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GIRIS

Tam yontemleri, anestezi, radyoterapi tekniklerindeki geligmeler ve kemoterapi
ajanlatimin yogun olarak kuilamlmasi ile giniimiizde birgok kanser hastas1 tedavi
edilebilmektedir. Ancak, bazi kanser tirleri tedaviye yamt vermemekte, bazen de
baslangigta yamti1 olan bir tiimér daha sonra direngli olabilmektedir(54). Antikanser
ilaclara klinik direng, gocukluk ¢ag kanserlerinde de tedavi bagarisizligmin baghca
nedenidir. Akut lenfoblastik losemi (ALL)li gocuklar tek ilagla tedavi edildiklerinde
yandan azﬁxda remisyon saglanir ve remisyon saglayan ilaglar ile tedavinin
siirdiiriilmesine ragmen hemen tiimii nitks eder (2). Lﬁéemi, malign lenfoma gibi
hematolojik maligniteler kazamlmig ilag direncinin iyi birer drnegidir. Kazanilmig
direngtekinin tersine, kiigiik hiicreli dig1 akcifer kanseri, kolon kanseri gibi bazi
timorlerde hastalik baginda kemoterapi ilaglanina rolatif olarak bir duyarsizlik vardir,
Bu durum intrensek ilag direnci olarak adlandirilir. {lag direncinden bir ¢ok mekanizma
sorumlu tutulmusg olup, birden fazla ilaca ayni anda geligen direncin en iyl tanimlanmiy
sekli klasik gok ilag direnci (MDR: Multi Drug Resistance) sistemidir, Burada dogal
kaynakh tek bir sitotoksik. ilag ile karsilagan memeli hiicresinin seilmis ajanlara direng
geligtirmesi s6z konusudur. Insanda MDR1 geni tarafindan kodlanan ve P-170 gp
olarak adlandinlan 170 kDa agulifindaki bir plazma membran glikoproteinin artrmg
ekspresyonu MDR'tn major mekanizmasim olugturur. P-gp ilag "efflux" pompas1 olarak
gorev yaparak baz1 kanser ilaglannn hiicre iginde bmkumm onler ve bu ilaglar: etkisiz
kxla,r(19) Yiiksek P-gp diizeyi, kanserli bir hastada MDR tumbr hiicrelerinin varhigin
gosteren degerli bir belirleyici olabilir. Kemoterapi bagarisizligimmin tek nedeni P-gp
ekspresyonu olmasa da, bu konu kanser tedavisine yeni bir boyut getirebilir. P-gp
ekspresyonunun hangi kanser tiirlerinde tedaviyi engelledifinin bilinmesi, klinik
uygulamada direng kinc ilaglarm veya degisik tedavilerin kullanimim giindeme

getirecektir.




Bu galismada ¢ocukluk ¢afi rabdomyosarkomlarinda tedavi dncesi P-gp varlipa

(primer direng) aragtnimug ve P-gp'in tedavi yaniti ve saf kalima etkisi incelenmistir.




GENEL BILGILER

Kemoterapinin basgarisiz olmasina bir gok faktér katkida bulunabilir. Verilen
ilactn emilimi, dagihmi, metabolizmast ve eliminasyonu bagarili bir kanser
kemoterapisinin temel taglanindandir. Bu farmakokinetik ve farmakodinamik faktorler
ilacin kafiser hiicresine ulasip ulagamadigim belirler ve ilacin dozu, verilme gekli gibi
bazt zelliklere disaridan miidahale edilebilinir. Bu nedenle bu faktdrlere bagh direng,

gegici direng olarak adlandinlir (19).

Son zamanlarda elde edilen kamtlar, ilag direnci sekillerinin gogunun
gelisiminde genetik bir temel oldugunu digiindirmektedir, Tiimor hﬁcrel;ﬁuiu
herediter genetik instabilitesi, mutasyon, delesyon, gen amplifikasyonu, translokasyon
veya kromozomal yeniden diizenlenme sonucu ilaca direngli genler geligir(2). ilag
direncinin molekiiler temeli anlagildikga ilaca direngli hastalar i¢in yeni tedavi sekilleri

olugturulabilecektir.

Tiimoriin ilaca direngli olmasina neden olan gegitli biyokimyasal mekanizmalar
vardir, Ilacin tasinmasinda veya tutulmasinda bozukluk, ilag metabolizmasindaki
degigiklikler, hedef enzimierin spesifitesindeki-degigiklikler, alternatif biyekimyasal
yollar, DNA onariminda artma ve gen amplifikasyonu bunlardan bazilaridir(32).

Giniimiizde pek g¢ok ¢ahigmaya konu olan ilag direnglerinden birisi de
pleotropik llag direnci olup, birden gok ilaca karg1 ey zamanh olarak geligen direng
olarak tammlanir, Mekanizmalar1:(32)

1) 'Giutatyon Sistemi: Bazi kemoterapi ilaglan glutatyona konjugasyon ile

detoksifiye edilebilirler.Bu reaksiyonlari glutatyon transferaz sistemi katalize eder. Bu

sistemdeki degisiklikler alkilleyiciler, antrasiklinler ve sisplatine direnci etkileyebilir.
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2) Atipik gok ilag direnci (Multi drug resistance MDR): Topoizomeraz L
enzimini kullanp DNA hasan olusturarak sitotoksik etki gosteren ilaglara karp
tamimlanan bir diren¢ mekanizmasidir. Bu sistem ile hiicreler antrasiklin ve
epidoﬁlotoksinlere direng kazanirken, vinka alkaloidlerine direngli olmazlar.
Topoizomeraz [ diizeyinde veya iglevindeki degisikliklerin bu tiir sitotoksiklere

direngte rol oynadif1 diisiiniiimektedir .

3) Diizenlenmis direng mekanizmalar: Sitotoksik bir ilag ile kargtlagan hiicreler

birden fazla direng mekanizmasim koordine olarak aktive edebilirler.

4) Cok sayida somatik mutasyon: Bagimsiz somatik mutasyonlarin olugmasi,

farkl ilaglara kars: farkl direng mekanizmalar1 gelismesine neden olabilir.

