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OZET

CETUXIMABIN TEK BASINA ve EPIRUBICIN ile BIRLIKTE PARENTAL ve
EPIRUBICIN DIRENCLI KARACIGER KANSERI HUCRELERINDE
SITOTOKSIK ve APOPTOTIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

Ayse ERDOGAN

Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dah
Danmisman: Prof.Dr. Aysun OZKAN
Haziran 2016, 101 sayfa

Bu ¢alismada, epidermal biiyiime faktorii reseptoriine (EGFR) hedeflendirilmis
bir monoklonal antikor olan cetuximabin, tek basma ve epirubicin-HCI ile birlikte
parental karaciger kanseri hiicreleri (P-Hep G2) ve epirubicin-HCI direngli karaciger
kanseri (R-Hep G2) hiicreleri lizerine sitotoksik, antiproliferatif, hiicre dongiisiinii bloke
edici, oksidatif stres yaratma, apoptotik etkisi ve etki mekanizmalar1 arastirilmistir.

Cetuximabin tek basina ve epirubicin-HCI ile birlikte hiicreler tizerine sitotoksik
etkisi Cell Titer-BlueR Hiicre Canlilig1 ve Laktat Dehidrogenaz (LDH) Aktivite testleri
ile belirlenmistir. Cetuximab Ve epirubicin-HCI’nin ICso degerleri (hiicrelerin %50’sini
oldiiren konsantrasyonu) P-Hep G2 ve R-Hep G2 hiicrelerinde sirastyla cetuximab ig¢in
1000 pg/ml ve 2279 pg/ml olarak hesaplanirken epirubicin-HCI i¢in ise 0.80 ug/ml ve
0.95 pg/ml olarak hesaplanmistir. Cetuximabin epirubicin-HCI ile birlikte uygulanmasi
hem P-Hep G2 hem de R-Hep G2 hiicrelerinde sitotoksik etkiyi arttirmigtir. P-Hep G2
hiicrelerinde en etkili sitotoksik etki gdsteren kombinasyon ICsg cetuximab + I1Cao
epirubicin-HCI bulunurken, R-Hep G2 hiicrelerinde ise I1Cso cetuximab + ICs epirubicin-
HCI kombinasyonu bulunmustur. Hiicre membran biitiinliigiiniin bozulmasi sonucu
salinan sitoplazmik bir enzim olan laktat dehidrogenaz (LDH) aktivitesindeki en fazla
artis hem P-Hep G2 hem de R-Hep G2 hiicrelerinde cetuximabin epirubicin-HCI ile
birlikte uygulanmasinda goriilmiistir. Cetuximab ve epirubicin-HCI birlikte
uygulandiginda glutatyon peroksidaz aktivitesinin kontrol grubu hiicrelerine gore P-Hep
G2 hiicrelerinde 1.75 kat, R-Hep G2 hiicrelerinde ise 2.3 kat arttifi gozlenmistir.
Apoptotik yolagin anahtar enzimlerinden biri olan kaspaz-3/7 aktivitesi 72 saatlik
cetuximab uygulamasi1 sonunda P-Hep G2 hiicrelerinde kontrole gore 3 kat artarken
cetuximab epirubicin-HCI1 ile birlikte uygulandiginda yaklasik olarak 4.7 kat artigin
oldugu bulunmustur. Cetuximab kaspaz-3/7 aktivitesinde R-Hep G2 hiicrelerinde
kontrole gore 1.5 kat artisa neden olurken epirubicin-HCI ile birlikte uygulandiginda
yaklasik olarak 2.5 kat artisa neden olmustur.

Antiproliferatif etkiyi ortaya koyan prolifere hiicre niiklear antijeninin (PCNA) ve
hiicre dongiistinii durdurucu etkiye sahip olan siklin D1 mRNA ekspresyonlarinin
azalmasinda P-Hep G2 hiicrelerinde tek basina cetuximab uygulamasi daha etkili
olmustur. R-Hep G2 hiicrelerinde ise cetuximabin epirubicin-HCI ile birlikte
uygulamasinin daha etkili oldugu goriilmistiir. Pro-apoptotik bir gen olan Bax
MRNA’smin ekspresyonu her iki uygulamada da hem P-Hep G2 hiicrelerinde hem de R-
Hep G2 hiicrelerinde kontrol grubu hiicrelerine gore artmistir. Cetuximabin epirubicin-
HCl ile birlikte uygulamasinin tek basina cetuximab uygulamasina gére apoptozda daha



etkili oldugu bulunmustur. Cetuximab epirubicin-HCI ile birlikte uygulandiginda anti-
apoptotik bir gen olan Bcl-2 ekspresyonu hem P-Hep G2 hiicrelerinde hem de R-Hep G2
hiicrelerinde tek basina cetuximab uygulamasina gore daha fazla azalmistir. Dolayisiyla,
hem tek basina cetuximab uygulamasi hem de cetuximabin epirubicin-HCI ile birlikte
uygulamasi her iki hiicrede Bax/Bcl-2 oraninda artisa neden olmustur.

P-Hep G2 ve R-Hep G2 hiicrelerine cetuximabin epirubicin-HCI ile birlikte
uygulamasindan elde edilen sonuglar birlikte uygulamanin tek basina uygulamaya gore
sitotoksik etkide ve apoptozun uyarilmasinda daha etkili oldugunu gostermistir. Ayrica,
birlikte uygulama hiicrelerin ilag direng 6zelligine gore pro-apoptotik/anti-apoptotik
genlerin ekspresyonlari iizerinde farkli etki gostermistir.
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Apoptotik etki, Karaciger kanseri
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ABSTRACT

INVESTIGATION of CYTOTOXIC and APOPTOTIC EFFECTS of
CETUXIMAB ALONE and with EPIRUBICIN on PARENTAL and
EPIRUBICIN RESISTANT LIVER CANCER CELLS

Ayse ERDOGAN

Ph.D. Thesis in Biology
Supervisor: Prof.Dr. Aysun OZKAN
June 2016, 101 pages

In this study, cytotoxic, antiproliferative, cell cycle inhibitive, oxidative stress
generation and apoptotic effects and effect mechanisms of cetuximab, which is a
monoclonal antibody targeted to epidermal growth factor receptor (EGFR), alone and
together with epirubicin-HCI on parental liver cancer cells (P-Hep G2), and epirubicin-
HCI resistant liver cancer cells (R-Hep G2) were investigated.

Cytotoxic effects of cetuximab alone and together with epirubicin-HCI on cells
were determined by Cell Titer-Blue® Cell Viability and Lactate Dehydrogenase (LDH)
Activity tests. ICso values (concentration that kills 50% of cells) of cetuximab and
epirubicin-HCI in P-Hep G2 and R-Hep G2 cells were calculated respectively for
cetuximab 1000 mg/ml and 2279 mg/ml while they were calculated as 0.80 mg/ml and
0.95 mg/ml for epirubicin-HCI. Cetuximab with epirubicin-HCI treatment increased the
cytotoxic effect on both P-Hep G2 and R-Hep G2 cells. While ICso cetuximab + 1Cyo
epirubicin-HCI was found to be the combination that showed the most effective cytotoxic
effect on P-Hep G2 cells, on R-Hep G2 cells 1Csq cetuximab + ICs epirubicin-HCI
combination was the most effective. The maximum increase in cytoplasmic enzyme
lactatedehydrogenase (LDH) activity, which is a cytoplasmic enzyme released as a result
of the disruption of the cell membrane integrity, was observed with cetuximab with
epirubicin HCI treatment both in P-Hep G2 and R-Hep G2 cells. When cetuximab was
treated together with epirubicin-HCI, glutathione peroxidase activity was observed to
increase 1.75 times in P-Hep G2 cells while it increased 2.3 times in R-Hep G2 cells
compared to the control group cells. At the end of 72 hours of cetuximab treatment to P-
Hep G2 cells, caspase-3/7, which is one of the key enzymes of apoptotic pathway, activity
increased 3 times in comparison to control group while the increase was found to be
approximately 4.7 times in cetuximab treated together with epirubicin-HCI. Cetuximab
caused an increase on caspase-3/7 activity 1.5 times in R-Hep G2 cells compared to the
control group although when treated together with epirubicin-HCI the increase was found
to be approximately 2.5 times compared to control group.

Cetuximab treatment by itself was more effective in P-Hep G2 cells in decreasing
proliferating cell nuclear antigen (PCNA) revealing antiproliferative effect, and cycline
D1 mRNA expressions which have cell cycle inhibiting effect. As for R-Hep G2 cells,
cetuximab with epirubicin HCI treatment was found to be more effective. mMRNA
expression of Bax, which is a pro-apoptotic gene, increased in both treatments to both P-
Hep G2 cells and R-Hep G2 cells compared to the control group cells. In apoptosis,
cetuximab with epirubicin HCI treatment has been found to be more effective compared



to cetuximab treatment by itself. The expression of Bcl-2 which is an anti-apoptotic gene
when it is treated with cetuximab with epirubicin HCI, decreased more both in P-Hep G2
cells and R-Hep G2 cells compared to cetuximab treatment by itself. Therefore, both
cetuximab treatments by itself and cetuximab with epirubicin-HCI treatment caused
increases Bax/Bcl-2 ratio in both cells.

Results obtained from the treatment of cetuximab in combination with epirubicin-
HCI to P-Hep G2 and R-Hep G2 cells showed that treatment of the combination was more
effective in the cytotoxic effects and inducing apoptosis comparison to applying
cetuximab by itself. Also, combination treatment showed different effects on pro-
apoptotic/anti-apoptotic genes expression according to cells drug resistance properties.

KEYWORDS: Cetuximab, Epirubicin-HCI, Combined treatment, Apoptotic effects,
Liver cancer
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ONSOZ

Hepatoselliiler karsinom (HCC), primer karaciger kanserlerinin en yaygin
histolojik formudur. Hepatoselliiler karsinom her y1l yaklasik 435.000 yeni vakanin teshis
edildigi en sik rastlanan besinci kanser tiirtidiir. Bu veriler tiim kanser vakalarinin
%35.4’linli olusturmaktadir. Kanser tiirleri igerisinde oliime sebep olmada dordiinciidiir.
HCC’nin kotii prognozu yiiziinden ve klinikte ortaya ¢ikan sorunlarin ¢ok c¢esitli
olmasindan dolay: tedavi edilememektedir. HCC tedavisinde en sik kullanilan yontem
olan cerrahi sonrasi hastalik %70 gibi yiiksek bir oran ile 5 yil i¢inde yeniden niiks
edebilmektedir. Sag kalim oranlar1 karaciger nakli ile artis gdstermesine ragmen dondr
bulmadaki sikintilarda bunu siirlamaktadir. Ayrica, ileri evre hastalarina karaciger nakli
veya cerrahi miidahale genelde uygulanmamaktadir. HCC’li hastalarin hayatta kalma
oranlariin arttirilmasi i¢in ve kullanilan mevcut tedavi yontemlerinin basar1 oranlarinin
arttirtlmasi i¢in yeni tedavi segeneklerinin gelistirilmesi zorunludur.

Giliniimiizde kanser tedavisinde kullanilan en Onemli metotlardan biri
kemoterapidir. Kemoterapide kullanilan epirubicin-HCI gibi pek c¢ok ilaca karsi
gelistirilen direng kemoterapinin amacina ulasmasini engellemektedir. Bu yiizden in-vitro
calismalar1 planlarken mutlaka parental hiicrelerle birlikte ilaca direncli hiicrelerinde gz
oniinde bulundurulmasi gerekmektedir. Son zamanlarda kanser tedavisinde basari oranini
azaltan ila¢ direncinin iistesinden gelmek ic¢in farkli etki mekanizmasi olan ilaglarin
kombine kullanildigi tedavi yontemlerinin arastirilmasi oldukea ilgi gekmektedir. Ayrica,
molekiiler onkolojideki dnemli gelismeler giincel terapétik yaklasimlara yeni boyutlar
kazandirarak ‘hedeflenmis kanser tedavisi’ kavraminin giindeme gelmesini saglamistir.
Cesitli antikor ve kii¢iik molekiil inhibitorlerinin olusturdugu hedeflenmis terapétikler ise
‘secici hedefleri’ nedeniyle ‘0zgiil-molekiiler defekti’ olan tiimor hiicrelerine yonelerek
kanser hiicresini Oldiiriirken normal hiicrelerin saglikli bir ortamda devamina imkan
tanimaktadirlar. Bu nedenle ‘terapotik indeksleri yiiksek’ olan hedeflenmis tedaviler
giintimiizde oldukga dikkat ¢ekmektedir. Fakat bir monoklonal antikor olan cetuximab
gibi hedeflendirilmis kemoterapdtikler yiiksek konsantrasyonlarda tek basina tedavide
kullanildiginda deri toksisitesi gibi pek cok yan etkilere neden olabilmektedirler.
Hedeflendirilmis kemoterapoétikler ile standart kemoterapi ajanlarinin  birlikte
uygulamalar1 sonucunda kanser tedavisinde yeni stratejilerin ortaya ¢ikmasi saglanabilir.
Hedeflendirilmis kemeoterapdtiklerin diisiik dozlarda etkinligi arttirilarak yan etkileri
azaltilabilir ve tedavide istenen basariya ulasilabilir. Calismamizda parental ve
epirubicin-HCI’e direngli Hep G2 hiicrelerine (insan karaciger kanseri hiicresi) cetuximab
ve kardiyotoksik etkisi diger antrasiklinlere gore daha az olan epirubicin-HCI birlikte
uygulanmigtir.

Calismamizdan elde edilen sonuglarin, parental ve ilaca direngli hiicrelerin
cetuximabin tek ve epirubicin-HCI ile birlikte uygulamasina verdikleri cevaplarin
farkliligina dikkat ¢ekerek tedavide yeni stratejilerin belirlenmesine yardimci olmasini ve
literatiir bilgisine katkida bulunmasini dilerim.

Bana bu caligmada arastirma olanagi saglayan ve calismalarim asamasinda
onerileri ile beni yonlendirip destek olan danisman hocam Sayin Prof.Dr. Aysun Ozkan’a
(Akdeniz Universitesi Biyoloji Boliimii) tesekkiirlerimi sunarim. Bilgilerinden
yararlandigim Prof.Dr. Kayahan Figkin’a (Akdeniz Universitesi, Biyoloji Boliimii),



Dog.Dr. Mehmet Akif Kilig’a (Akdeniz Universitesi, Biyoloji Béliimii) ve Do¢.Dr. Esra
Manguoglu'na (Akdeniz Universitesi, Tip Fakiiltesi), ¢aligmalarim sirasinda
yardimlarin1 esirgemeyen Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali Laboratuvari
calisanlarina (Akdeniz Universitesi, Tip Fakiiltesi), doktora egitimim boyunca 2211 Yurt
I¢i Doktora Burs Programindan yararlandigim TUBITAK a ve bana her konuda destek
olan ve fedakarliklarini esirgemeyen aileme-canim babama sonsuz tesekkiirlerimi
sunarim.

Projemi destekleyen (2014.03.0121.004 no’lu proje) Akdeniz Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimine tesekkiirlerimi sunuyorum.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

o Alfa

bp Baz Cifti

B Beta

dH20 Distile Su

CO2 Karbondioksit

H202 Hidrojen Peroksit

kDa Kilodalton

L Litre

MgCl; Magnezyum Kloriir

ug Mikrogram

pl Mikrolitre

umol Mikromol

mg Miligram

ml Mililitre

mM Milimol

ng Nanogram

nm Nanometre

nmol Nanomol

KoHPO,;  Potasyum di Fosfat

KH,PO4  Potasyum mono Fosfat

°C Santigrat Derece

cm? Santimetrekare

% Yiizde

Kisaltmalar

5-FU 5-Fluorouracil
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GIRiS Ayse ERDOGAN

1. GIRIS

Hepatoselliiler karsinoma (HCC) kiiresel bir saglik sorunudur (Wen vd 2015, El
Serag ve Mason 1999, Parkin vd 2005, Sherman 2005). Hastalarin yaklasik %40°’1
potansiyel kiiratif tedavi (rezeksiyon, transplantasyon ya da yerel ablasyon) i¢in
uygunken %20’si de kemoembolizasyon i¢in uygundur (Tang vd 2015, Llovet vd 2003,
Llovet ve Bruix 2003, Bruix ve Sherman 2005). Standart bir sistemik terapinin olmadigi
ileri vakalara kii¢iik molekiillii multikinaz inhibitorii olan sorafenib uygulanmasi ile
hastaligin tedavi edilmesinde olumlu ilerlemeler saglanmistir (Choi vd 2015, Llovet vd
2008). Bu durum, hicbir etkili tedavinin olmadigi hastalarda sag kalma siiresini
arttirarak hastaligin tedavisinde doniim noktast olan bir gelismedir. Sorafenib
kullanilmasiyla karaciger kanseri tedavisinde elde edilen ilerlemenin biiytikligi, gogiis
kanser tedavisinde trastuzumab, kolon kanseri tedavisinde bevacizumab ya da akciger
kanser tedavisinde erlotinib kullanimi ile saglanan %25 ile %35’lik 6lim oranindaki
azalmaya benzerdir (Hurwitz vd 2004, Romond 2005, Shepherd vd 2005).

Karaciger kanseri icin molekiiler hedefli tedavilerin etkinligini kanitlayan bu
sonuglar hastanin yagsam siiresini ve kalitesini arttirmak i¢in cetuximab gibi epidermal
biiylime faktorii reseptoriine (EGFR) hedeflendirilmis molekiiler ajanlarla yapilan
arastirmalart tetiklemis ve daha fazla 6nem kazandirmistir. Ancak hedeflendirilmis
kemoterapotiklerin yiiksek konsantrasyonlarda tek basina tedavide kullanildiginda deri
toksisitesi gibi pek ¢ok yan etkilere neden olabildikleri de bilinmektedir (Lim vd 2011,
Van Cutsem vd 2009). Bu yiizden cetuximab gibi hedeflendirilmis kemoterapétiklerin
standart kemoterapi ajanlari ile birlikte uygulamalart bu gibi olumsuz sonuglarin
azalmasinda ya da ortadan kalkmasinda bir ¢6ziim olabilecegini akla getirmektedir.
Doxorubicin ve epirubicin-HC1 karaciger kanseri tedavisinde kullanilan 6nemli
konvansiyonel kemoterapi ilaglar1 arasinda yer almaktadir. Bu ilaglarin kullanimlarinda
karsimiza ¢ikan en 6nemli problem kiimiilatif doz sinirlayici kardiotoksisitedir (Nasr vd
2014). Epirubicin-HCI, doxorubicine yakin esdeger antitiimor etkiye sahip olup hemen
hemen onun yar1 siiresinde elimine olarak daha az kardiotoksisiteye neden oldugu
bilinmektedir (Han vd 2015, Simunek vd 2009, Berthiaume ve Wallace 2007). HCC’nin
molekiiler karmagikligi, kemoterapide istenen basariya ulagilamamasi ve kanser
hiicrelerinin  epirubicin-HCI’ye diren¢ gelistirmesi kombine tedavilere ihtiyag
duyuldugunu gostermektedir (Dancey ve Chen 2006). Kanser hastalarinda gelisen ilag
direncliligi, tedavinin uzamasina ve yiiksek doz ila¢ kullanimina sebep olarak hastalarda
goriilen yan etkilerin artmasina neden olup tedaviyi daha da zorlagtirmaktadir (Gao vd
2013). Dolayisiyla, mevcut ilaglarin terapétik etkilerinin arttirilmasi igin yapilacak
calismalarda parental kanser hiicreleri ile birlikte ilaca direngli kanser hiicrelerinin de
g0z oniinde bulunduruldugu, parental kanser hiicrelerini 6ldiiriirken ilaca direngli kanser
hiicrelerini de oldiirebilen yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesi gerekmektedir.
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2. KURUMSAL BIiLGILER ve KAYNAK TARAMALARI
2.1. Hepatoselliiler Karsinom

Hepatoselliller karsinom (HCC), primer karaciger kanserlerinin en yaygin
histolojik formudur. Karaciger hiicrelerinin malign transformasyonu sonucu gelisen
nodiil ya da kitle olarak tanimlanmaktadir. Belirti ve bulgular1 daha ¢ok temelinde yatan
kronik  karaciger hastaligina aittir.  Belirtileri iilkeden ilkeye farkliliklar
gosterebilmektedir. Ornegin Kuzey Afrika Bandilerinde zayiflik ve biiyiik bir kitle gibi
belirtiler hakimdir (Berman 1988). Diger yandan Japonya ve lilkemizde hastalar daha
cok siroza bagh olarak ortaya ¢ikan belirtilerden yakinirlar. Buradaki hastalar tiimor
ileri boyutlara ulasamadan sirozun komplikasyonlarindan 6lebilirler (Tasyaran 2003).
Hepatoselliiler karsinom her yil yaklasik 435.000 yeni vakanin teshis edildigi en sik
rastlanan besinci kanser tliriidiir. Bu veriler tim kanser vakalarinin %5.4 inii
olusturmaktadir (Haruyama vd 2015, Wang vd 2002). Kanser tiirleri arasinda 6liime
sebep olmada dordiinciidiir (Verslype vd 2012, Parkin vd 1999, Pisani vd 1999). Asya
ve Afrika’da ise yetiskinlerde kanser nedenli 6liimlerde birinci sirada yer almaktadir
(Chhaniwal vd 2015, Di Bisceglie vd 1988). HCC, viral enfeksiyon ve aflatoksin gibi
dis faktorlerin en ¢ok rol oynadigi kanser tiirlerindendir. Dolayisiyla, HCC’nin dagilimi
bu etkenlerin dagilimma gore degisebilmektedir. Bu yiizden de 6nlenebilir kanserlerin
basinda gelmektedir.

Karaciger karsinogenezine yol ag¢an molekiiler olaylar dizisi ¢ok 1iyi
bilinmemektedir. Sirozlu bir karacigeri, kansere ilerleten genetik degisikliklerin birikimi
kok hiicrelerden ya da olgun hepatositlerden kaynaklanan ¢ok asamali bir siirectir.
Hepatit C (HCV) ve hepatit B virtisi (HBV), genetik hasar olusumunda Kritik
tehlikelerdir. Kronik HCV enfeksiyonlu hastalarda, transforme edici biiyiime faktorii-
alfa (TGF-a) ve insiilin-benzeri biiyiime faktorii-2’de (IGF-2) meydana gelen artis
hizlanmis olan hepatosit proliferasyonuna katkida bulunur (Thorgeirsson ve Grisham
2002, Bruix vd 2004, Farazi ve DePinho 2006, Villanueva vd 2007). Deneysel
caligmalar HCV c¢ekirdek proteininin, Wnt ligandi olarak davrandigini, Ras
sinyalizasyonunu aktive ettigini ve p53’i inaktive ettigini gOstermistir (Branda ve
Wands 2006). Kronik HBV enfeksiyonunda, HBV’nin tesadiifi olmayan bir sekilde
deoksiriboniikleik asite (DNA) entegre olmasi onkogen promotorlerinin aktive
edilmesine, DNA’nin yeniden diizenlenmesine ve kromozomal kararsizliga neden
oldugu gosterilmistir (Ferber vd 2003). Ayni zamanda, kronik inflamasyondan
kaynaklanan oksidatif stres, genomik ve mitokondriyal DNA hasarina da neden
olmaktadir (Hussain vd 2007). Genetik anormallikler (allelik delesyonlar) ve epigenetik
degisiklikler (anormal metilasyon) preneoplastik asamalarda bulunurlar. Telomeraz
aktivitesinin giderek artmasi kontrolsiiz hiicre ¢ogaltmasina izin verir. Sonug¢ olarak,
yasam ve c¢ogalma ile iligkili yollarin normalden daha fazla aktive edilmesi, maligh
fenotipi uyarmaktadir.

2.1.1. Hepatoselliiler karsinomun molekiiler patogenezine genel bakis
HCC’nin molekiiler patogenezi olduk¢a karmasiktir (Farazi ve DePinho 2006).

Vakalarmin %80’inde tiimor normal karacigerden, anormal-nonsirotik karacigerden ve
sirotik karacigerden farkli gevresel risk faktorlerinin bir sonucu olarak ortaya cikar
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(Llovet vd 2003, Bruix ve Sherman 2005). Bunlarin her biri farkli genetik ve epigenetik
degisiklikleri, kromozomal anormallikleri, gen mutasyonlarin1 ve degisen molekiiler
yollar1 igerirler.

HCC’nin molekiiler patogenezine bakildiginda biitiin karaciger kanserlerinde
evrensel olan bazi bozukluklarin oldugu goriilmektedir (Sekil 2.1). Bunlardan ilki,
vakalarin yarisinda goériilen TP53 nokta mutasyonundan ya da heterozigozite kaybindan
kaynaklanan hiicre dongiistiniin ~ diizenlenmesindeki bozukluklar, pl6 vya da
retinoblastoma genlerinin susturulmast veya siklin D1’in asir1 ekspresyonudur
(Thorgeirsson ve Grisham 2002, Bruix vd 2004, Farazi ve DePinho 2006, Villanueva vd
2007). Ikinci olarak da erken dénemde hepatokarsinogenez de bulunan vaskiiler
endotelyal biiylime faktoriiniin (VEGF), platelet tiirevli biiytime faktoriiniin (PDGF) ya
da anjiyopoietin-2’nin otokrin/parakrin salgilanmasindan ya da VEGFA geninin yiiksek
seviyede amplifiye olmasindan kaynaklanan anormal anjiyogenezdir. Uciincii olarak da
intrinsik veya ekstrinsik apoptotik yollarin kontroliindeki bozukluklardan dolay1
apoptozdan kagmadir. Sonug olarak, sinirsiz replikatif potansiyel saglayan telomeraz
ters transkriptazin (TERT) tekrar aktif hale gelmesidir.

Karaciger kanserinin ilerlemesinde en onemli olan mekanizma, hiicre
cogalmasidir. HCC’de bundan sorumlu olan ana bir yol yoktur. Fakat hiicrenin
cogalmasindan ve hayatta kalmasindan sorumlu gen kiimeleri ile yapilan ¢alismalarla
HCC’de 6nemli olan molekiiler siniflarin gen ekspresyon g¢alismalar1 sonuglanmistir
(Lee vd 2006, Boyault vd 2007, Chiang vd 2008). Molekiiler siniflardan birinin 6zelligi
CTNNB1’deki yiiksek sikliktaki mutasyonlar ile Wnt sinyal yolunun aktivasyonudur.
CTNNB1 ekson 3’deki mutasyonlar ya da delesyonlar [-kateninin niikleer
translokasyonuna ve hedef genlerin trans aktivasyonuna neden olan [-katenin
proteininin ubikutinasyonunu o6nler. Diger bir molekiiler sinif, yiiksek proliferasyon,
kromozomal kararsizlik ve RAS/mitojen ile aktive edilen mitojen-aktiveli protein kinaz
kinaz (MAPKK), insiilin-benzeri biiyiime faktori (IGF), c-met ya da Akt/rapamisinin
memeli hedefi (MTOR) sinyalizasyonlarinin aktivasyonu ile iliskilidir. Ugiincii
molekiiler sinif interferon sinyalizasyonu ile ilgilidir (Breuhahn vd 2004). Niikleer
faktor-xB sinyal iletiminin, Janus kinaz sinyal ileticisi ve transkripsiyon aktivatoriiniin
(Jak-Stat), transforme edici biiyiime faktorii-beta (TGF-B) ve Hedgehog sinyal
iletiminin aktive edilmesinin HCC’deki rolii ¢ok net bilinmemektedir.

Nm23'in-H1’in, osteopontinin (SPP1), ARHC’nin (Rho C), matriks metaloproteaz
9’un ve matris metaloproteaz 14’in ya da TGF-f aracili genlerin kontroliiniin
bozulmasi gibi hiicre yayilmasindan, invazivliginden ve metastazindan sorumlu olan
diger molekiiler mekanizmalar belirlenmistir (Thorgeirsson ve Grisham 2002, Bruix vd
2004, Farazi ve DePinho 2006, Villanueva vd 2007). Buna paralel olarak HCC’nin
olusumunda ve yayilmasinda tiimor mikro ¢evresinin 6nemine isaret eden diger bir olay
da; bitisik karaciger dokusundaki yiiksek oranlarda meydana gelen interlokin gen
ekspresyonu ve damar invazyonu, metastazin bir isareti olarak iliskilendirilmistir
(Budhu vd 2006).
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HCC altsiniflar:
Molekuler Gorev

” ) Simif B
Hucre proliferasyonu ve Proliferasyon:
hayatta kalmasindan Simif A Akt/mTOR Sinif C Sinif D
sorumlu molekuler WwWnt Ras/MEK interferon Digerleri
degisiklikler Aktivasyonu IGF sinyal _
iletimi cevap
) o C-met
Her bir kanser altszn:f: icgin TGF-B
spesifik
Kontrol noktalarinin Kontrol noktasinin inaktivasyonu (p53, Rb, CCND1)
bbb - Apoptozisten kagis (BCL2, p53)
apoptozisten kacistan
simirs1z replikatif potansiyeli ve Sinirsiz replikatif potansiyeli (TERT)
anjiyojenez den sorumlu
molekuler degisiklikler Surekli anjiyojenez (VEGF, PDGFR)

Sekil 2.1. HCC’nin molekiiler patogenezinin sematik gosterimi (Farazi ve DePinho
2006, Thorgeirsson ve Grisham 2002, Bruix vd 2004, Villanueva vd 2007,
Hanahan ve Weinberg 2000)

2.1.2. Genetik anormallikler

Tek niikleotid polimorfizm testleri ile bunlara tamamlayict olarak DNA
mikroarray’leri ve protein kiitle spektrometrisi gibi yiiksek verimli teknolojilerin
gelisimi  karaciger kanserine olan molekiiler yaklasimlar1 degistirdi. Gen
ekspresyonundaki degisiklikler, DNA amplifikasyonu/delesyonu, somatik mutasyon ve
epigenetik degisiklikler en yaygin olan molekiiler anormalliklerdir (Cizelge 2.1).

2.1.3. Standart HCC tedavileri

Tarama programlarindaki ve teshis araclarindaki son gelismeler, siipheli kiigiik
nodiillerin tanimlanmasina izin vermesine ragmen HCC hastalarinin sadece %30-40’1
kiiratif tedaviler i¢in uygundur (Llovet vd 2003). Rezeksiyon ve karaciger nakli ile iyi
secilmis hastalarda sagkalim oran1 %70 iken radyofrekans lokal ablasyonu ile bu oran
%50 olmustur (Chhaniwal vd 2015, Llovet vd 2003, Llovet ve Bruix 2003 ). Bu
tedavilerin hastaligin dogal seyrini degistirdigi varsayilmaktadir. 3 yilda hastalarin
yarisinda timoriin yeniden niiks etmesi Standart adjuvan tedavinin saptanmasi igin
giiclii bir gerekce saglar (Liang vd 2014, Llovet vd 2005).

Cerrahi yontemlerle tiimoriin ¢ikartilamadigi HCC’li hastalarda son 25 yil
icerisinde birgok antitiimor ajan degerlendirilmistir. Bu hastalar arasindan ii¢ grup
tanimlanmistir; orta basamakta olan hastalar (ortalama yasam siiresi 16 ay), ilerlemis
basamaktaki hastalar (ortalama yasam siiresi 6-7 ay) ve hastaligin son basamagindaki
hastalar (ortalama yasam siiresi <3 ay) (Llovet vd 2003). Bu sonuglar simdiye kadar
HCC’de bildirilen en kapsamli kontrollii denemelerle dogrulanmistir. Vitamin D
benzeri bir bilesik olan seocalcitol plaseboya karst 746 hastada test edilerek
degerlendirilmistir. Orta evredeki 186 hastanin ortalama sagkalimi yaklasik olarak 16 ay
civarinda iken ilerlemis evredeki 376 hastada bu oran 5.6 aydir (Beaugrand vd 2005).
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Cizelge 2.1. Hepatoselliiler karsinomada belirlenen anahtar molekiiler anormallikler
(Villanueva vd 2007)

Gorev Gen Gen Mutasyonlar/ Kopya Anormal
Ekspresyonu Sayisinda Degisiklikler  Metilasyon
Biiyiime Faktorleri ve IGF-11 Artmig
reseptorleri IGFR-11 (M6PR) Azalmis %25/%60
EGF
EGFR Artmig
TGF-a Artmis %0
K-RAS Artmig
RASSF1 - %11 (%3-%42)
PIK3CA Azalmig %85
PTEN - %12 (%0-%35)
HGF/c-MET Azalmig %0-%11
Artmig
Proliferasyon ve farklilagma S-katenin Artmig %17 (%0-%44); %58
hepatoblastoma
E- kaderin Azalmig Hiper:%46
c-myc Artmig Hipo:%77
APC Azalmig
VEGFA Artmis Amplifikasyon (%b5)
Anjiyogenez VEGFR-2 Artmig
Angiopoietin-2 Artmig
Metastaz MMP-14 Artmus
MMP-9 Artmig
Topoizomeraz 2A Artmig
Osteopontin Artmus
Rb Artmig %15
Siklin D1 Azalmis Amplifikasyon (%7)
Hiicre dongisii p53 Azalmig %27 (%0-%67)
pl6 Azalmig %13 Hiper:%56
p27kip Azalmig
Survivin Artmig

Transarteryal kemoembolizasyonu (TACE), intra-arteriyel ve sistemik
kemoterapiyi, hormonal tedaviyi, immunomodulatorleri ve i¢ ve dis radyoterapiyi
degerlendiren birgok kontrollii klinik deneme vardir (Llovet ve Bruix 2003, Lopez vd
2006). Gelfoam, doxorubicin ve sisplatin, kontrol ve suboptimal tedaviler ile
karsilagtirildiginda sagkalim avantaji gostermistir (Llovet ve Bruix 2003). Sonug olarak,
Amerikan kilavuzlarinda transarteryal kemoembolizasyon, Barcelona Klinik Karaciger
Kanser smiflamasma gore orta evre kanser hastalari i¢in standart tedavi olarak kabul
edilmektedir (Llovet vd 2008). Bu tedaviden sonra 20 aylik ortalama bir sagkalim
beklenmektedir. Bu alandaki arastirmalar, ilk cevabin etkinliginin arttirilmasi igin
kombine tedavilerin ya da yeni tedavi stratejilerinin yararliliginin degerlendirilmesine
odaklanmalidir.

