi (24).

TNM Evreleme Sistemi

Primer tiimor (T)
TX- Primer tlimor saptanmamis
TO- Primer tiimdr kanit1 yok
Tis- Karsinoma in-situ
e Tis (DKIS)- Duktal karsinoma in-situ
e Tis (LCIS)- Lobiiler karsinoma in-situ
e Tis (Paget)- Timor olmaksizin meme basinin paget hastaligl; timdr iliskili paget
hastalig1 primer tiimor ¢apina gore siiflandirilir.
T1- Tiimor ¢ap1 2 cm veya daha kiiclik
e T1mic- 0.1 cm veya daha kiigiik mikroinvazyon
e Tla- Tiimor ¢ap1 0.1-0.5 cm arasinda
e T1b- Timdr gap1 0.5-1 cm arasinda

e Tlc- Tiimor ¢ap1 1-2 cm arasinda



T2- Tiimdr ¢ap1 2-5 cm arasinda
T3- Tiimor ¢ap1 5 cm’den biiyiik
T4- Asagida tanimlandigi gibi g6giis duvarina (a) veya deriye (b) yayilmis herhangi bir
capta timor:
e T4a- Gogiis duvarina yayilmis
e T4b- Ayn1 memede 6dem (peau d’orange dahil) veya meme cildinde iilserasyon veya
satellit deri nodiilleri
e T4c- T4a ve T4b’nin her ikisi de

e T4d- Inflamatuar karsinom

Not: T4b ve T4d’de tariflenen deride gukurlasma, meme ucu ¢ekilmesi veya herhangi bir

deri degisikligi T1-3 tiimdrlerde goriilebilir ve bu siniflandirmay1 degistirmez.

Bolgesel lenf nodlar: (N): Klinik siniflandirma
Nx- Bolgesel lenf nodu saptanmamais
NO- Bolgesel lenf nodu yok
N1- Ayn taraf aksillada hareketli lenf nodu metastazi
e N1mic- 0.2 mm-2mm arasinda mikrometastaz
e Nla- 1-3 lenf nodu metastazi
e N1b- Klinik olarak goriiniir olmayan internal meme lenf nodunda mikroskopik
metastaz
e Nilc- Klinik olarak goriiniir olmayan 1-3 ayni taraf aksiller ve internal meme lenf
nodlarinda mikroskopik metastaz
N2- Ayni taraf aksillada fikse lenf nodu metastazi veya aksiller lenf nodu metastazi
olmadan klinik olarak goriiniir ayn1 taraf internal meme lenf nodu metastazi

e N2a- Birbirine vaya diger dokulara fikse ayni taraf aksiller lenf nodu metastazi
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e N2b- Aksiller lenf nodu metastazi olmaksizin klinik olarak goriiniir (goriintiileme
yontemleriyle saptanmis veya muayene ile saptanmis) ayni taraf internal meme lenf
nodu metastazi

N3- Klinik olarak saptanmis aksiller lenf nodu metastazi olsun olmasin ayni taraf
infraklavikiiler lenf nodu metastazi veya klinik olarak saptanmis aksiller lenf nodu
metastazi ve ayni taraf internal meme lenf nodu metastazi veye aksiller ya da internal
meme lenf nodu metastazi olsun olmasin ayni taraf supraklavikiiler lenf nodu metastazi

e N3a- Ayni taraf infraklavikiiler lenf nodu metastazi

e N3b- Klinik olarak goriiniir aksiller lenf nodu metastazi ve ayni taraf internal meme
lenf nodu metastazi

e N3c- Aksiller veya internal meme lenf nodu metastazi olsun olmasin ayni taraf

supraklavikiiler lenf nodu metastazi

Uzak Metastaz (M)
MX- Uzak metastaz saptanmamis
MO- Uzak metastaz yok

M1- Uzak metastaz var

EVRE GRUPLAMALARI

Evre 0- Tis NO MO

Evre I- T1 NO MO (T1mic dahil)

Evre 11A- TO N1 MO; T1 N1 MO (T1mic dahil); T2 NO MO

Evre 11B- T2 N1 MO; T3 NO MO

Evre I1IA- TO N2 MO; T1 N2 MO (T1mic dahil); T2 N2 MO; T3 N1 MO0; T3 N2 M0

Evre 111B- T4 herhangi bir N M0
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Evre 111C- Herhangi bir T N3 M0

Evre IV- Herhangi bir T herhangi bir N M1

MEME KANSERI TEDAVISI

Meme kanserinde uygulanacak tedavi sekli prognostik ve prediktif pek ¢ok faktore gore
belirlenmektedir. Bu faktorler iginde en dnemlileri aksiller lenf nodu metastazi, timor boyutu,
timoriin eksprese ettigi hormon reseptorleri (ER, PR) ve HER-2 durumu, timor grade’i,
hastanin yasi, menapozal durumu ve performansi olarak siralanabilir.

Meme dokusunun lenf drenaji aksilladaki lenf nodlarmma olmaktadir. Tan1 anindaki
aksiller lenf nodu durumu kanserin uzak metastaz yapma olasiligini yansitmaktadir. Timor
eger aksiller lenf nodlarina metastaz yaptiysa diger organlara yayilma ve rekiirrens orani artar.
Biitiin lenf nodu pozitif olgular, lokal tedavi sonrasinda, tiimér cerrahi olarak tamamen rezeke
edilse bile, adjuvan sistemik tedavi (kemoterapi, hormonoterapi, trastuzumab veya
kombinasyonlar1) almalidir. Sistemik tedavinin tiirii de kanserin hormon reseptér durumu ve
HER-2 ekspresyon diizeyi ile belirlenmektedir.

Lenf nodu durumuna ek olarak, timoriin prognozu boyutuna da baghdir. Biiyiik
timorler daha sik niiks ederler. Bazen biiylik tiimorlerde ve goglis duvarina uzanan
timorlerde cerrahi Oncesinde, timor capini kiigiiltmek amacgli opreasyon oncesi donemde
kemoterapi (neoadjuvan tedavi) verilir. Inflamatuar meme kanserlerinde de ayni yaklasim
uygulanmaktadir.

Meme kanserinin pek ¢ok histolojik tipi bulunmaktadir. Tedavi se¢imi yapilirken en
onemli ayirim noktasi tiimdriin invaziv veya noninvaziv (in-situ) olmasidir. In-situ
kanserlerdeki cerrahi tedavi (lumpektomi) invaziv kanserlerle benzerdir fakat genellikle
aksiller diseksiyon gerekmemektedir. In-situ kanserlerin yayilma orani %1’in altinda

oldugundan adjuvan kemoterapi dnerilmez fakat hormonoterapi konusu tartigmalidir.
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Inflamatuar meme kanserinde cerrahi tedavi sonrasi sistemik tedavi uygulanmasinin
sonuglar1 kotli oldugu i¢in, genellikle sistemik tedavi sonrasi cerrahi tedavi uygulanmasi
onerilmektedir. Hormon reseptdrii pozitif olan tiimorler cerrahi sonrast ilave
hormonoterapiden fayda goriirler. Premenopozal olgularda tamoksifen = ovaryan ablasyon
veya supresyon, postmenopozal olgularda ise tamoksifen veya aromataz inhibitorleri
(anastrozole, letrozole, exemestane) Onerilir. Hormon reseptér negatif tiimorlerde
hormonoterapi etkili degildir. Hormon reseptér durumu tedaviye yanitta Onemli bir
gostergedir. Son 20 yilda adjuvan kemoterapideki gelismelerin ER pozitif olan tiimdrlerde
sagkalima katkisi, ER negatif tiimorlere gore belirgin sekilde daha azdir (25). National
Comprehensive Cancer Network (NCCN) 6) ve International Consensus Group for the
Treatment of Early Stage Breast Cancer (27) gibi gruplarin konvansiyonel rehberlerinde ER
pozitif ve nod pozitif erken evre meme kanseri olgularinda adjuvan hormonal tedaviye,
adjuvan kemoterapinin eklenmesi Oneriliyorsa da, bu olgularda kemoterapinin yararlari
tartismalidir.

Biitiin primer meme tiimorleri HER-2 ekspresyonu agisindan test edilmelidir. Yaklasik
%20-25 oranindaki meme tiimériinde yiiksek diizeylerde HER-2 ekspresyonu saptanmaktadir.
Yiiksek diizeylerde HER-2 ekspresyonu, hem adjuvan hem de metastatik hastalik tedavisinde
trastuzumab gibi HER-2 hedefleyici tedavilerin se¢ilmesini saglamaktadir. Ek olarak HER-
2’yi yiiksek oranda eksprese eden tiimorlerde, antrasiklin bazli kemoterapi, CMF
(siklofosfamid, metotreksat ve fluorourasil)’yi igeren adjuvan kemoterapiden daha etkili
bulunmustur (2s).

Premenopozal veya 50 yasin altindaki olgularda, ER/PR pozitif tiimérlere daha az
rastlanir ve bu nedenle adjuvan sistemik kemoterapiden daha fazla fayda goriirler. Daha yash

veya postmenopozal kadinlarda ise hormonoterapiye yanith tiimorler daha fazla gorildiigi
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icin kemoterapinin faydasi, gen¢ ve premenopozal olgulardan daha azdir. Buna ragmen
postmenopozal kadinlar halen adjuvan kemoterapiden fayda gérmektedirler.
Meme kanserinde tedavi se¢iminde hastalik evresi her zaman goz Oniine alinir.
Olgularin tedavisi asagidaki evrelere gore planlanir:
e Karsinoma in-situ tedavisi
e Erken evre meme kanseri tedavisi (Evre I-11)
e Lokal ileri ve inflamatuar meme kanseri tedavisi (Evre I11)

e Metastatik meme kanseri tedavisi (Evre 1V)

Karsinoma in-situ Tedavisi

Lobiiler Karsinoma in-situ: LKIS saptanan hastalarda hayat boyu invaziv karsinom gelisme
riski her yi1l %1 oranindadir. Cerrahi tedavi sonrast RT veya konvansiyonel kemoterapi
yapilmamaktadir.

Duktal Karsinoma in-situ: LKIS’ya kiyasla DKIS preinvaziv bir lezyondur ve tedavi
edilmediginde invaziv kanser gelisme riski yiiksektir. Invaziv karsinom gelisme sikligi
bilinmemektedir. Vakalarin %90°1 mamografide mikrokalsifikasyon goriilmesi ile, %10°u da
palpabl kitle ile tan1 almaktadir. Gegmiste DKIS saptanan hastalarda %98 oraninda kiiratif bir
tedavi olan mastektomi uygulanmaktaydi. Fakat giiniimiizde bu agresif tedaviden uzaklasilip
meme koruyucu yaklagimlar yapilmaktadir. Ug cm’den kiiciik kitle, eksizyon sonrasi
histolojik olarak temiz sinirlar ve diisiik niikleer grade’li olan tiimdrler meme koruyucu
tedaviye uygun kabul edilmektedir. Yiiksek riskli hormon reseptor pozitif vakalara invaziv

timor gelisimini dnlemek amaciyla tamoksifen verilmesi uygundur.
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Erken Evre Meme Kanseri Tedavisi

Adjuvan sistemik tedavi, meme kanserinde cerrahi tedavi sonras1 hormonoterapi,
kemoterapi ve/veya trastuzumab uygulanmasidir. Adjuvan sistemik tedavinin en biiyiik
avantaji erken evre meme kanserini kontrol altina alarak, hem rekiirrens oranin1 hem de
kanserden 6liim riskini anlamli oranda azaltmasidir.

Erken evre meme kanserinde adjuvan polikemoterapinin (2 veya daha fazla
antineoplastik ajanin kombine uygulanmasi) yarar sagladigi gosterilmistir (29) :

e 50 yas alt1 kadin hastalarin randomizasyonunda, polikemoterapinin hastalik relapsini
%37, 6lim oranini ise %30 oraninda azalttigi goOsterilmistir. Bu sonu¢ 15 yillik
sagkalimda %10’luk bir artig saglamistir.

e 50-69 yas arasi kadin hastalarda relaps riski %19, 6lim orani ise %12 oraninda
azalmistir. Bu da 15 yillik sagkalimda %3’liik bir artis saglamigtir.

e 70 yas ve iizeri kadin hastalar1 iceren calismalarin azligi nedeniyle kemoterapinin
faydalar1 bu grup icin belirsizdir.

ER negatif tiimori olup adjuvan sistemik tedaviye ihtiyact olan (1 c¢cm {izerinde timor,
lenf nodu pozitifligi veya diger koti risk faktorlerini tasiyan) olgularda adjuvan sistemik
kemoterapi uygulamasi standarttir (30,31).

Ozellikle lenf nodu negatif, ER pozitif hastalarin tedavisinde hormoterapiye kemoterapi
eklenmesinin faydalari tartismalidir. Hormon reseptor pozitif hastalar sistemik kemoterapiden
daha az yarar gormektedirler (2532). Randomize c¢alismalarda bazi hormon reseptoér pozitif
hastalarin kemoterapiden fayda gordiigii acikca gosterilmistir (33). Fayda gorecek olgulari
saptamak i¢in tiimor genotipini gostermek amaciyla Oncotype DX testi uygulanabilir.

Biiylik miktarda veride, yiiksek diizeyde HER-2 eksprese eden tiimorlerde antrasiklin
iceren tedavilerin antrasiklin ve taksan icermeyen (CMF) tedavilere {istiin oldugu

gortilmektedir (34).
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Son c¢aligsmalarda ise, antrasiklin bazli rejimlerin (en az 4 kiir AC), 4 kiir antrasiklin
icermeyen taksan igeren rejimlerle (dosetaksel+siklofosfamid) karsilastirilabilir oldugu
gosterilmistir.

Birgok calismada lenf nodu pozitif ve lenf nodu negatif yiiksek riskli tiimorii olan hem
premenapozal hem de postmenapozal hastalarda taksan (paklitaksel ve dosetaksel) ve
antrasiklin iceren adjuvan kemoterapinin sagkalim avantaji sagladigi saptanmaistir.

HER-2 asir1 ekspresyonu ise kotii prognoz ile iliskilidir. Bu olgularda, HER-2 proteinine
kars1 gelistirilmis monoklonal humanize antikor olan trastuzumabin adjuvan tedavide

kullanim1 giindeme gelmistir.