5) Klasik MDR: Pleotropik ilag direncinin en iyi tamimlanmis seklidir. Dogal
kaynakli tek bir sitotoksik ilag ile kargilagan memeli hiicreleri, segilmis ajanlara direng
geligtirebilirler. Bu fenomen MDR olarak adlandinhr. MDR tipi ilaglar yapisal ve
islevsel olarak farkl lipofilik ajanlardir. Aralarindaki tek benzerlik, genellikle mantar
veya bitkiler tarafindan iretilen lipofilik bilesikler olmalandir. Ancak, mitoksantron
gibi sentetik bilegimler ve trimetreksat gibi bazt antimetabolitler de bu gruba dahil
olabilirler(19). Tablo 1'de MDR tipi ilaglarmn listesi verilmigtir:

Tablo 1. MDR dan ethilenen ilaglar (19,40)

Antitiimir antibiyotikler Taksonlar
Antrasiklinler Taksol

: Daunorubisin Takster

| Doksorubisin Bitki alkaloidleri

i‘ ~ Idarubisin Vinka alkaloidleri
Aktinomisin-D Vinkristin
Mitomisin Vinblastin
Mitramisin Navelbin

| Mitoksantron Podofilotoksinler

| Trimetreksat Etoposid

Teniposid

-i
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MDR sistemi platin bilegikler, antimetabolitler, alkilleyiciler ve bleomisin

direncinde rol oynamaz (66).
MDR'da Temel Ozellikler

Capraz Direng: 1960' lann sonlarinda fare losemilerinde iki veya g farkhs
dogal Uriine ¢apraz direng gosterildi. Ayrica, vinka alkaloidlerine direngli hilcrelerde
daktinomisin birikiminin azalmasi, segilmis ilaglara kars1 direng modeliﬁi digiindiirdi.
1970 'lerde Biedler ve Riehm daktinomisin ve daunomisine direngli Cin hamster
akciger hiicrelerinde, yaplsal. ve biydkimyasa] olarak farkl: diger dogal iiaq.laiﬁ .kar$1
capraz dogal direng tamimladilar. Radyootografik ¢aligmalarda ilacin hiicre igine
aliminda azalma saptandi. Bu bulgu hem direng hem de gapraz dirence yol agan bir
mekanizma olarak yorumlandi ve plazma membramndaki bir degisime bagh olarak
gegirgenligin arttift diigiiniildii. Capraz direng, membran gegirgenliginde degisiklik

gibi benzer bulgular, kolgisine direngli Cin hamster over hiicrelerinde de gosterildi(5).

Bu oncii ¢alismalanin sonuglarini izleyen birgok ¢aligma ile kemiricilerde ve in
vitro insan hiicre sisteminde direng ve ¢apraz direncin varligy gosterildi, ozellikleri
belirlendi. Genellikle se¢ilmig ajana karg: geligen direng diizeyi , diger ajanlara olan
¢apraz direngten daha yiiksektir. Bununla birlikte, bazen tersi de olabilir. Bu
umulmadik olayin altinda gesitli faktorler yatabilir(58).

flacin Taginmasi: MDR nin ikinci onemli ézelligi ,enerjiye bagumli ilag
"efflux"unda artma ile birlikte ilag birikiminde olan azalmadir. ilk galismalarda ,
goreceli olarak yitksek molekill afirlikh  ksenobiyotik ajanlara karsi geligen bu
direncin, hiicre membran diizeyindeki ilag taginmasi ile ilgili degigikliklere bagh
oldugu ‘dﬁsﬁnﬁldﬁ. 1963'de Hela hiicrelerinde daktinomisinin hiicreye alinmasinda
azalma oldugu gosterildi ve bu ajana karsi membran gegirgenliginde bir degisiklik
oldupu diigiiniildii(30). Cin hamster hiicrelerindeki degisik MDR gahgmalan da benzer
yorumlar getirdi. Bununla birlikte, fare 16semi hiicrelerindeki direng, ilag birikimindeki
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bozulmaya bagland:. Daunomisine direngli Erlich asit timdr hiicrelerinden elde edilen
bilgiler ilacin disarrya aktif olarak tasinmasmin, daunomisinin hiicreye almmasmdaki
azalmay1 agiklayabilecedini gosterdi. Bdylece P-glikoprotein varhigindan haberdar

olunmaksizin ilag "efflux" pompa varhig1 digiintildi(5).

P-Glikoprotein: 1976 yilinda Victor Ling ve arkadaglan kolsisine direngli Cin
hamster over hiicrelerinde yiksek molekiil afirlikli bir plazma membran glikoproteini
buldular ve direng diizeyinin protein ckspresyonu ile iligkili oldugunu gésterdiler.
Membran gegirgenligindeki rolii nedeniyle P glikoprotein (Permeability glycoprotein)
ad1 verilen bu protein, MDR sisteminin iigiincii nemli bélimiidii. P glikoprotein (P-
gp)in membran glikoprotein Ozellifi, difer MDR Cin hamster g¢aligmalan ile
desteklenmigtir. Bu gozlemler insan hiicrelerine de uzandi ve vinblastine direngli
l6semi dizilerinde 170-190 kilodaltonluk membran glikoproteini bulundu. Bunu
izleyerek MDR insan ve kemirici hiicre dizilerinde yitksek P-gp dilzeyi belirlend;. Bu
galigmalarla MDR genetifii, biyokimyas: ve molekiiler biyolojisi hakkinda yeni Bilgiler
sagland: (5). |

MDR Molekiiler Genetigi

Gen amplifikasyon sitogenetigi: Kompleks MDR fenotipinin gen analizleri ile
agiklanabilecegine iligkin ilk ipuglari, gen amplifikasyonlartyla birlikte olan sitogenetik
anoemalilerin gozlenmesi ile elde: edilmigtir. Bu. kromozomql-sitogenetik anomaliler,
mikroskopik olarak saptanabilen aberan kromozomal yapilardwr. Bunlar; HSR
(Homogeneous staining region), ABRs (Abnormally banding regions) veya kii¢iik, ¢ift,
ekstrakromozomal kromatin cisimcikleri (DM:Double minutes)dir. HSR ve ABR ilk
olarak dihidrofolat rediiktaz (DHFR) geninin amplifiye oldufu antifolat-rezistant
hitcrelerde  ve N-myc gen amplifikasyonu g('istéren noroblastom hiicrelerinde
gosterilmigtir. Metotreksata (MTX) direngli fare hiicrelerinde de DHFR'1 kodlayan
genler igin sinyal amplifikasyonuna rastlanmugtir. Yiksek diizeyde MDR gosteren
hiicre kiiltiirlerinde bu tip kromozom yapt degisikliklerinin tammlanmast, MDR'de gen
amplifikasyonlarimn varhiginin molekiiler yaklagimlarla aragtiriimasina yol agmigtir(5).
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Yitksek MDR'a sahip Cin hamster hiicreleri ilacin uzaklastirildigs ortamda
diigiik diizeyde P-gp gen amplifikasyonu ve bu amplifikasyon diizeyi ile uyumsuz
diizeyde yiiksek spesifik mRNA ve direng kaybi gdsterirler. Bununla birlikte, son
dénemlerde insan timdrlerinde MDR ile iligkili olarak gen amplifikasyonuna ait ne

sitogenetik, ne de molekiiler diizeyde kanita rastlanmamistir (5).

Molekiiler ¢aligmalar: MDR'deki gen amplifikasyonunun sitogenetik kamiti,
amplifiye sekanslann izolasyonu ve tammlanmas: ile saglandi. Kullamlan gegitli
yontemler ile spesifik DNA sekanslarinin ampliftye oldugunu ve amplifiye genlerin P-

glikoproteint kodladis-kanitlandi (63,5)

P-Glikoprotein gen ailesi: Raolatif olarak nonspesifik genomik veya
tamamlayict DNA problan ile yapilan ilk ¢alismalar P-gp'i kodlayan birden faz!ﬁ gen
oldugunu digiindiirdii, Sonraki ¢aligmalarda kigiik bir gen ailesinin varlifit gésferildi.
Insanlarda varlig1 gosterilen MDR1 ve MDR2/3 arasinda yapisal benzerlik olmasina
karsin, iglevsel farkliliklari oldufiu diisiiniilmekte ve ilag direncinde MDR1'in daha
etkin rol oynadigi sanilmaktadir (44,68).