2006 yilinda, biitiin HCC popiilasyonunun %40-70’ini temsil eden ileri asamadaki
hastalar igin ilk basamak tedavide higbir ilag etkili olmamistir. Kemoterapiyi igeren
birgok sistemik tedavi (doxorubicin, epirubicin-HCI, cisplatin gibi), hormonal bilesikler
(anti-estrojen, anti-androjenler, oktreotid), immiinoterapi (interferon), bir timidilat
sentaz inhibitdrii olan nolatrexed ve bir vitamin D olan antiproliferatif molekiil
seocalcitol ve tiibiilin inhibitorti (T-67) gibi bilesikler etkisiz ya da negatif sonuglar
gostermistir (Llovet ve Bruix 2003, Lopez vd 2006).
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2.1.4. Karaciger kanserinde bozulmus olan sinyal yollari

Yapilan ¢alismalarla agiklanan molekiiler anormallikler, karaciger kanser tedavisi
icin ana hedeflerin protein kinazlar oldugunu gostermistir (Villanueva vd 2007, Roberts
ve Gores 2005). Yakin zamanda biitiin kinaz gruplarimin agiklanmasi yeni onkoloji
ilaglarinin kesfini kolaylagtirmistir. HCC patogenezi ile iligkili olan sinyal iletim yollar
ve kaskadlari; Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii (EGFR)-RAS-MAPKK, ¢c-MET,
IGF, Akt/mTOR, vaskiiler endotel biiyiime faktorii (VEGF) ve trombosit kaynakli
bliyiime faktorii reseptoridir (PDGFR) (Sekil 2.2). Bu yollar igin gelistirilmis
molekiiler hedefli tedaviler Cizelge 2.2’de 6zetlenmistir. Hepatokarsinogenezin icerdigi
Jak-STAT, TGF-B ve Hedgehog gibi diger yollarin hepatokarsinogenezle olan
iliskilerini ve bu yollarda yer alan olasi terapétik hedefleri belirlemek i¢in daha fazla
ilgiye ve caligmaya ihtiya¢ vardir.

Biiylime faktorii reseptorii sinyal iletimi yollarindan EGFR-Ras-MAPKK yolu
bircok kanser tiiriinde dikkat cekmis ve incelenmistir. Biiyiime faktorii reseptor
ligandlar1 arasindan epidermal biiylime faktorii (EGF), hepatosit biiyiime faktorii
(HGF), trombosit kaynakli biiytime faktorii (PDGF) ve VEGF, RAS/Mitojen-Aktiveli
Protein Kinaz (MAPK) sinyal yolunu aktive ederler. Bunlar hiicre gogalmasi i¢in
gerekli temel unsurlar olan c-fos ve c-jun gibi AP1 ailesinin genlerinin
transkripsiyonunu uyarirlar (Robinson vd 2000). EGFR, ligandin baglanmasi ile tirozin
kinaz aktivitesinin uyarildigi ve buna bagli olarak sinyal iletiminin baslatildigi dort
iligkili reseptoriin (HER2/Neu, ErbB3 ve ErbB4) bulundugu ailenin bir iyesidir.
EGFR’nin fonksiyon kazanmasi, klasik olarak nokta mutasyonlarinin, amplifikasyonun
veya ligand-reseptor etkilesiminde artisin bir sonucu olarak ortaya g¢ikar (Baselga ve
Arteaga 2005).

Inceleme altindaki ¢cogu madde, membrandz tirozin kinaz reseptdrlerini (TKRs)
bloke etmektedir (Sekil 2.2). EGFR sinyal yolunun etkili bir sekilde bloke edilmesi,
EGFR'ye (cetuximab) ya da ErbB2/HER2/neu’ya (trastuzumab) karsi monoklonal
antikorlarin kullanim1 ile basarilabilir. Bas ve boyun kanseri (Bonner vd 2006) ve
kolorektal kanser tedavisi (Jonker vd 2007) igin cetuximab ve HER2’yi asir1 eksprese
eden metastatik meme kanseri i¢in trastuzumab (Romond vd 2005) Amerika Birlesik
Devletleri Gida ve Ilag idaresi tarafindan onaylanmistir. Bunlara alternatif olarak sinyal
yollarmin aktivasyonu, kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanserinde EGFR’ye kars1 erlotinib
(Shepherd vd 2005) ya da gogiis kanserinde HER2 ve EGFR’ye karsi lapatinib (Geyer
vd 2006) gibi kiigiikk molekiiller tarafindan da ayrica basarili bir sekilde inhibe
edilebilmektedir.

HCC’de Ras/MAPK yolunun aktivasyonu, anormal bicimde olan yukar1 yondeki
sinyallerin (EGFR sinyal iletimi, IGF sinyal iletimi) ya da NORE1A gibi timor
stipresor genlerin anormal metilasyonlari ile inaktivasyonlarinin sonucu olabilir (Calvisi
vd 2006). Raf ve Ras mutasyonlar1 HCC’de nadir bulgulardir. Sorafenib disinda
nanomolar konsantrasyonlarda B-Raf’1 inhibe etme aktivitesi olan Ras/MAPK sinyal
yolunu bloke eden giiclii ilaglar halen arastirma asamasindadir (Wilhelm vd 2006).
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Cizelge 2.2. Kanser tedavisinde klinik olarak gelistirilmis molekiiler hedefli ajanlar
(Llovet ve Bruix 2008)

Kanser Hiicre Fonksiyonu Hedef Ajan (Cesit)
Sinyal ileticileri
Biiytime faktor reseptorleri
EGFR Gefitinib (kiiglik molekiil tirozin kinaz
inhibitorleri (TKI)),Erlotinib (TKI),
Cetuximab (monoklonal antikor
(mADb)), Lapatinib (TKI)
HER2
Transtuzumab (mADb), Lapatinib
PDGFR (TKI)
Imatinib (TKI), Sunitinb (TKI),
FLT3 Sorafenib (TKI)
Lestaurtinib (TKI), PKC 412 (TKI),
IGFR1 sunitinib
c-MET IMC-A12 (mAb)
SU11274, JNJ-38877605,
c-Kit ARQ197
Imatinib, dasatinib
Intraselliiler sinyal iletimi
RAS Farnesil transferaz inhibitorii
tipifarnib
RAF Sorafenib
MEK Vandetanib, AZD6244
mTOR Temsirolimus, everolimus, rapamycin
Anjiyogenez
Biiyiime faktorleri VEGF Bevacizumab (mAb)
Biiytime faktor reseptorleri VEGFR (1-3) Sorafenib, sunitinib, Brivanib,
cediranib, Valatanib, IMC1121B
(mADb)
PDGFR Sorefenib, imatinib, sunitinib
Apoptozis
Intrinsik yol
BCL2 GX15-070, oblimersen
Ekstrinsik yol
Apo2L/TRAIL Mapatumumab, Apomab, AMG-655,
rhApo/TRAIL
Protein ¢evrimi Proteazom Bortezomib
Kromatin yeniden diizenlenmesi
HDAC SAHA
DNA metiltransferaz decitabine
Hiicre dongiisii CDKs Flavopiridol (CDKI)
Gog ve invazyon SRC Dasatinib, XL228
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2.1.5. HCC’de molekiiler tedavilerin ortaya ¢ikisi

Molekiiler hedefli tedaviler, kanserin tedavi edilmesinde ve yonetilmesine {imit
vermektedir. Son yillarda kirktan fazla molekiiler hedefli tedavi test edilmis (Cizelge
2.2) ve bunlarin ondan fazlas1 meme, kolorektal, kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri,
bobrek, bas ve boyun kanseri olan hastalarin sagkalimini arttirmistir (Romond vd 2005,
Hurwitz vd 2004, Stepherd vd 2005, Bonner vd 2006, Jonker vd 2007, Geyer vd 2006,
Miller vd 2007). Bu durum ayni1 zamanda HCC i¢inde gegerlidir.

Cesitli molekiiler tedaviler faz II ¢aligmalarinda test edilmistir. Caligmalarin ¢ogu
son yillarda yapilmis ve hedeflenmis protein kinazlar onkolojide onemli ila¢ hedefleri
olmuglardir (Cohen 2002). Ajanlar, ana hedeflerine gore gruplandirilmislardir. Bunlar,
(1) Anti-EGFR ajanlar: erlotinib, gefitinib, lapatinib ve cetuximab (2) Antianjiojenik
ajanlar: bevacizumab, sorafenib, sunitinib, vatalanib, cediranib ve kombinasyonlar1 (3)
mTOR inhibitorleri: everolimus, termsirolimus (4) Diger ajanlar: c-met inhibitorleri,
IGFR1 inhibitorleri ve Wnt inhibitorleridir.

EGFR ve HER2/neu’yu hedefleyen anti-EGFR ajan ¢esitleri Cizelge 2.2°de
verilmistir. Tirozin kinaz inhibitorleri olan EGFR’yi hedefleyen erlotinib ve gefitinib ile
hem EGFR’yi hem de HER2/neu’yu hedefleyen lapatinib HCC’de test edilmistir.
Ayrica EGFR’yi hedefleyen monoklonal antikor olan cetuximab da degerlendirilmistir.

Erlotinib, hem preklinik hem de klinik ¢alismalarda aktivite gostermistir.
Orta/ileri evredeki 38 HCC hastasint (%39’u ekstrahepatik metastazli hasta) igeren
caligmada, hastalara giinlik 150 mg erlotinib uygulanmistir. Hastalardan diisiik bir
cevap orant elde edilerek %32’sinde 6 ay progresyonsuz sagkalim saglandigi
gosterilmistir (Philip vd 2005). Ilacin aktivitesi ile agiklanan ortalama sagkalim 13
aydir. Ayrica hedef popiilasyon, klasik ileri evre HCC popiilasyonundan farklidir
(hastalarin %42’si karaciger hastaliklarina sahip degildir). 40 hasta iceren ikinci bir
caligmada ortalama sagkalimin 25 hafta oldugu gosterilmistir (Thomas vd 2007).
Gefitinib, deneysel modellerde HCC gelisimini 6nlemistir. Fakat 31 hastada yapilan bir
calismada ortalama sagkalimm 6.5 ay oldugu ve ilacin bir etkisinin olmadigi
belirtilmistir (O’Dwyer vd 2006). HER2/neu’nun asirt ekspresyonunun ve EGFR
mutasyonlarinin HCC’de nadir olmasina ragmen ikili olarak reseptor (EGFR ve HER2)
bloke eden lapatinib, HCC’nin deneysel modellerinde ve 6n klinik denemelerinde test
edilmektedir.

Preklinik g¢alismalarla EGFR’yi hedefleyen kimerik monoklonal antikor olan
cetuximabin hiicre dizilerinde antiproliferatif etkiye ve bazi pro-apoptotik aktiviteye
sahip oldugu bildirilmistir. Iki farkli ¢aliymada, cetuximab tek ajan olarak test
edilmistir. Hi¢birinden beklenen cevaplar alinamamistir (Zhu vd 2007, Gruenwald vd
2007). Calismanin bir tanesinde 32 hastada ortalama ilerleme zamani olarak 2 ay, ikinci
calismada ise ortalama sagkalim 9.6 ay olarak belirtilmistir.

2.1.6. HCC’de kombinasyon tedaviler

Hedeflendirilmis ilag kombinasyonlarmin sorafenib ile yapilan daha onceki
caligmalardan elde edilen faydali sonuglart gelistirmesi beklenmektedir (Dancey ve
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Chen 2006). HCC’de aktive edilmis tamamlayici yollar1 engellemek kombinasyon
tedavilerinin amacidir. Bu durum EGFR, MET ve insiilin-benzeri biiyiime faktorii
reseptorii. (IGFR) inhibitorleri gibi hiicre proliferasyonu bloke ediciler ve anti-
antianjiyojenik ajanlar ile ilgilidir. Hiicre ig¢i sinyali ortadan kaldiran birbirini
tamamlayan tedaviler olarak RAS veya mTOR inhibitorleri ile hiicre proliferasyon
inhibitorlerinin kombine kullanilmasi alternatif bir stratejidir. Benzer sekilde, pro-
apoptotik ajanlar ile hiicre proliferasyon inhibitorlerinin kombine kullanimlar
sinerjistik etki gosterebilir.

Molekiiler tedavilere verilen yanittan ve gosterilen direngten sorumlu
biyobelirteclerin kombine tedaviler igin belirlenmesi gerekmektedir. Diger solid
tiimorlerde agiklanan bir¢ok diren¢ mekanizmasi aym1 zamanda HCC iginde gecerli
olabilir. Ornegin, EGFR inhibitérlerine direng, asag1 yondeki onkogenlerdeki (RAS) ya
da timdr stipresorlerdeki (PTEN) mutasyon veya MET’in amplifikasyonu ile iligkilidir.
Diren¢ mekanizmalarinin belirlenmesi ile ilag kombinasyon ¢alismalar1 daha basarili
olabilecektir. Baz1 kombinasyon ¢aligmalar1 bilimsel ses getirmesine ragmen, toksisite
ana smirlayict faktordiir ve faz III girisimlerine baslamadan Once faz UII
caligmalarindan giivenilir sonuglarin elde edilmesi zorunludur (Llovet vd 2008).

2.2. Cetuximab (Erbitux)

Metastaz, kanser hastalar1 arasinda 6nemli bir 6liim nedenidir. Timor metastazini
sinirlayabilen veya Onleyebilen herhangi bir yaklasim hastaligin tedavisinin
yonetilmesinde yiiksek bir degere sahip olacaktir. Kanser hiicrelerinin biiytimesinde ve
metastazinda kritik olan kanser spesifik molekiillerin hedeflenmesi, kanser tedavisi igin
umut verici bir yaklasimdir. Son birkag yilda kanser gelisiminin hiicresel, molekiiler ve
genetik temellerinin  aydinlatilmasinda 6nemli ilerlemeler kaydedildi. Epidermal
biiyiime faktorii reseptorii (EGFR) sinyal iletiminin kanserde tanimlanmasi (Sekil 2.3),
antikanser tedavi yaklasimlarinda 6nemli bir devrim yaratti1 (Harari 2004).

iy rer i atices

Sekil 2.3. EGFR yolu. EGFR’ye ligand baglanmasi dimerizasyon ile sonuglanir.
Basarili dimerizasyon hiicre proliferasyonu ile sonuglanan kaskadin
baslamasina neden olur
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EGFR sinyal iletimi (Sekil 2.4), su anda onkolojide son derece umut verici bir
molekiiler hedef olarak kabul edilmektedir (Harari vd 2007).

Sekil 2.5. Monoklonal antikor cetuximab

Cetuximab (C225-03, IMC-C225, C225, ch225 olarak da adlandirilir) (Sekil 2.5)
EGFR’ye baglanarak ve EGFR sinyal iletimini bloke ederek asagi yonde hiicre igi
sinyalleri inhibe eden bir monoklonal antikordur (mAb) (Sekil 2.6). Ayrica, kanser
hiicrelerine saldirmak ve 6ldiirmek igin sitotoksik T hiicrelerini gliglendirebilen antikor
bagimli hiicresel sitotoksisiteyi ve kompleman bagimli sitotoksisite reaksiyonlarini da
uyarabilmektedir. Timor antijen-spesifik bir monoklonal antikor olan cetuximab, EGFR
eksprese eden metastatik kolorektal kanseri tedavisinin yani sira, bas ve boyun kanseri
icinde 2004 yilinda Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ila¢ Idaresi tarafindan
onaylanmustir (Van Cutsem vd 2009, Lim vd 2011). Ancak tiim hastalar bu ajana tatmin
edici yanitlar vermemislerdir (Cunningham vd 2004, De Roock vd 2010a, Linardou vd
2011). Ileriki zamanlarda yapilacak arastirmalarla ortaya konacak olan giivenilir klinik,
molekiiler belirteglerin cetuximaba en i1yi cevap verecek hastalarin belirlenmesinde
biiyilik degeri olacaktir.

Sekil 2.6. Cetuximabin EGFR’ye baglanarak dimerizasyonu ve asag1 yondeki kaskadi
engellemesi

11
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Cetuximab, kolorektal kanseri, skuamoz hiicreli bas boyun kanseri, nazofarenks
kanseri, pankreas kanseri, yumurtalik kanseri ve kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri
gibi cesitli tipteki insan kanserlerinin tedavisi i¢in Merck KGaA ve ImClone Systems
Incorporated/Bristol-Myers  Squibb tarafindan ortak olarak gelistirilmistir. ilag,
intravenéz inflizyon igin tasarlanmis olup, steril sivi formiilasyonundadir (sise basina
100 mg cetuximab). Formiile edilmis cetuximabin igerigi, bilesenlerin islevleri ve
bilesenlerin kalite standartlar1 Cizelge 2.3’de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.3. Cetuximab bilesimi

Bilesen Sise basina Miktar Fonksiyon Kalite standardi
miktar

Cetuximab, kimerik antikor 100 mg 2 mg/ml Aktif bilesen Kurum iginde

tanimlanmis
Sodyum kloriir 424 mg 8.48 mg/ml  izotonik ajan Ph. Eur.
Sodyum dihydrogen 20 mg 0.40 mg/ml Tampon Ph. Eur.

fosfat dihidrat

Disodyum fosfat dihidrat 66 mg 1.32 mg/ml Tampon Ph. Eur.
Enjeksiyon igin su 50 ml 1 ml Seyreltici Ph. Eur.

2.2.1. Cetuximabin kullanim ve yan etkileri

Cetuximab sadece regete ile temin edilebilen, genellikle H1 antagonisti ile 400
mg/m?'lik dozda daha sonraki haftalarda 250 mg/m?’lik dozda intravendz uygulanan bir
ilagtir. Cetuximabin intraven6z uygulanmasinin ¢esitli yan etkileri vardir. En ciddi
olanlari, inflizyon reaksiyonlari, kardiyopulmoner duraklama, dermatolojik toksisite ve
radyasyon dermatit sepsis, bobrek yetmezligi, interstisyel akciger hastaligi ile akciger
embolisidir (Wong 2005, Blick ve Scott 2007, Martinelli vd 2009, Koukourakis vd
2010, Birnbaum vd 2010).

2.2.2. Cetuximabin antitiimor aktivitesinin altinda yatan mekanizmalar

Cetuximab, iyi tamimlanmis ve su anda ¢esitli kanserlerin klinik tedavisinde
yaygin olarak kullamlan bir ilagtir. Oldukga hedefe dzgii bir antikordur. Iyi bir toleransi
vardir ve timor hiicrelerinde apoptozu uyarabilir (Wu vd 2008, Blumenschein vd 2011).
Bu ilag, birgok mekanizmanin aracilik ettigi intrinsik antitimor etki gostermektedir.
Bunlar, immiin efektor hiicreler gerektiren ve gerektirmeyen mekanizmalar olarak iki
kategoriye ayrilabilir (Campoli vd 2010). Tumér antijen-spesifik monoklonal
antikorlarin  kendilerine 06zgili reseptorleri inhibe ettikleri ve hedeflenen timor
hiicrelerinde in vitro bagisiklik hiicrelerini etkilemeden apoptozu uyardiklar
gosterilmistir. Bununla birlikte, antikor bagimli hiicresel sitotoksisiteyi uyaran ve T
lenfosit-spesifik immun reaksiyonlar1 aktive eden tiimor antijen-spesifik monoklonal
antikorlar ayn1 zamanda anti-tiimér fonksiyonda da 6nemli bir rol oynarlar.

Cetuximab ayni zamanda EGFR sinyal iletimini bloke ederek radyasyon

sitotoksisitesini de arttirabilmektedir (Bonner vd 2006). Cetuximab, hiicre dongiisiinde
faz spesifiktir ve hiicreleri hiicre dongiisiiniin G1 fazinda tutmaktadir (Baselga 2001).
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2.2.2.1. Cetuximab tarafindan EGFR sinyal iletiminin inhibisyonu

EGFR, tirozin kinaz reseptdr proteininin bir bolimiinii olusturan bir
transmembran glikoproteindir. EGFR ailesi, EGFR/HER1/ErbB-1, HER2/ErbB-2/neu,
HER3/ErbB-3 ve HERA4/ErbB-4 transmembran reseptorlerini igerir (Lurje ve Lenz
2009). Her bir EGFR ailesinin iiyeleri, ekstraselliiler ligand baglama, hidrofobik
transmembran ve intraselliiler intrinsik tirozin kinaz domainlerinden (kinaz aktivitesi
eksik olan ErbB-3 harig) olusmaktadir (Yarden 2001).

EGFR, EGF, TGF-a, heparin-baglayict EGF, amfiregiilin, epiregulin, betaseliilin
ve neuregulin G2b olmak tizere yedi farkli liganda sahiptir (Watanabe vd 1994, Toyoda
vd 1997, Wells 1999). Bu ligandlar EGFR’ye baglanirlar ve reseptér homodimerlerinin
ve/veya heterodimerlerinin olusumuna neden olan ErbB reseptorlerinin bir araya
gelmelerini baslatirlar (Yarden 2001, Wiley 2003). Tirozin kinaz domaini, sitoplazma
icindeki EGFR'nin C-terminal kuyrugundaki protein fosforillenmesi ile daha sonra
aktive edilir (Qu 2002, Cohen 2003). Bu siireg, fosforilenmis reseptor-ligand
olusumunun endositozu ile sonlandirabilen (Harari 2004, Yarden 2001) bir intraselliiler
sinyal iletim kaskadini1 baslatir (Carpenter ve Cohen 1990). EGFR sinyal iletiminin
aktivasyonu, mitogenezi, apoptozu, protein sekresyonunu, degismis hiicre motilitesini,
hiicre farklilasmasinmi ve hiicre farklilasmamasini igeren c¢esitli asagi yondeki sinyal
iletimlerini tetikleyebilir (Wells 1999). Biiylime faktorleri ve reseptorleri ile olan
etkilesimlerinin bloke edilmesi, asagi yonde sinyal iletimini ve bunlarin fizyolojik
fonksiyonlarmi etkiler. EGFR-spesifik monoklonal antikorlari, EGFR ligandlar ile
rekabet ederler ve reseptor tirozin kinaz aktivasyonunu oOnlemek i¢in reseptoriin
ekstraselliller domainine baglanarak EGFR-aracili intraselliller sinyal iletimini
zayiflatirlar (Marshall 2006). Tim epitelyal ve mezenkimal hiicreler EGFR eksprese
etmekle beraber miktarlar1 degisebilmektedir (Wells 1999). EGFR bozuklugu ya da asiri
ekspresyonu insan hastaliklarinda oldukg¢a ¢ok rastlanmaktadir (Nicholson vd 2001,
Arteaga 2002). Bas ve boyun kanserlerinin bir¢ok vakasinda ve kolorektal kanser
vakalarinin yaklasik %50°sinde EGFR agir1 eksprese edilmektedir (Mendelsohn 2001,
Mendelsohn ve Baselga 2003). Cetuximab, EGFR sinyal iletimini baskilamak i¢in
spesifik ve rekabetci bir sekilde EGFR’ye baglanir (Kim vd 2001). Cetuximab doza
bagimli bir sekilde bazi tiimor hiicre dizilerinin proliferasyonunu inhibe ettigi
(Goldstein vd 1995, Mutsaers vd 2009) ve apoptozu uyardigi gosterilmistir (Prewett vd
1996, Fan vd 1997).

2.2.3. Cetuximab tedavisine cevapsiz kalmanin olas1 mekanizmalar: ve cetuximab
kullaniminda hasta se¢imi

Cetuximab ile tedavi edilen bazi hastalarda progresyonsuz sagkalim ve genel
sagkalimda artis oldugu gosterilmistir. Ancak, timor antijen-spesifik monoklonal
antikor temelli tedavilerin ortalama etki orani sadece %30’dur (Reichert vd 2005,
Campoli vd 2010). Cetuximab ile tedavi edilmis hastalarin neden sinirh bir yiizdesinin
klinik olarak cevap verdigi ile ilgili olarak ¢ok az sey bilinmektedir. Cetuximab tedavisi
ile ilgili toksisite ve maliyet gibi nedenler cetuximab tedavisinden en iyi sekilde
yararlanacak hastalarin etkili bir sekilde segilme yollarmi belirlenmesi gerekliligini
ortaya koymaktadir. Hastalarin, cetuximab tabanli tedaviye cevap vermemelerinin
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altinda yatan mekanizmalar, hedeflendirilmis ilacin klinik 6neminden dolay1 genisce
arastirilmaktadir.

2.2.3.1. Cetuximaba cevapsiz kalmada Kirsten Ras Sarcoma viral onkogen (KRAS)
mutasyonunun potansiyel rolii

EGFR ekspresyonu, anti-EGFR tabanli tedavilere hem yanit vereni hem de
vermeyenleri tespit etmeye yardimci olabilir. Bununla birlikte, kolorektal kanser ve
metastatik kolorektal kanser niikseden hastalar arasinda EGFR ekspresyonunun pozitif
mi ya da negatif mi olup olmadigini belirlemede mevcut yontemler basarisiz olmasina
ragmen klinik yarar bu hastalarda zaten gozlenmistir (Yarom vd 2010). Hasta se¢im
belirtegleri, cetuximab tedavisine yanit olasiligini artirmak i¢in agikga gereklidir.
Kirsten Ras Sarcoma viral onkogen (KRAS), EGFR gibi tirozin kinaz reseptorlerinin
asagl yondeki bir sinyal ileticisidir. Cetuximab, KRAS’in aracilik ettigi bu sinyalleri
iceren EGFR sinyal kaskadini bloke eder. EGFR’nin uyarilmasi ile yabanil tip KRAS
kisa bir siire i¢in etkin olur. Sinyal yolunun asagi yoniinde yer alan siki bir sekilde
kontrol edilen RAF/MAPK /ekstraselliiler sinyal iliskili kinaz daha sonra aktive olur.
Mutasyona ugramig KRAS proteini siirekli aktif hale gelerek kaskadi EGFR’nin yukari
yondeki sinyal iletiminden bagimsiz yapar. Bu sekilde, cetuximab ile EGFR’nin bloke
edilmesi asag1 yondeki olaylar1 etkilemeyebilir. KRAS geninde bulunan mutasyonlarin
protein aktivitesinin siirekli olmasina neden olmalar yaklasik olarak biitiin kolorektal
kanserlerin %30-%50’sinde bulunmustur (Khambata-Ford vd 2007, Bokemeyer vd
2008, Van Cutsem vd 2008, Amado vd 2008). Bu dogrultuda KRAS, EGFR’nin asagi
yondeki sinyal yolunda bir diigliim olusturur. KRAS mutasyonlarinin kolorektal,
karaciger ve akciger kanserlerinde yaygin oldugu c¢ok iyi bilinmektedir. Bunlar,
cetuximab gibi EGFR hedefleme ajanlarinin antitimor aktivitesini  belirlemede
kullanilan molekiiler biyolojik belirtecler olarak iyi bir sekilde taninmaktadirlar.

KRAS mutasyonu, metastatik kolorektal kanserli 540 hastanin %35.6’sinda
belirlenmistir (Van Cutsem vd 2008). Yabanil tip KRAS tasiyan hastalar i¢in folinik
asit, fluorourasil ve irinotekan tedavisine cetuximab eklenmesi sadece folinik asit,
fluorourasil ve irinotekan tedavisine gore daha uzun progresyonsuz sagkalim ya da daha
yiiksek yanit orani saglamistir. Buna karsin cetuximab, KRAS mutasyonlu hastalar
arasinda folinik asit, fluorourasil ve irinotekanin tek basma uygulanmas: ile
karsilastirildiginda progresyonsuz sagkalim ve yanit oraninda onemli bir gelisme
gosterememistir.

KRAS mutasyonlu hastalarda cetuximaba tim yanit orani yabanil tip KRAS
tagiyan hastalara gore daha diisiik oldugu gosterilmistir. Ortalama progresyonsuz
sagkalim yabanil tip KRAS tasiyan hastalara gore KRAS mutasyonlu hastalarda agik bir
sekilde daha kisadir. Benzer sekilde ortalama tiim sagkalim yabanil tip KRAS tagiyan
hastalara gore KRAS mutasyonlu hastalarda belirgin bir sekilde daha kisadir.

2.2.3.2. Cetuximab uygulamasina verilen cevapta etkili olan diger genetik
belirtecler

KRAS mutasyonlarindan dolayi cetuximaba cevap vermeyen hastalarin ytizdesi
%35°dir. Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, cetuximaba yanit orani segilmemis
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hastalarda %24.4, yabanil tip KRAS tasiyan hastalarda %36.3 ve yabanil tip KRAS,
NRAS, BRAF ve PIK3CA (ekzon 20) tasiyan hastalarda %41.2 oldugu gosterilmistir
(De Roock vd 2010a). Cetuximabdan en etkili sekilde yararlanacak hastalarin
belirlenmesi HER-3, c-met, IGFIR, p.G13D ve TP53 mutasyonlarmin varliginin
belirlenmesinin yanmi1 sira amfiregiilin ve epiregulin diizeylerininde belirlenmesi gibi
biyolojik se¢im belirteglerin gelistirilmesi ile miimkiin olabilecektir (Oden-Gangloff vd
2009, De Roock 2010b, Hawkes ve Cunningham 2010, Scartozzi vd 2011, Inno vd
2011). Diger olasi biyolojik belirtegler fosfataz ve tensin homolog (PTEN)
ekspresyonunun kaybi, EGFR gen kopya sayisindaki degisiklikler (Hawkes ve
Cunningham 2010) ve EGFR promotor hipermetilasyonunu i¢germektedir (Scartozzi vd
2011). Cetuximaba cevapsiz kalmaya neden olan olasi immiin kagis mekanizmalar1 da
bulunmaktadir. Biitiin bu vurgulanan belirtegler, KRAS analizi ile kombinasyonlarinda
daha iyi bir 6ngorii olusmasini saglamaktadir. Bu Ongoriiniin olusmasini saglayan
faktorlerin ¢ogu hala klinik Oncesi test asamasindadir, ama hasta se¢iminde umut verici
uygulamalara sahiptirler.

2.2.4. Cetuximab tedavisinde deri toksisitesi ve ekonomik sorunlar

Epidermal bazal keratinositlerin diizenlenmesindeki EGFR fonksiyonu, cetuximab
tarafindan bloke edilmeden etkilenir. Bu da karakteristik papiilopistiiler kizarikliga
neden olur. Birgok klinik ¢alisma, cetuximab temelli tedavinin klinik yarar1 kizarikligin
bu tipinin olus siklig1 ve siddeti ile yakindan iliskili oldugunu gostermektedir (Van
Cutsem vd 2009). Cilt toksisitesi olmayan hastalar ile karsilagtirildiginda, bundan aci
¢ekenlerin ortalama yasam siiresinin dikkate deger bigimde daha uzun oldugu
gozlenmistir (Cunningham vd 2004).

Yakin zamanda yapilan bir ¢calismada akne benzeri kizarikligin ilk ortaya ¢ikmasi
ile toplam sagkalim arasindaki iliski analiz edilmistir. Akne benzeri kizarikliga sahip
hastalar buna sahip olmaya hastalara gore daha uzun ortalama toplam sagkalim
gostermislerdir. Daha hafif akne benzeri kizarikliklara sahip hastalarda ortalama toplam
sagkalim daha kisadir (Lim vd 2011). Ancak, siddetli deri kizariklig1 ile timor cevabi
arasindaki biyolojik mekanizma heniiz belirsizdir.