Adjuvan Sistemik Kemoterapide Paklitakselin Yeri:

Taksanlar ve antrasiklinler meme kanseri tedavisinde tek ajan olarak en etkin kullanilan
ilaglardir ve aralarinda capraz diren¢ gelismemektedir. Bircok calismada antrasiklin bazl
adjuvan kemoterapiye taksan eklenmesinin sagkalim avantaji sagladig1 gosterilmistir (3s).

Ug biiyiik randomize ¢alismada antrasiklin bazli kemoterapiye paklitaksel eklenmesiyle

hastaliksiz sagkalimin arttig1, bir tanesinde de genel sagkalimin uzadig1 gésterilmistir (3s).
1- CALGB 9344 calismasi: Bu c¢alismalarin en biiyiigii olan CALGB 9344 calismasinda
3121 lenf nodu pozitif, erken evre meme kanserli olgu AC (doksorubisin+siklofosfamid)
tedavisi verilerek randomize edilmistir. Randomizasyonda 3 farkli doz doksorubisin (60, 75,
90 mg/m2) art1 4 kiir standart doz (600 mg/m2) siklofosfamid uygulanmistir. Ardindan
hastalar tekrar randomize edilerek, bir gruba paklitaksel (175 mg/m2 3 haftada bir 4 kiir)
ugulanmis, diger grup ise izlenmistir ().

AC tedavisine paklitaksel eklenen kolda hastalik niiks riskinde (5 yillik hastaliksiz
sagkalim %65’e karsilik %70) ve 6liim oraninda (genel sagkalim %77’ye karsilik %80)

istatistiksel olarak anlamli azalma saptanmustir. Paklitaksel toksisitesi tolere edilebilir
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diizeyde goriilmiistiir. Standardin istiinde (>60 mg/m2) doksorubisin dozlarinin ek yarar
saglamadig1 anlagilmistir.

Calismanin alt grup analizinde 1322 kadinda HER-2 ve ER durumu ile taksan etkisi
degerlendirilmis. ER durumuna bakilmaksizin HER-2 pozitif hastalara, ayn1 zamanda HER-2
durumuna bakilmaksizin ER negatif hastalara AC sonras1 paklitaksel eklenmesinin, ek fayda
sagladigr anlasilmistir. ER pozitif ve HER-2 negatif tiimorler ise bu tedaviden
etkilenmemistir.

Bu verilere ragmen taksan tedavi se¢iminde tiimoriin HER-2 ekspresyon durumunun géz
Oniine alinmasi tartigmalidir. ASCO (American Society of Clinical Oncology), adjuvan
kemoterapide taksanlarin kullanimi i¢in tiimdriin HER-2 ekspresyon diizeyine bakilmasini
Onermektedir (37).

2- NSABP B-28 c¢ahismasi: Bu calismada lenf nodu pozitif erken evre meme kanserli 3060
kadin 2 kola ayrilmistir. Bir kola 4 kir AC (60 mg/m2 doksorubisin+600 mg/m2
siklofosfamid 3 haftada bir) ardindan 4 kiir paklitaksel (225 mg/m2 3 haftada bir), digerine ise
sadece 4 kiir AC (60 mg/m2 doksorubisin+600 mg/m2 siklofosfamid 3 haftada bir) verilmis.
Paklitaksel alan grupta 5 wyillik hastaliksiz sagkalimda (%72’ye karsilik %76) artis
saptanirken, genel sag kalimda iki grup arasinda fark goriilmemistir.

3- GEICAM 9906 ¢alismasi: Bu ¢ok merkezli Avrupa ¢alismasinda ise 1246 lenf nodu
pozitif meme kanserli kadin hasta 2 gruba randomize edilmistir (38). Birinci gruba FEC
protokolii (siklofosfamid 600 mg/m2, epirubisin 90 mg/m2, 5-Fluorourasil 600 mg/m2), 2.
gruba ise FEC ardindan haftalik paklitaksel (100 mg/m2) 8 hafta uygulanmis. Paklitaksel alan
grupta 5 yillik hastaliksiz sag kalimda (%72’ye karsilik %79) ve genel sagkalimda (%87’ ye
karsilik %90) anlamli oranda artis saptanmistir. Bu ¢alismada paklitaksel etkisi ile ER ve

HER-2 diizeyleri arsindaki iligki gosterilmemistir.
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Sonugta, meme kanserinin adjuvan tedavisinde paklitakselin etkinligi pek c¢ok klinik

caligma ile gosterilmistir.

Lokal ileri ve inflamatuar Meme Kanseri Tedavisi

Inflamatuar meme kanseri dahil, lokal ileri evre meme kanserlerinde indiiksiyon
kemoterapisi (neoadjuvan kemterapi) ardindan lokal tedavi (cerrahi, radyoterapi veya her ikisi
de) onerilmektedir. Neoadjuvan tedavi ile hastalarin yaklagik %75’inde major klinik yanit
alinmakta ve bunlarin yarisinda da tam klinik yanit elde edilmektedir. Klinik tam yanith
olgularin yarisinda veya ftigte ikisinde patolojik tam yanit gozlenmektedir (cerrahi 6rneginde
timor yok).

Bir¢ok ¢alismada neoadjuvan kemoterapi ile hastaliksiz sagkalim ve genel sagkalimda
anlamli artislar saglandig1 gosterilmistir. Neoadjuvan kemoterapi sonrasi lenf nodu negatif
hastalarda, pozitif olanlara gore rekiirrens ve 6liim oranlar1 daha az goriilmustiir.

Neoadjuvan kemoterapinin kag¢ kiir uygulanmasi1 gerektigi hastaya gore degismektedir.
Bazi hastalarda bir veya iki kiir kemoterapi sonrast maksimum tiimor yaniti elde edilirken,
bazilarinda ise maksimum yanit ancak sekiz kiir sonrasi olabilmektedir.

Neoadjuvan kemoterapide tedaviye taksanlarin (paklitaksel, dosetaksel) eklenmesinin
etkinligi arttirdigr TAX-301 ¢alismasinda gosterilmistir. Calismada 162 lokal ileri evre meme
kanserli hasta iki gruba randomize edilmistir. Bir gruba sekiz kiir CAVP (siklofosfamid,
doksorubisin, vincristine, prednisolone), diger gruba ise 4 kiir CAVP sonras1 4 kiir de
docetaxel uygulanmig. Dosetaksel alan grupta iki kat daha fazla (%15°¢ karsilik %31)
patolojik tam yanit saglanmistir (39).

2003 Neoadjuvan tedavi konsensus konferansinda ;
e 4 siklus antrasiklin veya taksan igeren neoadjuvan kemoterapi sonrasi yanit

degerlendirilmesi,
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e Tam veya tama yakin klinik cevap var ise cerrahi tedavinin uygulanmasi,

e Yetersiz yanit varsa capraz rezistans yapmayan yeni tedavi segeneginden 4 siklus
verilmesi,

e Adjuvan tedavi olarak 8 siklus verilmesinin uygun oldugu, bu tedavinin hepsinin
preop verilebilecegi gibi, preop ve postop donemlerde ayrilarak tamamlanabilecegi,
oOnerileri yapilmistir (40).

Hormon reseptorii pozitif lokal ileri evre hastalarda tamoksifen ve aromataz inhibitorleri
etkili bir sekilde kullanilmaktadir. Siirli sayida mevcut veride neoadjuvan hormonoterapinin
kemoterapiye oranla daha az patolojik tam yanit sagladigi goriilmektedir. Neoadjuvan
hormonoterapi ile sagkalim arasindaki iliskiyi gosteren prospektif ¢calismalara ihtiyag vardir.
Neoadjuvan hormonoterapi, organ yetmezligi olan ileri yastaki hastalarda, kemoterapiye bagl
ciddi toksisite riski bulunan hastalarda, performansi kotii olan hastalarda ve artmis cerrahi
riski olan hastalarda tercih edilebilir.

Cerrahi, tiimor makroskopik olarak tamamen rezeke edilebilecekse uygulanmalidir.
Neoadjuvan kemoterapi sonrasi inoperabl olan hastalara lokal radyoterapi uygulanmali, bu
tedavi sonrasi uygun hastalar cerrahiye verilmelidir.

HER-2 pozitif erken evre meme kanserli olgulara tedavide trastuzumab verilmesi
hastaliksiz sag kalim ve genel sag kalimda anlamli oranda artis saglamaktadir. HER-2 pozitif
lokal ileri evre olgularda trastuzumabin neoadjuvan kemoterapide yer alan en iyi ajan oldugu
tartismalidir.

Lokal ileri meme kanserinde, multimodalite tedavi yaklagimlart ile 5 yillik sagkalim
%50 civarindadir. Neoadjuvan tedaviye cevabi belirlemede en 6nemli prognostik belirtegler;
aksiller lenf nodu metastazi, yas, menopozal durum, hormon reseptor durumu, evre, histolojik

grade ve tedaviye klinik yanattir.
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Inflamatuar meme kanseri hizli ilerleyen agresif bir tiimdrdiir ve erken metastaz riski
yiksektir. Lokal ileri evre meme kanserinin en letal formudur. Neoadjuvan kemoterapi
sonrasi cerrahi ve radyoterapi yapilan inflamatuar meme kanserli olgularda, 5 yillik
hastaliksiz sagkalim %22-48 arasinda, genel sagkalim ise %30-70 arasinda degismektedir (41).
Inflamatuar meme kanserli olgularda meme koruyucu tedavi sonras: yiiksek oranda lokal niiks
gelismektedir. Bu yiizden bu hastalarda, neoadjuvan kemoterapi sonrasi total mastektomi ve

ardindan radyoterapi onerilmektedir.

Metastatik Meme Kanseri Tedavisi

Tani aninda yaklagik %10-15 meme kanserli olguda metastatik hastalik mevcuttur.
Erken evre veya lokal ileri evre meme kanserlerinde tedavi sonrasi olusan niikslerin ¢ogu,
izole lokal niiksten ziyade yaygin metastatik hastalik seklinde olmaktadir. En sik uzak
metastazlar kemik, karaciger ve akcigere olmaktadir. Metastaz goriilme olasiligi en sik tani
sonras1 2-3. yillardadir.

Metastatik meme kanserinin kemoterapi sonrasi tam remisyona girmesi alisilmis bir
durum degildir ve ¢ok az bir kismi1 uzun siire progresyonsuz seyretmektedir. Metastatik meme
kanserli hastalarin sadece %5-10’u 5 yil veya daha fazla hayatta kalmaktadir (42). Uzun siire
yasayan olgular, genellikle gen¢ yasta, miikkemmel performansi olan ve smirli metastatik
hastaligi (kemik, yumusak doku, cilt v.b) olanlardir. Ge¢misteki agresif uygulamalar da
(yiiksek doz kemoterapi+otolog kemik iligi transplantasyonu), bu grup hastalarin sagkalim
oranlarini etkilememistir (43).

Metatsatik hastalikta ¢ogu hastada kiiratif tedaviler olmadigindan, tedavi stratejileri
uzun sagkalim, progresyonsuz sagkalim, stabil hastalik ve yasam kalitesini artirmaya yonelik

olmalidir.
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Metastatik meme kanserli hastalarin tedavi plani prognostik ve prediktif faktorlere gore
yapilmalidir. Bu amagla bazi genel goriigler benimsenmistir:

e izole tek metastastazi olan veya metastazin yerlesim bolgesi nedeniyle ciddi
komplikasyon riski olan (fraktiir veya spinal kord kompresyonu) hastalarda ilk
secenek lokal tedaviler olmalidir. Sistemik tedavi endikasyonu varsa ve hormon
reseptorleri pozitif ise, birinci basamak sistemik tedavi olarak hormonoterapi tercih
edilmelidir.

e Hizli progrese hastaligi, visseral organ tutulumu bulunan, ciddi semptomu olan ve
hormonoterapiye yanitsiz hastalarda kemoterapi ve trastuzumab (HER-2 pozitif
tiumorlerde) verilmelidir.

e Osteolitik ve ozellikle osteoblastik kemik metastazi olan olgularda kemoterapi veya
hormonoterapi yaninda bifosfonatlarin (6zellikle zoledronik asit) kullanilmasi, kemik
metastazi iligkili komplikasyon riskini azaltmaktadir (44).

e HER-2 pozitif timdrlerde trastuzumab ilk tercih edilecek ajan olmalidir. Hafif seyirli
hastaligit  olanlarda birkag ay boyunca tek basina trastuzumab veya
trastuzumab-+hormonoterapi denenebilir. Hizli progrese viseral metastazi olan
semptomatik hastalarda ise trastuzumab ve taksan kombinasyonu verilebilir.

e Trastuzumabla tedavi edilen HER-2 pozitif meme kanserli hastalarda ilk relaps olarak
beyin metastazi saptananlarin orani giderek artmaktadir @46). Bu hastalarin yaklasik
ticte birinde beyin metastaz1 gelismektedir (47). Bu sonug tedavi sekli ve intrensek
biyolojik faktorlere bagli gibi goriinmektedir. Beyin metastazlari kemoterapiye yanit
vermektedir. HER-2 pozitif hastalarda bir tirozin kinaz inhibitorii olan lapatinib de

yararli olabilir.
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Ozellikle semptomatik hastalarda lokal tedavi rejimleri tercih edilmektedir. Soliter
beyin metastazi olan hastalarda cerrahi rezeksiyon, kranial radyoterapiye gore daha hizli ve
daha iyi palyasyon saglamaktadir.

Bir¢ok seride hormonoterapi ve kemoterapi kombinasyonunun tek tedaviye gore daha
yiilksek yanit oranlari sagladigi fakat genel sagkalimda pek degisiklik yaratmadigi
gosterilmistir.