Amplifive MDR genlerinin kromozomal organizasyonu: Gen haritalama
galigmalan her iki insan MDR geninin kromozom 7q21.1'de bulundugunu

gostermigtin(5).
P-glikoproteinin Yapisi ve Islevieri

Bb;okibtyasal ve iglevsel ézellikler: P-gp molekiillerinin farkl epitoplarn
témyan monoklonal antikorlar kullamlarak, bu proteinin biyokimyasal &zelliklerini ve
iglevini aragtiran ¢aligmalar yapildi(39,5). Primer gen {iriiniintin en az 140kD
molekiiler agirlikta olup, daha sonra glikolizasyon ve fosforilizasyon ile daha biyiik
molekiiler hacime ulagh: gosterildi. Dista yerlesmis olan karbonhidrat béliimiiniin

ilaglarin tamnmas: veya taginmasina katilmadifi, fosforilizasyonun ise tasiyica




molekillerin biyolojik aktivitesinde 6nemli bir rol oynadift diiglinitliir, Direngli
hircrelerde monoklonal antikorlar ile ayrilan iki P-gp'in bulunmasi, P-gp'in translasyon
sonrast degisiminin diger bir gstergesidir. Dig epitopu bagladigs dilgiiniilen HYB-241
antikoru 180kD'luk 6megi (P-180) tamr. Bu, genellikle ilaca duyarli shiicrelerde
pulunur ve hepsinde olmasa da vinka alkaloidleri veya daktinomisin igin segilmig insan
hiicre alt gruplarmn bazisinda artmig miktardadu. C219 antikoru ise, Cin hamster gen
drtinlerinin tiimiinde ve iasan MDRI1 ile MDR2/3 gen tirimiindeki yiiksek oranda
korunmus i¢ epitopu baglar ve P-180'e ek olarak 170kD'luk bir proteini (P-170) de
tanur. P-170 genellikle ilaca duyarh hiicrelerde saptanmaz ve direng geligimi sirasinda
eksprese edilir. Aragtirmalarin  bagka bir kolunda da piirifiye P-gp'in ATPaz
aktivitesine sahip oldugu gosterilmistir. Bu bulgu, proteinin varsayilan ATP baglayic1
kapasitesi ite uyumludur(5).

Hag efftux modeli: Insan, Cin hamster ve fare P-gp genlerinin nukleotldlermm
ve aminoasit dizilerinin analizi ile bu proteinin yapist ve iglevi hakkmda bilgt
saglanmgtir(5). P-gp, 170 kD'luk bir transmembran proteini olup 1280 aminoasitten
olugur. Birbirine benzer iki béliim igerir. Proteinin her bir yarisinda kisa hidrofilik
amino-terminal segment, {i¢ tane transmembran halka olusturan altt membran kateden
hidrofobik bsliim ile ATP baglanmasi ve hidrolizden sorumiu olan nikleotid baglaylcl
bolgeler bulunur.(Sekil 1) Molekiiliin aminoterminalinin yanindaki ilk dig halkada
potansiyel glikolizasyon alanlant vardir. P-gp molekiillerindeki transmembrandz
alanlarn kanal benzeri_yapilar olusturdufu ve diffizyon ile hiicreye giren ilaglarn
enerji kullanarak bu kanallardan digarya tagindiklann kabul .edilir(40). Piirifiye P-gp
ATPaz aktivitesine sahiptir ve ilag birikiminde azalma direngli hiicrelerin degismez
bulgusudur. Radyoaktif isaretlcme(37' 44) veya floresan boyamast ile yapilan ilag "up
take" ve eliminasyon galigmalaninda P-gp'in pompa iglevi saptand1(44). Biitiin bunlar P-
gp sisteminin degigik ilaglar igin genig spesifiklik gosteren, enerjiye bagimh bir ilag
efflux pompast ve multidrug tagtyicis: olarak calistigin gosterir(40). P-gp pompasinin
aktivasyonu toksik bilegiklerin hiicre iginde birikimini azaltarak antitiimor etkinin
kaybolmasma neden olur. Ek olarak MDR hiicrelere ilag girisinin de azaldif
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gbsterilmis. Bu durum, P-gp'in ilaglar: dogrudan plazma membranindan alarak da
Qal]sabilecegini diisiindtirmiigtiir(64,44).

Sekil 1. P-gp modeli

carbohydrate

NH i cytaplasm

Diger Tagiyicilar ile Benzerlik: Pgp degisik bakteriyel tagiyicilar ile benzerlik
gosterir. Bunlar iyonlar, aminoasitler, peptitler veya gekerler gibi kiigiik molekiiflerin

hiicreye alinmas: ile iligkilidir (5).
P-glikoproteinin MDR deki rolii

in vitro ¢aligmalarda MDR ile.P—gp arasinda anfamh bir iligki olduguna dair
kamitlar elde edildi(21). P-gp cDNA'sinin klonlanmast ile daha sonra yapilan genetik
analizler, MDR fenotipinin temel 6zelliklerinin nedeninin P-gp oldugunu gésterdi. Bu

gorisi destekleyen bulgular tablo 2'de zetlenmigtir.

Tablo 2. P-gp ve MDR iligkisinin kanitlari(45)

1. MDR hiicrelerinde P-gp artmigtir, Ekspresyon miktan ilag direnci diizeyi ile
iligkilidir, _

2. MDR hiicre dizilerinde P-gp genleri sikhikla amplifiye olmustur.

3. P-gp genleri ve cDNA transfeksiyonu, P-gp ekspresyonunda artiga ve alici hiicrede
MDR’ a neden olur. '

4. Farkli P-gp veya mutant cDNA transfeksiyonu, farkli MDR fenotiplerinin
ekspresyonu ile sonuglamr,

5. P- gp enerjiye bagimli membran tagiyici proteinlerinin yapisal 6zelliklerini tagir.

6. MDR fenotipindeki bir grup ilag P- gp baglar.

9
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Normal Insan Dokularinda P-gp Elspresyonu

Cesitli insan dokularinda P gp ekspresyonunu aramak amaci ile ¢aligmalar
yapiloustir (13,73,26). Insanlar arasindaki farkhihk ve organ veya timor igindeki
heterojenite, verilerin degerlendirilmesini zorlaghrmaktadir. En yiiksek diizeyler adrenal
Lkorteks, bobrek (proksimal tubulus), mide, duedenum, kolon ve plasentadlr(40). Tablo
3'de cesitli insan dokularindaki P gp ekspresyonu gosterilmigtir. |

Tablo 3. Insan dokularinda P gp diizeyi(40)

Yiiksek Diizey Orta Diizey DiigitkDiizey/
Ekspresyon Yok
Adrenal Meme Beyin
Akciger Osafagus
GIS Genital Sistem
Mide Over
Ince Barsak Testis
Kolon Lenfatik Sistem
Rektum Tonsil
Karaciger Dalak
Pankreas Timus
GUS Kemik {ligi
Bobrek Kas
Prostat Kalp Kas
Seminal Kese Diiz Kas
Mesana Iskelet Kast
Ureter Deri
Uterus
Plesenta