Cetuximab, hasta bagina 8 haftalik tedavi bagina 30.000 dolara yaklasan maliyeti
ile pahali bir tedavidir (Holmer 2004). Bu durum saglik uzmanlar1 ve ekonomistler
tarafindan  degerlendirildiginde ilacin maliyet-etkinligi hakkinda bir¢ok soru
olugsmaktadir. 2008 yilinda bes Avrupa iilkesinde yapilan bir ekonomik analizde lokal
ileri bas ve boyun kanseri i¢in cetuximab radyasyon tedavisi ile kombine edildiginde
cetuximab ile tedavi maliyetinin diistiriildiigli gosterilmistir.

2.3 Epirubicin-HCI

Epirubicin-HCI  (4'epidoxorubicin)  bir doxorubicin antrasiklin tiirevidir.
Doxorubicinin 4' pozisyonundaki hidroksil grubunun epimerizasyonu ile karakterize
edilir. Etki mekanizmasi doxorubicine benzerdir ve antitiimor aktivitesinin doxorubicin
ile karsilastirilabilir. Epirubicin-HCI, doxorubicinden daha iyi bir terapdtik endekse
sahiptir. Benzer dozlarda daha az hematolojik ya da kardiyak toksisiteye sahiptir.
Epirubicin-HCI, bir¢ok ¢esitli tiimorlerde kapsamli bir sekilde arastirilmistir. Klinik
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caligmalar, en uygun uygulama zamanini tanimlamak ve kombine kemoterapdtik
uygulamalardaki roliinii degerlendirmek igin devam etmektedir.

2.3.1. Epirubicin-HCP’nin kimyasal yapisi

Epirubicin-HCI’nin kimyasal adi, (8S-cis)-10-[(3-amino-2, 3, 6-trideoksi-a-L-
arabino-hekso piranosil) oksi] -7, 8, 9, 10-tetrahidro-6, 8,11-trihidroksi-8-
(hidroksiasetil)-1-metoksi-5,12-naftasendion  dur (Sekil 2.7). Yapisal formiili
doxorubicinden C-4' pozisyonundaki hidroksil grubunun (eksensel yerine ekvatoryal)
konfigiirasyonu ile farklidir. Molekiiler formiilii C27H29NO11 ve molekiil agirligi 579.98
g/mol’diir (Hopkins 1983). Epirubicin-HCI, 10 mg ya da 50 mg 4' epidoxorubicin
hidrokloriir igeren siselerde kirmizi-turuncu kristal seklinde temin edilmektedir.
Enjeksiyon icin steril su i¢inde ya da steril tuzlu su i¢inde konsantrasyonu 2 mg/ml
olacak sekilde sulandirtlir. Epirubicin-HCI sulandirilmadan once buzdolabinda
bekletilmelidir. Sulandirilmig soliisyonlar oda sicakliginda 24 saat stabildir ve giin
1s1gina maruz birakilmaktan korunmalidir. Epirubicin-HCI soliisyonu giin 1s18inda
25°C'de 20 saat birakildiginda baslangigtaki konsantrasyonunun %57’si azalmustir.
Dondurulmus sulu soliisyonlar1 ¢oziildiikten sonra epirubicin-HCI aktivitesinde %12’lik
bir kaybin oldugu bildirilmistir (Twelves vd 1992).
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Sekil 2.7. Epirubicin-HCI’nin kimyasal yapisi (Ulakoglu ve Altun 2004)

2.3.2. Epirubicin-HCI’nin etki mekanizmasi, farmakokinetigi ve antineoplastik
aktivitesi

Epirubicin-HCI’nin sitotoksik etkisi doxorubicinin etkilerine benzerdir. Tlac,
niikleotid baz ciftleri arasina girerek DNA ile kompleks olusturur ve bu da niikleik asit
(DNA ve RNA) ve protein sentezinin inhibisyonu ile sonuglanir. Ayrica epirubicin-HCl,
DNA-topoizomeraz Il kompleksini stabilize edip topoizomeraz II'nin katalizledigi
ligasyon reaksiyonlarmi Onleyerek topoizomeraz Il aktivitesini inhibe eder. Bu da
topoizomeraz II tarafindan gift iplikli DNA kirilmasii tetikler. Epirubicin-HCI, ayni
zamanda, cift iplikli DNA'min enzimatik ayrilmasini Onleyerek ve replikasyon ve
transkripsiyonu engelleyerek, DNA helikaz aktivitesini inhibe eder (Mays vd 2010,
Perry 2008). Ayrica, epirubicin-HCI sitotoksik serbest radikaller {ireterek
oksidasyon/rediiksiyon reaksiyonlarinda da yer almaktadir. Yapilan calismalarla da,
meme (MCF-7), karaciger (Hep G2) ve akciger (H1299) kanseri hiicrelerinde
epirubicin-HCI reaktif oksijen tiirleri olusturarak SOD, katalaz, glutatyon peroksidaz
aktivitelerinin artisina neden oldugu gosterilmistir (Ozkan vd 2004, Ozkan ve Fiskin
2004, Ozkan 2007). Antrasiklinler, ayn1 zamanda hiicre zarinin biitinligini ve
aktivitesini etkileyebilirler (Plumbridge vd 1978, Young vd 1981). En fazla hiicre
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Oliimiinii, hiicre dongiisiiniin S fazinda olustururlar. Ancak, yiiksek konsantrasyonlarin
etkileri erken G2’nin yan1 sira M agamasinda da gortilmiistiir (Hill ve Whelan 1982).

Epirubicin-HCI’nin farmakokinetigi doxorubicine benzer niteliktedir. Epirubicin-
HCI, doxorubicin gibi 6ncelikli olarak karaciger ve safra sistemi tarafindan elimine
edilmektedir. Doxorubicin igin eliminasyon yarilanma omrii 40 ile 70 saat olmasina
karsilik epirubicin-HCI’nin yarilanma omrii ise 30 ile 40 saattir (Natale vd 1983).
Epirubicin-HCI’nin plazmadan atilmasi karaciger metastazli ya da anormal karaciger
fonksiyonlarna sahip hastalarda 6nemli bir bi¢imde azalmistir. Bu hastalarda %50
dozaj azalmasinin oldugu gosterilmistir (Camaggi vd 1982).

Hepatomal1 12 hasta epirubicin-HCI ile tedavi edildiginde hastalarda 3., 8. ve 44.
haftalarda bolgesel gerileme oldugu tespit edilmistir (Muggia vd 1984). Sistemli bir
sekilde epirubicin-HCI| uygulanmis 21 hasta arasindaki tiim cevap orani %14’diir
(Kolaric vd 1983, Robustelli Della Cuna vd 1983, Muggia vd 1984). Sistemli bir sekilde
doxorubicin uygulanmis karaciger kanserli hastalarin cevap orani ise %57’dir. Bir¢ok
calisma 20 hastadan daha az olan gruplarda yapilmistir. Cevap oranmin %20’den az
oldugu, Amerika’da yapilan ii¢ ¢alisma ile gosterilmistir (Macdonald vd 1982).

Calismamizda epirubicin-HCI’yi tercih etmemizdeki en Onemli neden
doxorubicine ve diger antrasiklinlere gore daha az kardiotoksisiteye neden olmasidir.

2.4. Apoptoz
2.4.1. Apoptozun tamimlanmasi

Apoptoz, apo-TOE-sis kelimelerinden koken almakta olup eski Yunancada
"sonbaharda yaprak dokiimi" anlamina gelmektedir. Hiicrelerde normal gelisim
sirasinda meydana gelen 6liim 1842 yilinda Vogt tarafindan tanimlanmistir (Touchette
ve Fogle 1991). Programlanmis hiicre olimii terimi olarak ilk kez 1965 yilinda
kullaniimastir.

Apoptoz terimi 1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan programlanmis
hiicre Olimiini tanimlamak igin kullanildi. Kerr, fizyolojik olarak o6len hiicrelerin
cekirdeklerinde yogunlasmis kromatin pargalarini gézlemlemis ve organellerin iyi
korundugunu fark ederek bu olayr biiziisme nekrozu olarak adlandirmigtir (Kerr vd
1972).

1993 yilinda Cohen yiiksek dozda kullanilan steroidlerin timus hiicreleri iizerine
etkilerini incelemis ve timus hiicrelerinin direkt olarak apoptozu se¢medigini, hiicre
Olimiine neden olacak genleri aktiflestirerek hiicreleri apoptoza yonlendirdigini
bildirmistir (Cohen 1993a). Boylece apoptozun genler tarafindan diizenlenen bir hiicre
oliimii oldugu ortaya ¢ikmigtir (Cohen 1993b).

2.4.2. Apoptozu uyaran sinyaller

a) Hiicre disi: Hormonlar, biiytime faktorleri
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b) Hiicre ici: Iyonize radyasyon, viral infeksiyon, serbest radikallerden dolayr meydana
gelen oksidatif hasar (Anonim 3).

2.4.3. Apoptozda hiicre i¢i sinyal iletimi ve metabolik degisiklikler

Hiicre igi sinyal iletiminde yaygin olarak kullanilan kalsiyum (Ca*™) apoptozda da
rol oynar. Hiicre igindeki kalsiyum iyonlarinin miktarindaki artis hiicreyi apoptoza
gotiirmektedir (Geoffey ve Robert 2004). Sitoplazmadaki kalsiyum iyonu miktarindaki
hafif artis, c-myc, c-fos, 1s1 sok proteinlerini harekete gegirir ve hiicrenin apoptoza
gitmesine neden olur. Kalsiyum, adenilat siklazlar1 aktive ve inhibe etme yetenegine
sahiptir. Siklik adenozin monofosfat (c-AMP) ve protein kinazlar iizerinden sinyal
iletimini etkiler (Bellamy vd 1995). Sitoplazmada artan kalsiyum inaktif durumdaki
kalsiyum bagimli proteazlari ve niikleazlar1 aktiflestirerek sitoplazmik proteinlerin
parcalanmasina ve apoptoza 0Ozgii interniikleozomal DNA kiriklarina neden olur
(Gerschenson ve Rotello 1993). Kalsiyum iyonu, inaktif durumdaki endoniikleaz,
proteaz, transglutamaz, fosfolipaz gibi latent enzimleri aktive ederek apoptoza neden
olur (Earnshaw 1995).

2.4.4. Apoptozun molekiiler diizenleyicileri

Apoptozun her basamagi bir¢ok proteinin birlikte ¢alismasii gerektirir. Bu
proteinler, kaspazlar, Bcl-2 ailesi, p53 ve TNF ailesidir (Indrajit ve Binu 2006).

2.4.4.1. Kaspazlar

Kaspazlar, sistein proteinazlardir ve aspartik asitten sonraki peptit bagin kirarlar.
Cogu apoptozda gorevli 14 farkli kaspaz tamimlanmistir. Kaspazlar, tek polipeptit
zinciri halinde sentez edilirler ve ii¢ tane bolgeleri vardir. Bunlar efektor 6liim (death
effector domain: DED), kaspaz toplama (caspase recruitment domain: CARD) ve 6liim
bolgeleridir (death domain: DD) (Indrajit ve Binu 2006).

Tim kaspazlar hiicre iginde inaktif olarak bulunurlar ve proteolitik islemlerle
kirilarak aktif olurlar. Inaktif kaspazlarin aktivasyonu, granzim B araciligiyla, sitotoksik
T hiicre graniillerinde bulunan aspartata 6zgii serin proteinazlar araciligiyla veya aktif
olan kaspaz proteininin inaktif olan kaspaz ile etkilesimi sonucu gergeklesebilir (Sekil
2.8).

Inmnaktif Proenzim
S~

CENIS \ KOCUK
* < T OKID)
Ase X

roonriiT Kaspaz kaesilien
cltrtstnciers Kesilir . (Asg 3<)

Katalitik Bolgeles

L enis e i KoLk
Sestrasnit Sclif Tty serser i
oanrirrd Olurgtaar war L)

AKELIT <aspazx

Sekil 2.8. Kaspaz aktivasyonu (Y1lmaz ve Penge 2002)
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Kaspazlar, yapisal oOzelliklerine ve fonksiyonlarma gore su {i¢ grupta
smiflandirtlirlar; inflamatuar kaspazlar olarak adlandirilan grup | kaspazlar (kaspaz 1,
kaspaz 4, kaspaz 5), baslatic1 kaspazlar olarak bilinen grup Il kaspazlar (kaspaz 2,
kaspaz 8, kaspaz 9, kaspaz 10) ve efektor kaspazlar olarak adlandirilan grup Il
kaspazlar (kaspaz 3, kaspaz 6, kaspaz 7) (Indrajit ve Binu 2006). Oliim reseptorleri
araciligiyla tetiklenen apoptotik sinyal, kaspaz 8 veya kaspaz 10 gibi baslatici
kaspazlarin aktivasyonunu saglarken mitokondriyal apoptotik sinyaller kaspaz 9’u aktif
hale getirir. Daha sonra bu kaspazlar diger kaspazlari aktiflestirerek proteolitik bir
kaskada neden olurlar. Bu kaskad sonunda efektor kaspazlar olan kaspaz 3, 6 veya 7
aktive olur. Bu aktivasyon, niikleaz inhibitorii, hiicre iskeleti ve Onemli hiicre
proteinlerinde béliinmeye yol acarak DNA’da parcalanmaya ve tipik morfolojik
degisikliklere neden olur (Indrajit ve Binu 2006).

Yasayan hiicrelerde kaspaz aktivasyonu apoptoz inhibitér protenleri (IAP) adi
verilen hiicresel proteinler araciligiyla kontrol altinda tutulurlar (Salvesen ve Duckett
2002). insanlarda alt: tane IAP tamimlanmustir; NAIP, c-1AP1 (HIAP2), c-IAP2 (HIAP-
1), XIAP, survivin ve BRUCE’dir (Deveraux ve Reed 1999).

2.4.4.2. Bcl-2 ailesi

Bcl-2 proteinleri apoptoz regiilasyonunda, hiicre yiizeyi ile hiicre ig¢i Oliim
sinyalleri arasinda denetim noktas: olarak, apoptozom olusum safhasinda ve kaspaz
kaskadinin aktivasyonunda nemli rol oynar (Sato vd 1994, Burlacu 2003).

Bcl-2 ailesi iki diizineden daha fazla liyeye sahiptir ve birbirine zit etkileri olan iki
gruptan olusur. Bu gruplardan biri apoptozu tetikleyici (en iyi bilinenler: bax, bid, bcl-
Xs, bad, bim, bak, bok, PUMA, NOXA), digeri ise apoptozu baskilayici (en iyi
bilinenler: bcl-2, bcl-X1, Mcl-1) etkiye sahiptir. Bcl-2 ailesinin tiyeleri BH1, BH2,
BH3, BH4 bolgelerinden en az birini igerirler (Anonim 4).

Apoptozu tetikleyen iiyeler kendi aralarinda; BH1, BH2, BH3 bolgelerinden her
tictinii bulunduranlar (Bax, Bak) ve sadece BH3 igerenler (bid, bad, bim, PUMA,
NOXA) olmak iizere ikiye ayrilirlar. Apoptozu baskilayan iiyelerin hepsi bolgelerin
dordiine sahiptirler. Oliim sinyali olmadigi zaman Bcl-2 proteinleri hiicre iginde ayr1
kompartimanlarda bulunurlar. Oliim sinyali alindigi zaman, apoptozu uyaran iiyeler
degisime ugrarlar, daha sonra mitokondrinin dis membranina entegre olurlar ve
mitokondriden apoptozu baslatict bir faktér olan sitokrom c’nin saliverilmesine neden
olurlar. Bu olaylar gergeklesirken apoptozu baskilayan iiyeler ise inaktif durumdadirlar
(Griffiths vd 1999).

Apoptozun diger dnemli molekiiler diizenleyicileri p53 ve timor nekrozis faktor
(TNF)’diir. p53, apoptozu tetikleyen bir¢cok farkli gen {irlinliniin sentezini artiran
transkripsiyon faktoriidiir. p53’lin sentezlerini arttirdigi apoptozu tetikleyen gen
tirtinleri, hiicre dongii gelisim inhibitorleri, p5S3 aktivitesini kontrol eden diizenleyiciler,
oksidatif stres ve endoplazmik retikulum stres mediatorleri, 6lim reseptor sinyal
yolunun komponentleri ve bcl-2 ailesinin apoptozu tetikleyen proteinleridir. p53 ayni
zamanda transkripsiyondan bagimsiz olarak da apoptozu tetikleyebilir. p53, hiicrede bir
sekilde DNA hasar1 olustugu zaman hasar onarilabilecek diizeyde ise hiicre dongiisiinii
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G1 fazinda durdurur ve hiicreye DNA tamiri i¢in zaman kazandirir. Eger DNA hasari
tamir edilemeyecek kadar biiyiikse Bax’in sentezini arttirarak apoptozu tetikler (Erster
ve Moll 2005). Wild tip p53’e sahip hiicreler ile mutant p53’¢ sahip hiicrelerin
cetuximaba kars1 farkli duyarliliga sahip olduklar1 yapilan ¢alismalarla gosterilmistir
(Huether vd 2005).

Timo6r Nekrozis Faktor (TNF), bir sitokindir ve apoptoz, hiicre proliferasyonu,
immiinomodiilasyon, inflamasyon, alerji ve otoimmiin hastaliklara aracilik eder. TNF,
transmembran proteini olarak sentez edilir. TNF’nin membrana entegre formu (mem-
TNF) proteolitik boliinme ile ¢oziiniir (soluble) TNF halini alir. TNF, biyolojik
fonksiyonlarmi iki farkli reseptor araciligiyla gerceklestirir, tip 1 (TNF-R1) ve tip 2
(TNF-R2). Hiicrenin 6lim sinyalinin aktarimi, TNF-R1’in sitoplazmik 6lim bdlgesi
araciligiyla gerceklesir. Bu durum kaspaz 8 aktivasyonuna veya mitokondri bagimh
dongiiniin aktivasyonuna, sonug olarak da apoptoza neden olur (Aggarwal 2000).

2.4.5. Apoptoz siirecinin degerlendirilmesi

Apoptoz siireci, hiicre oliimiine neden olan uyari ile baslar ve enerji bagimh
kaskad ile sona erer. Bu siireg, 4 faz halinde 6zetlenebilir:
1. Erken veya baslangi¢ fazi: Apoptoz, apoptotik cevaba neden olan uyari ile baslar.
Apoptotik cevap, hiicre dist bir sinyalin hiicre yiizey reseptorlerini uyarmasiyla
tetiklenebilecegi gibi, ilaglar, radyasyon veya toksinlerin neden oldugu hiicre i¢i uyarilar
ile de tetiklenebilir.
2. Sinyal transferi fazi: Sinyal veya metabolik durumun algilanmas: ve bu algilanan
sinyal veya metabolik durumun hiicre 6liim efektor sistemine iletilmesi.
3. Efektor faz: Kaspaz sisteminin aktivasyonu (Chowdhury vd 2006).
4. Hiicre 6liimiinden sonraki faz: Hiicrelerin kromatin veya DNA’larinin sindirimini ve
olen hiicrelerin fagositik hiicreler tarafindan taninarak yok edilmelerini igerir
(Chowdhury vd 2006) (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. Apoptozda olusan erken ve ge¢ morfolojik degisiklikler (Huerta vd 2007)

2.4.5.1. Apoptoz siirecinin hiicre ici veya hiicre dis1 uyaranlarla tetiklenmesine
gore degerlendirilmesi

Hiicreler, hiicre i¢i veya hiicre disi ¢evrede meydana gelen biiylime faktori
eksikligi, hiicre yaslanmasi, HIV, kemoterapi, radyasyon, yiiksek doz glikokortikoid,
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Fas ve TNFR-1 reseptorlerinin aktivasyonu ve oksidatif stres gibi hiicre 6liim uyaranlari
ile tetiklenerek iki ayr1 yol ile apoptoza giderler. Bu ana yollardan birisi ekstrinsik yol,
hiicre dis1 6liim uyaranlari ile tetiklenen reseptor aracili apoptoz, digeri ise intrinsik yol,
hiicre i¢i uyaranlar ile tetiklenen mitokondri aracili apoptozdur (Anonim 4).

2.4.5.1.1. Ekstrinsik yol (reseptor aracihg ile apoptoz)

Ekstrinsik yolda apoptoz, hiicre dliim reseptorleri olan Fas ve TNF-R1’in kendi
ligandlar: ile etkilesime girmesi sonucu baslar. Fas ligandi (Fas L), sitotoksik T
lenfositlerde ve dogal oldiriicii (natural killer) hiicrelerde bulunur. TNF-R1’in
ligasyonu, TNF-R1’¢ TNF’nin baglanmas ile gergeklesir (Hung ve Chow 2004). Fas ve
TNF-R1 kendi ligandlariyla baglandiklarinda 6lim uyarist almis olurlar. Fas reseptorii,
birbirine komsu iki Fas ligandinin birbirleriyle baglanmas: sonucu trimer kompleks
halinden hexamer kompleks haline doniisiir. Daha sonra, Fas reseptorii kendisinin
intrasitoplazmik 6liim bolgesi olan Fas iligkili 6lim domaini (FADD) ile TNF-R1 ise
kendi intrasitoplazmik o6liim bolgesi olan Trail Reseptor iliskili Olim Domaini
(TRADD) ile etkilesime girer. Boylece oliime sebep olan sinyal kompleksi (DISC)
olusur. Bu kompleks, prokaspaz 8’in efektor olim bolgesi (DED) ile birleserek
prokaspaz 8’in aktif formu olan kaspaz 8’in olusumuna neden olur (Sekil 2.10). Kaspaz
8, ya prokaspaz 3’1 aktive ederek hiicre 6liimiine sebep olur ya da Bcl-2 ailesinin iiyesi
olan Bid’in c-terminal bolgesini keserek aktif formu olan tBid’in olusmasina ve boylece
apoptozun intrinsik yola dogru ilerlemesine neden olur. Hiicreler, bu iki yoldan birisine
daha fazla yatkindirlar. Tip 1 hiicreler (lenfositler), kaspaz 3 aktivasyon yolunu tercih
ederken Tip 2 hiicreler (hepatositler), intrinsik yola dogru ilerlemeyi tercih ederler
(Hung ve Chow 2004).
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Sekil 2.10. Hiicre yiizey reseptorleri aracilig ile tetiklenen apoptoz yolu (Fan vd 2005)
2.4.5.1.2. intrinsik yol (mitokondri aracihg ile apoptoz)
Sitotoksik ilaglar, oksidatif stres, iyonize radyasyon, DNA hasari, biiyiime faktor

eksikligi gibi nedenlerle olusabilen 6liim sinyali, Bcl-2 ailesinin sadece BH3 bolgesini
iceren iiyeleri (bid, bad, bim, PUMA, NOXA) tarafindan mitokondriye tagmir. intrinsik
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yolun en Onemli bolimii, mitokondri dis membran gegirgenliginde olusan artistir
(Barnes 2004). Bu artis mitokondriden apoptozun aktivasyonuna neden olan basta
sitokrom-c olmak tizere Smac/diablo (mitokondriden tiiremis kaspaz aktivatori/diisiik
pl‘da dogrudan IAP’ye baglanan protein), apoptoz uyarici faktor (AlF) ve endoniikleaz
G gibi maddelerin salimimina neden olur. Sitokrom-c, apoptotik proteaz aktivator faktor
1 (Apaf-1) ve pro-kaspaz 9’a baglanarak apoptozom adi verilen oligomerik Apaf-1
kompleksinin (Apaf-1 + sitokrom-c + ATP + Prokaspaz 9) olusumunu saglar (Sekil
2.11). Aktiflesen kaspaz 9, pro-kaspaz 3°t aktive eder. Aktif kaspaz 3, kaspazla
aktiflesen deoksiriboniikleaz inhibitoriinii (ICAD) inaktif hale getirir.
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Sekil 2.11. Mitokondri araciligi ile tetiklenen apoptoz yolu (Fan vd 2005)

Boylece kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz (CAD) serbestlesir. CAD,
apoptozun  karakteristik  bulgularindan  olan  kromatin  yogunlasmasina  ve
oligoniikleozomal DNA pargalanmasina neden olur. Ayrica aktif kaspaz 3, ilgili
proteinleri (hiicre iskeleti proteinleri aktin veya fodrin, niikleer membran proteini lamin
A, DNA tamirinde rol alan poli (ADP-riboz) polimerazi (PARP)) parcalayarak
apoptotik hiicre morfolojisinin olusmasini da saglar.

Smac/diablo kaspazlara baglanarak kaspaz inhibisyonuna yol agan IAP’nin
yerini degistirerek kaspaz aktivasyonunu saglarlar. AIF dogrudan niikleusa giderek
kromatin yogunlagsmasini baslatir ve endoniikleaz G kaspaz aktivasyonundan bagimsiz
olarak niikleustaki pargalanmaya katilir (Kuhn vd 1976).

2.4.5.1.3. Endoplazmik retikulum aracihg ile apoptoz

Endoplazmik retikulum, hiicre i¢i kalsiyum dengesi, sentezi ve membran
proteinlerinin katlanmasini iceren bircok siirecte kritik Oneme sahiptir. Hiicre ici
kalsiyum seviyeleri yiikseldiginde, endoplazmik retikulum membraninda lokalize olan
prokaspaz-12 aktiflesir ve sitoplazmaya yonelir. Kaspaz-9 ile karsilikli olarak
etkileserek kaspaz kaskadini aktive eder (Sekil 2.12). Kaspazlarin etkiledigi hedef
noktalar; DNA hasarinin tamirinden sorumlu poli ADP riboz polimeraz, DNA-bagiml
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protein kinaz, niikleus membraninin integritesini saglayan laminler ve Ul
ribontikleoprotein (UIRNP), DNA’nin par¢alanmasina yol agan niikleazlar1 inhibe eden
DNA fragmentasyon faktorii 45 adli protein, hiicre i¢i kolesterol homeostazindan
sorumlu bir integral protein olan sterol diizenleyici element baglayici protein, bir timdor
baskilayict gen olan retinoblastom geni ve hiicre iskelet proteinlerinden Fodrin olarak
Ozetlenebilir (Yiiksel vd 2008).
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Sekil 2.12. Endoplazmik retikulum aracilig ile tetiklenen apoptoz yolu (Fan vd 2005)
2.4.6. Apoptoz belirleme yontemleri
Apoptoza giden hiicreleri saptama yontemleri, bakilan kriterlere ve duyarliligina

bagl olarak ¢esitlilik gostermektedir. Giiniimiizde kullanilan ve organellere gore
dagilimi yapilan yontemler Sekil 2.13’de 6zetlenmistir.
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Sekil 2.13. Her bir yontemin, apoptoz siirecinde gorev alan organellere gore dagilimi
(Oktem vd 2001)
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2.4.7. Kanser ve apoptoz

Malign hastaliklar, kontrolsiiz asir1 hiicre ¢ogalmasinin ve farklilagsmasinin oldugu
hastaliklar olarak tanimlanir. Ancak asir1 ¢cogalmanin yaninda azalmis apoptotik 6liim
hizinin da malignite gelisiminde rol oynadigr goriilmistiir. Fizyolojik Omriini
tamamladigi halde cesitli nedenlerle apoptoza gidemeyen hiicreler malign hiicrelere
doniisme potansiyeline sahiptir (Stratton vd 2009).

Kansere neden olan bazi virilisler enfekte ettikleri hiicrelerde fizyolojik olarak
apoptozu engellerler. Bu sekilde davranan iki tip Human papilloma virtisu (HPV) nun
serviks kanseri olusturduklar1 saptanmistir. HPV viriislerinden biri E6 adinda protein
ireterek apoptozu baslatan p53’e baglanir ve apoptozu inaktive eder. Epstein-Barr
Viriisii de Bcl-2’ye benzer bir protein salgilar veya salgiladigi bir proteinle hiicrenin
Bcl-2 protein iiretiminin arttirilmasii uyarir. iki olay da hiicreyi apoptoza kars1 daha
direngli kilar. Bu sekilde ¢ogalmaya devam eden hiicre kanser hiicresi haline gelir.
Kanser hiicreleri viriisler olmadan da apoptozu engelleyebilirler. B-hiicre 16semilerinin
ve lenfomalarin bazi tiplerinde Bcl-2 proteini yiiksek seviyede eksprese edilir. Bu
apoptoz uyarilarint bloke eder. Apaf-1’i kodlayan genin ekspresyonu engellendigi igin
malign melanomlu hastalar apoptoza karsi direng gosterirler. Bazi kanser hiicreleri
sitotoksik T28 hiicrelerinin Fas Ligand kisimlarini baglayan bir molekiil salgilayarak T-
hiicrelerinin apoptoz mekanizmalarin1 baglatmalarina izin vermezler. Dolayisiyla
bozulan bu mekanizma kanser hiicrelerinin fizyolojik olarak apoptozunu engeller (Lowe
ve Lin 2000).

2.5. Oksidatif Stres

Serbest radikaller organizmalarda stirekli olarak olusturulan ve antioksidan
savunma sistemi tarafindan diizenli olarak ortadan kaldirilan molekiillerdir. Bu
mekanizmada serbest radikallerin olusumu ile bunlarin antioksidan sistem tarafindan
ortadan kaldirilmasi arasinda bir denge s6z konusudur ki bu dengeye oksidatif denge adi
verilir. Oksidatif denge saglandigi silirece organizma serbest radikallerin olumsuz
etkilerinden zarar gérmez. Antioksidan savunma mekanizmasinin yetersiz kalmasi veya
serbest radikal olusumunun artmasi nedeniyle oksidatif dengenin serbest radikaller
yoniine kaymasi durumunda oksidatif stres meydana gelir (Serafini ve Del Rio 2004,
Hermes-Lima vd 2001).

Az miktarda serbest radikal olusumu bazi durumlarda, Ornegin bakterilerin
notrofiller tarafindan oksijen radikalleri ile oOldiiriilmesi gibi, organizmaya yararl
olabilir. Bunun yaninda fazla miktarda serbest radikal olusumu sonucu olusan oksidatif
stres ile hiicrede DNA, proteinler, lipitler, karbonhidratlar ve enzimlerin zarar
gbérmesine yol agabilir (Song 2004, Nordberg ve Arner 2001).

Biyolojik sistemlerdeki reaktif oksijen tiirleri (ROS) olan siiperoksit anyonu (O27),
hidroksil radikali (OH"), peroksil radikali (ROO) ve radikal olmayan hidrojen peroksit
(H202) gibi serbest radikaller oksidatif stresin en 6nemli nedenlerini olustururlar
(Babior 2000).
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2.5.1. Serbest radikaller

Atomlarin g¢ekirdeklerini ¢evreleyen ve iginde elektronlarin bulundugu bosluklara
orbital ad1 verilmektedir. Her bir orbitalde spinleri birbirine ters yonde olan iki elektron
bulunur. Bu elektronlara eslenmemis veya ortaklanmamis elektronlar denir (Halliwell
1984).

Serbest radikaller, dis orbitallerinde bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron
bulunduran reaktif atom veya molekiillerdir (Mercan 2004). Bu elektronlar st
kisimlarima konulan nokta ile ifade edilirler (Akkus 1995). Serbest radikallerin
reaktivitesi kars1 spin yOniiniin bir elektron kazanma isteginden dolay1 olusur (Deaton
ve Marlin 2003) (Sekil 2.14).
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Sekil 2.14. Serbest radikallerin hiicre i¢i kaynaklar1 (Altug 2009)
2.5.2. Reaktif oksijen radikalleri

Reaktif radikallerden fizyolojik olaylarda ve oksidatif streste en fazla rol alani
reaktif oksijen radikalleridir. Bu grupta siiperoksit (O2") ve hidroksil (OH™), hidrojen
peroksit (H20.), singlet O, hipoklorik asit (HOCI), peroksinitrit (ONOO),
hidroperoksil (HOz.), lipid peroksit (LOOH), nitrik oksit (NO’) ve nitrojen dioksit
(NO2) bulunmaktadir (McCord 2000).

2.5.3. Serbest radikallerin yol a¢tig1 hasarlar
Serbest radikaller, genelde i¢ ve dis etkenlere bagl olarak iiretimindeki artig ve
antioksidan sistemin yetersizligine bagli olarak basta membran lipidleri olmak {izere,

proteinler, karbonhidratlar ve DNA’ya 6nemli zararlar verebilmektedirler. Bu zararlar
hiicrenin cinsine, maruz kalinan strese ve siddetine bagli olarak (Vaca vd 1987,
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Freeman ve Crapo 1982), toksik, mutajenik veya karsinojenik olabilir (Nordberg ve
Arner 2001).

2.5.4. Antioksidan savunma sistemleri

Normal fizyolojik sartlarda, hiicreler olusan serbest radikal triinlerinin belirli bir
diizeyin altinda tutulmasi ve dolayisiyla onlarin neden oldugu oksidatif hasarlarin
engellenmesi i¢in enzimatik ve non-enzimatik yapilardan olusan antioksidan savunma
sistemlerine sahiptirler. Hiicreler bu sayede serbest radikallerden ve lipit
peroksidasyonundan korunurlar (Thomas 1995, Gutteridge ve Halliwell 2000, Mates
2000, Urso ve Clarkson 2003, Deaton ve Marlin 2003, Valavanidis vd 2006).