Randomize c¢aligmalarda, metastatik meme kanseri tedavisinde tek ajan ve
kombinasyon kemoterapileri karsilastirildiginda, kombine kemoterapiyle daha yiiksek yanit
oranlar1 ve genel sagkalimda artis saptanmistir. 2005 yilinda 37 ¢alismay1 kapsayan bir meta-
analizde, kombine kemoterapinin tek ajan kemoterapisine gore %12 sagkalim avantaji
sagladig1 belirlenmistir. Fakat kombine tedavi alan hastalarda daha siddetli kemoterapiye
bagl yan etkiler gelismistir 48). Dort bliylik ¢alismada, kombine kemoterapiyle, ardisik
kemoterapi uygulamasi karsilastirilmistir:

e 739 metastatik meme kanserli hastay1 iceren ECOG ¢alismasinda hastalar ii¢ gruba
ayrilmistir. Birinci gruba sadece doksorubisin, ikinci gruba sadece paklitaksel, tiglincii
gruba ise doksorubisin+paklitaksel kombinasyonu verilmistir. Tek ajanli tedavi alan
hasta grubunda progresyon saptananlara bir sonraki alternatif ajanli kemoterapi
uygulanmistir. Kombine kemoterapi alan grupta digerlerine gére daha yiiksek yanit
oranlar1 saptanmis (kombinasyon %47, doksorubisin %36, paklitaksel %34). Fakat
ortalama sagkalim {i¢ grup arasinda benzer bulunmustur (kombinasyon 22 ay,
doksorubisin 19 ay, paklitaksel 22 ay) (49).

e GEICAM 9903 calismasinda bir gruba doksorubisin ve dosetaksel kombinasyonu,
diger gruba ise doksorubisin sonrasi dosetaksel tedavisi verilmis. Her iki grupta da
benzer yanit ve sagkalim oranlari elde edilmis fakat ardisik kemoterapi alan grupta

daha az toksisite gortilmiistiir (s0).
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Ikiyiiz tane metastatik meme kanserli olguyu iceren bir randomize calismada, bir
gruba epirubisin ve paklitaksel kombinasyonu, diger gruba ise her bir ilag sirayla 4’er
kiir uygulanmistir. Gruplar arasinda yanit oranlari ve genel sagkalim agisindan anlaml
fark bulunamamustir (51).
Antrasiklin tedavisi almig 368 metastatik meme kanserli hastay1 kapsayan bir Faz IlI
calismada ise, kombine kemoterapinin (kapesitabin+paklitaksel veya dosetaksel)
ardisik kemoterapiye (kapesitabin ardindan taksan) dstiinliigii gosterilememistir (52).
Yayinlanan 6n raporda ardisik uygulanan kemoterapinin kombine kemoterapiye gore
daha diisiik objektif yanit oranlariyla ilsikili oldugu (kombine tedavinin %74 ve
%65’ine karst %46) fakat progresyonsuz sagkalim ve genel sagkalimin pek farklh
olmadig1 belirtilmistir.

Bugiin i¢in klinik pratikte genel egilim, hizli seyirli, visseral organ tutulusu
olan ve semptomatik vakalarda kombinasyon kemoterapisinin ilk segenek olarak tercih

edilmesidir.

Metastatik Meme Kanseri Tedavisinde Paklitakselin Yeri

Tek ajan paklitaksel kullanimi hem antrasiklin sonrasi (yanit oran1 %35’e karsilik %55)

hem de antrasikline refrakter metastatik meme kanserinde etkilidir (yanit orani1 %20) (9).
Optimal tedavi dozu 3 saatlik inflizyonla 175 mg/m2, 21 giinde bir seklindedir. Haftalik 80-
100 mg/m2 paklitaksel uygulamasinda kemik iligi baskilanmasi belirgin sekilde azalmaktadir

(s3). Haftalik paklitaksel uygulamasi ii¢ haftada bir uygulanana kiyasla daha etkilidir.

CALBG 9840 calismasinda 585 metastatik meme kanserli olguda haftalik paklitakselle

(80 mg/m2), 21 giinde bir verilen paklitaksel (175 mg/m2) tedavisi karsilastirilmistir. Haftalik

paklitaksel alan grupta daha yiiksek yanit orani (%29’a kars1 %42), daha ge¢ donemde timor
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progresyonu (5 aya kars1 9 ay) ve daha uzun sagkalim (ortalama sag kalim 12 aya kars1 24 ay)
saptanmis. Fakat bu grupta daha fazla nérotoksisite gozlenmistir (54).

569 metastatik meme kanserli olguyu igeren Anglo-Celtic IV ¢aligmasinda haftalik (90
mg/m2) ve ii¢ haftada bir (175 mg/m2) paklitaksel uygulamasi arasinda sagkalim agisindan
fark bulunamamustir. Ilk raporlarda objektif yanit oranm1 haftalik paklitaksel alan grupta daha
yiiksek saptanmis (%27’ye karst %43). Fakat progresyona kadar gegen siire, genel sagkalim
ve toksisite profili her iki grupta da benzer bulunmustur ().

Taksanli kombinasyonlar, metastatik meme kanseri tedavisinde etkin rejimlerdir.
Paklitaksel+doksorubisin kombinasyonunu inceleyen bir FazIl ¢alismanin erken sonuglarinda
yanit oranlarinin %58-94 oldugu, ancak hematolojik toksisitenin fazla oldugu saptanmuistir.
Bunun yaninda kiimiilatif antrasiklin dozlarinda gelisen kalp yetmezliginin beklenenden gok
daha az oldugu saptanmistir (s6). Paklitakselin, mitoksantron ve epirubisinle
kombinasyonlarinda kardiyotoksisite oranlar1 beklenenden daha az olmustur.

Sekiz biiyilk ¢alismada antrasiklin/taksan kombinasyonu ile taksan igermeyen
kombinasyonlar karsilastirilmistir (57):

e Birinci basamak tedavide, antrasiklinlere taksan tedavisinin eklenmesi objektif yanit
oranlarmi artirmistir (%46’ya karst %57). Iki grup arasindaki yanit oranlart %6’ya
karsilik %10 olarak bulunmustur.

e Taksan bazl rejimlerde progresyonsuz sagkalim daha iyi bulunmus olup, bu durum
genel sagkalim oranlarina istatistiksel olarak yansimamustir.

Taksan iceren gruplarda icermeyenlere oranla daha fazla ciddi notropeni ve febril
notropeni  gelismistir. Taksan/antrasiklin tedavisinde kombinasyonun mu yoksa sirali
uygulamanin mi1 daha etkin oldugu ise tartismalidir.

529 antrasiklin tedavisi almis metastatik meme kanserli olguyu igceren bir baska

calismada da gemsitabin+paklitaksel kombinasyonu ile yalmz paklitaksel tedavisi
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karsilastirilmis. 11k raporlarda kombine tedavi alan grupta daha yiiksek yanit oranlar: (%22’ye
kars1 %41), daha ge¢c donemde tiimor progresyonu (2.9 aya kars1 5.2 ay) ve genel sag kalimda
artis (15.8 aya kars1 18.5 ay) saptanmistir. Bunun yaninda kombine tedavide hematolojik
toksisite daha yliksek oranda goriilmiistiir (ss).

Antrasiklin alamayan hastalar i¢in paklitaksel, 16kovorin ve 5-FU kombinasyonu iyi
tolere edilen, etkin bir tedavi rejimidir. Ikiyiizelli metastatik meme kanserli olguda (ileri yash
ve hepatik invazyonu olan hastalar dahil) bu rejimle %48 yanit oran1 saptanmistir (59).

Paklitaksel tedavisine bevasizumab (anti-VEGF) eklenmesinin faydalar1 da, ECOG
2100 caligmasinda gosterilmistir. Bu calismada 722 metastatik meme kanserli olgu iki gruba
ayrilmig. Bir gruba paklitaksel (90 mg/m2) diger gruba ise paklitaksel+bevasizumab (10
mg/kg) kombinasyonu uygulanmis 60). Kombinasyon alan grupta daha yiiksek yanit orani
(%21°e kars1 %37) ve progresyonsuz sagkalim orani goriilmiis fakat genel sagkalimda anlamli
bir artis saptanmamistir. Bevasizumab alan grupta daha yiiksek oranda hipertansiyon,
proteiniiri, bas agrisi, serebrovaskiiler iskemi saptanmis fakat daha diisiik oranda febril
notropeni gorilmiistiir.

Trastuzumab ve taksan kombinasyonlart HER-2 pozitif olan metastatik meme kanseri
olgularinda popiilarite kazanmaya baglamistir. Doksorubisine direngli HER-2 pozitif
metastatik meme kanseri olgularinda bir kola paklitaksel, diger kola paklitaksel ve
trastuzumab verilerek yapilan bir c¢alismada, kombinasyon kolunda yanit oranlart ve
progresyona kadar gegen siire daha uzun olarak bulunmustur (61).

Yukarida s6z edildigi gibi, yapilan pek ¢ok klinik calismada meme kanserinde erken
evre adjuvan tedavide, lokal ileri hastalik (neoadjuvan tedavi) ya da metastatik hastalik

tedavisinde tek ajan veya kombinasyon rejimlerinde paklitakselin etkinligi kanitlanmistir.
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PAKLITAKSEL

Paklitaksel, 1967 yilinda Monroe E. Wall ve Mansukh C. Wani tarafindan Pasifik
porsuk agaci (Taxus brevifolia) kabugundan izole edilmis yar1 sentetik ve taksan grubundan
bir ilagtir (Sekil 1A ve Sekil 1B). Paklitaksel, tetrasiklik yapida 17 karbonlu bir iskeletten
olusmaktadir (Sekil 2).

Sekil 1A Sekil 1B

Sekil 1A-1B: Pasifik porsuk agaci (Taxus brevifolia)

Sekil 2: Paklitakselin kimyasal yapisi
Paklitaksel intraven6z yolla uygulanir. Paklitakselin farmakokinetigi 135 ve 175 mg/m2

dozlarda 3 saatlik ve 24 saatlik inflizyonu takiben belirlenmistir. Ortalama terminal yar1 dmrii
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3 ila 52,7 saat arasindadir ve ortalama viicut klirensi 11,6 ila 24,0 L/sa/m2 araligindadir;
toplam viicut klirensinin, daha yiiksek paklitaksel plazma konsantrasyonlari ile azaldigi
goriilmektedir.

Ortalama kararli-durum dagilim hacmi, 198 ila 688 L/m2 araligindadir, bu da
ekstravaskiiler dagilimin ve/veya dokulara baglanmanin yiiksek oldugunu gostermektedir. Ug
saatlik inflizyon ile artan dozlarda dogrusal olmayan bir farmakokinetik gosterir. 135 mg/
m2‘den 175 mg/m2’ye %30’luk doz artisi ile en yiiksek serum konsantrasyonu (Cmax) ve

plazma egri alt1 alan (EAAOQ-<°) degerlerinde sirasi ile %75 ve % 81 artma gortilmektedir.

Sistemik paklitaksel uygulamasi ile ayni hastaya ait degiskenlik ¢ok az olmustur.
Paklitakselin birden fazla tedavi kiirleri ile birikim gdsterdigine dair bir bulgu olmamistir. In
vitro calismalar plazma proteinlerine %89-98 oraninda baglandigin1 = gostermistir.
Paklitakselin uzaklastirilmasi insanlarda tamamiyla aydinlatilmamistir. idrarda bulunan
kiimiilatif degismemis ilag¢ ortalama degerleri, verilen dozun %1,3 ila 12,6’s1 arasindadir, bu
da bobrek dis1 bir klirensi gostermektedir. Karaciger metabolizasyonu ve safra klirensi,
paklitakselin uzaklagtirilmasinda baglica mekanizma olabilir. En 6nemli metabolitleri
hidroksilli metabolitleridir. Paklitaksel baslica sitokrom P450 (CYP450) enzimleriyle, 6-alfa-
hidroksipaklitaksel, 3-p-hidroksipaklitaksel ve 6a-3p-dihidroksipaklitaksel’e metabolize
olmaktadir. Bu hidroksilli metabolitlerinin olusumu sirasityla CYP2CS8, CYP3A4 tarafindan
katalizlenmektedir. Uc saatlik infiizyonu takiben paklitakselin atilimi iizerine bdbrek veya
karaciger fonksiyon bozuklugunun etkisi detayli olarak incelenmemistir. Ug saatlik 135
mg/m2 paklitaksel inflizyonu almig olan bir hemodiyaliz hastasindan elde edilen
farmakokinetik parametreler, diyaliz uygulanmayan hastalarda tanimlanan parametrelerle ayni
aralikta bulunmustur.

Paklitaksel en genis spektrumlu antineoplastik ajanlardan biridir. Meme kanseri disinda

over, prostat, kiiciik hiicreli dis1 akciger, bas-boyun, safra kesesi, mide ve o&zefagus
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kanserlerinde ve yumusak doku sarkomlarinda da kullanilmaktadir. ilk kez 1993 yilinda insan
lenfositik 16semi hiicrelerinde apopitozisin, paklitaksel sitotoksisitesinin mekanizmalarindan
biri oldugu gosterilmistir (62). Bu gozlem daha sonra bir¢ok calismayla da desteklenmistir
(diger 16semi hiicreleri, over karsinom hiicreleri, gastrik karsinom hiicreleri, bas boyun
tiimorleri, prostat tiimorleri, adrenokortikal karsinom hiicreleri ve insan glioma hiicre
hatlarinda). Paklitakselin indiikledigi sitotoksisite ve apopitozis arasindaki pozitif korelasyon
in-vivo olarak da gosterilmistir (63).

Paklitaksel anti-mikrotiibiil bir ajandir. Bu nedenle M fazina spesifiktir. Hiicrede tubiilin
depolimerizasyonunu inhibe ederek mikrotiibiilleri stabilize eder; DNA, RNA ve protein
sentezinin inhibisyonuna neden olur. Hiicre siklusunu G2/M fazinda durdurup apopitozisi
tetikler ve sitoktoksisiteye neden olur. Paklitakselin mikrotiibiillere baglanarak apopitozisi
baslattigi biyokimyasal yolak tam olarak anlasilamamistir. Son yapilan ¢alismalarda
paklitakselin bazi sinyal molekiilleri ve gen iriinleri araciligiyla apopitozisi tetikledigi
gosterilmistir:

p53 mutasyonu olan tiimoérlerin paklitaksele daha duyarli oldugu gosterilmistir (64).
Kanserlerin %60’indan fazlasinda p53 mutasyonu oldugu diisiiniiliirse kemoterapotik ajan
olarak paklitakselin avantaji anlagilmaktadir. p53 tarafindan aktive edilen p21(WAF1/CIP1)
hiicreyi mitotik arrestten ¢ikarir. p21 yoklugunda paklitakselle tedavi edilen tiimor hiicreleri
mitotik arrest fazinda kalir ve apopitozise gider.