P-gplin dokulann limen yiizeylerinde (kolon epitel hiicrelerinin  liiminal
i membranlan, hepatosit membranlarinin safra kanalikiiler boliimleri, adrenal korteks ve
medullanin ylizey hilcreleri) yerlesimi, bu proteinin normal dokularda sekretuar iglevi
oldugunu diigiindiiriir (40). Merkezi sinir sistemi endote! hiicrelerinde ve testislerde P-

gp pozitifligi, kan-beyin ve kan- testis bariyeri ile iligki kuralmasina neden olur(66,14).
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FErken domemdeki galigmalarda kemik ihifi ve periferik kanda yalmz digik
ylerde P-gp bulundu(44,26) veya hi¢ saptanmadt (50). Bununla birlikte,

diize
duyarliligt yiiksek teknikler kullanilarak normal kemik ilii ve kan hiicrelerinin 6nemli

bir botimiinde P-gp saptanabilir (12). P-gp'in kemik iligi kok hiicrelerini  toksik

hasardan korumadaki olas: roli tistiinde durulmaktadir (44).

Insan Tiimdrlerinde P gp Ekspresyonu

Hematolojik Tiimérler: Hematolojik timérlerin biiyiik bir bolimii itk tam
aldiklarmda kemoterapi ilaglanmin ¢ofuna duyarlidir. Ancak, nitks sonrasi tedavi

yamtinin kotii olmast MDR ileilgili ¢aligmalara neden olmugtur(19).

Akut lenfoblastik l6semi{ALL); Tami swrasinda ALL blastlarda P-gp

ekspresyonu stk degildir. Cesitli ¢aligmalarda pozitiflik oram %0-35 araémda.
bildirilmigtir (29,34,43,55). Bununla birlikte, 6zellikle erigkin nitks ALL vakalarinda
yaklagik %50 oraninda pozitiflesme saptanan galismalar vardir (19).

Akut myeloblastik 16semi(AML): AML'de MDR ekspresyonunu bildiren ilk

yayinlardan(7,48) sonra yapilan ¢aligmalarin gogunda P-gp pozitiflifinin yanitr
olumsuz yénde etkiledigi saptandi(61,49,6).

Kronik 16semiler: Kronik lenfositik 16semi (KLL) ve kronik myeloid 16semide
(KML) %50-100 arasinda P-gp pozitifligi bildirildi(l9) KML’de MDRI
ekspresyonunun genellikle hastalifin  terminal dénemindeki blastlara stmrly
oldupu(44,49) ve ekspresyonun kemoterapiye koti yamt ile birlikte oldugu
bildirildi(42).

Malign Lenfomalar: Yeni tam aloms veya tedavi edilmemisg hastalar&a nadiren

P-gp ekspresyonu vardir. Niikste veya ilaca direngli hastalarda P-gp artis1 saptanabilir.

P-gp, direnci agiklayan tek mekanizma olmasa da, diger klinik ve patblojik




parametrelerle birlikte prognostik bir parametre olarak kullamlabilecek gibi

durmaktadlr( 19).

Multipl myelom: Caligmalann ¢ogu, P-gp'in ilag direnci ile ilgili oldugunu
belirtir (20,23,19,33). Bu bulgular, kemosensitizer ilaglar ile yapilan ¢aligmalarla da '
desteklenmigtir (59,67). Ancak tersini belirten bir ¢alisma da vardir(16). P-gp'den farkli

mekanizmalar da MDR'da etkili olabilir (44).

Solid Tiimorler: Insan timoérlerindeki ilk g¢alisma 1985 yilinda Bell ve
arkadaglan tarafindan over kanserinde yapild (4). Bu tarihten sonra solid tiimérlerdeki
MDR sikligii belirlemek igin degigik tiimorlerde defigik yontemler ile gegitli
galigmalar yapilmug olup, en biyiik seri Goldstein ve arkadaslanna aittir. Bu ¢aliymada
slot blot analizi ile 400 hastada MDR1 mRNA eksprésycmu arand1 ve hastalar
ekpresyon diizeyine gore gruplara ayrildi (Tablo 4). Sonug beklendigi gib_]'." idi.
Normalde yiiksek diizeyde ekspresyon gosterdifi bilinen hiicrelerden kaynalélanan
timoérlerde sikhk daha fazla bulundu. Bunlardan en gok goriilenler, tedavi edilmemis
kolon, bobrek kanseri, hepatom, adrenal kortikal karsinom, feokromasitom, pankreas

adacik hiicreli timér ve karsinoid tiimérlerdi (19).

Kolon kanseri: Bir ¢aligmada tiimorlerin %67'sinde P-gp ekspresyonu saptanip,

- ekspresyonun tiimor agresiﬂigi ile iligkili olabilece@ini diiginiildi (76).

Meme Kanseri: Ekspresyon diizeyi rélatif olarak diigiik bulundu (19). Ancak,

lokal ileri hastalikta yapilan iki ¢aligmada hastalarda sik P-gp ekspresyonu ve bunun
kemoterapiye kotii yanit ile ilgisi olduunu bildirildi (19,57).

Akciger kanseri: Diigiik diizeyde ve %0-60 oraminda saptanan MDRI1 gen

ekspresyonunun klinik énemi tam olarak belirlenmemigtir (22,62).

" Retinoblastom: Hiicre dizilerinde saptanan MDR fenotipi, hiicre dizilerinde ve

tiimérlerin kendisinde P-gp artis1 ile korele bulundu (10,11).
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Naroblastom: Hem in vivo, hem de in vitro olarak MDR1 artig1 gosterildi. Baz
caligmalarda P-gp veya mRNA diizeyi, tedavi edilmemig vakalarda(3,11), bazilannda
ise tedavi edilmislerde(8,11,31) yilksek bulundu. Ekspresyonunun kotii prognostik
faktér oldugunu (8,11) gosteren g¢alhigmalarin yaninda, prognozu olumiu yoénde
etkiledigini(11,3) ya da tedavi sonucunu belirlemede rolii olmadigimi(24,53) bildiren

caligmalar da vardur.

Sarkomlar; Cesitli sarkom tiplennde degisik ¢aligmalar yaptlmugtir, Kemik
sarkomlarinda yapilan ¢aligma sayisi fazla degildir. Ewing sarkomlu hastadalardaki
¢aligmalarda, P-gp ekspresyonunun tedavi basarisinda Snemli oldugu digimaldi.
Ancak, say1 yetersiz oldugu igin pozitif ve negatif grup arasinda istatistiksel: fark
bulunmadi(72,36). Osteosarkomlardaki az sayida ¢aligmada, %23-90 orgﬁlnda
pozitiflik bildirildi ve pozitiflifin prognostik bir gosterge olabilecegi dilgiiniildi
{65,69). '

Kemik ve yumusak doku sarkomlarinin birlikte ele alindifi ¢aligmalarda,
MDR'in sarkomlarda &énemli olabilecegi, ancak ilag direncini tek basina

agtklayamayacagl sonucuna vanidi(28,74).