Ozellikle enzimatik savunma sistemleri reaktif oksijen tiirevleri, reaktif nitrojen
tirevleri (RNT) ve bunlarin ara iiriinlerini ortadan kaldirma, nétralize etme ya da
sliplirme yetenegine sahip molekiilleri igerirler (Mruk vd 2002).

Antioksidanlar etkilerini baslica iki sekilde gosterirler (Winston 1991, Murray vd
1993, Hermes-Lima vd 2001);

1- Serbest radikal olusumunun engellenmesi

a- Baslatici reaktif tiirevleri uzaklastirarak

b- Oksijeni uzaklastirarak veya konsantrasyonunu azaltarak
c- Katalitik metal iyonlarin1 uzaklastirarak

2- Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi

a- Toplayict etki: ROS’lart etkileyerek onlar1 tutmaya ve daha az reaktif baska
molekiillere cevirmeye yonelik etki (enzimler).

b- Bastirici etki: ROS’lar ile etkilesip onlara bir proton ekleyerek aktivite kaybina neden
olan etki (flavinoidler, vitaminler).

c- Onarici etki

d- Zincir kiric1 etki: ROS’lar1 ve zincirleme reaksiyon baslatacak olan diger maddeleri
kendilerine baglaylp reaksiyon zincirini kirarak fonksiyonlarini Onleyici etki
(hemoglobin, seroplazmin, mineraller, vitaminler).

Cesitli ozellikteki serbest radikaller i¢in hidrofilik ve lipofilik antioksidanlara
ihtiyag duyulmaktadir. Hidrofilik ozellikteki antioksidanlar sitozol ve ekstaselliiler
swvilarda, lipofilik 6zelliktekiler ise membranda ve lipoproteinlerde yer almaktadirlar
(Blokhina vd 2003).

Antioksidanlar enzimatik ve non-enzimatik olarak siniflandirilirlar. Hiicresel
seviyede etkili olan enzimatik sistemler iginde birincil olan antioksidan enzimler
arasinda siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon proksidaz (GPx) yer alir. Bu birincil
savunma enzimlerinden baska dolayli olarak antioksidan sistem iginde yer alan
glutatyon rediiktaz (GR) ve glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) enzimleri de vardir
ve bunlara ikincil antioksidan enzimler denilmektedir. Non-enzimatik antioksidan
savunma sistemleri ise baslica glutatyon (GSH), vitamin A, C, E, melatonin, alblimin,
bilirubin, iirik asit vb. den meydana gelmektedir (Halliwell ve Gutteridge 1999, Aydin
vd 2001).
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2.5.4.1. Glutatyon peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz enzimi ilk kez Mills tarafindan 1957 yilinda hayvan
eritrositlerinden izole edilmis bir enzimdir (Arteel ve Sies 2001). Genellikle yliksek
yapil1 bitkilerde ve bakterilerde bulunmamakla birlikte bazi alg ve mantarlarda
bulundugu bildirilmistir (Mills 1957, Halliwell ve Gutteridge 1999).

Glutatyon peroksidaz, elektron kaynagi olarak glutatyonu kullanarak hidrojen
peroksit ve organik hiperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu bir enzimdir. Mitokondri,
sitozol ve hiicre membranlarinda bulunur (Deaton ve Marlin 2003).

Bu enzimin iki ana tipi tanimlanmistir. Bunlardan biri aktif bdolgesinde
selenosistein formunda kovalent bagli selenyum igeren selenyuma bagimli GPx’dir (Se-
GPx). Se-GPx, organik hidroperoksitler ve H2O2 e kars1 aktiftir. Digeri ise glutatyon -S-
transferaz olarak adlandirilan, katalizleme islemi i¢in selenyuma bagimli olmayan
H20- ye kars1 ihmal edilebilir bir aktivite gosteren, daha ¢ok organik hidroperoksitlerin
indirgenmesinden sorumlu olan tiptir (Guemori vd 1991, Halliwell ve Gutteridge 1999,
Cnubben vd 2001).

Se-GPx, her tnite aktif bolgesinde selenosistein formunda Se atomu igeren dort
protein alt tnitesinden olusur ve molekiil agirligi yaklagik 85 kDa’dur. Se-GPx’ler,
H2O2’de dahil ¢esitli hidroperoksitlerin yikimini, glutatyonun (GSH) oksidasyonu
yoluyla katalizler. Okside glutatyon (GSSG) ise glutatyon rediiktaz yardimiyla tekrar
GSH’a indirgenir (Halliwell ve Gutteridge 1999, Aydin vd 2001) (Sekil 2.15).

H-0; (ROOH) + 2GSH «—> GSSG + 2H,O(ROH)

GSSG +NADPH+H <«—— 2GSH+NADP

Sekil 2.15. Selenyuma bagimli glutatyon peroksidazin tepkime mekanizmasi

Selenyuma bagimli peroksidazlarin bir diger formu da fosfolipid hidroperoksit
glutatyon peroksidaz (PL-GPx) dir. Molekiil agirlig1 yaklasik olarak 20 kDa olan enzim
bir selenyum atomu igerir ve fosfolipid hidroperoksitleri alkollere indirgeyerek
membran bagimli en Onemli antioksidan olan E vitamini eksikliginde membrani
peroksidasyona kars1 korur (Halliwell ve Gutteridge 1999) (Sekil 2.16).

ROOH + 2GSH <—— ROH + H;O + GSSG

Sekil 2.16. Fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidazin tepkime mekanizmasi
GPx enzim aktivitesinin tayininde en fazla tercih edilen yontemlerin esas1 substrat

olarak H20:, kiimen hidroperoksit ve tersiyer butil hidroperoksitin kullanildigi ortamda
GSH’in oksidasyonu sonucu olusan GSSG’nin glutatyon rediiktaz ve nikotinamid
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adenin diniikleotid fosfatin (NADPH) varliginda indirgenmis forma doniismesine ve bu
donligiim esnasinda NADPH’in oksidasyonunun spektrofotometrik ve flourometrik
ol¢timiine dayanir. Enzim aktivitesi dakikada okside olan NADPH {izerinden hesaplanir.
Ayrica reaksiyon esnasinda hidroperoksitlerin ve GSH’1n tiiketimi esas alinarak yapilan
tayinlerde mevcuttur (Lawrence ve Burk 1976, Paglia ve Valentine 1967, Flohe ve
Gunzler 1984).

2.6. Laktat Dehidrogenaz

Laktat dehidrogenaz (LDH), laktat ve piriivatin birbirine doniisiimiinii katalizleyen
bir enzimdir. Bu enzimin katalizledigi reaksiyonlarda koenzim olarak nikotinamid
adenin diniikleotide (NAD™) gereksinim duyulur (Sekil 2.17).

Laktat + NADT <> Piriivat + NADH + H|

Sekil 2.17. Laktat dehidrogenazin tepkime mekanizmast

Glikolitik yolun bu 6nemli enzimi, viicudun biitiin hiicrelerinin sitoplazmasinda
bulunur. Kalp, karaciger, kas, akciger ve kan hiicrelerinde en yiiksek konsantrasyonda
bulundugundan, klinik uygulamada o6zellikle bu organlarin hastaliklar1 ile iliskili
arastirmalar sirasinda kullanilir. Total aktivite yiiksekligi, bu doku veya organlardan
birinde hastalik bulunma olasiligini diisiindiiriir. Ancak yiikseklige sebep olan kaynagin
belirlenmesi amaciyla, diger baz1 enzim aktivitelerinin 6lglimii ve izoenzim dagiliminin
belirlenmesi de dahil olmak iizere ilave incelemelere ihtiya¢ duyulabilir.

Laktat dehidrogenaz enzimi plazma membrani hasara ugradiginda hizla hiicre
kiiltiir ortamina salinmaktadir (Meissner vd 2004). Olii ya da plazma membran1 hasara
ugramis hiicrelerin sayisinin artist kiiltiir siipernatantinda LDH aktivitesinin artisina
neden olmaktadir.

2.7. Hiicre Dongiisii

Hiicre dongiisti prolifere olmak tizere uyarilmis bir hiicrede gergeklesen ve bir dizi
gecici biyokimyasal aktivitelerin ve morfolojik degisikliklerin goriildiigii bir siirectir.
Hiicre dongiisii, proliferasyon, farklilasma ve apoptoz gibi temel hiicresel fonksiyonlari
diizenlediginden biiylime ve doku yenilenmeleri ile yakin iliski i¢inde bulunmaktadir.
Iste tiim bu diizenleme fonksiyonlarmin hiicre déngiisii iginde yer alig1 organizmadaki
hemen her tiir fizyolojik veya patolojik durumda hiicre dongiisiinlin nedenli kritik bir
oneme sahip oldugunu gostermektedir (EI-Deiry vd 1993).

Hiicre dongiisiinlin tiimii belirgin bir evreler dizisi olmaktan ¢ok bir siireklilik
durumudur. Fakat kolaylik agisindan dongiiniin alt kategorizasyonu yapilmistir. Kisaca
hiicre déngiisii interfaz ve mitoz olarak ikiye ayrilabilir. Interfaz sirasiyla G1, GO, S ve
G2 evresine ayrilabilecegi gibi mitoz da profaz, metazfaz, anafaz ve telofazdan seklinde
alt kategorize edilebilmektedir.
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2.7.1. Siklin alt iiniteleri ve CDK-siklin kompleksleri

Hiicre dongiisii, coklu protein kinaz kompleksleri tarafindan katalizlenen protein
fosforilasyonu araciligiyla kontrol edilir. Bir hiicre boliinme dongiisii (CDC) kinazi, bir
siklinle calistiginda buna siklin bagimli kinaz proteini (CDK) denir. CDK’lar kendi
baslarina bulunduklarinda inaktiftirler ancak siklinlerle etkilesime girerek aktiflesirler
ve boylece aktif siklin-CDK kompleksleri meydana getirebilirler (Cizelge 2.4). Bu aktif
kompleks hedef proteinleri fosforile ederek dongiliniin devamliligini saglar. CDK-siklin
protein kompleksinde CDK’lar katalitik alt tniteler iken siklinler regiile edici alt
tiniteler seklinde gorev yapar (Alberts vd 2002) (Sekil 2.18).

(.

A CDK-Siklin Hedef Proteine
kiin Baglanmas:i Baglanma

ey,

Hedef Proteinin
Fosforilasyonu

Sekil 2.18. CDK aktivasyonu ve hedef proteinin fosforilasyonu (Ari1 2008)

Hiicre dongiisiiniin ilerlemesi esnasinda CDK aktivitesi en az 4 molekiiler
mekanizmayla diizenlenir. Diizenlemenin ilk basamagi CDK’larin kendi siklinleriyle
eslesmesidir. Ikinci regiilasyon CDK/siklin kompleksinde CDK’nin 160. pozisyonu
civarinda fosforile edilmesidir. CDK’larin fosforilasyonla aktivasyonu “CDK aktive
edici kinaz” (CAK) ile katalizlenir. Bu katalizoriin esas1 da yine bir CDK kompleksidir
(CDKT7/siklin-H).

Cizelge 2.4. Hiicre Dongiisii evrelerine gore siklinler ve CDK partnerleri

Siklin-CDK Kompleks Siklin CDK Partner
G1-Cdk Siklin D Cdk4, Cdk6
G1/S-Cdk Siklin E Cdk2
S-Cdk Siklin A Cdk2
M-Cdk Siklin B Cdk1
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CDKT7/siklin-H kompleksi aymi zamanda RNA polimeraz II ile yapilan
transkripsiyonda ve DNA tamirinde de gorev yapar. Uciincii regiilasyon ise CDK
proteinlerinin amino ucundaki threonin ve tirozin ile gergeklesen inhibisyondur.
Ozellikle CDK1 ve CDK2, threonin 14 ve tirozin 15’in fosforlanmas ile inhibe edilir.
Daha sonra CDK25 fosfataz ile defosforile edildiginde aktif hale gelir. Son regiilasyon
ise CDK/siklin komplekslerine inhibitor proteinlerinin baglanmasiyla gergeklestirilir
(Sekil 2.19). Ayrica inhibitdrlerde bir CDK inhibitér ailesi olusturur. Ornegin p16 CDK
inhibitor proteini CDK4-CDKG6/siklin D kompleksine baglanarak hiicreyi 6zellikle G1
evresinde inhibe eder (Alberts vd 2002).

1) Siklinlerle iliskili dozUnleme

4) CDKI ile iligkili
dizenieme

CKl

P

2) inhibe edici fosforitasyon
threornin 14 ye tirczin 15

p 2) Aktive edici fosforilasyon
threonin 160

P

Sekil 2.19. CDK aktivitesinin molekiiler organizasyonu (Ar1 2008)
2.7.2. Bityiime faktorleri ve D siklinler

Dinlenme fazindaki (GO) bir hiicre, biiytime faktorleri tarafindan tekrar hiicre
dongiisiine dahil edilebilir. Biiylime faktorii sinyalleri ile hiicre dongiisii arasindaki
kritik iligki D-siklinler ile diizenlenir. D tipi siklinler ¢abuk yikilabildiginden, biiylime
faktorleri ortamdan uzaklastiginda hiicre i¢i derisimleri hizla diiser boylece biiyiime
faktorleri G1 evresinde oldugu miiddetce Cdk4/Siklin-D kompleksi, hiicre dongiisiiniin,
G1-S kontrol noktasindan ge¢mesini saglar. Eger bu kisitlama noktasindan once
bliylime faktorleri ortadan kalkarsa hiicrede siklin D diizeyi birden diiser ve hiicre
dongiisii GO’da sessiz, stabil kalir. Siklin-D’nin diizensiz ekspresyonu lenfoma ve gogiis
kanserleri gibi ¢esitli kanserlerin gelisimine katkida bulunur. Ayrica Cdk4/siklin D
kompleksine baglanan Cdk inhibitorlerine ait mutasyonlar, kanser hiicrelerinde ¢okga
rastlanmaktadir.
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2.8. Kanserde fla¢ Diren¢c Mekanizmalari

Sitotoksik kanser ajanlarina kars1 direng, insan kanserlerinin klinik tedavisinde en
biiyiikk engellerden biridir. Tiimorler, ilag tasiyan proteinlerde artis oldugunda, ilag-
hedef etkilesimlerinde degisiklik oldugunda ve apoptoz yeteneginin azalmasina sebep
olacak molekiiler degisikliklere maruz kaldiklarinda kemoterapiye direng gosterirler.
Bununla birlikte bu degisiklikler, tiimorlerde bulunan direngli hiicrelerin ilag
muamelesinden sonra neden hayatta kaldigin1 ve sonunda ilag direnci olusturduklarini
aciklamak i¢in yeterli degildir.

Sitotoksik etkenlere karsi tiimor hiicrelerinin  gelistirdigi birgok ilag direng
mekanizmasi bulunur. P-glikoprotein (P-gp) ya da ¢oklu-ilag direnci proteini (MDR1)
(Gottesman ve Pastan 1993), MDR-iliskili protein (MRP) (Cole vd 1992), meme
kanseri direng proteini (BCRP) (Litman vd 2000) ve akciger direng proteini (LRP)
(Scheffer vd 2000) gibi ilag tasima proteinlerinin aracilik ettigi mekanizma bunlardan
ilkidir. Bir digeri ise tiimor hiicrelerinde sitotoksik etkenler ve radyasyon tarafindan
indiiklenen apoptoza karsi gelistirilen direncle ilgilidir. (Sellers ve Fisher 1999). Bu
mekanizma B-hiicre 16semi 2 (Bcl-2), Bcl-XL, A1/Bfl1 gibi antiapoptotik proteinlerin
artisini ve p53 proteinindeki mutasyonlar1 kapsar. Transkripsiyon faktorii nuklear faktor
kappa Beta’nin (NF-kB) artan aktivitesi, sitotoksik etkenlere ve tiimor nekroz faktore
(TNF) cevaben tiimor hiicrelerinin kemoterapiye diren¢ kazanmalarini saglayan en
onemli mekanizma olarak belirtilmistir (Wang vd 1996).

Bazi durumlarda etkili bir kemoterapi ve hizli iyilesme icin farkli hiicresel
hedefleri olan, farkli hiicre i¢i mekanizmaya sahip birden ¢ok ilag kullanilir. Siklikla
diren¢ mekanizmas1 bu ¢ogu farkli yapisal ve fonksiyonel 6zelliklere sahip, birbiriyle
baglantisiz ilaglara karsi birlikte direng gosterir. Bu fenomen ‘goklu ilag direnci’ (MDR)
olarak tanimlanir (Gottesman vd 1994). Bu diren¢ hiicre i¢inde ila¢ birikimini
siirlandiran, membran lipitlerini etkileyen, ilaglar1 hiicre digina atis1 hizlandiran
degisikliklerle sonuglanir (Liu vd 2001). Bu degisikliklerin ¢ogu antikanser ilacinin
aktive ettigi apoptozu (Lowe vd 1993), DNA hasar tamirini, ilag detoksifikasyon
mekanizmalarint (Synold vd 2001) ve hiicre dongiisiindeki degisiklikleri bloke eder.
MDR fenotipi MDRI1 geninin indiiksiyonuyla iliskilidir ve bu indiiksiyon P-
glikoproteinin (P-gp) artisiyla sonuglanir. P-gp, ATP baglayan kaset (ABC)-tip
transporter ailesinin 170 kD’luk bir iiyesidir ve enerji bagimli membran akis pompasi
olarak fonksiyon yapar. Sitoplazmik konsantrasyonlarini belirli bir seviyede tutmak i¢in
genis cesitlilikte yapisal olarak ilisiksiz ksenobiyotikleri tasir (Fardel vd 1996).
Antrasiklinler, vinka alkaloidler, epipodofilotoksinler gibi ¢esitli biiyiikliikteki
heterosiklik bilesimleri hiicre disina tasima yetenegine sahiptir. P-glikoprotein, ince ve
kalin bagirsak, karaciger, pankreas, bobrek, ovaryum ve testis, hematopoietik sistem ve
cocukluk cag1 kanserlerini de iceren pek cok insan kanser hiicrelerinde artig gosterir. P-
gp gibi MRP’de (MDR baglantili protein) kemoterapétik ilaglari hiicre disina tasir.

MRP ailesi yedi tiyelidir (Borst vd 2000). MRP1 ve MRP2 antrasiklinler, vinka
alkaloidlerin hiicre disina tasmnmasimi saglarlar. Bununla birlikte sadece MRP1
metotreksatt tasir. MRP2 ise platin tuzlarin1 tasir. MRP4 proteinlerinin  artisi
metotreksata kars1 hiicresel bir direng¢ olusturur, oysa MRP5 ekspresyonu
merkaptopiirin ve thioguanin gibi niikleotid analoglarina kars1 direng saglar. BCRP’nin
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artis1 metotreksat, doksorubisin, topotecana diren¢ ile sonuglanirken paklitaksel ve
vinblastin gibi mikrotiibiil inhibitorlerine direng olusturmaz (Litman vd 2000).

Kemoterapi ve radyoterapinin gergeklestirdigi timor hiicrelerinin 6limi biiyiik
Olclide apoptozun aktivasyonuyla gerceklestigi i¢in, apoptozun inhibisyonu antitiimor
tedavisine kars1 tiimor hiicrelerini direngli hale getirir (Solary vd 2000). Kemoterapi ve
radyoterapiye karsi, tiimor hiicreleri hayatta kalmak i¢in gerekli proteinlerin iiretimini
attirir. Bu proteinler apoptozu baskilayarak hiicrelerin 6limden kagmasini saglarlar
(Wang vd 1996).

Mitokondride gelisen bir dizi hiicresel olayla baslayan apoptotik yolak Bcl-2
ailesinin iyeleri tarafindan diizenlenir (Martinou ve Gren 2001). Bcl-2 ailesi
proteinlerinin fonksiyonu pro-apoptotik ya da anti-apoptotik olabilir. Bcl-2 ailesinin,
Bel-XL ve A1/BFL 1 gibi anti-apoptotik iiyeleri pro-apoptotik faktdrlerin salinimini
mitokondriden bloke edebilir (Degterev vd 2001). Bcl-2 ve onun homologu Bcl-XL
anti-apoptotik olarak fonksiyon yapabilir ve kalsinorin, Rafl, GTPase ve Ras gibi
proteinlerle etkilesebilirler (Adams ve Cory 1998). Onlarin etkilesiminden dogan sinyal
transdiiksiyonu NF-AT, p53-BP2 ve NF-kB gibi pek ¢ok antiapoptotik transkripsiyon
faktoriiniin ekspresyonunu diizenler. Yiiksek seviyedeki Bcl-2 ekspresyonu birgok insan
tlimoriinde gozlenen bir durumdur ve Bcl-2 ekspresyon seviyesi agresif malign timor
gelisimi ile iliskilidir. Bcl-2’nin  TNF-o’nin  indiikledigi apoptozu bloke ettigi
gosterilmistir, Bcl-2 fonksiyonlarin baskilanmasi apoptozu baslatir (Gazitt vd 2001).
Siklofosfamid, metotreksat, antrasiklin, sitarabin, paklitaksel, ve kortikosteroid gibi
cesitli kemoterapotik ilaglara kanser hiicrelerinin direng gelistirmesinde NF-xB, Bcl-2
ve Bcl-XL’nin katkida bulundugu gosterilmistir (Wuchter vd 1999).

Giliniimiizde kemoterapide istenen basariya ulagilamamasi ve kanser hiicrelerinin
epirubicin-HCI gibi kemoterapétiklere direng gelistirmesi kombine tedavilere ihtiyag
duyuldugunu gostermektedir. Tiimor hiicreleri bir veya birden fazla kemoterapdtik ajana
kars1 cesitli mekanizmalarla direng gelistirebilir ve klinikte tespit edilemedigi erken
donemde direngli hiicreler tiimor igerisinde var olabilir. Bu yiizden kanser tedavisinde
uygulanacak stratejileri belirlerken tlimoriin i¢inde bulunan ilaca direncli hiicrelerin ve
timoriin yakin cevresinde bulunan saglikli hiicrelerin goz 6niinde bulundurulmasi
gerekli olan bir durumdur. Tedavinin etkinligini arttirmak i¢in kullanilan ilag dozlari ise
hastalarda goriilen yan etkilerin artmasima neden olurken, ila¢ direngliligi nedeniyle
zaman ve ila¢ kayb1 olmakta ve hastalarin tedavisi daha da zorlasmaktadir. Dolayisiyla,
mevcut ilaclarin terapotik etkilerinin arttirilmasi igin yapilacak ¢aligsmalarda parental
kanser hiicreleri ile birlikte ilaca direngli kanser hiicrelerinin de goz Onilinde
bulunduruldugu, parental kanser hiicrelerini 6ldiiriirken ilaca direngli kanser hiicrelerini
de Oldiirebilen yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesinin gerektigini diistinmekteyiz.
Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapétik dozlarimin kanser hiicreleri arasinda
bulunan ilaca direngli hiicreleri de dldiirebilecek 6zellige sahip olmasi giiniimiizde arzu
edilen bir tedavi seklidir. Karaciger kanser tedavisinde kemoterapotik ajan olarak
kullanilan cetuximab ve epirubicin-HCI’nin parental ve epirubicin-HCI (ilaca) direngli
insan karaciger kanseri hiicrelerine (Hep G2) birlikte uygulandiginda neden olduklar1
degisiklikleri ortaya koyan ve etkileri karsilastiran herhangi bir literatlir bilgisine
rastlanmamistir. Bu yiizden, ¢alismamizda cetuximab tek basina ve epirubicin-HCI ile
birlikte uygulanmistir. Cetuximabin tek basina ve epirubicin-HCI ile birlikte parental ve
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ilaca direngli hiicrelerdeki etki mekanizmalar1 degisik acilardan degerlendirilerek
tedavide yeni stratejilerin belirlenmesine 1sik tutulmaya ¢aligilmistir.

Bu tezin amaci, hedeflendirilmis bir kemoterapdtik olan cetuximabin tek bagina
ve epirubicin-HCI ile birlikte pek ¢ok maddenin ve karsinojenik etkili bilesenlerin
biyotransformasyonunun gergeklestigi insan karaciger kanseri (P-Hep G2) ve
epirubicin-HC1 direngli karaciger kanseri (R-Hep G2) hiicrelerinde sitotoksik,
antiproliferatif, hiicre dongiistinii bloke edici etkisini, oksidatif stres yaratma etkisini ve
apoptotik etkisini arastirmaktir. Cetuximabin tek basma ve epirubicin-HCI ile birlikte
antiproliferatif etkisini ortaya koymak i¢in DNA polimeraz bilesenlerinden olan ve
replikasyonda goérev alan prolifere hiicre niiklear antijeninin (PCNA) mMRNA
ekspresyonu arastirilmistir. Hiicre donglisii iizerine etkisini ortaya koymak igin ise
hiicre dongiisiiniin G1 fazindan S fazina gegisinde aktive olan siklin D1 mRNA
ekspresyonu arastirllmigtir. Apoptotik etkiyi ortaya koymak iginde pro-apoptotik bir
gen olan Bax ile anti-apoptotik bir gen olan Bcl-2 mMRNA oranlarindaki (Bax/Bcl-2)
degisikliklerin belirlenmesinin yani sira apoptozun hem instrinsik hem de ekstrinsik
mekanizmasinda aktive olan kaspaz 3 enziminin aktivasyonunda ki degisiklikler de
ortaya konmustur. Oksidatif stres yaratma etkisini ortaya koymak icin ise rediikte
glutatyonu okside ederek oksidatif hasara kars1 hiicreleri koruyan glutatyon peroksidaz
aktivitesindeki degisiklikler arastirilmistir.

33



MATERYAL ve METOT Ayse ERDOGAN

3. MATERYAL ve METOT
3.1. Hepatoma G2 Hiicrelerinin Cogaltilmasi ve Dondurulmasi

Calismada kullanilan Hepatoma G2 (insan karaciger kanseri hiicresi) hiicre dizisi
Akdeniz Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji Anabilim Dali’ndan temin
edilmistir.

Hepatoma G2 hiicreleri (Hep G2), 200 mM L-Glutamin, %10 fetal bovin serum ve
%1 antibiyotik-antimikotik karisimi igeren steril Minimum Essential Medium (MEM)
besiyerinde 37°C’de, %5 CO: ve %95 nemlendirilmis hava iceren karbondioksit
inkiibatdriinde 25 cm? ve 75 cm?’lik flasklarda kiiltiire edilerek ¢ogaltilmistir. Hiicreler
hiicre yogunluguna gore 2-3 giinde bir beslenmis ve c¢ok yogunlasan hiicrelerin
tripsinizasyon islemi, Tripsin-Etilendiamin Tetraasetik Asit (EDTA) c¢ozeltisi
kullanilarak yapilmistir. Hiicreler yapistiklar: flasktan kaldirilmistir. Elde edilen hiicre
siispansiyonu steril bir tiipe alinarak 1000 X g’de 6 dakika c¢evrilmistir. Supernatant
kismu steril bir sekilde uzaklastirilmis ve elde edilen pellet steril MEM ile siispanse
edildikten sonra flasklara bolinmiis ve cogaltilmaya devam edilmistir. Cogaltilan
hiicrelerin bir kismi daha sonra kullanilmak iizere 1.5 ml hiicre dondurma ¢dzeltisi
(%10 gliserol, %50 serum ve %40 serum igermeyen besiyeri) iginde cryo tiipe alinmig
ve -80°C’de saklanmustir.

Epirubicin-HCI direngli kanser hiicreleri, parental kanser hiicrelerinin basamak,
basamak artan konsantrasyonlarda ilaca (Epirubicin-HCI) maruz birakilmasiyla elde
edilmistir. Parental hiicrelere ilag uygulamasi sonucu elde edilen ilaca direngli hiicreler
deneylerde kullanilmadan once en az dort pasaj ilag olmayan ortamda iiretilmistir
(Jansson vd 1999, Kars vd 2006, Ozkan 2007).

3.2. Calismalarda Kullanilan Cetuximab ve Epirubicin-HCI

Calismalar siiresince kullanilan cetuximab, MerckSerono firmas: tarafindan
Erbitux ticari adi ile iiretilen cam sisede 5 mg/ml’lik sivi halinde Atatiirk Universitesi,
Tip Fakiiltesi Hastanesi Dahiliye/Onkoloji Kliniginden saglanmaistir.

Epirubicin-HCI ise Calbiochem firmasi tarafindan iretilen cam sisede 5 mg’lik
toz halinde satin alinip steril sartlarda hazirlanmistir.

3.3. Sitotoksisite Olgiimleri
3.3.1. Hiicre canlihig testi

Parental Hep G2 (P-Hep G2) ve epirubicin-HCI direngli Hep G2 (R-Hep G2)
hiicreleri tripsinize edilerek yapismis olduklari flaskin yilizeyinden kaldirilmistir.
Hiicrelerin, kuyucuklu plaklara (96 well plate) aktarilmasi sirasinda hiicreleri saymak
icin Tripan mavisi (1/1 oraninda) testi uygulanmistir. Canli hiicrelerin boyay1 almayip,
Olii hiicrelerin boyayr almasi esasina dayanan yontemde canli ve Olii hiicreler
hemositometre lami kullanilarak ml’deki hiicre sayis1 hesaplanmistir. 96 kuyucuklu
plaklara (96 well plate), her kuyuya 1x10* hiicre olacak sekilde 200 pl hiicre
siispansiyonu dagitilmistir. 24 saat 37°C’de inkiibasyon sonrasi kuyucuklarda kullanilan
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besiyerleri atilarak yenilenmistir. Cetuximab ve epirubicin-HCI besiyeri ile seyreltilip,
sirasiyla konsantrasyonlart 100-4500 pg/ml ve 0.005-25 pg/ml’ye ayarlanarak
igerisinde hiicre bulunan kuyucuklara eklenmistir. Kontrol gruplari olarak, hi¢ bir seyle
muamele edilmemis hiicreler kullanilmistir. Ayrica, hiicre icermeyen ancak MEM
igeren kuyucuklarda kullanilmistir. Her bir kontrol grubu igin bes tekrar kullanilmustir.
Hiicreler 37°C’de inkiibatorde 72 saat inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyon sonrasinda
hiicrelerin canliligi Cell Titer-BlueR Cell viability assay Kiti ile 6l¢iilmiistir.

Bu metodun esasi, canli hiicrelerin resozurini, floresan bir iiriin olan resorufine
cevirme yetenegine dayanir. Oli hiicreler ise metabolik kapasitelerini ¢ok ¢abuk
kaybetmelerinden dolay1 floresan sinyali olusturan iiriin iiretemezler.

Hiicrelerin canliligi 72 saatlik inkiibasyondan sonra her bir kuyuya Cell Titer-
BlueR Cell viability assay kitinden 20 pl/200 ul besiyeri eklenerek 1 saat 37°C’de
bekletilerek, hiicrelerin resozurini resorufine rediiksiyonunun 560 nm’de eksitasyon ve
590 nm’de emisyon degerlerinin floresan spektrofotometrede (PerkinElmer LS 55)
oOlglilmesiyle hesaplanmistir (Gloeckner vd 2001). Yasayan hiicre yiizdesi, sadece hiicre
igeren kontrol grubunun ortalama absorbans degerinin farkli cetuximab ve epirubicin-
HCI konsantrasyonlariyla inkiibe edilen hiicrelerin ortalama absorbans degerleri ile
karsilastirilmasiyla hesaplanmistir. Sonuglar % canli hiicre olarak ifade edilmistir.
Cetuximabin ICsp (hiicrelerin %50’sini 6ldiiren) ve epirubicin-HCI’nin ICs, 1C1o, 1C20,
IC30, 1C40 Ve 1Cs0 konsantrasyonlart hesaplanmustir.

Ayrica cetuximab (ICso), epirubicin-HCI’nin ICs, 1C1, 1C20, IC30Ve ICs0 (<ICsp)
konsantrasyonlart ile birlikte hiicrelere uygulanarak en etkili kombinasyon
konsantrasyonlar1 hiicre canliligina bakilarak bulunmustur. Hi¢ bir seyle muamele
edilmemis hiicreler ve hiicresiz besiyeri igeren kuyucuklar kontrol grubu olarak bes
tekrarli caligilmistir. Ayrica, her bir farkli kombinasyon konsantrasyonu igin de bes
tekrar yapilmistir. Bundan sonraki caligmalara en etkili sitotoksik etki gosteren
kombinasyondaki (cetuximab + epirubicin-HCI) konsantrasyonlar kullanilarak devam
edilmistir.

3.3.2. Laktat dehidrogenaz (LDH) aktivite deneyi

Laktat dehidrogenaz (LDH) enzim aktivitesi, Sigma-Aldrich tarafindan {iretilen
‘Lactate Dehydrogenase Activity Assay Kit’inde (MAKO066) belirtilen yontem ile
belirlenmistir. Lactate Dehydrogenase Activity Assay Kit’inin icerigini, LDH deney
tamponu (50 ml), LDH substrat mix (1vl), nikotinamid adenin diniikleotid’in
indirgenmis formundan (NADH) olusan standart (0.5 umol-1 vl) ve LDH pozitif
kontrolii (20 pl-1 vl) olusturmaktadir.