Paklitakselin indiikledigi apopitozis Bcl-2 ailesinin iiyeleri tarafindan da regiile
olmaktadir. Paklitaksel anti-apopitotik Bcl-xI ekspresyonunu azaltip, apopitotik Bak ve Bax
ekspresyonunu artirmaktadir. Paklitakselin Bcl-2 fosforilasyonunu artirarak apopitozisi
indiikledigi disiniilmektedir 5. Son raporlarda, Bcl-2 fosforilasyonunun paklitakselin

indiikledigi apopitozisle iliskisinin hala netlesmedigi ifade edilmektedir.
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Paklitaksele bagli apopitozis, p34(CDC2), CDC2-like kinaz ve diger siklin bagimli
kinazlarin (CDC) aktivasyonuyla da iliskilidir. Son ¢aligmalarda siklin bagimli kinazlarin
apopitoziste temel rol oynadiklari ve paklitakselin indiikledigi apopitozisle p34(CDC2)
aktivasyonu arasinda yakin bir iliski oldugu gosterilmistir (66). Fakat p34(CDC2)
aktivasyonunun mitotik arrestin nedeni mi yoksa sonucu mu oldugu hala netlik
kazanmamuistir.

JNK/SAPK (c-Jun N-terminal kinase/stres-activated protein kinase), MAPK (mitogen-
activated potein kinase) ailesinin bir alt grubudur ve siklikla apopitozisle iligkilidir (67).
Paklitaksel, Ras ve ASK-1 (apoptosis signal-regulating kinase-1) bagimli sinyal iletim
yolaklar1 araciligiyla INK/SAPK’y1 aktive edip apopitozise yol agmaktadir (8).

Kobay hiicre hattinda yapilan bir g¢alismada yiiksek dozda (30 mM) paklitaksel
uygulanmas1 makrofajlardan TNF-alfa (apopitozisle iliskili sitokin) salinmasina neden
olmustur (68). Bu doz klinik kullanim i¢in uygun olmasa da, bu gbézlem paklitakselin hiicre
iizerinde multipl etkilerinin oldugunu gostermistir.

Paklitaksel erken evre, lokal ileri ve metastatik meme kanseri olgularinda yapilan pek
cok Faz Il ve Faz III ¢alismalarda tek ajan veya kombinasyon rejimlerinde, tedavideki

etkinligi kanitlanmis bir ajandir.

GOSSYPOL

Gossypol, Malvaceae ailesinden olan pamuk bitkisinden (gossypoium species) ve tropik
bir aga¢ olan thespesia populnea’dan elde edilen sar1 renkli, hiicre i¢ine gecen ve birgok
dehidrogenaz enziminin inhibitorii gibi davranan, bir polifenolik aldehiddir (Sekil 3A ve 3B)
69). Ik kez 1886°da pamuk yagmnin rafinerisi ile izole edilen gossypol’iin fiziksel ve kimyasal

ozellikleri hakkinda 1938’e kadar bir bilgiye ulagilamamistir. 1958 yilinda Edwards tarafindan
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kimyasal yapisi belirlenmistir (1,1°,6,6”,7,7’-hexahydoxy-5,5’- diisopropyl-3,3’- dimethyl-
2,2’- binaphtalene-8,8’- dicarboxaldehide) (Sekil 4) (70).

Sekil 3A Sekil 3B

Sekil 3A: Thespesia populnea bitkisi

Sekil 3B: Pamuk bitkisi

0 OH
Z " OH
HO
OH _~
HO 0

Sekil 4: Gossypol’iin kimyasal yapisi

1960’larin sonlarinda kithik nedeniyle besin kaynagi olarak pamuk tohumu yagini
kullanan Cinli erkek giftcilerde daha sonralar1 kontrasepsiyon gelistigi fark edilmistir. 1978
yilinda Cin hiikiimeti tarafindan 10,000 saglikl erkege gossypol 20 mg/giin peroral olarak 75

giin siiresince verilmis ve ardindan da 50 mg/giin dozunda devam edilmis. %10 olguda bir
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yildan fazla kullanildiginda geriye doniisiimsiiz aspermatogenezis ve ciddi hipokalemi oldugu
saptanmistir (National Coordinating Group on Male Infertility Agent, 1978). Bundan sonra
yapilan uluslararasi ¢ok merkezli bir ¢alismada, 151 erkege 12 hafta veya 14 hafta 15 mg/giin
gossypol verildikten sonra, 7.5-10 mg/giin ile 40 hafta daha devam edildiginde higbir olguda
geri donilisimsiiz aspermatogenez ve hipokalemi gozlenmemistir. Sonug¢ olarak da doza
bagimli sterilite gelisebilecegi ve vazektomiye alternatif bir kontrasepsiyon yOntemi
olabilecegi ifade edilmistir (71).
Gossypol’iin erkeklerdeki infertilite yapict Ozelligi saptandiktan sonra biyolojik

aktivitesini arastiran ¢caligmalara baglanmistir.

Gossypol’iin Kimyast:

Gossypol, atropizomerizm denen bir ¢esit enantiomerizm igerir. C2-C2’ binaftalan
baginda rotasyon ile (-)- (AT-101) ve (+)- (rasemik) olmak tizere iki aktif optik forma doner
(72). Gossypol ayn1 zamanda aldehit, laktol ve ketol olmak {izere simetrik veya asimetrik 3
tautomerik form igerir (73. Gossypol’lin kimyasal yap1 ozelligine gore farkli hiicrelerde
etkinligi ve etkinlik yolaklar1 degismektedir. Fenolik hidroksil ve aldehit gruplarinin varlhig

nedeniyle gossypol, reaktif bir bilesiktir. Bu reaktivite ile biyolojik etkileri diizenlenir.

Gossypol’iin Biyolojik Aktivitesi:
Yapilan ¢aligmalarda gossypol’iin birgok enzim sistemini, sinyal transdiiksiyon

mediatorlerini ve membranlar etkiledigi goriilmiistiir.

1- Anti-tiimor aktivitesi: Kanser hiicre hatlarinda in-vitro olarak, gossypol’iin biiylimeyi
inhibe edici etkisi difenilterazoliumbromid (MTT) ve flow sitometri yontemleri ile

gosterilmistir. Kanser hiicre hatlarinda (-)- izomeri (AT-101)’in, (+)- (rasemik) izomerinden
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daha fazla sitotoksik oldugu gozlenmistir (74). Ozellikle adriamisin, vinblastin ve sisplatine
direngli hiicre hatlarinda da (-)- izomeri (AT-101)’in etkin oldugu saptanmistir (75). Sisplatine
direngli bag-boyun kanseri hiicre hatlarinda da sitotoksik etkisi gosterilmistir (76). Diger bir
caligmada ise gossypol’iin L-fenil alanin metil ester analogunun malign melanom, serviks,
kiiclik hiicreli akciger kanseri ve miyelositer l0semide potansiyel sitotoksik etkinligi oldugu
gosterilmistir (77). Gossypol ile yapilan klinik ¢aligmalarda ise kemoterapiye refrakter
metastatik adrenal kanser (s), niiks malign glioma (79) ve metastatik meme kanseri olgularinda
©0) objektif yanitlar gdzlenmis ve diger kemoterapotik ajanlar ile birlikte kullanilabilecek,

ciddi yan etkileri olmayan yeni bir anti-neoplastik ajan olarak sunulmustur.

2- Antiviral, antiparaziter aktivitesi: HIV-l ve HSV-2 gibi viriislerde etkin oldugu
gozlenmistir. (-)- gossypol (AT101), HIV-I ‘de kullanilan zidovudinden daha az potent
olmasina ragmen, onun yaptigi kemik iligi supresyonunu yapmamaktadir. (-)- gossypol
(AT101)’in keratinosit hiicre hattinda, HPV-16’nin keratin proliferasyonunu inhibe ettigi
gosterilmistir, bu 6zelligi nedeniyle anti-psoriatik olarak kullanilabilecegi one siirtilmiistiir (s1).
Gossypol’iin Plasmodium falciparum 2), Entomoeba histolytica ve Trypanosoma cruzi (s3)

enfeksiyonlarinda antiparaziter etkinligi oldugu gosterilmistir.

3- Antioksidan aktivitesi: Gossypol, potent bir antioksidandir. Rat kardiyak lipozomlarimnin
stiperoksid ile iligkili serbest radikallere maruz kaldiginda, diisiik konsantrasyonda gossypol
ile peroksidatif hasardan korundugu gozlenmistir (84). Karacigerde mikrozomal
peroksidasyonu da inhibe ettigi saptanmistir. Bu nedenle psoriazis gibi lipid oksidatif hasar ile

karakterize hastaliklarda antioksidan etkisinden faydalanabilecegi ifade edilmistir (s1).
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Gossypol’iin Biyolojik Aktivite Mekanizmalar:

Gossypol’iin her bir biyolojik aktivitesinin galisma mekanizmalar1 halen sinirl bilgilere
dayanmaktadir. Agikliga kavugsmus mekanizmalari; enzimler, sinyal iletim mediatorleri ve

memebranlar gibi hedef biyomolekiillerle etkilesimidir.

1- Enzimatik etkisi: Gossypol, glikolitik yolak ve trikarboksilik asid dongiisii (Kreb’s
siklusu) gibi mitokondrial elektron transport sisteminde rol oynayan NAD(P) iliskili enzim
katalizli oksidasyonlar1 veya rediiksiyonlar1 inhibe eder (8s).

Insan laktat dehidrogenaz (LDH) enzimi 5 izoenzim igerir ve bu enzim, anaerobik
glukoz metabolizmasinda 6énemli rol oynar. (-)- gossypol (AT-101) izomeri LDH’a baglanan
NADH’1n kompetetif inhibitoriidiir. LDH-C4 (LDH-X) sadece testis ve spermde bulunur ve
esansiyel enerji tiretiminde yer alir. Gossypol’iin bu enzimi inhibe ederek infertiliteye katkisi
oldugu diistiniilmektedir. (-)- gossypol’iin (AT-101) albumin-gossypol kompleksi yaparak
kan-testis bariyerini gectigi de gosterilmistir (86). Melanom ve kolon karsinomu hiicre
hatlarinda gossypol’iin LDH 1 ve II i1zoenzimlerini inhibe ettigi gosterilmistir. Santral sinir
sistemi timor hiicre hatlarinda ise LDH-A4 enzimini inhibe ederek sitotoksik etki
gostermektedir (87). Bu veriler 1s18inda tiimor hiicrelerinin enerji tiretimi i¢in anaerobik
glikolize ihtiyact oldugu ve bunun da gossypol tarafindan inhibe edildigi sdylenebilir.

Gossypol’iin anti-fertilite etkisinin ortaya ¢ikmasi igin inhibe ettigi diger enzimler; malat
dehidrogenaz (MDH), gliseraldehit 3 fosfat dehidrogenaz (GA3PDH), protein kinaz C (PKC)
ve sitoplazmik fosfolipaz A2 (cPLA2)’dir. ¢cPLA2 o&zellikle sperm maturasyonunda rol
oynayan bir enzimdir (gs). Rat spermatogenez 6rneklerinde, gossypol uygulamasi ile apopitotik
DNA fragmanlarinin PKC inhibisyonuna katkida bulundugu gosterilmistir (g9).

Sinir hiicrelerinde ve karacigerde bulunan COMT (katekol-o-metil transferaz) enzimi

katekolamin metabolizmasindan sorumlu tutulan bir enzimdir. Gossypol tarafindan inhibe
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edildigi saptanmistir. Bu enzimin melanom gelismesinde sorumlu olabilecegi belirtilmektedir,
ancak daha ileri ¢aligmalara ihtiyag vardir (90).

Aldehid dehidrogenaz (ALDH) enzimi aldehidlerin aside oksidasyonunu ve esterlerin
hidrolizini katalize eder. Stnif 3 ALDH (ALDH-3) enzimleri tiimér hiicelerinin sitozoliinde
bulunur ve antineoplastik ilaglarin  oksidatif detoksifikasyonunu Kkatalize eder,
kemoterapatiklere direng gelismesinden sorumludur. Gossypol ise bu enzimi inhibe eder (91).

Metabolik enzim ailesinden olan Glutatyon-s transferaz (GST) hepatik, renal ve
intestinal  hiicrelerin  sitozoliinde bulunur, elektrofilik substratlarin  glutatyon ile
konjugasyonunu katalize eder. Bu enzimin asir1 ekspresyonunun oldugu bazi kanser hiicre
hatlarinda alkilleyici ajanlara karsi direng gelismesinde, bu enzimin detoksifikasyonu rol
oynar. (-)- gossypol (AT-101), hepatik GST’1n inhibisyonunda daha etkilidir (92).

Protein kinaz C (PKC), hiicre proliferasyonu ve diferansiyasyonunun indiiklenmesinde,
tiimor supresor gen p53°iin down regiilasyonunda rol oynar. Ayrica aldosteron sentezi, glukoz
transport regiilasyonu ve kemoterapotik ajanlara direng gelismesinde de gorev alir. Gossypol
ile PKC’de doza bagimli inhibisyon meydana gelir (93).

DNA polimeraz-alfa DNA sentezinden, DNA polimeraz-beta ise DNA tamirinden
sorumlu olan enzimlerdir. In vitro ve in vivo kosullarda gossypol’iin over kanseri
hiicrelerinde, bu enzimleri siire ve doza bagli olarak inhibe ettigi gosterilmistir. Son
zamanlarda yapilan ¢alismalarda gossypol’iin telomeraz aktivitesini de inhibe edebildigi ileri
suriilmektedir (94).