P-gp'in prognostik Snemi ile ilgili belki de en &nemli ¢aligmalar gocukluk gag:
rabdomyosarkomlann ve diferansiye edilmemis sarkomlardé yapildi. Caligmalarin
| birinde ileri hastalikta pozitiflik daha fazla idi ve sagkalimi olumsuz yénde etkiledi (9).
Diger bir ¢aligmada ise P-gp pozitifligi ile sag kalim iligkili bulunmad (41).

13




Tablo 4. Tedavi edilmemis solid tiimirlerde MDR1 ekspresyonu (19)

Titmr cinsi Ornek sayist PozitifTikyiizdesi '

Orta-yitksek ekspresyon

gosteren tikmdorler

Kolon 41 85

Bobrek 50 20

Hepatoma 12 100

Adrenokortikal karsinom 9 — |

Feokromasitoma 20 75 | .:

Adacik hiicreli tm 4 : 50

Karsinoid 9 77 |
|

Diigiik ekspresyon !

gosteren tikmorter

Meme 57 15

Mesane 6 16

Osafageal | 14 0

Gastrik 9 0

Bag ve boyun 14 0

Melanoma 3 0

Ovaryan 16 0

Prostat 3 0

Tiroid 4 0

Wilms' timorii 20 0

Klinik Orneklerde MDR"tn Degerlendirilmesi
Degerlendirmeyi etkileyen faktirler(11):

1) P-gp diizeyi ve MDR1 mRNA traﬁsklipsiyonu.genellildc MDR derecesi ile
uyumlu olsa da, mRNA diizeyi artmadan timér hiicrelerinde agin protein ekspresyonu
gozlenebilir. Ya da, eksprese edilen protein translasyon sonrasi olaylaf ile degigebilir.

Benzer olaylar in vivo da olabilir.

2) Ozellikle solid tiimér ve losemilerde P-gp ekspresyonu hiicreden hiicreye
degiskenlik gosterebilir.




3) Epitel kokenli tiimorlerde, duyarliligi az olan yontemlerle bile belirlenebilen
yitksek P-gp diizeyi vardir. Ancak, mezenkimal ve embriyonal kokenli gocuk
tizmorlerinde MDR 1ekspresyonu genellikle diigiiktiir ve baslangigta pozitif hiicre sayisi

azdir. Bu nedenle duyarlihg yiiksek yontemler kullamilmalidir.

A)Tumér igindeki ve kemik iligindeki lenfosit, graniilosit ve CD34+
hematopoetik kok hiicreler ile kan damarlarindaki endotel hiicreleri gibi bazi normal
hiicreler, goreceli olarak yitksek MDR1 eksprese ederler. Bu da P-gp Olgimiinde
kangikhfa neden olabilir. Bu nedenle klinik omeklerde MDR1 ekspresyonunu
saptayacak bir yntem:

a) Diisiik diizeydeki MDR'mn1 saptamak igin duyarli ve 6zgiin olmalidir. Ciinkii

bu diizeyler bile kemoterapi yanit1 ile ilgili olabilir.
b) Hiicreler arasinda olabilecek farkliligi degerlendirebilmelidir,
c) Tiimér hiicresi ile normal hiicreyi ayirabilmelidir.

d)Tedavi sirasinda alinacak kiigiik biyopsilerde galisilabilmelidir.

MDR saptama yontemleri: Bu amag igin kullanilan y&ntemler tablo 5'de

gosterilmigtir.

Tablo 5. MDR saptama yontemleri (19}

1) MDR gen amplifikasyonu i¢in DNA analizi (Southern blot)
2)RNA analizi '

Northern blot (NB)

Slot-blot (SB)

RNase protection assay

In situ hibridizasyon (ISH)

Polymerase change reaction (PCR)
3) Protein analizleri

Western blot {(WB)

Immunohistokimya (IHC)

Flow cytometry

MDR1 geninin amplifikasyonu tiimor hiicre dizilerinde gosterilmigse de,
Klinikte gen amplifikasyonu sik degildir ve MDR1 geninin agirt ekspresyonu genellikle
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en amplifikasyonu ile birlikte olmaz. Aragtrmacilarin ¢ogu, MDR1 gen {iriinii olan P-

)

ap'i Saptamaya yonelmiglerdir. Klinik ilag direncinde P-gp'in roliinil degerléndirmek
igin MDR1 geni igin spesifik ve gok az doku érneginde galigabilecek kadar duyarh bir

ybntem gereklidir (19).

~ Insan timér srneklerinde MDR1'in roliinii aragtiran ilk ¢aligmalarda, bityiik
timor dokulannin biyokimyasal analizieri kullanild:. Bell ve arkadaslar(4) ilk kez over
kanserihde, immunoblot analiz ile P-gp varlifim bildirdiler. Gerlach ve arkadaglan(28)
benzer bir teknik ile sarkomlu hastalarda P-gp aradilar. Fojo ve arkadaglari(26), daha
sonra da Goldstein ve arkadaglart timér dokusundan total RNA'y1 ekstrakte ederek ve
gen spesifik probiar ile kullanarak cesitli timorlerde bagariyla MDR1 RNA-glgiimil
yaptilar. Bu ilk galigmalar MDR] spesifik olarak yorumlanmigsa da, yeterince duyarh

degildi ve normal-neoplastik doku aymmin yapamiyordu(19).

Normal doku ve tiimér dokusundaki MDR1 ekspresyonunu ayumak igin

yontemler geligtitildi. Doku kesitlerinde nitkleik asit problan ile in situ hibridizasyon
teknigi, tiimér hilcrelerindeki MDR mRNA'nin saptanmasint saglar. Ancak, bu teknik
oldukga zahmetlidir ve yorum giigligii olabilir. Buradaki giigliikler, aragtirmalan

monoklonal antikorlar ile immunhistokimyasal yontemlere yoneltti (19).

‘ mmunohistokimyasal yontemler(fHC): Klinik materyalde P-gp 6lgiimil igin
- farkh duyarhlikta THC kullamlmugtr. Klinik dmeklerde P-gp'in THC ile -saptanmasi,
- pratik uygulama kolayligi nedeniyle imit vericidir. Bu yéntémin primer avantaji, tek
hiicrede P-gp varhigin gosterebilmesi, bu sayede de kiigitk pargalarda caligilabilmesi ve

normal doku ile timér dokusu arasinda P-gp ayirmmni yapabilmesidir(19).

Genellikle daha az dﬁyarh indirekt immunopercksidaz, indirekt immunoalkalin
fosfataz ile daha duyarh peroksidaz-antiperoksidaz, alkalinfosfataz-antialkalin fosfataz
ve avidin-biyotin immunoperoksidaz teknikleri ile hiicre dizileri, normal insan epitel
dokulan, kolon ve meme karsinomunda orta/yiiksek dizeyde eksprese edilen P-gp

’ kolayhkla saptanabilir(11). Bununla birlikte, bu yéntemler MDR1 gen amplifikasyonu
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ermeyen hiicre dizilerindeki veya gofu ¢ocukluk ¢agr timdoriindeki digik P-gp

gost

ckspresyonunu saptamakta yeterince duyarli degildir (8,10,24,53).