Cetuximab tek basina (ICso konsantrasyonu) ve ayrica epirubicin-HCI ile birlikte
(en etkili sitotoksik etki gosteren konsantrasyon kombinasyonu) hiicrelere 72 saat
boyunca uygulanarak LDH enzim aktivitesindeki degisiklikler belirlenmistir. Hig¢ bir
seyle muamele edilmemis kontrol grubu hiicrelerdeki ve cetuximabin tek basina ve
ayrica epirubicin-HCI ile birlikte uygulandigi hiicrelerdeki LDH enzim aktivite
Olgtimleri bes tekrarli olacak sekilde yapilmistir.
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Konsantrasyonlari, 0 (blank), 2.5, 5, 7.5, 10, ve 12.5 nmol/kuyucuk olarak
hazirlanan NADH standartlarinin her biri kuyucuklara 50 pl LDH deney tamponunun
icerisinde eklenmistir. 1x108 hiicre 500 pl soguk LDH deney tamponunun igerisinde
hizlica homojenize edilmis ve 4°C’de 10,000 x g’de 15 dakika santrifiij edilerek
coziinmeyen hiicresel kalintilar ortamdan uzaklastirllmistir. 2-50 ul her bir 6rnekten
alinarak 96 kuyucuklu plaklara konulmustur. Her bir kuyucukta toplam hacim LDH
deney tamponu ile 50 pl olacak sekilde ayarlanmistir. Her bir kuyucuga 50 pl master
reaksiyon karisimi (48 ul LDH deney tamponu + 2 ul LDH substrat karigimi) eklenerek,
her bir kuyucuk pipetleme ile karigtirllmistir. 3 dakika sonra 450 nm’de ilk dlgtimler
yapilmustir. 37°C’de 96 kuyucuklu plaklar inkiibe edilerek, her 5 dakikada bir 450
nm’de Sl¢iimler yapilmaya devam edilmistir. Inkiibasyonlar sirasinda 96 kuyucuklu
plaklarin 1siktan korunmasina dikkat edilmistir. Olgiimlere, &rneklerin absorbans
degerlerinin en yiiksek standardin (12.5 nmol/kuyucuk) absorbans degerinden daha
yiiksek oluncaya kadar devam edilmistir. LDH aktivitesi asagidaki formiil kullanilarak
hesaplanmustir.

LDH Aktivitesi = ilk ve son 6l¢iim arasinda meydana gelen NADH miktar1 (nmol) x
Ornek Diliisyon Faktorii / Reaksiyon Zamani1 x Ornek hacmi (ml)

3.4. Glutatyon Peroksidaz Aktivitelerinin Olgiilmesi

P-Hep G2 ve R-Hep G2 hiicreleri cetuximaba tek basma (ICso konsantrasyonu) ve
ayrica en etkili sitotoksik etki gosteren kombinasyon konsantrasyonuna 72 saat maruz
birakilmigtir. 72 saat sonunda glutatyon peroksidaz aktivitesindeki degisikliklere
bakilarak cetuximabin tek basina ve ayrica epirubicin-HCI ile birlikte oksidatif stres
yaratma etkileri ortaya konmustur. Hi¢ bir seyle muamele edilmemis kontrol grubu
hiicrelerdeki ve cetuximabin tek basina ve ayrica epirubicin-HCI ile birlikte uygulandigi
hiicrelerdeki glutatyon peroksidaz enzim aktivite olgiimleri bes tekrarli olacak sekilde
yapilmistir.

Deneylerde kullanilacak olan supernatanttin hazirlanmasi i¢in P-Hep G2 ve R-
Hep G2 hiicreleri yeterli yogunluguna ulastiktan sonra tripsinize edilerek flasktan
ayrilmig ve santrifiij edilmislerdir. Elde edilen pelletlerin tiimii birlestirilmis ve her bir
flaska 150.000 hiicre olacak sekilde dagitilmistir. Hiicreler 24 saat 37°C’de, %5 CO2 ve
%95 nemlendirilmis hava igeren karbondioksit inkiibatoriinde inkiibe edilmistir. 24
saattin sonunda P-Hep G2 ve R-Hep G2 hiicrelerinin bir kismi kontrol olarak ayrilmus,
bir kismina ise sadece cetuximab ve ayrica epirubicin-HCI ile birlikte (en etkili
sitotoksik etki gosteren kombinasyon konsantrasyonlari) uygulanarak 72 saat 37°C’de
inkiibe edilmislerdir. Tek basina cetuximab ve ayrica epirubicin-HCI ile birlikte
uygulama yapildiktan 72 saat sonra ilag uygulanan ve kontrol flasklarindaki hiicreler
tripsinlenerek alinmistir. 600 X g’de ¢evrilerek elde edilen pellet PBS (fosfat tamponlu
tuz, pH 7) ¢ozeltisi ile 3 kez yikanmistir. 300 pl tampon (100 mM K2HPO4 ve 100 mM
KH2PO4 c¢ozeltileri pH 7), 1180 ul distile su ve 20 pl proteaz inhibitor kokteyl
karigtirilarak homojenizasyon tamponu hazirlanmistir. En son yikamadan kalan pellet,
homojenizasyon tamponuyla seyreltilerek ependorf tiiplerine aktarilmistir. Branson
Sonifier 250 marka ultrasonik pargalayicida 3x15’er saniye buz icerisinde homojenize
edildikten sonra 32,000 x g’de 45 dakika 4°C da santrifiij edilmistir. Protein kaynagi
olarak kullanilacak olan supernatant, ependorf tiiplerine bdliinerek -80°C de
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saklanmigtir. Protein miktar1 tayini Bradford yontemine goére yapilmustir (Bradford
1976). Bu yontemde boya olarak kullanilan Coomassie brillant blue (Coomassie parlak
mavisi) G-250, negatif bir yiike sahiptir ve protein {izerindeki pozitif yiikke baglanir.
Coomassie brillant blue G-250 boyasinin farkli konsantrasyonlardaki protein
cozeltilerindeki degisik siddette mavi renk ortaya koymasindan yararlanilarak
gelistirilmistir. Ilgilenilen proteinin konsantrasyonu, konsantrasyonu bilinen standart
protein ile gizilen absorbans-konsantrasyon grafigi tizerinden hesaplanmustir. Protein
standardi i¢in 0, 0.005, 0.01, 0.015, 0.02 mg/ml konsantrasyonlarinda Bovine Serum
Albumin (BSA) ¢6zeltisi kullanilmistir. Protein standart grafigi hazirlandiktan sonra
ornekler 1:75 oraninda seyreltilerek, 20 ul 6rnek tizerine 200 pl renklendirme reaktifi
ilave edilmistir. On dakikalik bir inkiibasyondan sonra 595 nm’de absorbans degerleri
okunmustur. Standart grafikten yararlanilarak Orneklerin  protein  miktarlar
belirlenmistir.

Glutatyon peroksidaz aktivite deneyi, t-butyl-hidroperoksidin substrat olarak
kullanildig1 Flohe ve Gunzler’in (1984) yontemine gore yapilmistir. Metodun temel
prensibi, 50 mM potasyum fosfat (pH 7.0), 1 mM glutatyon (GSH), 0.12 mM t-biitil-
hidroperoksit, 0.15 mM nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) ve 0.24 units
glutatyon rediiktaz (GR) igeren reaksiyon karisiminda NADPH miktarinin 340 nm’de
Olglilmesi esasina dayanir. Bir unit enzim aktivitesi, dakikada bir umol glutatyonun
(GSH) oksidasyonu ile sonuglanir. 20 ul hiicre supernatanti, 20 ul GSH, 20 ul GR, 20
ul NADPH, 20 ul t-butyl-hidroperoksit ve 100 ul sodyum fosfat tamponu (PB)-EDTA (
0.5ml 0.1 M EDTA + 50 ml 0.1 M PB, pH 7.0) 96 kuyucuklu plaklara eklenmistir.
Kuyucuklara konan maddeler pipetleme yapilarak iyice karigtirtldiktan sonra 30°C’de 5
dakika bekletilerek 340 nm dalga boyunda spektrofotometrede Glgiimler yapilmustir.
Glutatyon peroksidaz aktivite diizeyleri units/mg protein olarak verilmistir.

GPx Aktivitesi
Protein Miktari

GPx Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) =

3.5. Kaspaz 3/7 Aktivitelerinin Belirlenmesi

Kaspaz 3/7 enzim aktivitesi, Promega tarafindan iiretilen ‘ApoTox-Glo™ Triplex
Assay’ kitinde belirtilen yontem ile belirlenmistir. Kit, kaspaz aktivitesi, lusiferaz
aktivitesi ve hiicre lizisi i¢in optimize edilmis olan reaktifte tetrapeptid sekans DEVD’yi
(Asp-Glu-Val-Asp) icererek luminogenic kaspaz 3/7 substrati saglayip Caspase-Glo®
Assay teknolojisini kullanir. Caspase-Glo® 3/7 reaktifinin eklenmesi ile hiicre lizisi
meydana gelir. Substratin kaspaz tarafindan boliinmesini lusiferaz tarafindan tretilen
“parildama seklinde” liminesans sinyal olusumu izler (Sekil 3.1). Meydana gelen
liiminesans mevcut kaspaz aktivitesi miktari ile orantilidir.
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Sekil 3.1. DEVD dizisini i¢eren luminogenic substratinin kaspaz- 3/7 boliinmesi

Kaspaz 3/7 aktivite dlciimii icin ‘ApoTox-Glo™ Triplex Assay’ Kitinin icerigini
kaspase-Glo® 3/7 tamponu (10 ml) ve bir sise kaspase-Glo® 3/7 substrat1 (liyofilize)
olusturmaktadir.

Kaspase-Glo® 3/7 tamponu, kaspase-Glo® 3/7 substrati igeren siseye
aktarilmistir. Sise birka¢ kez ters diiz yapilarak substratlarin tamamen ¢oziilmesi
saglanmistir ve boylece Kaspase-Glo® 3/7 reaktifi olusturulmustur.

96 kuyucuklu plaklara (96 well plate), her kuyuya 1x10* hiicre olacak sekilde 100
pl hiicre stispansiyonu dagitilmistir. 24 saat 37°C’da inkiibasyon sonrast kuyucuklarda
kullanilan besiyerleri atilarak, cetuximab tek basina ve epirubicin-HCI ile birlikte
hiicrelere uygulanmistir. Tek bagina cetuximabin ve ayrica cetuximabin epirubicin-HCI
ile birlikte uygulandigi hiicreler ile sadece besiyerinin uygulandigi kontrol grubu
hiicreleri 72 saat inkiibe edilmislerdir. 72 saatin sonunda 100 ul Kaspase-Glo® 3/7
reaktifi eklenmis ve 30 saniye kadar pipetasyon yapilmistir. Bir saat oda sicakliginda
inkiibe edilmislerdir. Bir saatin sonunda, apoptozun belirteci olan kaspaz aktivasyonu,
luminesans Olgiilerek belirlenmistir (Cummings ve Schnellmann 2002). Deneyler bes
tekrarli olarak yapilmstir.
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3.6. Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)
3.6.1. mRNA izolasyonu

Cetuximab tek basina (ICso konsantrasyonu) ve ayrica epirubicin-HCI ile birlikte
(en etkili sitotoksik etki gosteren konsantrasyon kombinasyonu) hiicrelere 72 saat
uygulandiktan sonra mesajcit RNA (MRNA), ‘RNeasy Mini Kit’i (Qiagen) kullanilarak
tiretici firma Onerilerine gore izole edilmistir. Buna gore ila¢ uygulamasi yapilan ve
sadece besiyeri uygulanmis kontrol grubu hiicreleri tripsinlenerek alinmistir. Orneklerin
lizerine hiicreleri pargalamak i¢in ‘guanidin tiyosiyanat igeren RTL’ tamponundan 350
ul eklenerek vorteks ile karistirilmistir. Daha sonra hiicreler bir dakika vortekslenerek
homojenize edilmislerdir. Homojenize edilmis lizata 350 ul %70’lik etanol eklenmistir
ve pipetlenerek iyice karigmasi saglanmistir. Bu asamada santrifiij kullanilmamasina
dikkat edilmistir. 2 ml’lik toplama tiiplerine yerlestirilmis RNeasy Mini spin
kolumlarina bir 6nceki agsamadaki karisimdan 700 pl konulup santrifiijde 11,000 rpm’de
15 saniye santrifiij edilmistir. Ayn1 RNeasy Mini spin kolumlaria 700 pl etanol igeren
‘RW1’ tamponu eklenip santrifiijde 11,000 rpm’de 15 saniye santrifiij edilmistir. 500 ul
‘RPE’ konulup santrifiijde 11,000 rpm’de 15 saniye santrifiij edilmistir. Tekrar 500 pl
RPE konulup santrifiijde 11,000 rpm’de 2 dakika herhangi bir sollisyon artig
kalmayana kadar santrifiij edilmistir. RNeasy Mini spin kolumlar1 1.5 ml’lik eppendorf
tiiplerine yerlestirilmistir. Uzerine 30 pl RNA’se-free su ilave edilip santrifiijde 11,000
rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir ve bu basamak tekrarlanmigtir. Elde edilen mRNA
ornekleri -30°C’de muhafaza edilmistir.

3.6.2. cDNA sentezi

Saklanan mRNA 6rnekleri ‘Titan One Tube RT-PCR System kit (Roche Applied
Science) ile komplementer DNA (cDNA) haline getirilmistir. Kitin ana bileseni olan
reverse transkriptaz E. coli.’de eksprese edilen bir rekombinant ters transkriptazdir.
Enzim, DNA polimeraz aktivitesine ve RNA-DNA hibritlerinde RNA’y1 degrade eden
RNase H aktivitesine sahiptir (Blaney vd 2005).

Random hexamer primer, deoksiniikleotid trifosfat (AINTP) karigim1 ve DTT ’den
2 ul, RT-PCR reaction buffer, RNase inhibitor ve reverz transkriptazdan 0.5 pl,
MgClz’den 4 pl ve H2O’dan 1 pl eklenerek ¢cDNA reaksiyon karigimi buzda tutularak
hazirlanmistir. Daha sonra {izerine her mRNA 6rneginden 9 pl pipetlenmistir. 20°C‘de
10 dakika, 42°C‘de 45 dakika, 99°C‘de 3 dakikada bekletilecek sekilde thermal
cyclerda cDNA reaksiyonu gergeklestirilmistir. Elde edilen cDNA 6rnekleri -30°C’de
muhafaza edilmistir.

3.6.3. Ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)

cDNA’daki hedef diziye baglanan primer, Tag DNA Polimeraz i¢in hedef haline
gelir ve boylece 30 dongii sonunda milyonlarca cDNA meydana gelir. Bu cDNA’lar
kullanilarak prolifere hiicre niikklear antijeni (PCNA), siklin D1, Bax ve Bcl-2 genlerinin
ifade diizeylerindeki farkliliklar belirlenmistir. Referans olarak gliseraldehit 3-fosfat
dehidrogenaz (GAPDH) geni kullanilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonlarinda (PCR), 2
pul cDNA kalip olarak kullanilmistir. PCR reaksiyon karisimi, Taq buffer (2.5 pl),
MgCl, (2 ul), dNTP (1 ul), reverse ve forward primerler (2 ul), Taq polimeraz (0.5 ul)
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ve dH20 (11 pl), kullanilarak hazirlanmistir. PCR karisim tamponunda denatiirasyon
94°C’de 1 dakika, primerin baglanmasi (annealing) GAPDH ve Bax genleri igin 55
°C’de 1 dakika, siklin D1 geni i¢in 58°C’de 1 dakika, PCNA geni i¢in 59°C’de 1 dakika
ve uzama (extension) 72°C’de 2 dakika olacak sekilde 30 dongii halinde
gergeklestirilmistir. Bcl-2 geni igin touchdown PCR kullanilmistir. ilk énce 73°C
tutulmus ve her dongiide 1°C azaltilarak (10 dongii) 63°C’ye diistliriilmiistiir. 63°C’den
sonra ise 25 dongii yapilarak PCR tamamlanmistir. PCR’da kullanilan spesifik
primerlerin dizileri Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. RT-PCR’da kullanilan oligonukleotidler

Gen Adi  F-Primer Dizisi (5’-3)  R-Primer Dizisi (5°-3") Alind1g1 kaynak
PCNA CGCGCAGAGGGTT AAGCCTTCGGAGCGC  Huang vd 2003
GGTAGTT AGAGT
Bcl-2 TGCACCTGACGCC AGACAGCCAGGAGA  Huangvd 2003
CT TCAC AATCAAACAG
Bax ACCAAGAAGCTGA ACAAAGATGGTCACG  Huangvd 2003
GCGAGTGTC GTCTGCC
GAPDH TTCATTGACCTCAA GAGGGGCCATCCACA  Huangvd 2003
CTACAT GTCTT
SiklinD1 CCG TCC ATG CGG ATG GCC AGC GGG  Bijwaard vd 2001
AAG ATC AAG AC

3.6.4. Agaroz jel elektroforezi

PCR iiriinlerini goriintiilemek i¢in %2.5’lik agaroz jel hazirlanmistir. 1.25 gr
tartilarak 1X Tris Base EDTA (TBE) tampon ¢ozeltisi ile tamamlanarak mikrodalgada
350 W, 4 dakika kaynatilarak agarozun tamamen erimesi saglanmigtir. Homojen bir
goriiniim elde edildikten sonra hazirlanan jel taraklari: ve smirlart belli olan jel tabagina
dokiilerek sogumaya birakilmistir. Tamamen soguduktan sonra her PCR {iriiniinden 5 pl
almarak jelde bulunan kuyucuklara yiiklenmistir. DNA’nin biiyiikliiglinii gosteren 100
bp DNA ladderleri ise bos kuyucuklara yiiklenerek 120 V sabit akimda 30 dakika, Bcl-2
PCR iiriinleri ise 50 dakika yiirtitiilmiistiir. Sonrasinda UV transliiminator ile goriiniir
hale geldikten sonra resmi g¢ekilmistir. PCR bantlarinin yogunlugu ile kontrol grubu
bantlarinin yogunlugu Adobe Photoshop CS4 programi kullanilarak karsilastiriimistir.
Elde edilen sonuclara gore gen ekspresyonlarindaki degisiklikler ortaya konmustur
(McDaniel ve Pillai 2002, Kiefer vd 2015, Dondossola vd 2016).

3.7. Istatistiksel Analiz
Elde edilen verilerin istatistiksel analizi Minitap Release 13,0 programi ile
yapilmigtir. Gruplar arasi karsilastirma icin ANOVA-GLM (General Linear Model)

yontemi kullanilmigtir. Farklarin 6nem seviyesini belirtmek icin ise Tukey Coklu
Karsilagtirma Testi uygulanmigtir (Anonim 2).
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BULGULAR Ayse ERDOGAN

4. BULGULAR
4.1. Parental Hiicrelerden Ilaca Direncli Hep G2 Hiicrelerinin Olusturulmasi

Epirubicin-HCI direngli Hep G2 hiicreleri (R-Hep G2), parental Hep G2 (P-Hep
G2) hiicrelerinin basamak, basamak artan konsantrasyonlar da ilaca (Epirubicin-HCI)
maruz birakilmasiyla elde edilmistir (Jansson vd 1999, Kars vd 2006, Ozkan 2007).
Hiicreler baslangic asamasinda 1 ng/ml epirubicin-HCI’ye maruz birakilmistir. Bir
sonraki pasajlamada Olii hiicreler ayrilmis, canli hiicrelerin {iiretilmesine devam
edilmistir. Her pasajlamadan sonra ila¢ konsantrasyonu arttirilmistir. Parental hiicrelere
uygulanan konsantrasyonlar Cizelge 4.1°de verilmistir. 50 ng/ml den daha yiiksek ilag
konsantrasyonlarinda hiicrelerin biiyiik bir kismi1 6ldiigli i¢in uygulama bu noktada
durdurulmustur. Parental hiicrelere ila¢ uygulamasi sonucu elde edilen ilaca direncli
hiicreler deneylerde kullanilmadan 6nce en az dort pasaj ilag olmayan ortamda
tretilmistir.

Cizelge 4.1. Uygulanan epirubicin-HCI konsantrasyonlari

Epirubicin-HCI konsantrasyonlari
25 ng/ml
30 ng/ml
35 ng/ml
40 ng/ml

45 ng/ml
50 ng/ml

4.2. Cetuximabin Tek Basima ve Epirubicin-HCI ile Birlikte Parental Hep G2
Hiicreleri Uzerine Sitotoksik Etkilerinin Belirlenmesi

Cetuximabin tek basina ve epirubicin-HCI ile birlikte sitotoksik etkisinin ortaya
konmast i¢in Cell Titer-Blue® Hiicre Canlilif1 ve Laktat Dehidrogenaz (LDH) Aktivite
testleri uygulanmistir. Epirubicin-HCI’nin tek basina IC degerleri ayrica belirlenmistir.

4.2.1. Hiicre canlihg testi

Cetuximabin tek basina ve epirubicin-HCI ile birlikte P-Hep G2 hiicreleri iizerine
sitotoksik etkisi, Cell Titer-BlueR Cell viability assay kiti kullanilarak &lgiilmiistiir. Cell
Titer-Blue® hiicre canlilig1 testinin esasi, canli hiicrelerin resozurini, florasan bir iirlin
olan resorufine gevirme yetenegine dayanir. Olii hiicreler ise metabolik kapasitelerini
cok ¢abuk kaybetmelerinden dolayi floresan sinyali olusturan iiriin iiretemezler. Flaskta
tiretilmis hiicreler tripsinize edildikten sonra sayilarak 96-kuyucuklu plaklara her bir
kuyucuga 1x10* hiicre diismek suretiyle ekilmistir. Cetuximab ve epirubicin-HCI
besiyeri ile seri olarak seyreltilerek icerisinde hiicre bulunan kuyucuklara konulmustur.
Hiicreler, cetuximab ve epirubicin-HCI ile birlikte 72 saat inkiibe edildikten sonra
hiicrelerin ~ resozurini  resorufine  rediiksiyonunun  floresanspektrofotometrede
(560eks/590ems)  Olgiilmesiyle cetuximab igin ICso (hiicrelerin  %50’sini  6ldiiren
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konsantrasyon), epirubicin-HCI i¢in 1Cs, 1C10, [1C20, IC30, 1C40 ve ICso degerleri
hesaplanmistir (Sekil 4.1 ve Cizelge 4.2).

100 -
90 -+
80
70 ~
60 —
50 +
40 ~
30 +
20 +
10 +

Canli hiicre sayisi (%)

T T T T 1
0 1000 2000 3000 4000 5000

Cetuximab konsantrasyonlar: (mikrogram/ml)

Sekil 4.1. P-Hep G2 hiicrelerinde artan cetuximab konsantrasyonlarina karsi azalan
hiicre canlilig

Artan Kkonsantrasyonlar da 72 saat cetuximaba maruz birakilan P-Hep G2
hiicrelerinin canliligt 400-4000 pg/ml konsantrasyonlar1 arasinda onemli Olgiide
azalirken (p<0.05), diger konsantrasyonlarda yavas bir azalma goriilmiistiir (Sekil 4.1).
72 saatlik inkiibasyon sonunda ICsgo degeri 1000 ug/ml olarak hesaplanmustir. 72 saatlik

inkiibasyon sonunda elde edilen veriler arasindaki istatistiksel farklar (p<0.05) Cizelge
4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. Cetuximabin P-Hep G2 hiicreleri iizerine sitotoksik etkisi

Cetuximab konsantrasyonlari Canli hiicre sayisi (%)
(ng/ml) 72 saatlik inkiibasyon
X+ SH
100 pg/ml 87+1.091
200 pg/ml 8l1+111lh
400 pg/ml 73+ 1.05gh
800 pg/ml 57+1.08f
1000 pg/ml 50+0.8e
2000 pg/ml 40+0.53d
3000 pg/ml 30+0.75¢
4000 pg/ml 15+0.96 ab
4500 pg/ml 9+0.49a
Kontrol 100 + 0.08 j

X: Bes tekrarin ortalamasi olup aym siitunda ayr1 harfleri alan degerler birbirinden istatistiksel dnemde
farkli bulunmustur (p<0.05). SH: Standart Hata
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72 saat epirubicin-HCI’ye maruz birakilan P-Hep G2 hiicrelerinin canliligi
konsantrasyon artigina bagli olarak azalmistir (Sekil 4.2). En fazla canlilik azalis1 0.03-
1.6 ug/ml arasinda gergeklesmistir. 72 saat epirubicin-HCI’ye maruz birakilan P-Hep
G2 hiicrelerinin ICs, 1C10, 1C20, 1C30, 1C40 Ve 1Cso degerleri sirasiyla 0.013, 0.03, 0.05,
0.40, 0.66 ve 0.80 ug/ml olarak hesaplanmistir. Epirubicin-HCI konsantrasyonlarinin

uygulamalarindan ortaya ¢ikan sitotoksik etkilerdeki istatistiksel farkliliklar (p<0.05)
Cizelge 4.3 de verilmistir.

100 g

bd e e h O =] 00 \D
o o o o o o o o
I I I I I I "

Canli hiicre sayisi (%)

—
o
I

o

0 5 10 15 20 25 30
Epirubicin-HCI konsantrasyonlar (mikrogram/ml)

Sekil 4.2. P-Hep G2 hiicrelerinde artan epirubicin-HCI konsantrasyonlarina kars1 azalan
hiicre canlilig1

P-Hep G2 hiicreleri, cetuximab (ICsp) ve epirubicin-HCI’nin ICs, 1C10, 1C20, IC30
ve ICs (<ICso) konsantrasyonlari ile birlikte 72 saat boyunca inkiibe edilmistir (Sekil
4.3). 72 saat sonunda en etkili sitotoksik etki gosteren kombinasyon konsantrasyonlari
hiicre canliligina bakilarak bulunmustur. Cetuximab (ICso) ile birlikte uygulanan
epirubicin-HC1 konsantrasyonlart (ICs, 1C1, [C20, 1C30, 1Cs0) kendi aralarinda
siralandiginda en etkili sitotoksik etki gosteren konsantrasyonlar, 1Cso cetuximab + 1Cao
epirubicin-HCI olarak bulunmustur (40>30>20>5>10) (Cizelge 4.4). Bundan sonraki
parental hiicrelerle yapilan c¢alismalarda en etkili sitotoksik etki gdsteren
kombinasyondaki konsantrasyonlar olan ICsp cetuximab + 1Ca4 epirubicin-HCI
kullanilarak devam edilmistir.
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Cizelge 4.3. Epirubicin-HCI’nin P-Hep G2 hiicreleri tizerine sitotoksik etkisi

Epirubicin-HCI konsantrasyonlari Canli hiicre sayist (%)
(ng/ml) 72 saatlik inkiibasyon
X+SH
0.005 pg/ml 98+ 1.06 j
0.01 pg/ml 95+ 0.74 15
0.03 pg/ml 90+1.021
0.05 pg/ml 81+0.70 lu
0.10 pg/ml 76 £0.87 h
0.40 pg/ml 70+1.07¢
0.80 pg/ml 50+1.05e
1.20 pg/ml 35+1.07cd
1.60 pg/ml 28+0.58¢C
2.40 pg/ml 25+ 0.56 bc
3.0 pg/ml 24 +0.49 be
50 pg/ml 22 +£0.55 bc
8.0 pg/ml 20+0.96 b
10.0 pg/ml 19.2+0.58Db
12.0 pg/ml 19+£0.75Db
15.0 pg/ml 17.6£0.53Db
18.0 pg/ml 155+0.46Db
22.0 pg/ml 14.5+0.69 ab
25.0 pg/ml 13.3+£0.96 ab
Kontrol 100+ 0.08 j

X: Bes tekrarin ortalamasi olup ayni siitunda ayri harfleri alan degerler birbirinden istatistiksel dnemde
farkli bulunmustur (p<0.05). SH: Standart Hata

Canlr hitcre sayisi (%)

60

50

40

30

[OICS Epirubicin-HCI

BIC10 Epirubicin-HCI1
BHIC20 Epirubicin-HC1
MIC30 Epirubicin-HC1

BIC40 Epirubicin-HC1

&\M&&\x&&\x‘-\.&\\j

IC50 Cetuximab konsantrasyonu

Sekil 4.3. Cetuximabin epirubicin-HCI (ICs, ICio, I1C20, 1C30, ICa0) ile birlikte P-Hep G2

hiicrelerinde hiicre canliligina etkisi
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Cizelge 4.4. Cetuximabin (ICsp) epirubicin-HCI ile birlikte P-Hep G2 hiicreleri tizerine
sitotoksik etkisi

Epirubicin-HCI Canli hiicre sayis1 (%)
konsantrasyonlari 72 saatlik inkiibasyon
X+ SH
ICs (0.013 pg/ml) 50+1.05e
1C10(0.03 pg/ml) 47+101e
IC20 (0.05 pg/ml) 34+£1.07cd
1C30(0.40 pg/ml) 21 +£1.08 bc
1C40(0.66 pg/ml) 4+042a
Kontrol 100+ 0.09 j

X: Bes tekrarin ortalamasi olup ayni siitunda ayri harfleri alan degerler birbirinden istatistiksel dnemde
farkli bulunmustur (p<0.05). SH: Standart Hata

4.2.2. Laktat dehidrogenaz (LDH) aktivite ol¢iimii

Laktat dehidrogenaz (LDH), laktik asiti NAD* varliginda piriivik asite doniistiiren
enzimdir. Laktik asit hiicre biitiinligiiniin bozulmasi ile ortaya c¢ikar. Yani, kiiltiire
alinmis hiicrelerin 6liimii ile hiicre membran biitiinliigii bozulur ve sitoplazma igerigi
disar1 ¢ikar. Laktat dehidrogenaz enzimi de genellikle her hiicrede bulundugu i¢in enzim
aktivitesine bagli olarak 6liim oraninin hesaplanmasina yardimei olur.

P-Hep G2 hiicreleri ICso konsantrasyonunda cetuximaba ve ICso cetuximab + 1Cao
epirubicin-HCI’ye (en etkili sitotoksik etki gosteren kombinasyon konsantrasyonlari) 72
saat maruz birakildiktan sonra LDH enzim aktivitesindeki degisiklikler ol¢lilmiistiir
(Sekil 4.5). NADH standart grafigi (y = 0.0553 x + 0.0105) Sekil 4.4’te verilmistir.

0.8
0.7 7 R2 =0,9992
0,6
0,5 o
0,4
0.3

0.2 -

Absorbans (450 nm)

0,1 +

0 T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14

NADH dozlar1 (nmol)

Sekil 4.4. NADH standart grafigi
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Sekil 4.5. Cetuximabin tek basina ve epirubicin-HCI ile birlikte P-Hep G2 hiicrelerinde
LDH aktivitesi lizerine etkisi

Kombinasyon konsantrasyonlarinin uygulandig: hiicrelerde 2.8 kat, cetuximabin
tek basina uygulandigi hiicrelerde ise 1.7 kat LDH enzim aktivitesinin kontrol grubu
hiicrelerine (sadece besiyeri uygulanmis hiicreler) gore arttigt goriilmiistir.
Kombinasyon konsantrasyonlarmin ve cetuximabin tek basina uygulandigi hiicrelerdeki
LDH enzim aktivitesi, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak farkli (p<0.05)
bulunmustur (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Cetuximabin tek basma ve epirubicin-HCI ile birlikte uygulandigi P-Hep
G2 hiicrelerinde LDH enzim aktivite diizeyleri

Uygulamalar LDH Aktivitesi (militinite/ml)
X+ SH
Cetuximab 20.0+£0.30ab
Cetuximab + Epirubicin-HCI 33.3+0.10¢c
Kontrol 11.7+0.15a

X: Bes tekrarin ortalamasi olup ayni siitunda ayr1 harfleri alan degerler birbirinden istatistiksel dnemde
farkli bulunmustur (p<0.05). SH: Standart Hata
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4.3. Cetuximabin Tek Basma ve Epirubicin-HCI ile Birlikte Ilaca Direncli Hep G2
Hiicreleri Uzerine Sitotoksik Etkilerinin Belirlenmesi

4.3.1. Hiicre canlihig testi

Cetuximab ve epirubicin-HCI’nin, R-Hep G2 insan karaciger kanseri hiicreleri
lizerine sitotoksik etkisi, parental hiicrelerde oldugu gibi Cell Titer-Blue® Cell viability
assay kiti ile ol¢tilmistiir (Gloeckner vd 2001). R-Hep G2 hiicreleri, 100-4500 pg/ml
konsantrasyon araliginda cetuximaba ve 0.005-25 pg/ml konsantrasyon araliginda
epirubicin-HCI’ye maruz birakilmistir. Ilaca direngli Hep G2 hiicrelerinin cetuximab ve
epirubicin-HCI ile ayr1 ayr1 72 saatlik inkiibasyonunun sonunda cetuximab i¢in ICso
degeri ve epirubicin-HCl i¢in ICs, IC10, 1C20, IC30, IC40 Ve 1Cso degerleri hesaplanmustir.