Steroid 5-alfa rediiktaz enzimi, NADPH bagimli rediiksiyon ile testosteronu daha potent
olan dihidrotestosterona c¢evrilmesini katalize eder. Bu durum, erkeklerdeki seksiiel
diferansiyasyon i¢in énemlidir. Bu aktivitenin artmasi ise prostat hipertrofisi, prostat kanseri,
alopesi ve hirsutizme yol agmaktadir. Gossypol, bu enzimin selektif non-kompetitif

inhibitoridiir. Bu sayede androjen ile iliskili bozukluklarda kullanilabilir (95).
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Erkek kontrasepsiyon klinik calismalarinda gossypol uygulamas: ile 11-B-
hidroksisteroid dehidrogenaz enziminin inhibisyonunun hipokalemiden sorumlu oldugu
saptanmistir (96). BObrekte mineralokortikoid reseptdrlerinin yaninda bulunan bu enzim,
mineralokortikoid reseptorlerine zayifca baglanarak aktif kortizon ve kortikosteronu, inaktif
keto-analoglarina okside eder. Bu enzim inhibe edilirse mineralokortikoid reseptorleri stimiile
olur ve hipokalemi, hipernatremi ve hipertansiyon gelisebilir.

Gossypol, sitokrom P450 sistemi ile etkilesime girer, yag asidi metabolizmasi ve steroid
hormon sentezinde bozukluklara neden olabilir. Gossypol’iin renal ve hepatik toksisiteleri, bu
etkilesim sonucu ortaya ¢ikabilir.

Aldoz rediiktaz enzimi, glukozu sorbitole donistiiren enzimdir. Bu enzimin aktivasyonu
ile hiperglisemiye bagli komplikasyonlar ortaya ¢ikar. Gossypol, aldoz rediiktazi inhibe ettigi
icin hiperglisemi komplikasyonlarinin tedavisinde timit vericidir (97).

Kalsinorin (Calcineurin (CaN)), protein fosfataz 2B (PP2B) olarak da bilinen protein
serin/treonin fosfatazlar iginde yer alan, biniikleer Fe-Zn metallofosfatazdir. Kalsiyum,
kalmodulin, mangan ve nikel ile aktive olur ve oksidatif siire¢ ile inaktive olur. Gossypol,
kalsinorin bagimli defosforilasyonun geri doniisiimlii  yarismasiz inhibitridiir. Bu
inaktivasyon ile oksidatif siire¢ durur. Gossypol ile CaN inhibisyonu sonucunda serebral
iskemide serbest yag asidlerinin akimi ve néral hasarlanma ile 6liim orani belirgin sekilde
azalmastir (98).

Gossypol’iin sican ve sigir hiicrelerinde adenil siklazi, enzimin ATP baglayici
bolgesinde direkt olarak hidrofobik etkilesim ile inhibe ettigi gosterilmistir (99). Adenil siklaz
enzimi; karacigerden glukoz salinimim artirir, kalp ve iskelet kasinda ATP iiretimini ayarlar
ve pankreatik enzimlerin gastrointestinal kanala sekresyonunda rol oynar. Bu enzimin

gossypol ile inhibisyonu, ilacin bag donmesi ve yorgunluk gibi yan etkilerini agiklayabilir.
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2- Hiicre siklusu diizenleyici proteinlere etkisi: Insan meme kanseri hiicre hattinda (MCF-
7) gossypol’iin antiproliferatif etkisi TGFB-1 (transforming growth factor B-1) ve protein
tirozin fosfataz—gamma ekspresyonu ve ayrica retinoblastoma geni (Rb) ve siklin-D1
ekspresyonunun down-regiilasyonu ve Rb defosforilasyonu ile ger¢eklesmektedir. TGFB-1,
pek cok epitelyal hiicre ve DNA sentezinde otokrin ve parakrin olarak negatif hiicre biiylime
diizenleyicisidir. Protein tirozin fosfataz—gamma ise saglikli hiicrelerde eksprese olan bir
timor siipresor proteindir. Ancak tiimor hiicrelerinde, strojenik bilesikler ile ‘down-regiile’
olur. Non-fosforile Rb, transkripsiyon faktorii E2F (elongasyon faktor 2)’ye baglanip inaktive
ederek DNA sentezini baskilar. Siklin D1 ile CDK4/6 (siklin bagimli kinaz)’nin olusturdugu
kompleks ile Rb geninin fosforilasyonu sonucunda, hiicre proliferasyonunda artis meydana
gelir. Meme kanseri hiicrelerinde Rb geni bozulmustur ve niikleer protein siklin D1 asir1
eksprese olmaktadir. (-)- gossypol (AT-101)’in, meme kanseri hiicrelerinde TGFB-1 ve
protein tirozin fosfataz—gamma ekspresyonunu, (+)- (rasemik) gossypol’e gore daha etkin
stimiile ettigi gosterilmistir (100).

Gossypol’iin  temel apopitotik etkilerinin, anti-apopitotik olan Bcl-2 ailesinin
inhibisyonu ve mitokondrial kaspaz yolaklar: ile etkilesmesi ile ortaya ¢iktigi gdzlenmistir.
Gossypol, Bcl-2 ve Bcel-xL proteinlerinin BH-3 kismina baglanarak, bu proteinlerin etkilerini
antagonize etmektedir (101). Bcl-2 ve Bcl-xL’in timor hiicrelerinden asir1 ekspresyonu pek ¢ok
kemoterapotik ajana karsi gelistirilmis direngten sorumludur. Bu nedenle gossypol gibi BH-3
mimetik ajanlarin kanser tedavisinde iimit verici ajanlar oldugu sdylenebilir. Sisplatine
direngli bag-boyun kanseri hiicre hattinda asir1 Bcl-xL ekspresyonu yapan tiimor hiicrelerinde
gossypol ile apopitozisin selektif olarak indiiklendigi gosterilmistir (102). Insan lenfoma
hiicrelerinde de tek basina veya standart kemoterapi rejimi ile beraber uygulanan gossypol,
apopitozisi indiikleyerek kemoterapinin etkinligini artirmistir (103). Diger bir ¢alismada

radyoterapi ile beraber prostat kanseri hiicrelerinde tiimér progresyonunu baskiladig
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gozlenmistir. Gossypol, Bcl-2 inhibisyonunun diginda, mitokondrial diferansiyasyon
yolundaki apopitotik kaspaz 8’i aktive eder. Kaspaz 8 aktivasyonu ile Sitokrom C’nin
mitokondriden sitozole salinimi gergeklesir ve buradan apopitotik efektorler olan kaspaz 9 ve
kaspaz 3 aktivasyonu ile apopitozis indiiklenir (104). Bu g¢alismalarin diginda, insan alveoler
akciger kanseri hiicrelerinde gossypol ile Fas/Fas L (Fas ligand) apopitotik yolunun aktive

oldugu da gosterilmistir (105).

3- Hiicre membrani ile etkilesim: Gossypol, membran proteinleri ile etkileserek ya da lipid
matrikse baglanip Ozelliklerini modifiye ederek hiicre membranindaki etkilerini meydana
getirir. Timor hiicreleri lipid membran igerdigi igin gosSypol’iin antiproliferatif etkilerine
olduk¢a duyarlidir (106). Tiimor hiicre membraninda, normal hiicrelere gore daha fazla olan
kolesterol diizeyi, timor biiylimesini uyariyor olabilir. Bu nedenle tiimor hiicreleri
gossypol’iin etkisine, normal hiicrelerden 5-10 kat daha duyarhdir. Ayrica membran
gecirgenliginin degismesi ile hiicresel morfolojinin degistigi, melanom ve meme kanseri

hiicre hatlarinda gosterilmistir (74). Gossypol aym1 zamanda, gap alanlarindaki proteinlere

baglanarak hiicreler arasi iliskiyi keser.

4- Mitokondri membram ile etkilesim: Insan meme, kolon, over ve pankreas hiicre
hatlarinda 10 uM gossypol ile 24 saat enkiibe edilince, mitokondrial kristalarin kayboldugu ve
vakuolizasyonun meydana geldigi goriilmiistiir 92). Bu durum apopitozis indiiklenmesini
demonstre eder. Gossypol, fosfolipid ve kolesterol tabakalarmi etkileyerek mitokondri
membranina girer. Bu etki, membranin kolesterol igerigine baglhidir. Adrenal korteks
mitokondri membrani diisiik kolesterol igerir, gossypol lipid komponentin akiskaligini azaltir,
sonucta membran enzimleri lipid bariyeri asar ve optimal enzim aktivitesi bozulur.

Gossypol hiicrelerde ve mikroorganizmalarda genis bir alanda aragtirilmaktadir.

Biyolojik aktivitesi; enzim inhibisyonu, sinyal iletim yolaklar1 ile etkilesimi, protein
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ekspresyonunun regiilasyonu, hiicre ve mitokondri membranlari ile etkilesimi ile ortaya ¢ikar.
Calismalar devam ettikge, etki yollar1 daha iyi anlagilacak ve daha efektif kullanim alanlari

bulacaktir.

MATERYAL VE METOD

Calismada MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda paklitaksel ve AT-101’in tek baslarina
ve kombinasyon olarak uygulanmasi ile olast sinerjistik sitotoksik ve apopitotik etkilerinin

gosterilmesi amaglanmustir.

Tiimor hiicre hattiin ozellikleri:
MCEF-7 hiicreleri, Haziran 1970 tarihinde, 64 yasinda evre IV invaziv duktal karsinomali
bir kadin olgunun plevral efiizyonundan elde edilmistir (107). Ciddi immun yetmezligi olan

farelerde bu hiicreler ile tiimor gelistirilip, metastatik olmayan evrede ksenogreftlenmislerdir
(108).

Ostrojen reseptdr pozitif (ER+) MCF-7 hiicre hatlar1 birgok ¢alismada kullanilmistir ve
meme kanseri ¢alismalari i¢in ideal bir model durumundadir. Birgok ¢alismada MCF-7 hiicre
hatlarinda pro ve antiapopitotik sinyal iletim yolaklari ve regiilatorleri ortaya konmustur.

MCF-7 hiicrelerinin genom stabilite 6zelliklerine bakildiginda; yiiksek kromozomal
instabilitesi olan andploid yapida olduklar, eslesmeyen onarim (mismatch repair)
defektlerinin (109) ve yiiksek oranda tek kolda kirik tamir defektlerinin bulundugu
goriilmektedir (110).

MCF-7 hiicrelerinin hiicre siklusu kontrol noktalarindaki 6zellikleri; G1 ve mitotik
uzant1 kontrol noktalarinin defektif, S ve G2 kontrol noktalarinin ise iyi olmasidir (111).

MCF-7 hiicreleri apopitozis i¢in uygundur. Ancak bu hiicre hattinda casp-3 gen

delesyonu oldugundan kaspaz-3’ii eksprese etmemektedir. Bu yilizden apopitozisteki kaspaz
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yolaginin énemli bir komponenti olan kaspaz-3 aracilikli yolak ile calismamaktadir. Kaspaz-
6, 7 ve 9 ekspresyonu yaninda, belirgin artmig Bcl-2 ekspresyonu vardir. P53 ve p21
ekspresyon ve regiilasyonu normaldir (112).

MCF-7 hiicrelerinin proliferasyon mekanizmalarinda; asir1 artmis Ostrojen ekspresyonu
Ve Ostrojene bagli bliylime, EGF (epidermal growth factor)’den bagimsiz biiylime, artmis Her-
2/Neu/c-ErbB-2 ekspresyonu (113), artmis N-ras (114) ve Rb gen {irlinliniin hizli fosforilasyonu
rol oynamaktadir (115).

Calisiigimiz MCF-7 meme kanseri hiicre hatlar1 Interlab Cell Line Collection (Banca

Cellule e Colture, Genova, Italy)’dan temin edilmistir.

MCF-7 hiicre hattinda kullanilan besi yeri ve kiiltiir islemleri:

Hiicre hatlari, 37 °C’de ve %5 CO3’li humidifiye edilmis inkiibatorde, stabil %1 L-
glutamin iceren RPMI-1640 besiyerine %1 nonesansiyel aminoasitler, %10 1s1 ile inaktive
edilmis fetal sigir serumu, 10,000 tnite/ml penisilin ve 10 mg/ml streptomisin eklenerek
cogaltildi.

Hiicre kiiltiir islemleri ultraviyole ile sterilize edilen Laminar Hood (NuAire,USA)
igerisinde yapildi.

Dondurulmus hiicre hattimin__¢oziilmesi: -80 °C’deki kriyotiipler icinde %10

dimetilsiilfoksit (DMSO) ile dondurulmus olan MCF-7 hiicre hatti, -80 °C’den ¢ikarilip 37
°C’de ¢oziildii. Islem 6ncesi Hood 30 dk boyunca ultraviyole ile sterilize edildi ve ¢alismaya
baglamadan 6nce i¢i alkol ile temizlendi. Coziilen hiicrelerin iizerine 10-15 ml besiyeri
eklendikten sonra 1000 devir/dk’da 10 dakika santirfiije edildi. 37 °C 1sida DMSO’nun
hiicrelere olan toksik etkisi, hiicre canliligin1 azaltacag: i¢in, en seri sekilde calisilmistir.
Santirfiigasyondan sonra iistteki kisim atilip, kalan hiicre ¢okeltisine taze besiyeri eklendi.

Ardindan homojenize edilip tekrar santirfiij islemi yapildi. Bu islemden sonra tiipiin dibindeki
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hiicre ¢okeltisi tekrar 10-15 ml taze besiyeri ile homojenize edilip, 50 ml’lik flasklara steril
sekilde aktarildi.

Hiicre hattinin pasajlanmasi: Flasklara aktarilan hiicrelerin tizerine 10 ml besiyeri eklenip,

inkiibatore yerlestirildi. Cogalmalar1 beklenirken haftada iki kere besiyeri degistirildi. Isik
mikroskobunda flask tabanin1 monolayer olarak kaplayip kaplamadiklar1 kontrol edildi. MCF-
7 hiicrelerinin ikilenme zamanlar1 yaklasik 72 saat olarak bulundu ve pasajlari, ikilenme
zamanina uygun olarak yapildi. Pasajlama islemi i¢in dncelikle flasklarin i¢indeki besiyeri
dokdiliip, hiicrelerin tizerine 5 ml Tripsin-EDTA (Biological Industries , Indianapolis) eklendi.
Inkiibatorde yaklasik 5 dakika bekletildikten sonra mikroskopta flask tabanindan kalkip
kalkmadiklar1 kontrol edildi. Tabandan ayrisan hiicrelerin iizerine, yaklasik 5-10 ml besiyeri
eklenerek, Tripsin-EDTA ile nétralize edildi ve ardindan bu karisim, tiiplere alinip santrifiije
edildi. Uzerindeki siipernatan atilip, tabandaki hiicre ¢okeltisi {izerine yaklasik 10 ml besiyeri
eklenip homojenize edildi ve pasajlanmak iizere flasklara tekrar ekildi, iizerine besiyeri
eklendi. Her pasaj sirasinda yaklasik 2 milyon hiicre/10 ml besiyerinde olacak sekilde

pasajlama yapildi.