P-gp'i_saptamak icin kullanidan antikorlar: Bu amag i¢in kullamlan g¢esith

antikorlar vardir. Victor Ling ve arkadaglarimin gelistirdifi C219 monoklonal antikoru
ilk ¢ikan antikorlar arasindadir. Bu antikor immunoblot analizde ve IHC de kullantlur.
Antikorun hiicre i¢ine girebilmesi igin hiicrelerin fikse edilmesi gerekmektedir.  Bu
antikorla ilgili spesifite sorunu da vardir. Ciinkit antikor, P-gp'in MDRI ve MDR3

izoformlarini tanir . C219 ile ¢izgili kas arasinda gapraz reaksiyon gézienmigtir (19).

C494 antikoru MDR1 igin spesiﬁk olup MDR3 ile ¢apraz reaksiyon vermez .
Bu antikor da sitoplazma ig¢indeki bir epitopu tamr ve boyama oncesi fiksasyon
gerektirir. Diger bir monoklonal antikor olan JSB-1, sitoplazmada yiiksek oranda
birikmis olan bir epitopu tanir, Bu epitop, C219'un tanidigindan farklidir (6-24). [(:3494
gibi JSB-1 de MDRI1 P-gp igin spesifiktir (19). | |

Tsuro ve arkadaglan MDRIl'e yiiksek afinitesi olan MRK-16 monoklonal
antikorunu geligtirdiler. Digerlerinden farkli olarak bu antikor, canh hiicrelerin plazma
membranmin dig yiizeyindeki bir dig epitopu tamr. Kullamm oncesi fiksasyon
_ gerektirmez. Bu ozellikler, canli hiicrelerde P-gp'i saptamada flow cytometry
 kullammun saglar. Daha yeni geligtirilen iki antikor HYB-241 ve HYB-612, MDR'nin
| dig epitoplanini tamir. Fakat bu tantyrg 180kD  P-gp'e symrlidir. 170kD geklini tanimaz.
Bu 6zelligin kiinik kullanima efkisi bilinmemektedir (19).

MDR" aragtirmada kullamlan c;dk sayida teknik, tiimor tipine gore degigik

sonuglar verebilir, Aragtirmacilar her bir yontemin iyi ve zayif yénlerini bilmelidir.
. IHC ve PCR gibi yontemlerin birlikte kullanimi ile daha iyi sonuglar alinabilir.




MDR "1 Geri Dondiiriilmesi
P-gp, MDR tipi kemoterapi ajanlanmn yamsira, dilgiik toksisiteli ¢ok sayida
pilesigi de tasi(Tablo 6). Bu nedenle bu tiir bilesikler, hiicre digmna taginmakta

kemoterapi ilaglan ile yarigmaya girebilirler(44).

Tablo 6. Coklu ilag tagiyicilars ile ilgili maddeler (44)

Kemoterapi ilaglars (Tablo 1)
Diger toksik bilesikler
'|Kolgisin Etidiyum bromid
| Emetin Puromisin
Siklik veya lineer peptitler
Gramisidin N-asetil-18sil-18sil-norlésin
{Valinomisin-
'|Steroid hormonlar
Kortizon Megesterol Tamoksifen Tromifin
-|Aldesteron Progesteron Deksametazon
Kalsiyum antagonistleri :
Verapamil Diltizem Niguldipin Nifedipin
R-Verapamil Azidopin Nikardipin Bepridil
Diger kardiyovaskiiler ilaglar
Kinidin
Amiodaron
\Immunosupresifler
|Siklosporin SDZ PSC-883
Rapamisin FK506
| Antibiyotikier ve antifungal ilaglar
*|Sefaperazon Seftriakson
.| Eritromisin - Ketokonazol
Kalmolidin inhibitérleri i
|Flufenazin Trifluperazin ' |
{Flupentiksol
Antidepresanlar
Tiyoperidon
; Antimalaryal ajanlar
; Kinin Kinakrin
Kemosensitizerler in vitro ve hayvan deneylerinde kullamldiklarinda, hiicre i¢i
ilag birikimini arttirarak, direngli timér hiicrelerinde antikanser ilaglann sitotoksik
potansiyelini diizeltirler(11). Truso ve arkadaglarmin 1981 yilnda, ilag direncinin
verapamil ile yenilebilecegini bildirmesi iizerine aragtirmalar kemosensitizer ilaglarn
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| pelirlenmesi ilizerine yofunlagh . Yapilan kiinik ¢aligmalarda kemosensitizerlerin
| kemoterapiye katkisinin yanisira, bu ajanlann intrensek olarak toksik olup olmadiklarn
ve kemoterapiye baglt yan etkileri arttirnp arttrmadiklann  aragtuilmaktadir
(44,46,60,27,47,77,38).

Yeni yaklagimlar: MDR't yenmek igin diger bir yaklagim, ilaglarin hazirlang
seklini degigtirmektir, Bazi ilaglarin aktiviteleri lipozom ile kaplandiginda artabilir .
Diger bir strateji de, sitotoksik ilaglanin modifive edilerek P-gp maddesi olmasinin
snlenmesidir (44),

Preklinik galigmalarda ilag direncinin déndiiriilmesinde monoklonal -antikorlar
yararli bulundu (52,25). Monoklonal antikorlar otolog nakil oncesi direngli tiimér

hiicrelerini kemik iliginden temizlemekte de yararli olabilir (44).

MDR hiicreler dogrudan P-gp ile ilgili olmayan olaylarda da rol alr. Oﬁlegin,
P-gp'in  asin ekspresyonunda siklikla LAK (Lenfokine activated killer) hiicrelere
duyarhlik artmigtir(44). Tiumor nekrotizan faktér (TNF) gibi bazi sitokinler, MDR
myelom hiicrelerine karg: artmig aktiviteye sahiptir (59). Bir ¢aligmada nitroziireye de
duyarlibk bildirildi(44). Bu ve diger in vitro goézlemler MDR neoplazmlarn

tedavisinde yeni ufuklar agabilir.
RABDOMYOSARKOM

Primitif mezenkimal hiicrelerden kaynaklanan malign solid timdrler sarkom
7 olarak adlandinilir, Cocukluk ¢afimin en sik kargilagilan yumugak doku sarkomu
! rabdomyosarkom (RMS)dur. RMS, gocukluk ¢agi kanserlerinin %5-8'ini olugturur.(56)
| En sik 5-7 yaslannda goriiliir . Beyaz wrkta biraz daha siktir ve erkek/kiz oran: 1.7'dir
i (18,51).

| Patoloji: Tiimoériin histolojik tanisi, timér dokusundan alinan 6rhe§in
i histopatolojik incelemesi ile konulur. Istk mikroskobu ile tam konulamadiginda,
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clektron mikroskopu ve immunohistokimyasal ¢aligmalar yapilmalidir. Timériin
' ]dstopatolojik simflandinimasi prognostik énem tagir. Cocukluk gaginda kabul edilen
. gmflamaya gore RMS'lar dért alt gruba aynilir (56).