Cetuximaba maruz birakilan R-Hep G2 hiicrelerinde konsantrasyon artisina
bagli olarak hiicre canliligi azalmistir (Sekil 4.6). En hizli azalis 1000-4000 pg/ml
arasindaki konsantrasyonlarda goriilmiistiir. 72 saatlik inkiibasyon sonunda cetuximabin
ICso degeri 2279 ug/ml olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.6). 72 saatlik inkiibasyon
sonunda, parental hiicreler ile ilaca direngli hiicreler karsilastirildiginda, ilaca direngli
hiicreler cetuximaba yaklasik olarak 2.3 kat daha fazla direng gostermislerdir.
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Sekil 4.6. R-Hep G2 hiicrelerinde artan cetuximab konsantrasyonlarina karsi azalan
hiicre canlilig
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Cizelge 4.6. Cetuximabin R-Hep G2 hiicreleri tizerine sitotoksik etkisi

Cetuximab konsantrasyonlari Canli hiicre sayis1 (%)
(ng/ml) 72 saatlik inkiibasyon
X+ SH
100 pg/ml 96+ 1.04 j
200 pg/ml 89+1.091
400 pg/ml 81+1.07 lu
800 pg/ml 72+ 1.05gh
1000 pg/ml 68+0.6¢g
2000 pg/ml 52 +0.57 ef
3000 pg/ml 36+0.70d
4000 pg/ml 21 +0.90 bc
4500 pg/ml 11+0.45ab
Kontrol 100 + 0.06 j

X: Bes tekrarin ortalamasi olup aym siitunda ayri harfleri alan degerler birbirinden istatistiksel dnemde
farkli bulunmustur (p<0.05). SH: Standart Hata

Artan konsantrasyonlarda 72 saat epirubicin-HCI’ye maruz birakilan R-Hep G2
hiicrelerinin canlilig1 0.03-2.4 pg/ml konsantrasyonlar1 arasinda 6nemli 6l¢iide azalirken
(p<0.05), diger konsantrasyonlarda ¢ok yavas bir azalma gorilmiistiir (Sekil 4.7). 72
saatlik inkiibasyon sonunda ICs degeri 0.03, IC1o degeri 0.11, IC20 degeri 0.32, ICso
degeri 0.53, ICs0 degeri 0.74 ve ICso degeri 0.95 pg/ml olarak hesaplanmistir (Cizelge
4.7). 72 saatlik inkiibasyon sonunda, P-Hep G2 hiicreleri ile R-Hep G2
karsilastirildiginda, direncli  hiicreler epirubicin-HCI’ye yaklasik olarak ICsg
konsantrasyonunda 1.2 kat daha fazla direng gostermislerdir.
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Sekil 4.7. R- Hep G2 hiicrelerinde artan epirubicin-HCI konsantrasyonlarina
kars1 azalan hiicre canliligi
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Cizelge 4.7. Epirubicin-HCI’nin R-Hep G2 hiicreleri tizerine sitotoksik etkisi

Epirubicin-HCI konsantrasyonlari Canli hiicre sayist (%)
(ng/ml) 72 saatlik inkiibasyon
X +SH
0.005 pg/ml 99+£1.02j
0.01 pg/ml 98+£0.70
0.03 pg/ml 95+ 0.98 1
0.05 pg/ml 88 £0.651
0.10 pg/ml 83+0.82 i
0.40 pg/ml 75+£1.02 gh
0.08 pg/ml 56+ 1.04f
1.20 pg/ml 40+1.05d
1.60 pg/ml 37+0.55d
2.40 pg/ml 32+0.52cd
3.0 pg/ml 29+047¢c
50 pg/ml 28+0.53¢c
8.0 pg/ml 25+0.93 bc
10.0 pg/ml 24.2 +0.54 bc
12.0 pg/ml 23.6 £ 0.70 bc
15.0 pg/ml 21 +0.50 bc
18.0 pg/ml 19+042D
22.0 pg/ml 18+ 0.65Db
25.0 pg/ml 16+0.92b
Kontrol 100 + 0.06 j

X: Bes tekrarin ortalamasi olup ayni siitunda ayri harfleri alan degerler birbirinden istatistiksel 6nemde
farkli bulunmustur (p<0.05). SH: Standart Hata

R-Hep G2 hiicreleri, cetuximab (ICsg) ve epirubicin-HCI’nin 1Cs, 1C10, 1C2, IC30 Ve
ICs0 (<ICsp) konsantrasyonlari ile birlikte 72 saat boyunca inkiibe edilmislerdir (Sekil
4.8). 72 saat sonunda en etkili sitotoksik etki gosteren kombinasyon konsantrasyonlar
hiicre canliligina bakilarak bulunmustur. Cetuximab (ICso) ile birlikte uygulanan
epirubicin-HC1 konsantrasyonlari (ICs, 1Ci0, [C2, [C30, 1Cs0) kendi aralarinda
siralandiginda en etkili sitotoksik etki gosteren konsantrasyonlar, 1Cso cetuximab + 1Cs
Epirubicin-HCI (5>20>10>40>30) olarak bulunmustur (Cizelge 4.8). Bundan sonraki
caligmalarda en etkili sitotoksik etki gosteren kombinasyonda ki konsantrasyonlar olan
ICso cetuximab + ICs epirubicin-HCI kullanilarak devam edilmistir.
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Sekil 4.8. Cetuximabn epirubicin-HCI (ICs, 1C1o, 1C20, IC30, ICa0) ile birlikte R-Hep G2
hiicrelerinde hiicre canliligina etkisi

Cizelge 4.8. Cetuximabin (ICso) epirubicin-HCI ile birlikte R-Hep G2 hiicreleri {izerine
sitotoksik etkisi

Epirubicin-HCI konsantrasyonlari Canli hiicre sayis1 (%)
72 saatlik inkiibasyon
X+ SH

ICs (0.03 pg/ml) 37+1.05d

1C10(0.11 pg/ml) 37+101d

1C20 (0.32 pg/ml) 26+1.07c

1C30 (0.53 pg/ml) 19+1.08b

1C40(0.74 pg/mil) 8+042a

Kontrol 100+ 0.09 j

X: Bes tekrarin ortalamasi olup ayni siitunda ayr1 harfleri alan degerler birbirinden istatistiksel 6nemde
farkli bulunmustur (p<0.05). SH: Standart Hata

4.3.2. Ilaca direncli Hep G2 hiicrelerinde laktat dehidrogenaz (LDH) aktivite
olciimii

Cetuximab tek bagina (ICsp konsantrasyonu) ve ayrica epirubicin-HCI ile birlikte
(en etkili sitotoksik etki gdsteren konsantrasyon kombinasyonu) R-Hep G2 hiicrelerine
72 saat boyunca uygulanarak LDH enzim aktivitesindeki degisiklikler belirlenmistir
(Sekil 4.9).

50



BULGULAR Ayse ERDOGAN

30

25

b
=]
I

—
Lh
|

—
=]
1

LDH aktivitesi (milifinite/ml)

.

T T 1
IC50 Cetuximab Kombinasyon Konsantrasyonlari Kontrol
(Cetuximab+Epirubicin-HCI)

Sekil 4.9. Cetuximabin tek basina ve epirubicin-HCI ile birlikte R-Hep G2 hiicrelerinde
LDH aktivitesi tizerine etkisi

Hiicrelerde en yiksek LDH aktivitesi cetuximabin epirubicin-HCI ile birlikte
uygulamasinda goriilmistiir. Tek basina cetuximab ve epirubicin-HCI ile birlikte
uygulama yapilan hiicrelerdeki LDH aktivitesi kontrol grubu hiicrelerinden yaklasik
olarak sirasiyla 1.4 kat ve 2 kat daha yiiksek bulunmustur (Cizelge 4.9). Birlikte
uygulama yapilan hiicrelerdeki LDH enzim aktivitesi kontrol grubu hiicrelerindeki LDH
enzim aktivitesinden istatistiksel olarak farkli (p<0.05) bulunmustur.

Cizelge 4.9. Cetuximabin tek basina ve epirubicin-HCI ile birlikte uygulandigi R-Hep
G2 hiicrelerinde LDH enzim aktivite diizeyleri

Uygulamalar LDH Aktivitesi (militinite/ml)
X+ SH
Cetuximab 17.3+0.25ab
Cetuximab + Epirubicin-HCI 23.7+0.43b
Kontrol 12.0+0.13a

X: Bes tekrarin ortalamasi olup aymn siitunda ayri harfleri alan degerler birbirinden istatistiksel dnemde
farkli bulunmustur (p<0.05). SH: Standart Hata

4.4, Cetuximabm Tek Basina ve Epirubicin-HCI ile Birlikte Parental ve Ilaca
Direncli Hep G2 Hiicrelerinde Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi Uzerine
Etkilerinin Ol¢iilmesi

Glutatyon peroksidaz (GPx), hiicrelerin antioksidan enzimlerinden birisidir.
Hiicreler, prooksidan/oksidan bir ajana maruz kaldiklarinda kendilerini oksidatif strese

51



BULGULAR Ayse ERDOGAN

kars1 korumak i¢in bu enzimi sentezlerler. Cetuximab tek basina (ICso konsantrasyonu)
ve ayrica epirubicin-HCI ile birlikte (en etkili sitotoksik etki gdsteren kombinasyon
konsantrasyonlar1) P-Hep G2 ve R-Hep G2 hiicrelerine 72 saat uygulandiktan sonra
hiicrelerdeki oksidatif stresin belirteci olan glutatyon peroksidaz aktivitesindeki
degisiklikler belirlenmistir (Sekil 4.11 ve Sekil 4.12). Bovine serum albumin (BSA)
standart grafigi (y = 2.1x + 0.2864) Sekil 4.10’da verilmistir.
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Sekil 4.10. BSA standart grafigi
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Sekil 4.11. P-Hep G2 hiicrelerinde cetuximabin tek basina ve epirubicin-HCI ile birlikte
glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitesine etkisi

72 saat siireyle cetuximaba maruz birakilan parental hiicreler kontrol grubu
hiicreleri ile karsilastirildiginda glutatyon peroksidaz aktivitesinin %21 oraninda arttigi
gozlenmistir ve bu artisinda istatistiksel agidan 6nemli oldugu bulunmustur (p<0.05).
Cetuximab ve epirubicin-HCI birlikte parental hiicrelere 72 saat uygulandiginda
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glutatyon peroksidaz aktivitesinin kontrol grubu hiicrelerine gore %75 oraninda arttigi
gozlenmis ve bu artisinda istatistiksel a¢idan onemli oldugu bulunmustur (p<0.05).
Cetuximabin epirubicin-HCI ile birlikte uygulandigi parental hiicrelerdeki glutatyon
peroksidaz aktivitesi sadece cetuximab uygulanmis hiicrelerdeki glutatyon peroksidaz
aktivitesinden 1.4 kat daha fazla bulunmustur (Cizelge 4.10). Tek basina cetuximab
uygulanmis R-Hep G2 hiicrelerinde ise glutatyon peroksidaz aktivitesinin kontrol grubu
hiicrelerine gore %56 oraninda arttigi goézlemlenmistir ve bu artisinda istatistiksel
acidan Oonemli oldugu bulunmustur (p<0.05). Cetuximabin epirubicin-HCI ile birlikte
uygulandigr R-Hep G2 hiicrelerindeki glutatyon peroksidaz aktivitesi sadece cetuximab
uygulanmis hiicrelerdeki glutatyon peroksidaz aktivitesinden yaklasik olarak 1.5 kat
daha fazla bulunmustur (Cizelge 4.10).
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IC50 Cetuximab Kombinasyon Kontrol
Konsantrasyonlar
(Cetuximab+Epirubicin-HCI)

Sekil 4.12. R-Hep G2 hiicrelerinde cetuximabin tek basina ve epirubicin-HCI ile birlikte
glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitesine etkisi

Cizelge 4.10. Cetuximabin tek basina ve epirubicin-HCI ile birlikte uygulandig: P-Hep
G2 ve R-Hep G2 hiicrelerinde glutatyon peroksidaz aktivite diizeyleri

Uygulamalar Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi (U/mg protein)
X+SH
P-Hep G2 R-Hep G2
Cetuximab (ICso) 6.8+050b 9.2+0.57 de
Cetuximab + Epirubicin-HCI 9.8+0.15¢ 13.5+0.49 ht
Kontrol 56+0.12a 59+0.60a

X: Bes tekrarin ortalamasi olup ayni siitunda ayri harfleri alan degerler birbirinden istatistiksel dnemde
farkli bulunmustur (p<0.05). SH: Standart Hata
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45. Parental ve Ilaca Direncli Hep G2 Hiicrelerinde Cetuximabin Tek Basmna ve
Epirubicin-HCI ile Birlikte Kaspaz-3/7 Enzim Aktivitesine Etkisinin
Olciilmesi

Parental ve ilaca direngli Hep G2 hiicrelerine cetuximab tek basina ve ayrica
epirubicin-HCI ile birlikte 72 saat uygulandiktan sonra apoptotik yolun anahtar
enzimlerinden biri olan kaspaz-3/7’nin aktivitesi Olgililereck apoptozu uyarma
potansiyelleri belirlenmistir.

Cetuximabin tek basma ve epirubicin-HCI ile birlikte P-Hep G2 ve R-Hep G2
hiicrelerinde kaspaz-3/7 enzim aktivitesine etkileri sirasiyla Sekil 4.13 ve Sekil 4.14’te
verilmistir. P-Hep G2 hiicrelerinde kaspaz-3/7 aktivitesi, 72 saatlik cetuximab
inkiibasyonu sonunda kontrole gére 3 kat artis gosterirken epirubicin-HCI ile birlikte
uygulandiginda ise kontrole gore yaklasik 4.7 kat artis gostermistir (Cizelge 4.11).
Cetuximab, epirubicin-HCl ile birlikte uygulandiginda P-Hep G2 hiicrelerindeki kaspaz-
3/7 aktivitesinin sadece cetuximab uygulanan hiicrelerdeki kaspaz 3/7 aktivitesinden 1.6
kat daha fazla oldugu bulunmustur. Cetuximabin tek basina ve epirubicin-HCI ile
birlikte uygulandigi P-Hep G2 hiicrelerindeki kaspaz-3/7 aktivitesi istatistiksel olarak
birbirlerinden ve kontrolden farkli (p<0.05) bulunmustur. Gerek cetuximabin tek basina,
gerekse epirubicin-HCI ile birlikte uygulamasi sonucunda kaspaz-3/7 aktivitesindeki en
fazla artis P-Hep G2 hiicrelerinde goriilmistiir. 72 saat cetuximab uygulanmis R-Hep
G2 hiicrelerindeki kaspaz-3/7 aktivitesi kontrole gore 1.5 kat artis gosterirken
cetuximab epirubicin-HCI ile birlikte uygulandiginda kaspaz-3/7 aktivitesi kontrole
gore yaklasik olarak 2.5 kat artig gostermistir (Sekil 4.14). Cetuximab, epirubicin-HCI
ile birlikte uygulandiginda R-Hep G2 hiicrelerindeki kaspaz-3/7 aktivitesinin sadece
cetuximab uygulanan hiicrelerdeki kaspaz 3/7 aktivitesinden 1.7 kat daha fazla oldugu
bulunmustur (Cizelge 4.11).

16000 ;

14000 1

LU)

12000 1

10000

8000

6000

.
[=1
=
[=

Kaspaz 3/7 aktivitesi (R

2000

IC50 Cetuximab Kombinasyon Konsantrasyonlari
(Cetuximab+Epirubicin-HCI)

Sekil 4.13. P-Hep G2 hiicrelerinde cetuximabin tek basina ve epirubicin-HCI ile birlikte
kaspaz-3/7 enzim aktivitesine etkisi
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Sekil 4.14. R-Hep G2 hiicrelerinde cetuximabin tek basina ve epirubicin-HCl ile birlikte
kaspaz-3/7 enzim aktivitesine etkisi

Cizelge 4.11. Cetuximabin tek basina ve epirubicin-HCI ile birlikte uygulandigi P-Hep
G2 ve R-Hep G2 hiicrelerinde kaspaz-3/7 enzim aktiviteleri

Uygulamalar Kaspaz-3/7 Aktivitesi (RLU)
X+ SH
P-Hep G2 R-Hep G2
Cetuximab (ICsp) 9000 + 0.65 h 3000+£0.17b
Cetuximab + Epirubicin-HCI 14000 £ 0.43 m 5000+0.29d
Kontrol 3000+ 0.12 b 2000+ 0.10 a

X: Bes tekrarin ortalamasi olup ayni siitunda ayri harfleri alan degerler birbirinden istatistiksel dnemde
farkli bulunmustur (p<0.05). RLU: Bagil Isik Birimi-Luminesans. SH: Standart Hata

4.6. Parental ve ilaca direncli Hep G2 Hiicrelerinde Cetuximabin Tek Basina ve
Epirubicin-HClI ile Birlikte Prolifere Hiicre Niiklear Antijeni (PCNA), Siklin
D1, Bax ve Bcl-2 Genlerinin ifade Diizeylerine Etkisi

Cogalan prolifere hiicre niiklear antijeni (PCNA), siklin D1, Bax ve Bcl-2
genlerinin ifade diizeyleri Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) ile
belirlenerek cetuximabin tek basina (ICso konsantrasyonu) ve ayrica epirubicin-HCI ile
birlikte uygulamasinin antiproliferatif etkiye, hiicre dongiisiinii bloke edici etkiye ve
apoptotik etkiye neden olup olmadiklari gosterilmistir.

Cetuximabin tek basia ve epirubicin-HCI ile birlikte hiicrelerdeki PCNA, siklin
D1, Bax ve Bcl-2 transkripsiyonlarini etkileyip etkilemedigini incelemek igin her bir
gen i¢in spesifik primer ¢iftleri ve kontrol olarak gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz
(GAPDH) geni kullanilarak RT-PCR yapilmustir (Sekil 4.15).
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Sadece besiyeri ile muamele edilmis hiicrelerimizde (kontrol grubu) ve
cetuximabin tek basma ve ayrica epirubicin-HCI ile birlikte uygulandigi tim hiicre
gruplarimizda GAPDH geninin ekspresyonuna bakilarak RT-PCR’da kalip DNA olarak
kullanilan cDNA sentezinin ger¢eklesip gerceklesmedigi kontrol edilmistir (Sekil 4.15).
PCNA, siklin D1, Bax ve Bcl-2 genlerinin RT-PCR c¢alismalarina cDNA sentezinin
gergeklesip gergeklesmedigi  kontrol edildikten sonra gecilmistir. Tim hiicre
gruplarimizda GAPDH gen ekspresyonunun varligi gosterilerek cDNA sentezinin
basarili bir sekilde yapildigi ortaya konmustur. Tiim RT-PCR ¢aligmalarimizda
kullanilan negatif kontrol gruplarimizin jel goriintiilerinde herhangi bir bandin
goriilmemesi deneylerimizde herhangi bir kontaminasyonun olmadigini géstermistir.

Sekil 4.15. Tim hiicrelerde RT-PCR analizi ile GAPDH’in mRNA ekspresyonu. 1.
kuyucuk P-Hep G2 kontrol, 2. kuyucuk P-Hep G2 ICso cetuximab, 3.
kuyucuk P-Hep G2 cetuximab + Epirubicin-HCI, 4. kuyucuk R-Hep G2
kontrol, 5. kuyucuk R-Hep G2 ICsp cetuximab, 6. kuyucuk R-Hep G2
cetuximab + Epirubicin-HCI, 7. kuyucuk (-) kontrol, 8. Kuyucuk 100 bp
DNA ladder

P-Hep G2 hiicrelerine tek basma cetuximab uygulandiginda PCNA mRNA
ekspresyonunun kontrol grubu hiicrelerine gére %27.3 azaldig1 bulunurken cetuximab
ve epirubicin-HCI birlikte uygulandiginda %4.3’liik azalmanin oldugu hesaplanmustir.
R-Hep G2 hiicrelerine ise tek basina cetuximab uygulandiginda PCNA ekspresyonunun
kontrol grubu hiicrelerine gore %20.5 azaldig1 bulunurken cetuximab ve epirubicin-HCI
birlikte uygulandiginda %28 oraninda azalmanin oldugu hesaplanmistir. P-Hep G2
hiicrelerinde tek basma cetuximab uygulamast PCNA mRNA ekspresyonunda daha
etkili azalmaya neden olurken R-Hep G2 hiicrelerinde cetuximab ve epirubicin-HCI’nin
birlikte uygulamasinin daha fazla azalmaya neden oldugu goriilmistiir (Sekil 4.16). Tek
basina cetuximab uygulamasi P-Hep G2 hiicrelerinde daha fazla antiproliferatif etki
gosterirken R-Hep G2 hiicrelerinde kombine uygulama daha fazla antiproliferatif etki
gostermistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.16. Tim hiicrelerde RT-PCR analizi ile PCNA’nin mRNA ekspresyonu. 1.
kuyucuk P-Hep G2 kontrol, 2. kuyucuk P-Hep G2 ICso cetuximab, 3.
kuyucuk P-Hep G2 cetuximab + Epirubicin-HCI, 4. kuyucuk R-Hep G2
kontrol, 5. kuyucuk R-Hep G2 ICso cetuximab, 6. kuyucuk R-Hep G2
cetuximab + Epirubicin-HCI, 7. kuyucuk (-) kontrol, 8. Kuyucuk 100 bp
DNA ladder

P-Hep G2 hiicrelerine tek basina cetuximab uygulandiginda siklin DI mRNA
ekspresyonunun kontrol grubu hiicrelerine gore %49.7 azaldigi bulunurken cetuximab
ve epirubicin-HCI birlikte uygulandiginda %22.8’lik azalmanin oldugu hesaplanmustir.
R-Hep G2 hiicrelerine ise tek basina cetuximab uygulandiginda siklin D1
ekspresyonunun kontrol grubu hiicrelerine gére %39 azaldigi bulunurken cetuximab ve
epirubicin-HC1  birlikte uygulandiginda %66.7 oraninda azalmanin oldugu
hesaplanmustir (Sekil 4.17). P-Hep G2 hiicrelerinde tek basina cetuximab uygulamasi
siklin D1 mRNA ekspresyonunda daha etkili azalmaya neden olurken R-Hep G2
hiicrelerinde cetuximab ve epirubicin-HCI’nin birlikte uygulamasinin daha fazla
azalmaya neden oldugu gorilmiistir (Sekil 4.20). P-Hep G2 hiicrelerinde hiicre
dongiisiiniin ‘G1’° fazindan ‘S’ fazina gegisinde tek basina cetuximab uygulamasi daha
etkili olurken R-Hep G2 hiicrelerinde kombine uygulama daha etkili olmustur.

Sekil 4.17. Tim hiicrelerde RT-PCR analizi ile siklin D1’in mRNA ekspresyonu. 1.
kuyucuk P-Hep G2 kontrol, 2. kuyucuk P-Hep G2 ICso cetuximab, 3.
kuyucuk P-Hep G2 cetuximab + Epirubicin-HCI, 4. kuyucuk R-Hep G2
kontrol, 5. kuyucuk R-Hep G2 ICso cetuximab, 6. kuyucuk R-Hep G2
cetuximab + Epirubicin-HCI, 7. kuyucuk (-) kontrol, 8. Kuyucuk 100 bp
DNA ladder

Mitokondrilerden sitokrom c¢’nin salinmasini saglayan pro-apoptotik bir protein
olan Bax ile anti-apoptotik Bcl-2 dengesi hiicrelerin yasamaya devam etmelerini veya
Olmelerini belirlemede 6nemli oldugu bilinmektedir. Bir hiicrede Bax/Bcl-2 orani
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apoptoza karsit hiicrenin duyarhiligin1 diizenlemede etkilidir. Hem P-Hep G2
hiicrelerinde hem de R-Hep G2 hiicrelerinde tek bagina cetuximab ve ayrica epirubicin-
HCl ile birlikte uygulamasi Bax mRNA ekspresyonunun kontrol grubu hiicrelerine gore
artmasini saglamistir. P-Hep G2 hiicrelerine tek basma cetuximab uygulandiginda Bax
MRNA ekspresyonunun kontrol grubu hiicrelerine gore %?24.8 arttigi bulunurken
cetuximab ve epirubicin-HCI1 birlikte uygulandiginda %66.7°lik artmanin oldugu
hesaplanmistir. R-Hep G2 hiicrelerine ise sadece cetuximab uygulandiginda Bax
ekspresyonunun kontrol grubu hiicrelerine gore %15 arttig1 bulunurken cetuximab ve
epirubicin-HCI birlikte uygulandiginda %39.7 oraninda artmanin oldugu hesaplanmistir
(Sekil 4.18). Her iki uygulama P-Hep G2 hiicrelerinde R-Hep G2 hiicrelerinden daha
fazla Bax ekspresyonu artisina neden olmustur. Hem P-Hep G2 hiicrelerinde hem de R-
Hep G2 hiicrelerinde kombine uygulama tek basina cetuximab uygulamasina gore Bax
mRNA ekspresyonunu arttirmada daha etkili olmustur (Sekil 4.20).

Sekil 4.18. Tiim hiicrelerde RT-PCR analizi ile Bax’in mRNA ekspresyonu. 1. kuyucuk
P-Hep G2 kontrol, 2. kuyucuk P-Hep G2 ICso cetuximab, 3. kuyucuk P-Hep
G2 cetuximab + Epirubicin-HCI, 4. kuyucuk R-Hep G2 kontrol, 5. kuyucuk
R-Hep G2 ICso cetuximab, 6. kuyucuk R-Hep G2 cetuximab + Epirubicin-
HCI, 7. kuyucuk (-) kontrol, 8. Kuyucuk 100 bp DNA ladder

P-Hep G2 hiicrelerine tek basina cetuximab uygulandiginda Bcl-2 mRNA
ekspresyonunun kontrol grubu hiicrelerine gore %39.2 azaldigi bulunurken cetuximab
ve epirubicin-HCI birlikte uygulandiginda %47.1°lik azalmanin oldugu hesaplanmustir.
R-Hep G2 hiicrelerine ise sadece cetuximab uygulandiginda Bcl-2 ekspresyonunun
kontrol grubu hiicrelerine gore %20.6 azaldigi bulunurken cetuximab ve epirubicin-HCI
birlikte uygulandiginda %34.6 oraninda azalmanin oldugu hesaplanmistir (Sekil 4.19).
Her iki uygulama P-Hep G2 hiicrelerinde R-Hep G2 hiicrelerinden daha fazla Bcl-2
ekspresyonu azalmasina neden olmustur. Hem P-Hep G2 hiicrelerinde hem de R-Hep
G2 hiicrelerinde kombine uygulama tek basina cetuximab uygulamasina gore Bcl-2
MRNA ekspresyonunu azaltmada daha etkili olmustur (Sekil 4.20). Dolayisiyla, hem P-
Hep G2 hiicrelerinde hem de R-Hep G2 hiicrelerinde tek basina cetuximab ve ayrica
epirubicin-HCl ile birlikte uygulanmasi Bax/Bcl-2 oraninda artigsa neden olmustur.
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Sekil 4.19. Tim hiicrelerde RT-PCR analizi ile Bcl-2’nin mRNA ekspresyonu. 1.
kuyucuk P-Hep G2 kontrol, 2. kuyucuk P-Hep G2 ICso cetuximab, 3.
kuyucuk P-Hep G2 cetuximab + Epirubicin-HCI, 4. kuyucuk R-Hep G2
kontrol, 5. kuyucuk R-Hep G2 ICso cetuximab, 6. kuyucuk R-Hep G2
cetuximab + Epirubicin-HCI, 7. kuyucuk (-) kontrol, 8. Kuyucuk 100 bp
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Sekil 4.20. Tiim hiicrelerde karsilastirmali PCNA, siklin D1, Bax ve Bcl-2 mRNA
ekspresyon seviyeleri

Cetuximab ve epirubicin-HCI’nin 72 saatlik 1Cso degerleri (hiicrelerin %50’sini
o6ldiiren konsantrasyonu) P-Hep G2 ve R-Hep G2 hiicrelerinde sirasiyla cetuximab i¢in
1000 pg/ml ve 2279 ug/ml olarak hesaplanirken epirubicin-HCI igin ise 0.80 pg/ml ve
0.95 pg/ml olarak hesaplanmistir. Cetuximabin epirubicin-HCI ile birlikte uygulanmasi
hem P-Hep G2 hem de R-Hep G2 hiicrelerinde sitotoksik etkiyi arttirmistir. P-Hep G2
hiicrelerinde en etkili sitotoksik etki gosteren kombinasyonda ki konsantrasyonlar
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olarak ICsg cetuximab + IC4o epirubicin-HCI belirlenirken R-Hep G2 hiicrelerinde ICso
cetuximab + 1Cs epirubicin-HCl kombinasyon konsantrasyonlar1 olarak belirlenmistir.
Hiicre membran biitlinliiglinlin bozulmasi sonucu salinan sitoplazmik bir enzim olan
laktat dehidrogenaz (LDH) aktivitesindeki en fazla artis hem P-Hep G2 hem de R-Hep
G2 hiicrelerinde cetuximabin epirubicin-HCI ile birlikte uygulamasinda goriilmiistiir.
Cetuximab ve epirubicin-HCI birlikte uygulandiginda glutatyon peroksidaz aktivitesinin
kontrol grubu hiicrelerine gore P-Hep G2 hiicrelerinde 1.75 kat, R-Hep G2 hiicrelerinde
ise 2.3 kat arttig1 gozlenmistir. Apoptotik yolagin anahtar enzimlerinden biri olan
kaspaz-3/7 aktivitesi 72 saatlik cetuximab uygulamasi sonunda P-Hep G2 hiicrelerinde
kontrole gore 3 kat artarken cetuximab epirubicin-HCI ile birlikte uygulandiginda
yaklasik olarak 4.7 kat artisin oldugu bulunmustur. R-Hep G2 hiicrelerinde cetuximab
kaspaz-3/7 aktivitesinde kontrole gore 1.5 kat artisa neden olurken epirubicin-HCI ile
birlikte uygulandiginda yaklasik olarak 2.5 kat artisa neden olmustur. Antiproliferatif
etkiyi ortaya koyan prolifere hiicre niiklear antijeninin (PCNA) ve hiicre dongiisiinii
durdurucu etkiyi ortaya koyan siklin D1 genlerinin  mRNA ekspresyonlarinin
azalmasinda P-Hep G2 hiicrelerinde tek bagina cetuximab uygulamasiin daha etkili
oldugu goriiliirken R-Hep G2 hiicrelerinde cetuximabin epirubicin-HCI ile birlikte
uygulamasinin daha etkili oldugu goriilmustiir. Pro-apoptotik bir gen Bax mRNA
ekspresyonunun hem P-Hep G2 hiicrelerinde hem de R-Hep G2 hiicrelerinde kontrol
grubu hiicrelerine gbére artmasinda cetuximabin epirubicin-HCI ile birlikte
uygulamasinin tek basma cetuximab uygulamasina gore daha etkili oldugu
bulunmustur. Cetuximabin epirubicin-HCI ile birlikte uygulamas: anti-apoptotik bir gen
olan Bcl-2 mRNA ekspresyonunu hem P-Hep G2 hiicrelerinde hem de R-Hep G2
hiicrelerinde tek basima cetuximab uygulamasina gore daha fazla azaltmistir.
Dolayisiyla, hem tek basina cetuximab uygulamasi hem de cetuximabin epirubicin-HCI
ile birlikte uygulamast her iki hiicrede Bax/Bcl-2 oraninda artisa neden olmustur.

Sonug olarak, P-Hep G2 ve R-Hep G2 hiicrelerinin tek basina cetuximab ve ayrica
epirubicin-HCI ile birlikte uygulamalarina farkli cevap vermeleri hiicrelerin epirubicin-
HCl’ye kars1 direng gelistirmesi, farkli antioksidan kapasiteye ve farkli pro-apoptotik/
anti-apoptotik gen aktivetelerine sahip olmalar ile iliskilendirilebilir. Calisilan tiim
parametreler g6z oniinde bulunduruldugunda, cetuximabin epirubicin-HCI ile birlikte
uygulamasinin cetuximabin tek basina uygulamasina gore daha ¢ok antikanser etkisi
gosterdigi gortilmuistiir.
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5. TARTISMA

Hepatoselliiler karsinoma (HCC) diinyada en yaygin besinci kanser tiirtidiir ve
yilda yarim milyon olime neden oldugu tahmin edilmektedir (Bosetti vd 2014).
HCC’nin kotii prognozu yiiziinden ve klinikte ortaya ¢ikan sorunlarin c¢ok cesitli
olmasindan dolay1 tedavi edilememektedir (Chen vd 2012). HCC tedavisinde en sik
kullanilan yontem olan cerrahi sonrasi hastalik %70 gibi yiiksek bir oran ile 5 yil i¢inde
yeniden niiks edebilmektedir (Llovet vd 2003). Sagkalim oranlar1 karaciger nakli ile
artis gostermesine ragmen donor bulmadaki sikintilarda bunu sinirlamaktadir (Chen vd
2012). Ulkemizde 2013 yilinda 1248 tane karaciger nakli yapilmistir. Nakil yapilan
hastalarin 1086’s1 yasamina devam etmis, 162’si ise hayatin1 kaybetmistir (Anonim 1).
Ayrica, ileri evre hastalarina karaciger nakli veya cerrahi miidahale genelde
uygulanmamaktadir (Bruix ve Llovet 2009). HCC’li hastalarin hayatta kalma
oranlarinin arttirilmasi i¢in ve kullanilan mevcut tedavi yontemlerinin basari oranlarinin
arttirilmasi i¢in yeni tedavi segeneklerinin gelistirilmesi zorunludur (Chen vd 2012).