MCF-7 hiicrelerinin sayimi ve deney planina gore ekimi:

Hiicre sayisi; besiyerinin mililitresi basina veya tutunulmus ylizeyin santimetrekiipii
bagina diisen hiicre sayisi olarak belirtilebilir.

Flasklar i¢inde inkiibe edilmis olan MCF-7 hiicreleri yapistiklar yiizeyden kalkmasi i¢in
tripsin EDTA ile muamele edildi. Hiicreler kalkinca besiyeri ile notralize edilip, tiipte
santrifiije edildi. Altta kalan hiicre ¢okeltisi besiyeri ile diliie edilip homojenize edildi.

Hiicre sayimi igin ‘trypan blue dye exclusion test’ uygulandi. Hiicre i¢eren siispansiyon
ve trypan blue soliisyonu 1:1 oraninda karistirildi ve otomatik sayim cihazinin (Cellometer)

lamina mikropipet yardimiyla aktarildi. Hiicre sayimi1 otomatik olarak yapildi. Canli hiicreler,
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trypan blue boyasina gegirgen olmadiklar1 i¢in parlak, 6lii hiicreler ise bu boyay: hiicre igine

cektikleri icin mavi renkte goriiniirler (Sekil 5).

Sekil 5: Otomatik sayim cihazindaki hiicrelerin gériiniimii (OH = Olii hiicreler, CH = Canli

hiicreler).

Canli hiicre sayimindan sonra, deneyi yapacagimiz 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir
plaklarinda her bir kuyucuk igine 10.000 hiicre gelecek sekilde MCF-7 hiicrelerinin ekimi
yapildi. Deneyde her bir ilag konsantrasyonu ve kombinasyonlar: ii¢lii kontrolle ¢aligilacag:
ve 24-48-72. saatlerde de tek ajan degerlendirmeleri yapilacagi igin, ayni zamanda pozitif
kontrol (sadece hiicre iceren) ve negatif kontrol (sadece besiyeri igeren) kuyucuklar da
hazirlanacagi i¢in, deney planina gore uygun sayida kuyucuk i¢ine hiicre ekim islemleri
tamamlandi. Hiicre ekilen 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plaklari, hiicrelerin tabana yapismast

igcin 37°C 151, %95 nem ve %5 CO; igeren inkiibatdrde 24 saat inkiibe edildi.
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Ilaclarin hazirlanmasi ve hiicrelere eklenmesi:

Calismada MCF-7 meme kanseri hiicre hatlarinda paklitaksel ve AT-101’in farkli
dozlarinin tek basina ve kombine uygulanmasindaki olas1 sinerjistik sitotoksik ve apopitotik
etkilerinin arastirtlmasi planlanmisti. Paklitaksel (Mayne Pharma) 7x10°M (molar) stok
soliisyonundan ¢aligma soliisyonlar1 hazirlandi. Gossypol (Sigma Aldrich, Germany), 1ml
DMSO’da ¢ozdiiriilerek 10 M’lik stok soliisyon olusturuldu.

Stok soliisyonlar -20°C’de saklandi. Calismanin basinda 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir
plaklarina, her bir kuyucuk igine toplam 100ul volim i¢inde 10.000 hiicre olacak sekilde
(sadece besiyeri koyularak negatif kontrol olarak kullanilacak kuyucuklara da 100ul besiyeri
koyularak) ve her bir konsantrasyon ig¢in tiglii kontrollii (triplicate) hiicre ekimleri yapilmisti.
Paklitakselin deneyimizde calisilacak konsantrasyonlart 0.5 uM, 1 uM, 2.5 uM, 5 uM, 7.5
uM, 10 uM, 15 uM ve 20 uM olarak planlandi. AT-101 igin ise planlanan konsantrasyonlar
0.5 uM, 1 uM, 2 uM, 3 uM, 4 uM, 5 uM, 7.5 uM ve 10 uM olarak saptandi. Hiicre ekim
isleminden sonra 24 saat boyunca inkiibatorde bekletilen hiicre kiiltiir plaklarina planlanan
konsantrasyonlardaki paklitaksel ve gossypol, toplam 100 ul voliim i¢inde olacak sekilde, tek
baslarina veya kombine edilecekleri dozlarinda 24-48-72 saatlik sitotoksisite analizleri igin

eklendi ve her bir deney 3 kez tekrarlandi.

Sitotoksisite Analizi:

Hiicre proliferasyonu ve sitotoksisite tayini i¢cin XTT Hiicre Canlilik Kiti (Roche)
kullanildi. XTT metodu ilk kez 1988 yilinda Scudiero tarafindan tanimlanmistir. Tetrazolium
tuzuna dayanan kolorimertrik bir metoddur. Tetrazolium tuzunun, metabolik aktif, ¢ekirdekli
hiicre mitokondrilerinde suda ¢6ziinen ve turuncu renk veren formazana doniisiim prensibi ile

calisan bir metoddur. Baslangicta ortamdaki renk sar1 iken, madde canli hiicrelerde
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metabolize edildik¢e turuncuya doner. Canli hiicre sayisi ne kadar fazla ise renkte koyulagma
o kadar fazla gozlenir.

Sitotoksisite analizlerinin yapilacagi saatlerde (24-48-72. saat) XTT soliisyonu sodyum
3’- [1-(fenil-aminokarbonil)- 3, 4-tetrazolyum]- bis (4-methoksi-6-nitro) benzen siilfonik asit
hidrat ile N-metil dibenzopirazin metil stilfat’in 50:1 oraninda karistirilmasiyla hazirlandi. Her
bir kuyucuga 100ul voliimde olacak sekilde XTT soliisyonu eklendi. Uzerine XTT eklenen
kuyucuklar inkiibatorde 4 saat bekletildi. Bu siire sonunda, olusan turuncu renk yogunlugunun
absorbansi, 450-650 nm dalga boyu araliginda DTX 880 (Elisa Reader) cihazinda
spektrofotometrik olarak olgtildii. Her degerlendirme, ayni saatteki pozitif kontrol grubundaki
hiicre sayisi ile karsilagtirilip, canli ve 6lii hiicre yiizdeleri (% sitotoksisite) hesaplandi.
% Sitotoksisite = 1 — [ (flagh Kuyucuklarin Absorbans Ortalamas1 / Pozitif Kontrol

Kuyucuklarinin Absorbans Ortalamasi ) x100 ] formiilii ile hesaplandi.

Istatistiksel Analiz:

Her bir ilacin ayr1 ayr1 ve kombine konsantrasyonlarimin sitotoksik etkilerini test eden
deneyler ii¢ kere tekrar edildi. Elde edilen absorbans degerleri cihaz tarafindan otomatik
olarak ortalama absorbans ve = SD degerleri olarak hesaplandi.

Kombinasyonlarin sinerjistik etkilerini aragtirmak {izere medyan etki denklemi ve
kombinasyon indeksi denklemlerine gore iki veya daha fazla ilacin sinerjistik, antagonistik
veya additif etki gosterip gostermedigini otomatik olarak analiz eden CalcuSyn 2.0 (Biosoft,
England) yazilimi kullanild:.

CalcuSyn programi ortak mekanizma veya ortak hedefli ilaglar ile farkli mekanizma
veya farkli hedeflere yonelen ilag kombinasyonlarinin verilerini otomatik olarak analiz
etmektedir. Bu programda da kullanilan kombinasyon indeksi (CI) analizi, bu amagla genis

bir sekilde uygulanmaktadir ve mikrobilgisayar yazilimi kullanimiyla birlikte
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basitlestirilmistir (116). CI metodu Chou tarafindan ortaya konan ortalama etki (median-effect)
prensibine dayanmaktadir (117,118). CI denklemi ilag kombinasyonlarinin additif etkilerini
belirlerken sinerjizmi, beklenen additif etkiden daha fazla etki, antagonizmi ise beklenen
additif etkiden daha az etki olarak tanimlamaktadir. Bu sekilde CI=1 oldugunda additif etkiyi,

CI<1 oldugunda sinerjistik etkiyi, CI>1 oldugunda ise antagonizmayi ifade etmektedir.

CI ( Kombinasyon Indeksi) Kombine sitotoksik etki
0.1< Cok kuvvetli sinerjizm
0.1-0.3 Kuvvetli sinerjizm

0.3-0.7 Sinerjizm

0.7-0.9 Hafif sinerjizm

09-1.1 Additif

1.1-1.45 Hafif antagonizm

Tablol: iki ilacin hiicre kiiltiirlerinde kombine kullaniminin sinerjistik-additif-antagonistik

sitotoksik etkilerini belirlemede kullanilan Kombinasyon Indeksi (CI) degerleri

Absorbans degerlerinden yukardaki formiile gore hesaplanan sitotoksisite yilizdeleri
CalcuSyn programina girildi. Boylece her ilacin doz etki tablosu ve egrisi ¢izilerek 1Csg
degeri saptandi. ICsy degerleri dogrultusunda paklitaksel ve AT-101 degisik oranlarda
kombine edilerek ilag kombinasyonunun sinerjisi 72 saatlik hiicre kiiltiiri inkiibasyonlarinda
arastirildi. 72 saatlik inkiibasyon sonucu sitotoksisite ylizdeleri CalcuSyn programina girilerek
sinerji bulunan kombinasyon oranlari secildi.

CalcuSyn’de hesaplanan doz etki degerleri Graphpad Prism 5.0 istatistik yaziliminda
istatiksel analize tabi tutuldu. Grafikler Graphpad Prism 5.0 kullanilarak c¢izildi.
Konsantrasyonlar arasindaki sitotoksik etkilerin anlamli olup olmadigi student’s t testi ile

arastirildi.
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Kombinasyonlardaki Sinerjistik Sitotoksisitenin Apopitozisle Tliskisinin Gosterilmesi:
a. DNA fragmantasyon analizi

AT-101’in ve paklitakselin kombine halde sitotoksik etkili olduklar1 konsantrasyonlarda
bu etkinin apopitozise bagli olup olmadigini belirlemek tizere Cell Death Detection ELISA
Plus Kit (Roche Applied Science, Germany) {iretici firmanin protokoliine uygun olarak
kullanildi (129. Bu kit hiicrelerdeki DNA fragmantasyon miktarmin 6lgiilmesi ig¢in
tasarlanmistir ve apopitotik hiicrelerin sitoplazmasindaki histonlarla paketlenmis olan DNA
fragmanlarini 6lgmektedir.

laglarla tek tek ve kombine olarak muamele edilen hiicrelerden ve ilag eklenmeyen
kontrol hiicrelerinden elde edilen hiicre lizatlar1 kitin iceren streptavidin kapli plaklara
eklendi. Histon proteinleri ve DNA fragmanlarina karsi (Anti-histon biotin ve Anti-DNA-
Peroksidaz) antikorlar1 i¢eren reaktiften 80 pl eklenen plaka, oda sicakliginda 2 saat inkiibe
edildi. Bu islemde, inkiibasyon sirasinda anti-histon antikoru bir taraftan niikleozomlardaki
histonlara tutunurken bir taraftan da olusan immunkompleks, streptavidin kapli plakalara
tutunmaktadir. Anti-DNA-Peroksidaz antikoru ise niikleozomlar arasindaki DNA'’lara
baglanir. Baglanmayan bilesenlerin yikama basamaklariyla uzaklastirilmasindan sonra
niikleozomlarin miktarin kalitatif olarak belirlenmesi immunokomplekslere tutunmus olan
peroksidazlarin  olgiilmesiyle  gergeklestirilir.  Peroksidaz, ABTS (2,2'-azino-bis-[3-
etilbenzthiazolin-6-siilfonik asit]) substrati ile 405 nm ve 490 nm referans dalga boyunda
spektrofotometrede Olgiildii. Apopitotik hiicre lizatlarinda histon ve DNA fragmanlari

miktarindaki artis, apopitozis miktarindaki artigla dogru orantili olarak degerlendirildi.
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b. Akridin Oranj Testi

Paklitaksel ve AT-101 kombinasyonunun MCF-7 hiicre hattindaki apopitotik etkilerinin
ikinci kez gosterilmesi igin bir de Live/Dead Viability-Cytotoxicity Kit (Molecular Probe Inc.,
OR) kullanilarak test yapildi. Her kuyucuktaki hiicreler alinarak D-PBS (Dulbecco's
Phosphate Buffered Saline) (besiyeri sivisi) ile yikandi. Besiyeri tampon sivisi olan D-PBS
boyalari diliie etmek i¢in kullanildi. 10 M/ml Ethidium homodimer-1 (6lii hiicre boyas1) ve 12
M/ml Calcein AM (canli hiicre-esteraz substrati) 10 ml D-PBS besiyeri tampon sivist ile
karistirildi. 96 kuyucugun her birine bu karisimdan 150 ul eklendi. Plaklar oda 1sisinda en az
1 saat bekletildi. Floresan mikroskop kullanilarak dijital fotograflar ¢ekildi. Bu yontemde,
canli normal hiicre ¢ekirdekleri normal yapida ve parlak yesil renkte; canli apopitotik
hiicrelerin ¢ekirdekleri yogunlagsmis veya fragmante yapida ve parlak yesil renkte; 6lii normal
hiicrelerin ¢ekirdekleri organize yapida ve kromatinleri parlak turuncu renkte; 6lii apopitotik
hiicrelerin gekirdekleri ise yogunlasmis veya fragmante yapida ve kromatinleri parlak turuncu

renkte goriinmektedir (Sekil 6A ve 6B).