DBotrioid: Diiz kas hiicresini andwan igsi hiicreler ve fibroz dokudan olugur.
~ Prognoz iyidir.
2)Embriyonel: Stromadan zengin igsi hiicreler vardir ve alveoler histoloji
saptanmaz. Prognoz orta derecededir. ’
3)Alveoler: Cogunlukla yuvarlak ve dar eozinofilik sitoplazmali hiicrelerden
olugur. Prognoz kotiidiir. |
4)Indiferansiye: Mezenkimal kokenli olup miyogenez veya férkhlasma

gostermeyen yuvarlak hiicrelerden olugur. En kc‘)‘tﬁ:pro'gnuzé-—sahip olan-gruptur.

Yerlesim bolgeleri ve yayima gekilleri: RMS, mezenkimal hitcrelerin oldugu
her yerden gikabilir. Tiimérlerin %401 bagboyun bélgesinden , %20'si genitoi}ﬂner
bolgeden, %20'si ekstremiteden, %10'u gdvdeden, geri kalan %10'u da viicudun

depigik bolgelerinden kaynaklanir(56). | |

RMS'lar bolgesel lenf nodlanina yayildigs gibi, akciger, kemik, nadiren de

kemik iligi ve merkezi sinir sistemi gibi boélgelere uzak metasfaz da yapabilir(56).

Evreleme: RMS'lar IRS (Intergroup Rhabdomyosarcoma Study) klinik
gruplama (tablo 7) veya IRS modifiye TNM-(Tiimér, nod, metastaz) sistemine gére
smflanabilir(56).




Tabio 7.IRS 'nin klinik gruplama sistemi:

Grup I |

A: Lokalize, tam gikartilmig, kaynaklandigi dokunun digina tagmamig tiimor.

B: Lokalize, tam olarak ¢ikartilmig, kaynaklandig dokunun digina tagmig timor.
Grup 1l .

A: Lokalize, gross olarak gikartilmig, mikroskopik kalinti olan tiymor.

B: Tam olarak gikartilmig lenf nodu tutulumu olan rejyone! hastahk.

C: Mikroskopik kalintisi olan ve gross olarak gikartilmig,lenf nodu tutulumu olan
rejyonel hastalik.

Grup Uil

A: Yalniz biyopsi alinmis olan lokal veya rejyonel hastalik.

B: Primer tiimortin %50'sinden fazlasimn kaldig: hastalik.

Grup 1V

Tamda uzak metastaz.

Tedavi: Diger malignitelerde oldugu gibi RMS'da da bagarils bir tedavi igin ekip

caligmasi gerckmektedir. Tedavide cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi yer alir.

Cerrahi : Amag, vital fonksiyonlan ve dig goriniisii fazla bozmadan tiimériin
miimkiin oldugunca g¢ikartlmasidir. Bag-boyun gibi bazi yerlesim bélgelerinde,
yagamsal Snemi olan damar veya sinirlere yakinlik ve/veya kozmetik nedenlerle
tiimoriin tam olarak gikartilmasi miimkiin olmayabilir. Etkin kemoterapi ilaglarinin
kullammu ile radikal cerrahi yéntemler terk edilmektedir. RMS'da cerrahi olarak tam
gikartilabilirlik prognostik agidan énemlidir(56). Primer cerrahi sonrast mikroskopik
kalinti varsa, diger  tedavilere baglamadan 6nce mumkinse tam rezeksiyon
yapilmahdir, Bdyle vakalarda sag kahmin arttifs bildirilmektedir (35). Baglangigta tam
¢ikarilamayan tiimorlerde, kemoterapi ve radyoterapi sonrast geg rezeksiyon

yapilmaktadir . Metastatik vakalarda uygun olan metastaz odaklarmin gikartilmasi

onerilir(18,56). Niiks eden vakalarda, radikal cerrahiyi izleyerek radyoterapi ve daha

yogun kemoterapi uygulanmahdir(56).

Radyoterapi(RT): Tedavide onemli bir roli olan RT ile cerrahin tam
cikartamadify, Ozellikle bag-boyun ve pelvis yerlegimli tiimorlerde lokal kontrol
saplanabilir. Yumugak doku sarkomlan gok infiltratif oldugu igin, RT veya KT




cklenmeden yapilan genig eksizyonda lokal niiks %75 kadardir. Tam olarak gikartiimag
iyi histolojili timorler disindaki tiim olgularda primer timdr veya metastazlara RT
snerilir. Verilecek doz timdr bélgesine, evreye, yasa gore 4140-5040 cGy olarak
degisir(56).

Kemoterapi (KT). RMS'da hematojen ve lenfojen yayilumin sik olmasi, tam
¢ikartilan timérlerde bile lokal niikslerin sik goriilmesi, kemoterapinin énemini ortaya
koyar. Ilk KT denemeleri metastatik hastalarda tek ilagli olarak bagladi. Daktinomisin,
sitoksan, vinkristin, doksorubisin etkili bulundu. Wilbur ve arkadaglari kombine
kemotérapi (VAC) ile iki yillik %67 sag kalum elde ettiler. IRS 1972-1986 arasinda
2000 hastay1 degerlendirdi. Cerrahi, RT; KT'den olugan kombine tedaviye ragmen-grup
I'de %10, grup i'de %20, grup il'de %30. grup 1V'de %70 lokorejyonal nitks ve uzak
metastaz Agelismesi, IRS 1Il'de niiks sonrasi tedaviye ragmen bu hastalarn %95'inin

kaybedilmesi, yeni tedavi arayiglarina neden oldu(56).

Son dekatta degisik bir gok ilag denendi. Nitks eden sarkomlarda tek ilag olarak
sisplatin ve ctoposid ile %20, DTIC ile %15 yamt alindi. Cocuklarda niiks yumugak
doku ve kemik sarkomlarinda ifosfamid + etoposid ile iyi sonuglar alind. Tedavi
arayiginda digér bir aday MTX'tr. Cahgmalarda az sayida hastada %50 yamt
bildirildi. Alkilleyici bir ajan olan melfalan ile farelerde iyi sonuglar elde edildi (56).
Ayrica son yillarda yiiksek doz kemoterapi ve kemik iligi transplantasyonu
denemektedir .

Prognoz: RMS'da multimodal tedavi ile 5 yillik sag kalim oranlan Grup l'de
' %93, Grup ll'de %81, Grup lllde %73, Grup IV'de %30 civarndadu(18). En énemli
prognostik faktor, hastalifin Klinik grubu ve yaygmlik derecesidir. Metastatik olan,
cerrahi sonrasi makroskopik veya mikroskopik kalintis1 bulunan hastalann prognozu
daha kotii olmaktadir. Tiimériin yerlesim bolgesi de énemli bir prognostik kriterdir.
Yerlesim bolgesi, hem lenfatik ve hematojen metastazlara yatlanlik, hem cerrahiye
uyguntuk, hem de belirti ve bulgulann ortaya gikig siiresi agisindan dnemlidir. Ayrica,

gevre dokulann RT dozlarina duyarhihif da yerlegim yerinin Snemini arttirmaktadar.