Glinlimiizde kanser tedavisinde kullanilan en Onemli metotlardan biri
kemoterapidir. Doxorubicin ve epirubicin-HCI karaciger kanseri tedavisinde kullanilan
onemli ilaglar arasinda yer almaktadir. Doxorubicin ve epirubicin-HCI antrasiklin
analoglaridir. Antrasiklinler bilindigi gibi diinyada en yaygin kullanilan ve en etkili
antineoplastik ajanlarin bir grubunu olusturmaktadir (Schlitt vd 2014, Roche vd 2006,
Llovet ve Bruix 2003). Bu ilaglarin kullanimlarinda karsimiza ¢ikan en 6nemli problem
kiimiilatif doz smirlayict kardiotoksisitedir (Nasr vd 2014). Epirubicin-HCI’nin
doxorubicinden farki C-4 pozisyonunda OH-grubu konfigrasyonundaki degisikliktir.
Epirubicin-HCI doxorubicine yakin esdeger antitiimor etkiye sahip olup hemen hemen
onun yari siiresinde elimine olarak daha az kardiotoksisiteye neden oldugu hayvan
sistemlerinde gosterilmigtir (Han vd 2015, Simunek vd 2009, Berthiaume ve Wallace
2007). Calismamizda epirubicin-HCI’yi tercih etmemizdeki en Onemli neden
doxorubicine ve diger antrasiklinlere gore daha az kardiotoksisiteye neden olmasidir.
Ancak kemoterapi de istenen bagariya ulagilamamasi ve kanser hiicrelerinin epirubicin-
HCl’ye direng gelistirmesi kombine tedavilere ihtiya¢ duyuldugunu gostermektedir.

Kanser hastalarinda gelisen ilag¢ direngliligi, tedavinin uzamasina ve yiiksek doz
ila¢c kullanimina sebep olarak hastalarda goriilen yan etkilerin artmasina neden olup
tedaviyi daha da zorlagtirmaktadir (Gao vd 2013). Dolaysiyla, mevcut ilaglarin
terap6tik etkilerinin arttirilmasi i¢in yapilacak caligmalarda parental kanser hiicreleri ile
birlikte ilaca direngli kanser hiicrelerinin de gbéz Oniinde bulunduruldugu, parental
kanser hiicrelerini dldiiriirken ilaca direncli kanser hiicrelerini de 6ldiirebilen yeni tedavi
stratejilerinin gelistirilmesinin gerektigini diisiinmekteyiz. Son giinlerde gelistirilen yeni
tedavi stratejilerinden biri de hedeflendirilmis kemoterapédtiklerin - konvansiyonel
kemoterapoétiklerle birlikte uygulanmasidir.

Son yirmi yil i¢inde molekiiler onkolojideki 6nemli gelismeler sonucunda
karsinogenez, tiimor biiylime ve invazyonu ile metastaz biyolojisinde heyecan verici
onemli bilgi kazanimlar1 olmustur. Kanser hiicresinin ‘6liimsiiz, immortal’ niteliklerine
yonelik temel molekiiler biyolojik bilgiler, giincel terapdtik yaklasimlara yeni boyutlar
kazandirmistir. Bu yeni antikanser ilaglarin grubu ile ‘hedeflenmis kanser tedavisi’
kavrami glindeme gelmistir. Bu yeni molekiiller, 6zgiil hiicresel anormalliklere kars
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‘hedeflenerek’ kullanilmaya baslanmistir ve ‘targeted therapies=smart bombs’ olarak
yabanci literatiirde isimlendirilmistir (Beeram ve Patnaik 2002). Konvansiyonel
kemoterapotikler ‘segici’ olmadiklari igin prolifere olan tiimor hiicrelerini yok ederken
normal hiicreleri de ortadan kaldirmaktadirlar. Hedeflendirilmis terapdtikler ise ‘segici
hedefleri’ nedeniyle ‘6zgiil-molekiiler defekti’ olan timor hiicrelerine yonelerek kanser
hiicresini  dldiiriitken normal hiicrelerin saglikli bir ortamda devamina imkan
tanimaktadir. Bu nedenle hedeflenmis tedavilerin en Onemli avantaji ‘terapdtik
indekslerinin yiiksek’ olmasidir. Son sekiz-on yil i¢inde pre-klinik ve klinik arastirma
sonuglart tamamlanmis yeni ajanlar hizla Amerika Birlesik Devlet’lerinde FDA onay1
alarak klinige gelmis bulunmaktadir (Chaplin ve Dougherty 1990, Bicknell ve Haris
1992, Goss ve Gauthier 2004).

Kanser tedavisinde hedeflendirilmis kemoterapdtiklerin (antikorlar ve kiigiik
molekiil inhibitorleri) en 6nemli hedeflerinden birisi pek ¢ok kanser hiicresinde anormal
ve slirekli olarak eksprese edilen epidermal biiyliime faktorii reseptoriidir (EGFR).
Cesitli caligmalar, tiimorlerin agresif biiyiime 6zelliklerine katkida bulunan EGFR’lerin
insan hepatoselliiler kanserinde (HCC) sik sik ifade edildigini gostermistir (Lupberger
vd 2011, Itabashi vd 2008, Buckley vd 2008). Epidermal biiyiime faktorii (EGF), timor
hiicre proliferasyonu, apoptozun inhibisyonu, anjiogenez, invazyon ve metastaz gibi
stireglerde 6nemli rol oynamasindan dolayr EGFR antikanser ilaglari i¢in 6énemli bir
hedef haline gelmistir (Cooper ve Hausman 2006). EGFR’ye ligand baglandiktan sonra
reseptor-aracili sinyal iletimi baglayarak, dimerizasyon ile hiicre mitogenezini ve hiicre
transformasyonunu baglatan EGFR tirozin kinaz (TK) aktivitesi aktif hale gelir
(Krasinskas 2011).

Calismamizda kullandigimiz cetuximab, EGFR'ye hedeflendirilmis bir kimerik
monoklonal antikordur (mAb). Cetuximab endojen ligandlara gére yaklasik olarak 5-10
kat daha yiliksek bir afinite ile EGFR’ye 06zel olarak baglanir ve reseptdriin
fonksiyonunun inhibisyonunu saglar (Lim vd 2011, Van Cutsem vd 2009). Gliniimiize
kadar cetuximab ile ilgili pek ¢ok calisma yapilmistir. Bu calismalarda cetuximabin
meme, kolon, akciger, bobrek ve prostat gibi g¢esitli insan kanser hiicrelerinin
cogalmasini apoptozu uyararak, EGFR, AKT ve mitojen-aktiveli protein kinazlarin
(MAPK) fosforilizasyonunu engelleyerek inhibe ettigi gosterilmistir (D’Angelo vd
2014, Chen vd 2014, Mao vd 2010). Ancak, cetuximab ile tedavi sadece rektal ve kiigiik
hiicreli dis1 akciger kanseri gibi az sayida kanserde istenen etkiyi gostermistir (Harari
2004) ve HCC hastalar1 ile yapilan klinik calismalarda ise beklenen sonuglari
gosterememistir (Llovet ve Bruix 2008, Zhu vd 2007, Gruenwald vd 2007). HCC’lerde
EGFR’nin asir1 ifadesi ile tiimoriin erken niiks etmesi (Daveau vd 2003) ve
ekstrahepatik metastaz olusumu arasinda pozitif bir iliskinin oldugu gosterilmistir (Zhao
vd 2004). Bu nedenle EGFR, HCC'de yeni tedavi stratejileri gelistirmek i¢in umut verici
bir hedeftir.

Hedeflendirilmis kemoterapotikler yiiksek konsantrasyonlarda tek basina tedavide
kullanildiginda deri toksisitesi gibi pek cok yan etkilere neden olabilmektedirler (Lim
vd 2011, Van Cutsem vd 2009). Hedeflendirilmis kemoterapdtikler ile standart
kemoterapi ajanlarmin birlikte uygulamalar1 sonucunda kanser tedavisinde yeni
stratejilerin  ortaya ¢ikmasi saglanabilir. Standart kemoterapi uygulamalarina
hedeflendirilmis ajanlarin ilave edilmesini degerlendiren hem basarili hem de basarisiz
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cok sayida O6rnek vardir. Parental ve epirubicin-HCI’ye direngli Hep G2 hiicrelerinde
cetuximab ve epirubicin-HCI’nin  birlikte  kullanildigi  herhangi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Calismamizda EGFR’yi hedef alan ilaglardan biri olan cetuximab ile
epirubicin-HCI’nin parental ve ilaca direng kazanmis karaciger kanseri hiicrelerinde (R-
Hep G2) antitimor etkisi farkli mekanizmalarla arastirilmistir. Cetuximab ve
epirubicin-HCI tek basina 72 saat hiicrelere uygulandiktan sonra yarattiklar: sitotoksik
etkiye en fazla hassasiyeti parental Hep G2 (P-Hep G2) hiicreleri gostermistir. P-Hep
G2 ve R-Hep G2 hiicrelerinde [Cso degerleri (hiicrelerin  %50’sini  6ldiiren
konsantrasyonu) sirasiyla cetuximab i¢in 1000 pg/ml ve 2279 upg/ml olarak
hesaplanirken epirubicin-HCI igin ise 0.80 ug/ml ve 0.95 ug/ml olarak hesaplanmustir.
Bir c¢alismada, cetuximabin yabanil tip p53 eksprese eden hepatoselliiler kanser
hiicrelerinin (Hep G2) proliferasyonunu kontrollere gére zaman ve doza bagl olarak en
fazla %57 oraninda (1000 pg/ml-72 saatlik uygulama) inhibe ettigi kristal-viyole
boyama yontemi ile gosterilmistir (Huether vd 2005). Yapilan bu g¢alisma ile bulunan
ICso konsantrasyonunun Cell Titer-Blue® Hiicre Canlilig1 sitotoksisite testini kullanarak
elde ettigimiz ICsp konsantrasyonuna benzer olmasi sonuglarimizi desteklemektedir.
Ayrica bu ¢alismada Hep G2 hiicreleri ile mutant p53 eksprese eden Huh-7 hiicrelerinin
cetuximaba kars1 farkli duyarlilik gosterdikleri gosterilmis ve bunun nedeni olarak da
iki hiicre dizisi arasindaki farkli p53 seviyesinin neden olabilecegi ileri stiriilmiistiir.
Fonksiyonel olarak saglam p53’in GO0/G1 duraklamasi i¢in bir 6n kosul oldugu
bilinmektedir. Hiicre dongiisii kontrol noktalarinin temel bir bileseni olan tiimor
baskilayic1 p53 ¢esitli hiicresel streslere cevap olarak aktive olur. Aktive p53
transkripsiyon faktorii olarak gorev yapar ve hiicre dongiisiinii durdurmaya yardimci
olan p21Waf/CIP1 ye gadd45 gibi genlerin ekspresyonunu diizenler. Mutant p53 eksprese
eden Huh-7 hiicrelerinde p53 diizgiin bir sekilde calisamadigindan dolay1 hiicre
dongiisii dogru bir sekilde kontrol edilememis ve buna bagli olarak da cetuximaba kars1
daha az duyarlilik gostermis olabilecegi bildirilmistir (Huether vd 2005).

Cetuximab ve epirubicin-HCI’nin birlikte uygulandigi en etkili konsantrasyon P-
Hep G2 hiicrelerinde ICsp cetuximab + ICso epirubicin-HCI olarak bulunurken R-Hep
G2 hiicrelerinde ise ICso cetuximab + ICs epirubicin-HCl olarak bulunmustur.
Epirubicin-HCI her iki hiicre ¢esidinde cetuximabin sitotoksik etkisini arttirmustir.
Calismamizda, hem P-Hep G2 hiicrelerinde hem de R-Hep G2 hiicrelerinde en yiiksek
laktat dehidrogenaz (LDH) aktivitesi cetuximabin epirubicin-HCI ile birlikte
uygulamasinda goriilmiistiir. Kontrollere gore en yiiksek LDH aktivite artis1 P-Hep G2
hiicrelerinde goriilmiistiir. Bir c¢alismada cetuximabin tirozin kinaz inhibitorleri
(erlotinib veya AG1024), HMG-CoA-rediiktaz inhibitorii (fluvastatin), doxorubicin ve
sisplatin ile birlikte Hep G2 ve Huh-7 hiicrelerine uygulandiginda sadece Hep G2
hiicrelerinde sinerjistik antiproliferatif etki olustugu fakat Huh-7 hiicrelerinde boyle bir
etkinin goriilmedigi ortaya konmustur (Huether vd 2005). Fakat bu sinerjistik sitotoksik
etkiye neden olan mekanizmalar ile apoptotik etki mekanizmalar: ilgili herhangi bir
calisma yapilmamistir. Bizim yaptigimiz ¢alismada cetuximab ile epirubicin-HCI’nin
birlikte gosterdikleri antiproliferatif etki ve etki mekanizmalar1 ortaya konmustur.
Yapilan c¢aligmalarla insiilin benzeri biiyiime faktorii reseptorii 1’in (IGF-1R) asirt
ekspresyonunun Hep G2 hiicrelerinde EGFR’ye hedeflendirilmis ilaglara kars1 direncin
nedenlerinden biri oldugu gosterilmistir. Bu ylizden HCC hiicrelerinde IGF-1R’nin ve
EGFR’nin birlikte hedeflenmesi EGFR’ye hedeflendirilmis ilaglara karsi direng
kazanilmasinin engellenmesinde bir yol olarak Onerilmistir (Scharf ve Braulke 2003,
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Hopfner vd 2005). Cetuximab ile tirozin fosforilasyonu ile aktive olan transkripsiyon
faktorii STAT3’lin inhibitorii NSC-74859 birlikte uygulandiginda Hep G2 hiicrelerinin
cetuximaba olan duyarhiliklarinin arttigi ve STAT3’iin fosforilasyon durumunun HCC
hiicrelerinin cetuximab tedavisine gosterdikleri direng ile iliskili oldugu gdsterilmistir.
Bunun da HCC tedavisinde yararh bir klinik strateji olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Hep
G2 ve Huh-7 hiicreleri ile cetuximab tedavisine daha direngli olan SK-HEP1 hiicreleri
karsilagtirildiginda SK-HEP1 hiicrelerinde pSTAT3 diizeylerinin daha yiiksek oldugu
gosterilmistir (Chen vd 2012). Cetuximab erlotinib ile birlikte Hep G2 hiicrelerine
uygulandiginda sinerjistik bir etki gostererek EGFR sinyal iletiminin asagi yoniinde yer
alan molekiillerin (p-EGFR, p-ERK1/2, p-AKT) ekspresyonlarinda azalmaya neden
oldugu gosterilmistir (Wei vd 2008). Cetuximab Hep G2 hiicrelerine uygulandiginda
hiicre gociinii inhibe etttigi, hiicre donglisiinii GO/G1°de durdurdugu ve sinyal iletiminde
gorevli olan p-EGFR (Tyr1068), p-AKT (Ser473) ve p-ERK1/2’nin (Thr202/Tyr204)
ekspresyonlarinda azalmaya neden oldugu gosterilmistir (Ye vd 2008). Bcl-2 inhibitorii
ABT737, epirubicin-HCI ile birlikte Hep G2 hiicrelerine uygulandiginda tek basina
ABT737 uygulanmasina gore daha fazla sitotoksik etki gosterdigi bildirilmistir.
ABT737, Hep G2 hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi ve epirubicin-HCl’nin
kemoduyarliligimi arttirdigir ortaya konmustur (Du vd 2013). Rapamisinin hepatoma
hiicre dizilerinde (Hep G2, HuH7, SNU-387 ve SNU-449) cetuximab sitotoksisitesini
farkli oranlarda Onemli Ol¢iide arttirdigi ortaya konmustur. HuH7 ve Hep G2
hiicrelerinde epitelyal mezenkimal geg¢isin uyarilmasinin cetuximab sitotoksisitesini
onemli Olgiide azalttigi gosterilmistir. Ayrica rapamisin Oonemli dlgiide cetuximab
hassasiyetini restore ettigi ve bu hiicrelerdeki mTOR sinyalinin azaldig1 gosterilmistir
(Chen vd 2014). Rapamisin hem Hep G2 hiicrelerinde hem de Huh-7 hiicrelerinde
cetuximabin antiproliferasyon etkisini arttirdigir gosterilmistir. Cetuximabin rapamisin
ile kombinasyonu PI3K/AKT/mTOR ve Ras/MAPK sinyal yolagindaki proteinlerin
fosforilizasyonunu inhibe ederek sinerjistik etki gosterdigi ortaya konmustur. Rapamisin
ile cetuximabin kombinasyonu Hep G2 hiicreleri asilanmis farelerde dnemli Slgiide
hepatoselliiler kanser (HCC) gelisimini baskiladigi ve sagkalimi arttirdigi ortaya
konmustur. Cetuximab ve rapamisinin in vitro ve in vivo’da HCC biiyiimesini inhibe
ettigi bulunmustur (Geng vd 2014). Cetuximaba direngli insan kolon karsinoma
hiicrelerinin cetuximab ve 5-fluorourasile parental insan kolon karsinoma hiicrelerinden
daha az duyarh olduklar1 gosterilmistir (D’Angelo vd 2014). Bortezomib tek basina,
epidermal biiylime faktorii (EGF) ile uyarilmis bes farkli bas ve boyun skuamoz hiicreli
karsinom hiicre dizilerinin (HNSCC) (A-431, Cal 27, Kyse 140, PJ 15, PE/CA-PJ 41)
hi¢ birinde 6nemli bir antiproliferatif aktivite gostermezken bortezomib ve cetuximab
kombinasyonunun olduk¢a oOnemli antitimor etkiye sahip oldugu 3-[4,5-
Dimethylthiazole-2-yl]-2,5-Diphenyltetrazolium  Bromide  (MTT) ve laktat
dehidrogenaz (LDH) testleri ile gdosterilmistir. Bu sonuglar, cetuximabin EGF ile
uyartlmis HNSCC hiicre dizilerinde bortezomibin sitotoksik aktivitesini arttirdigini
gostermistir (Wagenblast vd 2008). Cetuximab tek basina 0.5 ve 5.0 umol/L
konsantrasyonlarinda sekiz adet bas ve boyun skuamoz hiicreli karsinomu hiicre
dizisine (PE/CA-PJ-15, PE/CA-PJ-34, PE/CA-PJ-41, PE/CA-PJ-49, Cal-27, Kyse-140
CLS-354 ve UM-SCC-14C) 24, 48 ve 72 saat uygulandiginda, her iki konsantrasyonda
kontrol grubuna gore olduk¢a dnemli antiproliferatif etkiye sahip oldugu WST ve LDH
deneyleri ile ortaya konmustur. Cetuximab deksametazon (glukokortikoid) ile birlikte
verildiginde uygulama yapilmamis kontrol grubuna gore onemli antiproliferatif etki
gosterdigi ortaya konmustur (Wagenblast vd 2009a). Bir tirozin kinaz inhibitor ¢esidi
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olan afatinib ile cetuximab birlikte ¢ift mutant EGFR eksprese eden K562 hiicrelerine
uygulandiginda sitotoksisitelerini sinerjistik olarak arttirdiklar1 ortaya konmustur. Bu
hiicrelerde pro-apoptotik protein BIM’in uyarilmasiyla apoptozun gerceklestigi
gosterilmistir. Cetuximabin hiicre yiizeyi EGFR seviyesini azalttig1 ve ayrica afatinib ile
kombine edildiginde toplam EGFR seviyesini sinerjistik olarak azalttig1 gdsterilmistir.
Bu sonuglar, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserlerinde (NSCLC) belirlenen afatinib
ve cetuximabin sinerjistik etkisinin BIM’in uyarilmasi ve EGFR seviyesindeki
degisiklikler ile iligkili oldugunu gostermistir (Watanuki vd 2014). Cetuximabin tek
basina 0.5 ve 5.0 umol/L konsantrasyonlarinda A-431 (epidermoid karsinom), PJ 15,
PE/CA-PJ 41 ve Cal-27 (oral kavite karsinomu) ve Kyse-140 (6zofagus karsinom)
hiicre dizilerinde oOnemli o6lgiide aktivite gosterdigi MTT ve LDH testleri ile
bulunmustur. Cetuximab ile bortezomib kombinasyon halinde uygulandiginda
cetuximabin bortezomibin sitotoksik etkisini skuamoz hiicreli karsinomu hiicre
dizilerinde arttirdig1  gosterilmistir (Wagenblast vd 2009b). insan kolorektal
adenokarsinoma hiicre dizilerinde (HT29 ve HCT116) insiilin-benzeri biiytime faktori 1
reseptorii (IGF-1 R) tirozin kinaz inhibitori (TKI)-NVP-AEW541’in, 5-Fluorouracil (5-
FU), cetuximab ve beta-hidroksi-beta-metil-glutaril-koenzim A (HMG-CoA)-rediiktaz
inhibitérii fluvastatin ile kombine uygulandiginda artmis antineoplastik etki gosterdigi
LDH salinimindaki artisla ortaya konmustur (Hopfner vd 2006). Sitostatiklerin
cetuximab gibi EGFR inhibisyonu saglayan ilaglar ile birlikte kullanildiginda elde
edilen artmis antineoplastik etkinin kesin mekanizmasi heniiz net olmasa da EGF ve
transforme edici biiyiime faktorii (TGF)-a gibi EGFR ligandlarinin  kemoterapi
uygulanmis  kanser hiicrelerinde Onemli hayatta kalma faktorleri oldugu
distiniilmektedir (Mendelsohn ve Fan 1997). Yukarida bahsedilen ¢alismalardan elde
edilen sonuglar ile ¢alismamizdan elde ettigimiz sonuglar cetuximabin farkli antikanser
ilaglari ile birlikte uygulanmasinin tek basina uygulanmasindan daha etkili olabilecegini
gostermektedir. Fakat birlikte uygulama ile goriilen artmis antineoplastik etkinin tiim
kanser hiicre cesitlerinde gézlenmemesi de bu etkinin hiicrelerin 6zelliklerine (p53
mutasyon durumu ve EGFR ligand seviyeleri gibi) gore degisebilecegini ortaya
koymaktadir. Ayrica yapilan ¢aligmalarla cetuximabin hiicre yiizeyi EGFR seviyesini
azalttig1 ve EGFR ile iliskili sinyal iletim molekiillerinin fosforilizasyon durumlarini
etkiledigi gosterilmistir. Calistigimiz hiicrelerde cetuximab tek basina ve ayrica
epirubicin-HCI ile birlikte hiicre yiizeyi EGFR seviyesini azaltmis veya EGFR ile
iligkili sinyal iletim molekiillerinin fosforilizasyon durumlarini degistirerek etki
gostermis olabilir.

72 saat silireyle cetuximaba maruz birakilan parental hiicrelerinin glutatyon
peroksidaz aktivitesinin kontrol grubu hiicrelerine gére %21 oraninda arttig
gozlenirken cetuximab ve epirubicin-HCI birlikte uygulandiginda glutatyon peroksidaz
aktivitesinin kontrol grubu hiicrelerine gore %75 oraninda arttigi bulunmustur.
Cetuximabin ve epirubicin-HCI’nin birlikte uygulandigi parental hiicrelerdeki glutatyon
peroksidaz aktivitesi tek basmna cetuximab uygulanmig hiicrelerdeki glutatyon
peroksidaz aktivitesinden 1.4 kat daha fazla bulunmustur. Tek basina cetuximab
uygulanmis R-Hep G2 hiicrelerinde ise glutatyon peroksidaz aktivitesinin kontrol grubu
hiicrelerine gore %56 oraninda arttig1 gézlemlenmistir. Cetuximabin epirubicin-HCI ile
birlikte uygulandigi R-Hep G2 hiicrelerindeki glutatyon peroksidaz aktivitesi sadece
cetuximab uygulanmis hiicrelerdeki glutatyon peroksidaz aktivitesinden yaklasik olarak
1.5 kat daha fazla bulunmustur. Kanser hiicrelerinin uygulanan tedavi yontemlerine
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kars1 farkli hassasiyetlerinin olmasi sahip olduklar1 antioksidan sistemlerindeki
farkliliktan kaynaklaniyor olabilir. Ayrica epirubicin-HCI gibi antikanser ilaglarina karsi
hiicrelerin ilag direnci gelistirmeleri de diger bir faktor olabilir. Antioksidan sistemleri
hiicreleri oksidatif hasarlara kars1 korur. Glutatyon peroksidaz, katalaz ve siiperoksit
dismutaz kinonlarin elektron indirgemesi esnasinda tretilen reaktif oksijen tiirlerinin
etkilerinden hiicreleri korurlar. Cesitli tiimérlerin ilag direncinde etkili olan antioksidan
ve detoksifikasyon mekanizmalar1 glutatyon, glutatyon peroksidaz ve glutatyon-S-
transferazi (GST) gibi antioksidanlari igerir. Calismamizda, cetuximabin hem tek basina
hem de epirubicin-HCI ile birlikte uygulandiginda biitiin hiicrelerde glutatyon
peroksidaz aktivitesi artmistir. Ancak, R-Hep G2 hiicrelerindeki artisin P-Hep G2
hiicrelerinden daha fazla oldugu gozlenmistir. R-Hep G2 hiicrelerindeki yiiksek
glutatyon peroksidaz aktivitesi cetuximab ve epirubicin-HCI’nin etkilerinden bu
hiicreleri koruyor olabilir. Ayrica bu durum hiicre tipine de 6zgii olabilir. Hem P-Hep
G2 hiicrelerinde hem de R-Hep G2 hiicrelerinde cetuximabin epirubicin-HCI ile birlikte
uygulandiginda glutatyon peroksidaz aktivitesinin cetuximabin tek basina uygulamasina
gore daha yiiksek olmasi epirubicin-HCI’nin giiglii oksidatif stres yaratma etkisinden
kaynaklaniyor olabilir. Bir ¢alismada oksidatif strese neden olan epirubicin-HCI’ye
direng gelistirmis H1299 (insan kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre dizisi)
hiicrelerinin parental hiicrelere gore daha yiiksek glutatyon peroksidaz ve glutatyon-S-
transferaz (GST) enzim aktivitelerine sahip olduklari gosterilmistir (Ozkan 2007).
Epirubicine-HCI’ye direng gelistirmis MCF-7 (insan meme timori hiicre dizisi)
hiicrelerinde siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin parental hiicrelere gore 3 kat,
selenyum bagimli glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitesinin 13 kat ve glutatyon-S-
transferaz aktivitesinin ise 12 kat daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Ayrica epirubicin-
HCl'yi aktive ettigi bilinen NADPH-sitokrom P-450 rediiktazin aktivitesi direngli
hiicrelerde 2 kat daha yiiksek bulunmustur (Ozkan vd 2004). Hep G2 hiicrelerindeki
epirubicin-HCIP’in sitotoksisite mekanizmasinin serbest radikal tiirlerinin tretimi ile
ilgili oldugu serbest radikal siipiirme enzimleri olan SOD, katalaz ve Se bagimli
glutatyon peroksidazin aktivitelerindeki artisin gosterilmesiyle ortaya konmustur.
Western blot analizi ile kanser hiicrelerinde bol miktarda eksprese edilen bir marker
proteini olan GST-pi’nin ekspresyonunda azalma ve epirubicin-HCI’nin serbest bir
radikale doniigimiinde Onemli bir enzim olan NADPH-bagimli sitokrom P450
rediiktazin aktivitesinde artma oldugunu gostermistir. Siiperoksit dismutaz, katalaz ve
glutatyon peroksidazin kinon igeren antikanser antibiyotiklerini azaltarak Hep G2
hiicrelerinin  hiicre i¢i antioksidan savunma mekanizmasinin pargalari olduklar
bildirilmistir (Ozkan ve Fiskin 2004). Sisplatin, epirubicin-HCI, metotreksat ve vindesin
gibi sitotoksik ilaglarin higbirinin M14K (insan plevral mezotelyoma) ve A549
(pulmoner adenokarsinom) hiicrelerinde mangan siiperoksit dismutaz (Mn SOD) protein
diizeyine bir etkide bulunmadigi gosterilmistir (Jarvinen vd 2000). Yapilan baska bir
calismada, M38K mezotelyoma hiicrelerinin M14K hiicrelerinden epirubicin-HCI’ye
daha direngli oldugu ve ayn1 zamanda Mn SOD ve Katalaz aktivitelerinin ve mRNA
seviyelerinin daha yiiksek oldugu gosterilirken glutatyon peroksidaz ve glutatyon
rediiktaz seviyelerinin 6nemli 6lgiide farkli olmadigi gosterilmistir (Kahlos vd 1998).
Hidrojen peroksit siipiiriicii antioksidan enzimlerinden olan Mn SOD ile bir
detoksifikasyon enzimi olan glutatyon-S-transferaz aktivitelerinin ve glutatyon
miktarinin yiikksek bulunmasi M38K hiicrelerinin hidrojen peroksit ve epirubicin-
HCI’ye yiiksek direng gostermelerini kismen agiklamistir (Kinnula vd 1998). Bir tirozin
kinaz inhibitori olan erlotinib tek ajan olarak oksidatif stresi uyarir ve buna NADPH
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oksidaz 4 (NOX4) aracilik eder. NOX4’iin aracilik ettigi oksidatif stres erlotinibin
sitotoksik etkisinden kanser hiicrelerini koruyan otofaji ad1 verilen bir islemi aktive eder
ve otofajinin inhibisyonu hiicreleri erlotinibe karsi in vitro duyarli hale getirir. Bu
caligmalar, oksidatif stresin kanser kemoterapisinde ikili bir role sahip olabilecegini
gostermistir. Cesitli ilag uygulamalarinda olusan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
oksidatif hasara neden olabilecekleri ve bunun da hiicre 6liimiini tetikleyebilecegi
gosterilmistir. Bununla birlikte, reaktif oksijen tiirlerinin ayni zamanda strese karsi
hiicreleri koruyan otofajiyi aktive edebilecegi ve tedavinin etkinliginin azalmasina
neden olabilecekleri de ortaya konmustur. Bu nedenle otofajinin ve hidroperoksit
metabolizmasinin inhibe edilmesinin erlotinib sitotoksisitesini arttirmak ve maksimum
terapotik etki elde etmek igin etkili bir tedavi yontemi olabilece§i Onerilmistir
(Sobhakumari 2013). FaDu, Cal-27 ve SQ20B hiicrelerine (HNSCC) 10 pmol/L
erlotinib uygulandiginda hidroperoksit tretimi ile oksidatif stresin uyarildigi ve
bozulmus tiol metabolizmasinin oldugu gosterilmistir. Ayrica bu hiicrelerde oksitlenmis
glutatyon (GSSG) oraninin  da arttigi  goriilmistir. Erlotinib  ile EGFR
sinyalizasyonunun inhibisyonu tiyol metabolizmasinda bozulmalar1 uyardigi ve
sitotoksisitenin oksidatif stres ile tutarli oldugu gosterilmistir. Bu sonuglar HNSCC
hiicrelerinde erlotinib ile uyarilmis sitotoksisitenin artmig oksidatif stres ile iligkili
oldugunu ortaya koymustur. H2O2’in erlotinib tarafindan uyarilan sitotoksisite ve
oksidatif streste yer aldig1 fakat Oz yer almadig gosterilmistir. NOX4 araciligi ile ROS
tiretiminin erlotinib tarafindan uyarilan sitotoksisiteden ve oksidatif stresten sorumlu
oldugu ortaya konmustur. NOX4 enzimi diger NOX enzimlerinden H20- akigini arttiran
tek NOX enzimi olmasiyla farklidir (Orcutt vd 2011). Flavonoid olan kuersetin, fisetin
and luteolinin higbiri parental Hela hiicrelerinde glutatyon (GSH) seviyesini
degistirmedigi ancak sisplatin direngli HelLa (HeLa CK) hiicrelerinde tiim
flavonoidlerin GSH seviyesini arttirdigi gosterilmistir. Bu etkinin hiicre tipine 6zgl
olabilecegi bildirilmistir. Sadece kuersetin ve luteolinin parental HelLa hiicrelerinde
glutatyon S transferaz aktivitesini arttirdigi gosterilirken ilaca direngli Hela
hiicrelerinde tiim flavonoidlerin ayni etkiyi gosterdigi bildirilmistir. Flavonoidler ile
uygulama sonras1 goriilen HeLa CK hiicrelerindeki yiiksek glutatyon-S-transferaz
aktivitesinin ksenobiyotiklerden bu hiicreleri koruyor olabilecegini gostermistir (Durgo
vd 2009). Yukarida tartisilan caligmalar glutatyon peroksidaz aktivite deneylerinden
elde ettigimiz sonuglar1 desteklemektedir. Cetuximab gibi EGFR’ye hedeflendirilmis
olan erlotinib (tirozin kinaz inhibitorii) ve epirubicin-HCI gibi antikanser ilaglarinin
cesitli kanser hiicrelerinde artmis oksidatif stres olusturarak sitotoksik etki gosterdikleri
yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir. Ayrica uygulanan sitotoksik maddelerin parental ve
ilaca direngli hiicrelerde antioksidan enzimlerin aktivitelerinde farkli degisikliklere
neden olabilecekleri de ortaya konmustur. R-Hep G2 hiicrelerinde goriilen daha fazla
enzim aktivite artigi sitotoksik maddelerden bu hiicreleri koruyor olabilir. Ayrica
parental ve ilaca direngli hiicrelerdeki glutatyon peroksidaz aktivitesindeki farkli artig
hiicrelerin ilag direngliligi ile de kismen ilgili olabilir.