Sekil 6A Sekil 6B

Sekil 6A: Normal MCF-7 hiicre kiiltiirlerinin floresan mikroskop goriintiisii

Sekil 6B: MCF-7 hiicre kiiltiirlerinde AT-101/Paklitaksel kombinasyonunun etkisinin

Calcein/Etidium homodimer boyalarla gosterimi
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SONUCLAR

MCF-7 hiicre hattinda paklitaksel ve AT-101’in zamana ve doza bagh olarak
sitotoksisitelerinin degerlendirilmesi ve ICsy (%50 inhibitor konsantrasyon) degerlerinin

saptanmasi:

Paklitaksel: Paklitakselin 0.5 uM, 1 uM, 2.5 uM, 5 uM, 7.5 uM, 10 uM, 15 uM ve 20
uM’lik konsantrasyonlar1 24, 48 ve 72.saat deney ortamlarina eklendi. 24., 48. ve 72.

saatlerde XTT metodu kullanilarak sitotoksisite dlgiimii yapildi.

Grafik la,1b,1c’de ve Tablo 2’de paklitakselin MCF-7 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisi

hem artan dozlarda hem de inkiibasyon siiresine gore gosterilmistir:
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Grafik 1a: Paklitakselin MCF-7 hiicre hattinda 24. saatte doza bagl sitotoksik etkisi
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Grafik 1b: Paklitakselin MCF-7 hiicre hattinda 48. saatte doza bagli sitotoksik etkisi
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Grafik 1c: Paklitakselin MCF-7 hiicre hattinda 72. saatte doza bagl sitotoksik etkisi



%sitotoksisite | Pozitif kontrol | 0.5uM | 1uM | 2.5uM | 5uM | 7.5uM | 10uM | 15uM | 20uM
24. saat 0 3,0 80 |110 |128 |167 |180 |22,0 |328
48.saat 0 60 |90 [120 |14, |200 |254 |468 |784
72. saat 0 80 |10,0 |13 273 | 42,6 [59,0 |824 |906

Tablo 2: Paklitakselin MCF-7 hiicre hattinda zamana ve doza bagli sitotoksisite oranlari

Paklitaksel 24. saatte 15 pM ve 20 uM’lik konsantrasyonlar disinda hep %20’nin altinda
sitotoksik etki gosterdi. 15 uM konsantrasyonda %22 ve 20 pM’lik konsantrasyonda %32.8
oraninda sitotoksik etki goriildii.

48.saatte paklitakselin sitotoksik etkisinde belirgin bir artis gozlenmedi. Fakat 15 pM
konsantrasyonda %46.8 ve 20 uM’lik konsantrasyonda %78.4 gibi 24. saatteki sitotoksisite
oranlarini iki kat agsan oranlarda sistotoksik etki goriildii.

Ancak 72. saatte 0.5 uM, 1 uM, 2.5 uM ve 5 uM’lik konsantrasyonlarda sirasiyla %8,
%10.0, % 13, %27.3 gibi diisiik oranlarda sitotoksik etki saptanirken; 7.5 uM, 10 uM, 15 uM
ve 20 uM’lik konsantrasyonlarda ise sirasiyla %42.6, %59, %82.4 ve %90.6 oranlarinda
sitotoksik etki saptandi. En yiiksek sitotoksisite oran1 20 pM’lik konsantrasyonla 72. saatte
gbzlendi.

Sonug olarak, paklitakselin MCF-7 hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksik etkisinin doza ve
zamana bagl olarak arttig1 tespit edildi.

En yiiksek sitotoksisitenin elde edildigi 72. saatte tespit edilen sitotoksisite ylizdeleri
CalcuSyn programina girilerek paklitakselin 1Csy degeri hesaplandi. Bu programa gore
paklitakselin 72. saatte, MCF-7 hiicre hattindaki 1Cso degeri 8.70 uM olarak belirlendi (Grafik

2).
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Grafik 2: Paklitakselin doza bagli sitotoksik etki egrisi.

AT-101: AT-101’in 0.5 pM, 1 uM, 2 uM, 3 uM, 4 uM, 5 uM, 7.5 uM ve 10 uM’lik
konsantrasyonlar1 24, 48 ve 72.saat deney ortamlarina eklendi. 24., 48. ve 72. saatlerde XTT

metodu kullanilarak sitotoksisite 6l¢timii yapildi.
Grafik 3a, 3b, 3c’de ve Tablo 3’de paklitakselin MCF-7 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisi

hem artan dozlarda hem de inkiibasyon siiresine gore gosterilmistir:
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Grafik 3a: AT-101’in MCF-7 hiicre hattinda 24. saatte doza bagl sitotoksik etkisi
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Grafik 3b: AT-101’in MCF-7 hiicre hattinda 48. saatte doza bagl sitotoksik etkisi
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Grafik 3c: AT-101’in MCF-7 hiicre hattinda 72. saatte doza bagl sitotoksik etkisi

%ositotoksisite | Pozitif kontrol | 0.5uM | 1uM | 2pM | 3uM | 4uM | 5pM | 7.5uM | 10pM
24. saat 20 |53 |88 |90 |125 172 |200 |230
48 saat 11 17 |18 |22 |26 |284 |423 |476
72. saat 16 21 | 252 | 421 | 515 | 547 | 586 |6L3

Tablo 3: AT-101’in MCF-7 hiicre hattinda zamana ve doza doza bagl sitotoksisite oranlari

AT-101 24. saatte belirgin bir sitotoksik etki gOstermedi. 24. saatte en yiiksek

sitotoksisite %23 ile 10 uM’lik konsantrasyonda goriildii.

48. saatte AT-101in sitotoksik etkisinde artis saptandi. 0.5 uM, 1 uM, 2 uM, 3uM,

4uM, 7.5 uM ve 10 uM’lik konsantrasyonlarda, 24. saate gore iki kati1 asan oranlarda,

sirastyla %11, %17, %18, %22, %26, %42.3 ve %47.6 oraninda sitotoksik etki gdzlendi.
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72. saatte 0.5 uM, 1 uM ve 2 uM’lik konsantrasyonlarda sirasiyla %16, %21, %25.2

gibi diisiik oranlarda sitotoksik etki saptanirken; 3 uM, 4 uM, 5 uM, 7.5 uM ve 10 uM’lik

konsantrasyonlarda ise sirastyla %42.1, %51.5, %54.7, %58.6 ve %61.3 oranlarinda sitotoksik

etki saptandi. En yliksek sitotoksisite oran1 10 uM’lik konsantrasyonla 72. saatte gozlendi.

Sonug olarak, AT-101’in MCF-7 hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksik etkisinin doza ve

zamana bagli olarak arttig1 tespit edildi.

72. saatte tespit edilen sitotoksisite yiizdeleri CalcuSyn programina girilerek AT101’in

ICso degeri hesaplandi. Bu programa gore AT-101"in 72. saatte, MCF-7 hiicre hattindaki 1Cs

degeri 4.85 uM olarak belirlendi (Grafik 4).
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Grafik 4: AT-101’in doza bagl sitotoksik etki egrisi

Paklitaksel ve AT-101 kombinasyonunun MCF-7 hiicre hattindaki sitotoksik etkileri:

MCF-7 hiicre hattinda paklitaksel ve AT-101’in degisen konsantrasyonlarda doza ve

zamana bagl olarak artan sitotoksisite verileri elde edildikten sonra, bu ilaglarin klinik
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kullanima uygun ve ICsq degerlerinin altindaki konsantrasyonlar segilerek kombinasyonlar

olusturuldu ve 72. saatteki sitotoksisite oranlari saptandi (Grafik 5 ve Grafik 6).
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Grafik 5: AT-101 ve paklitaksel kombinasyonlarinin MCF-7 hiicre hattinda 72. saatte doza

bagli sitotoksik etkisi
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2.5 uM konsantrasyonda AT-101’in 72. saatte MCF-7 hiicre hattindaki sitotoksik etkisi
%28 ve 2.5 uM konsantrasyonda paklitakselin sitotoksik etkisi %13.7 olurken, bu dozlarin
kombinasyonunun 72. saatteki sitotoksik etkisi %32 oraninda saptandi.

2 puM konsantrasyonda AT-101’in 72. saatte sitotoksik etkisi %25.2 ve 5 uM
konsantrasyonda paklitakselin sitotoksik etkisi %16.7 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun
72. saatteki sitotoksik etkisi %57 oraninda saptandi.

1.5 uM konsantrasyonda AT-101’in 72. saatte sitotoksik etkisi %21.3 ve 5 uM
konsantrasyonda paklitakselin sitotoksik etkisi %16.7 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun
72. saatteki sitotoksik etkisi %61 oraninda saptandi.

2.5 uM konsantrasyonda AT-101’in 72. saatte sitotoksik etkisi %28 ve 5 uM
konsantrasyonda paklitakselin sitotoksik etkisi %16.7 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun
72. saatteki sitotoksik etkisi %67 oraninda saptandi.

1.5 uM konsantrasyonda AT-101’in 72. saatte sitotoksik etkisi %21.3 ve 7.5 uM
konsantrasyonda paklitakselin sitotoksik etkisi %36 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun
72. saatteki sitotoksik etkisi %69 oraninda saptandi.

2.5 uM konsantrasyonda AT-101’in 72. saatte sitotoksik etkisi %28 ve 7.5 uM
konsantrasyonda paklitakselin sitotoksik etkisi %36 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun
72. saatteki sitotoksik etkisi %82.4 oraninda saptandi.

2 uM konsantrasyonda AT-101’in 72. saatte sitotoksik etkisi %25.2 ve 7.5 uM
konsantrasyonda paklitakselin sitotoksik etkisi %36 olurken, bu dozlarin kombinasyonunun
72. saatteki sitotoksik etkisi %86.3 oraninda saptandi.

Degisik oranlarda kombinasyonlarin MCF-7 hiicre hattinda 72 saat muamele edilmesi
sonucu saptanan sitotoksisite ylizdeleri, CalcuSyn programina girilerek kombinasyonlarin CI

(Kombinasyon Indeks) degerleri hesaplandi. Elde edilen degerler iki ilacin potansiyellerinden
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gelen sinerjistik etki olarak yorumlandi. Arastirilan 7 adet kombinasyondan 6 tanesinde
sinerjizim, bunlarin ikisinde kuvvetli sinerjizim ve bir tanesinde de additif etki gozlendi.
AT-101 ve paklitakselin sinerjik ve additif etkili olan doz kombinasyonlar1 Tablo 4’te

gosterildi.

Dozlar CI Degeri Yorum

1.5uM AT-101+ 0.566 Sinerjizm

5 uM Paklitaksel

1.5uM AT-101+ 0.602 Sinerjizm

7.5 uM Paklitaksel

2uM AT-101+ 0.768 Hafif Sinerjizm

5 uM Paklitaksel

2uM AT-101+ 0.224 Kuvvetli Sinerjizm
7.5 uM Paklitaksel

2.5uM AT-101+ 11 Additif

2.5 uM Paklitaksel

2.5uM AT-101+ 0.513 Sinerjizm

5 uM Paklitaksel

2.5uM AT-101+ 0.302 Kuvvetli Sinerjizm
7.5 uM Paklitaksel

Tablo 4: AT-101 ve paklitaksel kombinasyonunun sinerjistik ve additif etki saptanan

konsantrasyonlar1 ve CI degerleri

AT-101 ve paklitakselin MCF-7 hiicre hattinda sinerjizm gosteren kombinasyonlarinin
apopitotik etkileri:

CalcuSyn bilgisayar programiyla belirlenen en yiiksek sinerjizm gosteren ilk 4
kombinasyonun, sinerjistik etkilerinin apopitozise baglh olarak gerceklestip gerceklesmedigini
belirlemek iizere Cell Death Detection Kit (Roche) kullanilarak kantitatif 6l¢lim yapildi.

Sonuglar Grafik 7°te gosterildi.
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Grafik 7: AT-101 ve paklitakselin tekli ve sinerjistik kombinasyonlarinin MCF-7 hiicre

hattinda 72. saatteki apopitotik etkileri

AT-101 ve paklitaksel ayri ayri uygulandiginda, her iki ilagla da doza bagli olarak
apopitotik etkide bir artis gdzlendi.

1.5 uM AT-101 uygulanmasi sonucu %39 oraninda bir apopitotik etki saptanirken, 2
uM ve 2.5 uM AT-101 uygulanmasiyla sirasiyla %44 ve %47 oraninda apopitotik etki elde
edildi.

5 uM ve 7.5 uM paklitaksel uygulanmasiyla sirasiyla %70 ve %80 gibi yiiksek
oranlarda apopitotik etki elde edildi.

Elde edilen sinerjistik kombinasyonlarin her birinde, ilaglarin tek baglarina sebep
olduklar1 apopitozisden daha fazla miktarda apopitozis saptandi.

1.5 uM AT-101 ve 5 pM paklitakselin kombine uygulanmasiyla %76 oraninda
apopitotik etki elde edilirken, 2.5 uM AT-101 ve 5 uM paklitakselin kombine uygulanmasiyla

% 82 oraninda apopitotik etki gozlendi.
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2.5 uM AT-101 ve 7.5 uM paklitakselin kombine uygulanmasiyla % 87’lik apopitotik
etki saglanirken, 2 uM AT-101 ve 7.5 uM paklitakselin kombine uygulanmasiyla ise %88
oraninda apopitotik etki elde edildi.

AT-101 ve paklitaksel kombinasyonun sinerjistik dozlarindaki apopitotik etkinligi, tekli

kullanima gore istatistiksel olarak anlamli derecede artig gosterdi. (p<<0.05)

TARTISMA

Taksanlar hem erken evre, hem de metastatik meme kanseri tedavisinde standart
tedavide yer alan ajanlardir. Ancak metastatik olgularda bir siire sonra taksanlara gelisen
diren¢ Ozellikle metastatik hastaligin tedavisinde bir sorun olarak ortaya c¢ikmaktadir. Bu
nedenle yeni ajanlarin ve ilag kombinasyonlarinin gelistirilmesine gereksinim duyulmaktadir.