Calismamizda, apoptotik 6liim belirte¢lerinden biri olan kaspaz-3/7 aktivitesi P-
Hep G2 ve R-Hep G2 hiicrelerinde oOl¢iilmiistiir. Apoptotik yolagin anahtar
enzimlerinden biri olan kaspaz-3/7 aktivitesi 72 saatlik cetuximab uygulamasi sonunda
P-Hep G2 hiicrelerinde kontrole gore 3 kat artarken cetuximab epirubicin-HCI ile
birlikte uygulandiginda yaklasik olarak 4.7 kat artisin oldugu bulunmustur. Cetuximab
R-Hep G2 hiicrelerinde kaspaz-3/7 aktivitesinde kontrole gore 1.5 kat artisa neden
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olurken epirubicin-HCI ile birlikte uygulandiginda yaklasik olarak 2.5 kat artisa neden
olmustur. Her iki hiicrede de birlikte uygulama tek basina cetuximab uygulamasina gore
kaspaz-3/7 aktivitesini daha fazla arttirmistir. Kaspaz-3, apoptoza giden hiicrelerde
gozlemlenen tipik morfolojik degisimlere neden olan iskelet proteinleri gibi anahtar
hiicresel proteinlerin par¢alanmasindan sorumludur. Bu nedenle, apoptozun Kritik bir
yiriitiicisiidiir. Bircok kemoterapotik madde apoptozu uyararak sitotoksik etkilerini
gosterirler.  Cetuximab ve bir siklooksijenaz-2 (COX-2) inhibitérii  olan
celecoxib (CXB) kombinasyonunun kayda deger oranda apoptozu indiikledigi ve
ajanlarin tek basina uygulamalarina gore kaspaz-3 ve kaspaz-8 aktivitesini arttirdiklar
gosterilmistir (Qian vd 2014). Cetuximab, diisiik yogunluklu ultrason ile kombine
uygulandiginda iki farkli bas ve boyun skuaméz hiicreli karsinom (HNSCC) hiicre
dizisinde (HSC-3 ve HSC-4) kaspaz-3 aktivasyonunu cetuximab aracili lizizi tesvik
ederek arttirdigi bildirilmistir. Ayrica, kaspaz-3 aktivasyonunun cetuximabin ve diisiik
yogunluklu ultrasonun tek uygulamalarina gore daha fazla arttigi belirtilmistir (Masui
vd 2013). 5-fluorouracil (5-FU), leucovorin ve oxaliplatin (FOLFOX) ile cetuximab
kombine olarak SW480 (kolorektal kanser) hiicrelerine 48 saat uygulandiginda kaspaz-3
aktivasyonu i¢in gerekli olan kaspaz-3 proteolitik parcalanmasinin kontrollere gore
arti1 gosterilmistir (Roh vd 2012). Insan bas ve boyun kanseri (UMSCC1)
ksenograftlariin gemsitabin ardindan cetuximab uygulamasina, cetuximab ardinan
gemsitabin uygulamasimdan anlamli olarak daha iyi cevap verdikleri bildirilmistir. Iki
uygulama programi arasinda kaspaz-3 aktivitesi acisindan anlamli bir farklilik
gozlenmedigi ortaya konmustur (Bhojani vd 2011). Bas ve boyun skuamoz hiicreli
karsinom tiimorii tasityan C3H farelerinde tiimor biiylimesinde en fazla gecikmeyi ve
hayatta kalmada maksimum artis1 {iglii ajan kombinasyon (cetuximab + bevacizumab +
sisplatin) tedavisinde degil de bevacizumab arti sisplatin tedavisinde goriildiigii
bildirilmistir. Western Blot analizi ile parcalanan kaspaz-3’iin arttigi gosterilmistir.
Dahasi, pargalanmis kaspaz-3 ekspresyonunun maksimum seviyesi tglii ajan
kombinasyonunda bulunmayip bevacizumab art1 sisplatin grubunda bulunmustur (Wang
vd 2010). DR4’e spesifik insan agonist monoklonal antikor olan mapatumumab ile
epirubicin-HCI kombinasyon halinde insan mesane kanseri hiicrelerine (T24, KU7 ve
RT112) uygulandiginda sinerjik sitotoksik etki gostermislerdir. Sitotoksisitede elde
edilen sinerjinin apoptozda da elde edildigi bildirilmistir. Epirubicin-HCI ve
mapatumumab kombinasyonunun 6liim reseptorlerinin asagi yondeki molekiilleri olan
kaspaz-8, -9 ve -3’1 belirgin bir sekilde aktive ettigi gosterilmistir (Ahmed vd 2015).
Sun ginseng’in énemli dl¢iide epirubicin-HCI ve paklitakselin antikanser aktivitelerini
sinerjistik bir sekilde insan servikal adenokarsinoma hiicreleri olan HeLa ve insan kolon
kanseri hiicreleri olan SW111C ve SW480’de arttirdigi gosterilmistir. Bu etkiler hem
Bax’in hem de Bak’in artmig mitokondriyal birikimi ile iliskili oldugu ve bu durumun
artmig sitokrom c¢ salimimina, kaspaz-9/-3 aktivasyonuna ve apoptoza yol agtigi
gosterilmistir (Lin vd 2015). Insan hepatoma hiicresi dizisi HA22T/VGH epirubicin-
HCI ile muamele edildiginde reaktif oksijen tiirleri ve nitrik oksit tiretimi, Fas, FasL ve
Fas-iliskili 6liim domaini ekspresyonu ve kaspaz-8 ve kaspaz-3 aktivitelerinin arttigi
ortaya konmustur. Epirubicin-HCI uygulamasi ayrica apoptozun uyarilmasi ile
sonuglanan glutatyon miktarinda da azalmaya neden olmustur. HA22T/VGH hiicreleri
progesteron ve epirubicin-HCI ile birlikte muamele edildiginde, epirubicin-HCI’nin
etkilerinin arttig1 gosterilmistir (Chang vd 2014b). Bir bitki izoflavonu olan
formononetin  (7-hidroksi-4'-methoxyi-soflavone) o6nemli 6lgiide epirubicin-HCI
sitotoksisitesini insan servikal kanser hiicre dizisi Hela’da arttirdigi gosterilmistir.
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Epirubicin-HCI ile formononetinin birlikte uygulanmasi hidrojen peroksit ve siiperoksit
serbest radikallerini igeren reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) seviyelerini arttirmistir.
Epirubicin-HCI tek basina ¢oklu ilag direnci (MDR) 1, MDR-iliskili protein (MRP) 1 ve
MRP2’nin mRNA’sin1 belirgin olarak arttirdig1 ortaya konmustur. Bunun tersi olarak,
formononetin tek basina ya da kombine uygulandiginda MRP1 ve MRP2 mRNA
ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir. Kombine uygulama mitokondriyal apoptotik
yolu, Bax/Bcl-2 ekspresyon oranini, mitokondriyal membran potansiyel kaybmi ve
kaspaz-9 ve -3’iin aktivasyonunu arttirarak tetikledigi ortaya konmustur (Lo ve Wang
2013). Domuz aort endotelyal hiicrelerine (PAECs) epirubicin-HCI (3-30 uM)
uygulandiginda hiicre canliliginin konsantrasyona ve zamana bagli olarak azaldigi
gosterilmistir.  Epirubicin-HCI  kaspaz-3/7 aktivitesini, apoptotik hiicreleri ve
intraselliiler lipid peroksit seviyesini arttirdigi ve ayn1 zamanda mitokondriyal membran
depolarizasyonuna neden oldugu gosterilmistir (Yamada vd 2012). Epirubicin-HCI ve
bir tirozin kinaz reseptor inhibitorii olan sunitinib birlikte fare mesane tiimér hiicreleri
olan MBT-2’lere uygulandiklarinda sinerjistik sitotoksik etki gosterdikleri ortaya
konmustur. MBT-2 hiicrelerinde apoptoz yolaginin aktivasyonu parcalanmis kaspaz-
3’tin ve poli (ADP-riboz) polimerazin (PARP) artmasi ile dogrulanmistir (Wu vd 2012).
Yukarida tartisilan ¢alismalar kaspaz-3/7 aktivite deneylerinden elde ettigimiz sonuglari
desteklemektedir. Hem P-Hep G2 hiicrelerinde hem de R-Hep G2 hiicrelerinde tek
basina cetuximab uygulamasi hiicre lizizine neden olarak kaspaz-3/7 aktivasyonunu
arttirmis olabilir. Kombine uygulamada kullanilan epirubicin-HCI, reaktif oksijen tiirleri
ve nitrik oksit tretimini, Fas, FasL ve Fas-iliskili 6lim domaini ekspresyonunu
arttirarak kaspaz-3/7 aktivite artisina katki yapmis olabilir.

Antiproliferatif etkiyi ortaya koyan ve DNA polimeraz bilesenlerinden biri olup
replikasyonda gorev alan prolifere hiicre niiklear antijeninin (PCNA) ve hiicre
dongiistinii durdurucu etkiyi ortaya koyan ve hiicre dongiisiiniin G1 fazindan S fazina
gecisinde aktive olan siklin D1 genlerinin mRNA ekspresyonlarna RT-PCR ile
bakilmistir. P-Hep G2 hiicrelerinde PCNA ve siklin D1 ekspresyonlarinin azalmasinda
tek basmna cetuximab uygulamasimin daha etkili oldugu goriilirtken R-Hep G2
hiicrelerinde cetuximabin epirubicin-HCI ile birlikte uygulamasinin daha etkili oldugu
goriilmiistiir. Hem P-Hep G2 hiicrelerinde hem de R-Hep G2 hiicrelerinde cetuximabin
epirubicin-HCI ile birlikte uygulamasi tek basina cetuximab uygulamasina gore pro-
apoptotik bir gen olan Bax mRNA ekspresyonunu arttirmada daha etkili oldugu
bulunmustur. Cetuximab epirubicin-HCI ile birlikte uygulandiginda anti-apoptotik bir
gen olan Bcl-2 ekspresyonu hem P-Hep G2 hiicrelerinde hem de R-Hep G2 hiicrelerinde
tek basina cetuximab uygulamasina gore daha fazla azalmistir. Dolayisiyla, hem tek
bagma cetuximab uygulamasi hem de cetuximabin epirubicin-HCI ile birlikte
uygulamasi her iki hiicrede Bax/Bcl-2 oraninda artisa neden olmustur. Cetuximabin tek
bagma ve ayrica epirubicin-HCI ile birlikte uygulanmasi sonucu bu oranin hem P-Hep
G2 hiicrelerinde hem de R-Hep G2 hiicrelerinde artmasi her iki uygulamanin bu
hiicrelerde apoptozu uyardigin1 gostermistir. Bir ¢alismada, sorafenibin EGFR
inhibitorleri olan gefitinib ve erlotinib ile sinerjistik olarak hepatoma hiicresi olan Hep
3B hiicrelerinde PCNA ekspresyonunu azalttigr gosterilmistir (Ezzoukhry vd 2012).
Kutanéz skuamoz hiicreli karsinomlu farelerde cetuximab uygulamasinin PCNA
ekspresyonunu azalttigi ortaya konmustur (Galer vd 2011). Oral skuaméz hiicreli
karsinom hiicre dizisi olan HSC3’de tek basina cetuximab uygulamasinin PCNA
ekspresyonunu kontrol hiicrelerine gore degistirmedigi ancak genistein (izoflavon ve
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gliclii bir protein tirozin kinaz inhibitérii) ile birlikte uygulamasinin PCNA
ekspresyonunda azalmaya neden oldugu gosterilmistir (Park vd 2010). Anaplastik tiroid
kanserli farelerde bevacizumab ve cetuximabin hem tek basina hem de kombine
uygulamalarinin PCNA ekspresyonunda azalmaya neden oldugu gosterilmistir (Prichard
vd 2007). Cetuximab uygulanmis primer kolon karsinoma ve lenfatik ve hepatik
metastaz  ksenograft modellerinde  PCNA ekspresyonunun baskilandigi ortaya
konmustur (Dong vd 2012). Cetuximab ve icotinib (EGFR tirozin kinaz inhibitorii)
H1975 (NSCLC) timori ksenograftlarina kombine uygulandiklarinda PCNA
ckspresyonunu azalttiklart gosterilmistir (Wang vd 2014). Oral skuaméz hiicreli
karsinoma (OSCC) ksenograftlarina cetuximab ve paclitaxel kombine uygulandiginda
PCNA cekspresyonunun azaldig1 gosterilmistir (Park 2009).

Cetuximabin Hep G2 hiicrelerinde siklin bagimli kinaz inhibitorleri (CDKI)
p21Wall/CIPL e p27XIPL*in ifadesinde artisa neden oldugu ve bununda hiicre dongiisiiniin
G1/GO fazinda tutulmasini uyardigi ortaya konmustur. Bununla birlikte siklin D1
ekspresyonunda azalmaya neden oldugu da gosterilmistir. Kaspaz 3 aktivasyonuna
neden olarak apoptoz da ilimli bir artisa neden oldugu ortaya konmustur (Huether vd
2005). Bas ve boyun skuaméz hiicreli karsinoma (HNSCC) hiicre dizisi olan Fadu
hiicrelerine cetuximab tek basma ve celecoxib (COX-2'nin segici bir inhibitérii) ile
birlikte uygulandiginda siklin D1 protein seviyesinin azaldigi ve kombine uygulamanin
tek basina uygulamaya gore siklin D1 protein seviyesini azaltmada daha etkili oldugu
gosterilmistir (Yang vd 2015). c-myc, Bcl-2, Bel-XL ve siklin D1 gen ekspresyonlarinin
cetuximab uygulamasi ile HNSCC hiicre dizisinde (BB49) degismedigi ve ayrica
RAS’1n aktive olmasinin cetuximaba direngte 6nemli bir role sahip oldugu bildirilmistir
(Rampias vd 2014). Mide kanseri hiicre dizileri olan SGC-7901 ve MKN-45 hiicrelerine
cetuximab ve irinotecan birlikte uygulandiginda siklin D1 ekspresyonunun inhibe
edildigi gosterilmistir (Liu vd 2011). Yukarida tartigilan ¢alismalar PCNA ve siklin D1
RT-PCR sonuglarimizi desteklemektedir. Cetuximabin g¢esitli hiicrelerde PCNA ve
siklin D1 ekspresyonlarinin azalmasina neden oldugu fakat bazi hiicrelerde de PCNA ve
siklin D1 ekspresyonlarina herhangi bir etkisinin olmadigi yapilan farkli ¢aligmalarla
gosterilmistir. Bu da cetuximabin PCNA ve siklin D1 ekspresyonlarina etkisinin hiicre
tipine gore degisebilecegini gostermektedir. Calismamizda tek basma cetuximab
uygulamasinin P-Hep G2 hiicrelerinde kombine uygulamaya gére PCNA ve siklin D1
ekspresyonlariin azalmasinda daha etkili oldugu goriilirken R-Hep G2 hiicrelerinde
kombine uygulamanin daha etkili oldugu goriilmiistiir. Bu sonug¢ iki hiicre cesidi
arasindaki ilag direngliligi farkindan kaynaklaniyor olabilir. Tek basina cetuximab
uygulamasina gore cetuximabin baska ilaglar ile birlikte uygulamasinin PCNA ve siklin
D1 ekspresyonlarinin azalmasinda daha etkili olabilecegi de yapilan g¢aligmalarla
gosterilmistir.

Cetuximab radyoterapi ve hipotermi ile birlikte insan nazofarenks karsinoma
hiicre dizisi CNE hiicrelerine uygulandiginda Bax ekspresyon seviyesi artarken Bcl-2
ekspresyon seviyesinin azaldigi bununda yiliksek Bax/Bcl-2 oranina neden oldugu
gosterilmistir (Liu vd 2015). Paclitaxel direngli insan 6zofagus skuaméz karsinomu
(ESCC) hiicreleri parental hiicrelere gore morfolojide, proliferasyon hizinda, doubling
stiresinde, hiicre dongiisii dagiliminda ve koloni olusum oraninda degisiklikler
gostermistir. Ilaca direngli hiicrelerde Bcl-2, prokaspaz-3 ve P-gp proteininin asiri
eksprese oldugu ve Bax ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir (Wang vd 2013). Bas ve
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boyun skuamoz hiicreli karsinomlu farelere bevacizumab, cetuximab ve cisplatin {iglii
olarak kombine uygulandiginda Bcl-2 ekspresyonunun azaldigi ancak Bax ekspresyon
seviyesinin degismedigi bulunmustur (Wang vd 2010). insan kolon adenokarsinom
hiicre dizisi Caco-2 hiicrelerine epirubicin-HCI uygulandiginda p53, Bax, kaspaz-3 ve -
9 ekspresyonunda artis oldugu goézlenmistir (Lo ve Liu 2014). Bir baska calismada
epirubicin-HClI HA22T/VGH (hepatoselliiler karsinom) hiicrelerinde anti-apoptotik
protein Bcl-XL seviyesinde azalmaya neden olurken progesteronun higbir etkisinin
olmadig1 gosterilmistir. Epirubicin-HCI ve progesteron birlikte uygulandiginda ise
epirubicin-HCI’nin tek basina uygulamasina gore daha fazla Bcl-XL protein seviyesinde
azalmaya neden oldugu ortaya konmustur. Progesteron pro-apoptotik protein Bax
seviyesinde herhangi bir degisiklige neden olmazken epirubicin-HCI tek basina Bax
seviyesinde azalmaya neden olmustur. Epirubicin-HCl ve progesteron birlikte
uygulandiginda ise Bax seviyesindeki azalmanin epirubicin-HCI’nin tek basina
uygulamasindan daha az oldugu gosterilmistir. Pro-apoptotik/anti-apoptotik faktor
oraninin (Bax/Bcl-XL), kombine uygulama ile son derece artmis oldugu bildirilmistir
(Chang vd 2014a). Epirubicin-HCI’nin HeLa hiicrelerinde Bax/Bcl-2 oranini arttirdigi
ortaya konmustur (Lo ve Wang 2013). Epirubicin-HCI’nin Caco-2 (insan kolon
adenokarsinoma) hiicrelerinde kaspaz-3, -8 ve 9’un yani sira p53 ve Bax’in mRNA
seviyesinde artisa neden oldugu gosterilmistir. Epirubicin-HCI, 8-hydroxydaidzein
(fermente soya tohumu koji’den izole edilen izoflavon) ile birlikte uygulandiginda
epirubicin-HCI’nin tek bagina uygulamasina gore kaspaz-3, -8 ve 9, p53 ve Bax’in
mRNA seviyesinde daha fazla artisa neden oldugu ortaya konmustur. Biitiin bu
uygulamalar Bcl-2 ekspresyonunda da azalmaya neden olup Bax/Bcl-2 oraninda artisa
neden olmustur (Lo 2013). Epirubicin-HCI, 7,3”,4’-trihidroksiizoflavon (daidzeinin
baslica metabolitlerden biri) ile HelLa (insan servikal kanseri) hiicrelerine kombine
uygulandiginda epirubicin-HCI’nin tek basina uygulamasina gore kaspaz-3, kaspaz 9,
p53 ve Bax’in ekspresyonunda daha fazla artisa neden oldugu gosterilmistir. Biitiin bu
uygulamalar Bax/Bcl-2 oraninda artisa neden olmustur ancak kombine uygulamadaki
artisin daha fazla oldugu gozlenmistir (Lo vd 2012). TRAIL-R2’ye karst bir insan
agonist monoklonal antikoru olan lexatumumab ile epirubicin-HCI renal hiicre
karsinoma hiicrelerine (RCC) kombine uygulandiginda Bax mRNA seviyesinin arttigi
gosterilmistir (Jin vd 2012). HT1376 ve MCR (insan mesane kanseri) hiicrelerine
epirubicin-HCI uygulanmasinin Bax ve Bcl-2 ekspresyonunda herhangi bir degisiklige
neden olmadig1 bulunmustur (Zoli vd 2004). Bcl-2 antisens oligoniikleotid (G3139) ile
epirubicin-HCI PC-3 prostat kanseri hiicrelerine birlikte uygulandiklarinda belirgin bir
sekilde Bel-2 mRNA ve protein seviyesinin azaldigi gosterilmistir (Jiang vd 2011). Bir
safra asidi olan glikokolik asit (GC) ile epirubicin-HCI Caco-2 insan kolon
adenokarsinoma hiicrelerine Dbirlikte uygulandiklarinda Bcl-2 mRNA ifadesini
baskiladiklari, Bax mMRNA ekspresyonunu uyardiklart ve Bax/Bcl-2 oranin1 ve p53,
kaspaz-9 ve -3’iin mMRNA seviyelerini 6nemli 6lgiide arttirdiklari ortaya konmustur (Lo
vd 2008). GEO-kolon kanserli farelerde cetuximab uygulamasinin Bcl-2 protein
miktariin azalmasina neden oldugu gosterilmistir (Damiano vd 2006). Fare GEO kolon
adenosarkinoma hiicre tiimor ksenograftlar1 14 hafta boyunca cetuximaba maruz
birakildiktan sonra elde edilen GEO-C225-RES hiicrelerindeki Bcl-2 ekspresyonu insan
GEO kolon adenosarkinoma hiicreleri ile karsilastirildiginda herhangi bir degisikligin
olmadig1 gozlemlenmistir (Ciardiello vd 2004). NSCLC hiicre dizileri olan A549 ve
H1299 hiicrelerine cetuximab tek basina ve altin nanopartikiilleri (AuNP) ile birlikte
uygulandiginda tek basina cetuximab uygulamasi Bcl-2 protein seviyesini
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degistirmezken kombine uygulama Bcl-2 protein seviyesini azaltmistir (Qian vd 2014).
Yukarida tartigilan ¢alismalar Bax ve Bcl-2 RT-PCR sonuglarimizi desteklemektedir.
Cetuximab ve epirubicin-HCI’nin ¢esitli hiicrelerde Bax/Bcl-2 oraninda artisa neden
olduklar fakat bazi hiicrelerde de herhangi bir degisiklige neden olmadiklari yapilan
farkli calismalarla gosterilmistir. Bu da cetuximab ve epirubicin-HCI’nin Bax ve Bcl-2
ekspresyonlarina etkilerinin hiicre tipine gore degisebilecegini gdstermektedir.
Calismamizda kombine uygulamanin hem P-Hep G2 hiicrelerinde hem de R-Hep G2
hiicrelerinde tek basina cetuximab uygulamasina gore Bax ekspresyonunun artmasinda
ve Bcl-2 ekspresyonunun azalmasinda daha etkili oldugu bulunmustur. Yukarida
tartisilan ¢aligsmalarda cetuximabin farkli maddeler ile birlikte uygulamasinin tek basina
uygulamasina gore Bax/Bcl-2 oraninda daha fazla artisa neden oldugunu gostermistir.

Calismamiz, parental Hep G2 hiicreleri ile epirubicin-HCI direngli Hep G2
hiicrelerinin tek basina cetuximab uygulamasina ve ayrica epirubicin-HCI ile birlikte
uygulamasina verdikleri cevaplarin farkliligini ortaya koyan ilk bilimsel ¢alismadir. P-
Hep G2 hiicrelerinin cetuximabin tek basina ve ayrica epirubicin-HCI ile birlikte
uygulamalarina R-Hep G2 hiicrelerinden daha duyarli oldugu bulunmustur. Cetuximab
ile epirubicin-HCI’nin birlikte uygulamasi tek bagina cetuximab uygulamasina goére hem
P-Hep G2 hem de R-Hep G2 hiicrelerinde sitotoksik etkiyi arttirmasi, bu kombine
uygulamanin, epirubicin-HCI gibi konvansiyonel ilaglara veya cetuximaba karst direng
gosteren kanser hiicreleri igin yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesine 151k
olabilecegini gostermistir. Her iki hiicre gesidinde birlikte uygulamanin tek basina
uygulamadan laktat dehidrogenaz (LDH), glutatyon peroksidaz ve kaspaz 3/7
aktivitelerini arttirmada daha etkili oldugu goriilmiistir. Tek basina cetuximab
uygulamasinin kombine uygulamaya gore P-Hep G2 hiicrelerinde daha fazla
antiproliferatif ve hiicre dongiisiinii durdurucu etkiye sahip oldugu goriiliirken R-Hep
G2 hiicrelerinde kombine uygulama daha etkili bulunmustur. Hem cetuximabimn tek
basina hem kombine uygulamasi her iki hiicrede pro-apoptotik bir gen olan Bax
ekspresyonunu arttirmis anti-apoptotik bir gen olan Bcl-2 ekspresyonunu ise azaltmistir.
Dolayisiyla her iki uygulama bu hiicrelerde Bax/Bcl-2 oraninda artisa neden oldugu
bulunmustur. Bu da hem cetuximabin tek basina hem kombine uygulamasinin her iki
hiicrede apoptozu uyardigini ortaya koymustur. Bu sonuglar parental ve ilaca direncli
hiicrelerin tedavisinde farkli stratejilerin izlenmesi gerekliligini ortaya koymaktadir.
Ilaca direngli hiicreler igin mevcut tedavilerin yeterli olamayabileceginden dolay1
tedaviye farkli etki mekanizmasina sahip yeni ilaglarin eklenmesi gibi ¢oziimler
iiretilebilir. Cetuximabin hiicre ¢esidine gore farkli etkiler gostermesi, hiicrelerin sahip
oldugu EGFR, IGFR ve p53 ekspresyon seviyesine ve mutasyon durumuna gore
degisiyor olabilir. Bu yiizden cetuximab ile tedavi edilecek hastalarin mutasyon
durumlarmin bilinmesi klinik fayda saglanmasinda yararli olacaktir. Giiniimiizde
cetuximab gibi molekiiler hedefli ilaglarmn kullanilacagi hasta popiilasyonlarinin
belirlenmesinde kullanilacak biyobelirtegler son derece az ve yetersizdir. Bu
biyobelirteglerin belirlenmesini saglayacak c¢alismalar son derece onemli ve ilgi
cekicidir. Ileriki dénemlerde yapilacak bu calismalardan elde edilecek sonuglar
dogrultusunda dogru hasta popiilasyonlarinda bu ilaglarin kullanilmasi ile daha yiiksek
tedavi cevap oranlar elde edilebilir ve ayrica tedavide de ekonomik yonden olduk¢a
kazang saglanabilir.
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Bunlara ek olarak, karaciger kanseri patogenez anlayisimiz hala ¢ok temeldir.
Simdiye kadar aydinlatilmis genomik degisiklikler HCC’nin baslamasi ve ilerlemesi
icin gerekli olan anahtar vuruslarin ¢ok kiiglik bir kismini temsil etmektedir.
Uluslararasi konsorsiyumlarin olusturdugu multidisipliner ¢alismalar elde edilen klinik
verilerin analiz edilmesi igin gereklidir. Yeni yiiksek verimli teknolojiler sayesinde
yapilan c¢alismalarla tedavi igin yeni hedef onkogenler belirlenebilecektir. Insanlarda
bilinen hepatokarsinogenik anormalliklere neden olan spesifik mutasyonlar1 veya
onkojenik bagimli dongiileri hedefleyen yeni bilesiklerin gelistirilmesi gerekmektedir.
HCC kok hiicre dizileri, yeni ilaglarin test edilmesi i¢in gelistirilmelidir. Erken ve geg
donem klinik ¢alismalar yeni bilesiklerin belirlenmesi i¢in tasarlanmalidir.
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6. SONUC

Bu c¢alismada Cell Titer-Blue® Hiicre Canlilig1 ve Laktat Dehidrogenaz (LDH)
testleri ile epidermal biiyime faktorii reseptdriine hedeflendirilmis bir monoklonal
antikor olan cetuximabin tek basina ve klasik bir kemoterapotik ajan olan epirubicin-
HCI ile birlikte parental karaciger kanseri hiicreleri (P-Hep G2) ve epirubicin-HCI
direngli karaciger kanseri (R-Hep G2) hiicreleri lizerine sitotoksik etkisi arastirilmis ve
birlikte uygulamanin hem P-Hep G2 hem de R-Hep G2 hiicrelerinde tek basina
uygulamaya gore sitotoksik etkiyi arttirdigi bulunmustur. Ayrica epirubicin-HCI
direncli (ilaca direngli) Hep G2 hiicrelerine 72 saat cetuximab uyguladiktan sonra elde
ettigimiz sonuglara gore hesapladigimiz 1Cso konsantrasyonunun parental hiicreler igin
hesaplanandan daha yiiksek olmasi ilaca direngli hiicrelerin cetuximaba karsida ¢apraz
direng gosterdiklerini ortaya koymustur. Cetuximab ve epirubicin-HCI birlikte
uygulandiginda glutatyon peroksidaz aktivitesindeki artisin  cetuximabmn tek
uygulamasina gore daha fazla olmasi birlikte uygulamanin her iki hiicrede artmis
oksidatif strese neden oldugunu ortaya koymustur. Benzer sekilde birlikte uygulamanin
her iki hiicrede tek uygulamaya goére kaspaz 3/7 aktivitesinde daha fazla artisa neden
olarak apoptozu uyarmada daha etkili oldugu gosterilmistir. PCNA ve siklin D1
genlerinin mRNA ekspresyonlarinin azalmasinda P-Hep G2 hiicrelerinde tek basina
cetuximab uygulamasinin daha etkili oldugu gorilirken R-Hep G2 hiicrelerinde
cetuximabin epirubicin-HCI ile birlikte uygulamasinin daha etkili oldugu goriilmiistiir.
Bu durumda hiicrelerin ila¢ direngliligine gore uygulamalara farkli cevaplar
verebilecegini gostermistir. Hem P-Hep G2 hiicrelerinde hem de R-Hep G2
hiicrelerinde cetuximabin epirubicin-HCl ile birlikte uygulamasinin tek basma
cetuximab uygulamasina gore pro-apoptotik bir gen olan Bax mRNA ekspresyonunu
arttrmada daha etkili oldugu bulunmustur. Cetuximab epirubicin-HCI ile birlikte
uygulandiginda anti-apoptotik bir gen olan Bcl-2 ekspresyonu hem P-Hep G2
hiicrelerinde hem de R-Hep G2 hiicrelerinde tek basina cetuximab uygulamasina gore
daha fazla azalmistir. Dolayisiyla, hem tek basina cetuximab uygulamasi hem de
cetuximabin epirubicin-HCI ile birlikte uygulamasi her iki hiicrede Bax/Bcl-2 oraninda
artisa neden olmustur.

Cetuximabin tek basina ve epirubicin-HCI ile birlikte parental ve ilaca direngli
insan hepatoselliiler Hep G2 hiicrelerine ilk defa uygulandigi bu ¢alismadan elde edilen
sonuglar cetuximabm kullanildigit kombinasyon tedavilerinin gelecekteki klinik
arastirmalart i¢in bir gerekce saglayabilir. Klinik arastirmalar sonucu kombinasyonda
tek uygulamaya gore daha diisiik dozlarda cetuximab kullanilmasi saglanarak deri
kizarikligi gibi cetuximabin yan etkileri azaltilabilir veya ortadan kaldirilabilir. Ayrica
tedaviden daha fazla cevap alinmasi basarilarak ekonomik yonden hastalarin yiikiiniin
hafifletilmesi saglanabilir. Dolayli olarak da iilke ekonomisine kazang saglanabilir.
Calismamizin parental ve ilaca direngli hiicrelerin ilag uygulamalarina farkli cevaplar
verdigini gostermesi kanser tedavisinde uygulanacak yeni stratejilerin belirlenmesinde
yol gosterici olabilir.
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