Yapilan calismalarda gossypol’iin meme kanseri de dahil olmak {izere bircok kanser
tiiriinde potent bir anti-kanser ajan oldugu gosterilmistir (120). in-vivo ¢aligmalarda ise ¢ok
diisiik yan etki profili gozlenen gossypol’iin, meme kanserinde kullanilan kemoterapi
ajanlariyla kombinasyonu uygun olabilir.

Bu c¢alismada, meme kanseri hiicre hatlarinda gossypol ile paklitakselin farkli dozlarda
kombinasyonlarinin olast sinerjistik sitotoksik ve apopitotik etkileri arastirilmistir. Calismada
gossypol’iin en potent formu olan AT101 [(-)- gossypol] kullanilmistir.

Caligsmada, paklitaksel ve AT-101’in giderek artan konsantrasyonlarinin 24., 48. ve 72.
saatteki sitotoksik etkilerine bakilmis ve en yiiksek sitotoksisite sirastyla 20 ve 10 pM’lik
konsantrasyonlarda, 72. saatte gozlenmistir. Boylece, hem paklitakselin hem de AT-101’in
MCF-7 hiicre hatt1 {izerindeki sitotoksik etkisinin doz ve zamana bagl olarak arttig1 tespit
edilmistir. Yapilan hesaplamalarla, paklitakselin ICso degeri 8.70 uM olarak belirlenirken,

AT-101"in ICsq degeri 4.85 uM olarak saptanmistir (Grafik 2 ve 4).
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MCF-7 hiicre hatlarinda paklitaksel ve AT-101’in degisen konsantrasyonlarda doza ve
zamana bagli olarak artan sitotoksisite verileri elde edildikten sonra, bu ilaglarin klinik
kullanima uygun ve ICsq degerlerinin altindaki konsantrasyonlar segilerek kombinasyonlar
olusturulmus ve 72. saatteki kombinasyonunun sitotoksisite oranina bakilmistir (Grafik 5).
Degisik oranlarda kombinasyonlarin MCF-7 hiicre hattinda 72 saat muamele edilmesi sonucu
saptanan sitotoksisite ylizdeleri, CalcuSyn programina girilerek kombinasyonlarin CI
(Kombinasyon Indeks) degerleri hesaplandi. Arastirilan yedi adet kombinasyondan 6
tanesinde sinerjizm, bunlarin ikisinde kuvvetli sinerjizim ve 1 tanesinde de additif etki
gozlenmistir (Tablo 4). En yliksek sinerjizm gosteren ilk dort kombinasyonun, sinerjistik
etkilerinin apopitozise bagli olarak gergeklesip gerceklesmedigini belirlemek tizere Cell Death
Detection Kit (Roche) kullanilarak kantitatif olglim yapilmistir. Elde edilen sinerjistik
kombinasyonlarin her birinde, ilaglarin tek baslarina sebep olduklart apopitozisden daha fazla
miktarda apopitozis saptandi. AT-101 ve paklitaksel kombinasyonun sinerjistik dozlarindaki
apopitotik etkinligi, tekli kullanima gore istatistiksel olarak anlamli derecede artig géstermistir
(p<0.05).

Paklitaksel ve AT-101 kombinasyonunun MCF-7 hiicre hattindaki apopitotik etkilerinin
ikinci kez gosterilmesi igin Live/Dead Viability-Cytotoxicity Kit (Molecular Probe Inc., OR)
kullanilarak test yapildi ve floresan mikroskop kullanilarak dijital fotograflar ¢ekildi. Bu
yontemde, canli normal hiicre cekirdekleri normal yapida ve parlak yesil renkte; canl
apopitotik hiicrelerin ¢ekirdekleri yogunlasmis veya fragmante yapida ve parlak yesil renkte;
6lii normal hiicrelerin ¢ekirdekleri organize yapida ve kromatinleri parlak turuncu renkte; 6li
apopitotik hiicrelerin ¢ekirdekleri ise yogunlasmis veya fragmante yapida ve kromatinleri
parlak turuncu renkte goriinmektedir (Sekil 6A ve 6B).

Literatiirde, gossypol ile ¢esitli kemoterapotik ajanlar kombine edilmis ve aralarinda

sinerjistik etki saptanmustir. Ornegin, Li et al. tarafindan non-Hodgkin’s lenfoma (NHL) hiicre
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hattinda yapilan bir ¢alismada gossypol’iin kemoterapotiklerle sinerjistik etkinligi gosterilmis
ve ajan umut vaad edici bir tedavi olarak ortaya konmustur. Pek ¢ok farkli kemoterapdtik
ajanla kombine kullanilan gossypol’iin etoposid, doksorubisin, vinkristin ve paklitakselle
kombinasyonunda  apopitoziste  belirgin  artig  goriilmiisken  gossypol-sisplatin
kombinasyonunda antagonistik etki saptanmustir (121). Bu ¢alismada ise gossypol-paklitaksel
kombinasyonun insan meme kanseri hiicre hattinda sinerjistik etkiyle belirgin sitotoksisite
yaptig1 gdzlenmistir.

Her hiicre hattinin kendine 6zgli molekiiler 6zelliklere sahip olmasina ve deney
kosullarin  farkli olmasma ragmen, ¢alismamizda kullanilan paklitaksel/AT-101
kombinasyonu da meme kanseri hiicre hattinda, NHL hiicre hattinda oldugu gibi sinerjistik
sitotoksisite ve apopitozise yol agmustir.

AT-101 ve paklitaksel kombinasyonu, ¢oklu ila¢ direncinin siklikla gozlendigi meme
kanseri tedavisinde yeni ve alternatif bir segenek olabilir. Bu nedenle sinerjistik kombinasyon
oranlarina bagl olarak ortaya ¢ikan sitotoksik ve apopitotik etkilerin diger meme kanseri
hiicre hatlarinda dogrulanmasi; etki mekanizmalarinin aydinlatilmasi ve bu verilerin gerek
hayvan deneylerinde gerekse faz calismalariyla dogrulanmasi gerekmektedir.

Paklitakselin sitotoksisite mekanizmalarindan birinin apopitozis oldugu ilk kez 1993
yilinda insan lenfositer 16semi hiicrelerinde gosterilmistir (62). Paklitakselin indiikledigi
sitotoksisite ve apopitozis arasindaki pozitif korelasyon in vivo olarak da gdsterilmistir (3).
Paklitaksel anti-mikrotiibiil bir ajandir. Hiicrede tubiilin depolimerizasyonunu inhibe ederek
mikrotiibiilleri stabilize eder; DNA, RNA ve protein sentezinin inhibisyonuna neden olur.
Hiicre siklusunu G2/M fazinda durdurup apopitozisi tetikler ve sitoktoksisiteye neden olur.
Paklitakselin mikrotiibiillere baglanarak apopitozisi baslattig1 biyokimyasal yolak tam olarak
anlasilamamistir. Son yapilan calismalarda paklitakselin bazi sinyal molekiilleri ve gen

iirlinleri araciligiyla apopitozisi tetikledigi gosterilmistir:
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P53 mutasyonu olan tiimdrlerin paklitaksele daha duyarli oldugu gosterilmistir (64).
Kanserlerin %60’indan fazlasinda p53 mutasyonu oldugu diisiiniiliirse kemoterapide
paklitakselin avantaj1 anlagilmaktadir. P53 tarafindan aktive edilen p21(WAF1/CIP1) hiicreyi
mitotik arrestten ¢ikarir. P21 yoklugunda paklitakselle tedavi edilen timor hiicreleri mitotik
arrest fazinda kalir ve apopitozise gider.

Paklitakselin indiikledigi apopitozis Bcl-2 ailesinin {yeleri tarafindan da regiile
olmaktadir. Paklitaksel anti-apopitotik Bcl-x1 ekspresyonunu azaltip, apopitotik Bak ve Bax
ekspresyonunu artirmaktadir. Paklitakselin Bcl-2 fosforilasyonunu artirarak apopitozisi
indiikledigi diisiiniilmektedir (e5).

Paklitaksele bagli apopitozis, p34(CDC2), CDC2-like kinaz ve diger siklin bagimli
kinazlarin (CDC) aktivasyonuyla da iliskilidir. Son c¢alismalarda siklin bagimli kinazlarin
apopitoziste temel rol oynadiklari ve paklitakselin indiikledigi apopitozisle p34(CDC2)
aktivasyonu arasinda yakin bir iliski oldugu gosterilmistir (e6). Fakat p34(CDC2)
aktivasyonunun mitotik arrestin nedeni mi yoksa sonucu mu oldugu hala netlik
kazanmamuistir.

JNK/SAPK (c-Jun N-terminal kinase/stres-activated protein kinase), MAPK (mitogen-
activated potein kinase) ailesinin bir alt grubudur ve siklikla apopitozisle iliskilidir (67).
Paklitaksel Ras ve ASK-1 (apoptosis signal-regulating kinase-1) bagimli sinyal iletim
yolaklar1 araciligiyla INK/SAPK’y1 aktive edip apopitozise yol agmaktadir (68).

Kobay hiicre hattinda yapilan bir c¢alismada yiiksek dozda (30 mM) paklitaksel
uygulanmas1 makrofajlardan TNF-alfa (apopitozisle iliskili sitokin) salinmasina neden
olmustur (68). Bu doz klinik kullanim i¢in uygun olmasa da, bu gozlem paklitakselin hiicre
iizerinde multipl etkilerinin oldugunu gostermistir.

Insan meme kanseri hiicre hattinda (MCF-7) gossypol’iin antiproliferatif etkisi TGFB-1

(transforming growth factor 3 -1) ve protein tirozin fosfataz—gamma ekspresyonu ve ayrica
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retinoblastoma geni (Rb) ve siklin-D1 ekspresyonunun down-regiilasyonu ve Rb
defosforilasyonu ile gerceklesmektedir. TGFB-1, pek cok epitelyal hiicre ve DNA sentezinde
otokrin ve parakrin olarak negatif hiicre biiylime diizenleyicisidir. Protein tirozin fosfataz—
gamma ise saglikli hiicrelerde eksprese olan bir timor siipresor proteindir. Ancak timor
hiicrelerinde, Ostrojenik bilesikler ile ‘down-regiile’ olur. Non-fosforile Rb, transkripsiyon
faktorii E2F (elongasyon faktor 2)’ye baglanip inaktive ederek DNA sentezini baskilar. Siklin
D1 ile CDK4/6 (siklin bagimli kinaz)’nin olusturdugu kompleks ile Rb geninin fosforilasyonu
sonucunda, hiicre proliferasyonunda artis meydana gelir. Meme kanseri hiicrelerinde Rb geni
bozulmustur ve niikleer protein siklin D1 agir1 eksprese olmaktadir. (-)- gossypol (AT101)’in,
meme kanseri hiicrelerinde TGFB-1 (transforming growth factor 8-1) ve protein tirozin
fosfataz—gamma ekspresyonunu, (+)- (rasemik) gossypol’e gore daha etkin stimiile ettigi
gosterilmistir (100).

Gossypol’iin apopitotik etkilerinin, anti-apopitotik olan Bcl-2 ailesinin inhibisyonu ve
mitokondrial kaspaz yolaklari ile etkilesmesi ile ortaya ¢iktig1r gézlenmistir. Gossypol, Bel-2
ve Bcl-xL proteinlerinin BH-3 kismina baglanarak, bu proteinlerin etkilerini antagonize
etmektedir (o1, Bcl-2 ve Bcl-xL’in tiimor hiicrelerinden asir1  ekspresyonu, onlarin
kemoterapétik ajanlara direncinden sorumludur. Bu nedenle gossypol gibi BH-3 mimetik
ajanlarin kanser tedavisinde timit verici ajanlar oldugu sdylenebilir. Sisplatine direncgli bas-
boyun kanseri hiicre hattinda agir1 Bel-xL ekspresyonu yapan tiimor hiicrelerinde gossypol ile
apopitozisin selektif olarak indiiklendigi gosterilmistir (102). Insan lenfoma hiicrelerinde de tek
basmma veya standart kemoterapi rejimi ile beraber uygulanan gossypol, apopitozisi
indiikleyerek kemoterapinin etkinligini artirmistir (103). Diger bir ¢alismada radyoterapi ile
beraber prostat kanseri hiicrelerinde timdr progresyonunu baskiladigi gézlenmistir. Gossypol
Bcl-2 inhibisyonunun disinda, mitokondrial diferansiyasyon yolundaki apopitotik kaspaz 8’i

aktive eder. Kaspaz 8 aktivasyonu ile Sitokrom C’nin mitokondriden sitozole salinimi
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gerceklesir ve buradan apopitotik efektdrler olan kaspaz 9 ve kaspaz 3 aktivasyonu ile
apopitozis indiiklenir (104). Bu ¢aligsmalarin disinda, insan alveoler akciger kanseri hiicrelerinde
gossypol ile fas/fas L (fas ligand) apopitotik yolunun da aktive oldugu gosterilmistir (105).
Sonug olarak, yapilan tiim ¢aligmalara ragmen gossypol ve paklitaksel kombinasyonu
sonucu olusan sinerjistik etkinin mekanizmalar1 hala tam anlamiyla ac¢iklik kazanamamustir.
Calismamizda, AT-101 ve paklitaksel kombinasyonun giiclii sitotoksik ve apopitotik etkileri
oldugu gosterilmis olup, bu sonuglar daha Once yapilan benzer ¢alismalarla uyumlu
bulunmustur. Caligmadan elde edilen veriler ve kullanilan ilaglarin apopitozis mekanizmalari
g6z Online alindiginda, her iki ilacin da MCF-7 hiicre hattinda, anti-apopitotik Bcl-2
aktivasyonunu baskilayarak apopitozisisi indiikledikleri diisiiniilebilir. Bu iki ajanin diisiik
dozlarda sinerjistik etki gostermeleri, klinik kullanimda hem etkinligi artirabilecek hem de
yan etki profilini azaltabilecektir. Paklitaksel ve AT-101 kombinasyonu o6zellikle tedaviye
refrakter, ila¢ direnci gelismis olan metastatik meme kanserli olgularda potansiyel bir
kombinasyon olabilir. AT-101’in klinik kullanima girebilmesi igin ileri arastirmalar

gerekmektedir.
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