Orbita ve mesane-prostat digs genitoiiriner sistem tiimorlerinde prognozun diger
bolgelerden daha iyi oldugu gosterilmistir. Difer bir prognostik faktdr, tiimériin
histopatolojik tipidir. Alveoler ve indiferansiye RMS'lar embriyonellerden daha kotii
gidiglidir. Onemli prognostik faktdrlerden biri de tedavi yamti olup, tafn remisyona
erken ulagilan hastalarda prognoz gok daha iyi olmaktadur(56)

Molekiiler biyolojideki gelismelerle birlikte RMS'da  yeni prognostik
belirleyiciler giindeme geldi. Sitogenetik g¢ahigmalar RMS'da karakteristik bir
kromozom anomalisi ortaya koydu. Alveoler RMS'larn yaklasik %70'inde
1(2:13)(q37:q14) saptandi(15). DNA igerigi g¢aligmalarinda, diploid tiimérlerde
prognozun daha kéti oldufu  gdsterildi. Diploid timérlerin kéti prognostik
lokalizasyon ve ileri TNM evresi ile birlikte oldugu, rekiiren timorlerde tiimdr
ploidisi anoploiden diploide dondityse tedavi sansimin  ¢ok azaldifi saptandi(75).
Miyogenezisin genetik kontrolii -oldugunun ortaya konmasiyla, bu konud;f da
caligmalar baglatildi. Bu alandaki buluglarin gelecekte RMS tedavisinde 'f. veya
prognozun tahmin edilmesinde yararh olacafi diiginilmektedir. RMS'daki
protoonkogen galigmalan nitkleer transkripsiyon faktorleri iizerinde yogunlagmig olup,
alveoler histolojide n-myc amplifikasyonu dikkati gekti. Tiimdr supresor genlerden
p53'iln mutant sekli RMS'larin énemli bir bolimitnde saptandi, Bunun varhifinin tedavi

yatint olumsuz yonde eikiledigi disintilmektedir(15).

Kanser tedavisinde basartyr onleyen faktorlerden biri olabilecegi kabul edilen
MDR, RMS'lar i¢in de giindeme gelebilir. Bu konuda yapilan ¢aligma sayis1 gok az
olup, simdiye kadar elde edilen verilerle, MDR'in RMS prognozundaki rolii igin kesin

bir yargiya varmak miimkiin degildir.




HASTALAR VE YONTEM

Hastalarin secimi:: Cesitli merkezlerden sevk edilen veya dogrudan onkoloji
polikilnigine bag vuran ve tedavileri istanbul Universitesi Onkoloji Enstitiisii Pediatrik
Onkoloji Béliimiinde baglatilan hastalar bu galigmaya alindi.

Tedavi éncesi degerlendirme; Rabdomyosarkom tamst, 151k mikroskobu ile
rutin histopatolojik inceleme ve immunohistokimyasal boyalar ite konuldu. Farkh
merkezlerden gelen tiimor dokulaninin hepsi 1.U. Istanbul Tip Fakiltesi Patoloji Ana
Bilim Dali tarafindan da degerlendirildi. Hastahk yaygmhgin degerlendirmek igin her
hastaya tiimér bolgesinin bilgisayarlt tomograﬁ (BT) ve/veya manyetik rezonans,
akciger BT, kemik sintigrafisi, ileri evrelerde kemik ilii aspirasyon veya biyopsisi

yaptldi, Evreleme igin IRS klinik gruplama sistemi (56) kullanildi.

Tedavi protokolii: Cerrahi girigimi (biyopsi veya rezeksiyon) izleyerek hastalar
kemoterapi ve radyoterapi agisindan degierlendirildiler. Enstitiimiizde uygulanan tedavi

protokolii gekil 2'de gosterilmigtir.

Tedavi yamtimin degerlendiriimesi: Protokollere . uygun olarak 16-20;
haftalarda yapilan ara degerlendirmede.konvansiyonel yamt kriterleri kullamldi(51).
Yanut degerlendirmesi yapilan hastatanin 19'u defierlendirme sirasinda radyoterapilerini

tamamlamiglardi, Diger hastalar radyoterapi almadu.

Immunohistokimyasal yontem: P-gp variam timor dokularmda aragtirmadan
once yapilan pilot ¢aligmada pozitif kontrol dokulan hazirlandi ve bu dokularda en iyi
sonucu saglayan immunohistokimy'asal ¢aligma parametreleri belirlendi. Bu ¢aliymada,
bibrek adenokarsinomu ve berrak hilcreli karsinom nedeni ile nefrektomi yapilan iki

- olgu ile Hodgkin hasfahﬁt nedeni ile evreleme laparotomisi sirasinda karacifer
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biyopsisi alinan bir olguya ait materyal kullanilds. Her ii¢ olguda da, daha &nce
kemo/radyoterapi  kullanilmammgti. Nefrektomi materyalinde tiimér disi kortikal
alanlardan doku émekleri ve karacifer biyopsi materyalinin tamam: %10’luk tamponlu
formalin ig¢ine alindi. Dokular +4°C’de alt1 saat siire ile tespit edildi. Tespitli dokular
Histokinett marka otomatik takip makinasinda 12 saat standart parafin blok takibine
alind1 (Bancrofft). Elde edilen parafin bloklardan 5pm kalinhifinda kesitler poly-l-
lysine (Sigma P8920) ile kaplanmis lamlara alindi. Kesitler +40°C’lik etiivde bir gece
bekletilerek kurutuldu ve lama yapigmasi saflandi. +55 *C’lik etiivde bir saat
inkiibasyondan sonra ksilenlerden gegirilerek deparafinize edilen kesitler, derecesi
ditsen etano! serilerinden suya- getirilerek hidrate edildi. Her bloktan elde edilen gok
sayida kesitin yansi, mikrodalga 1smnlama yontemi uygulandiktan sonra
immunochistokimyasal boyamaya alinirken, diger yarisma mikrodalga 1gmlama iglemi
uygulanmadl. "Antigen unmasking "yontemi olarak da bilinen mikrodalga 1ginlama
yonteminde (41) kesitler 50ml sitrat tampon (2.1gr sitrik asit, 1L distile su, PH 6)
iginde 2x5 dk siire ile mikrodalga finnda (Boch, Gourmet 2010) maksimum énerji
diizeyinde 1ginlandi. lkinci 1ginlama sonrasi kesitler 20dk sicak tampon iginde
bekletildi, distile suya alindi. Mikrodalga 1gmlama uygulanan ve uygulanmayan tiim
kesitler PBS igine alindiktan sonra immunohistokimyasal boyamaya gegildi. Kisaca su
asamalar suas1 ile oda sicakhgmda uygulandt: %3 v/v H202 g¢ozeltisi 20 dk,
nonspesiﬁk' protein blok gozeltisi (Biogenex, AA005m.kit) 20dk, degisik sulandirma
oranlarinda (1/10,1/50,1/100) olmak tiizere "monoclonal mouse, anti multi drug
resistance marker" P-gp antikoru (Biogenex, MU1740894 clone JSBI) 60dk, biotinli
antimouse sekonder antikoru (Biogenex, AA000Sm kit) 3bdk, fast red kromojen
sistemi (Biogenex, AA0005m kit) 15dk siire ile uygulandi. Yikama iglemlerinde PBS

kullamid:. Mayer hematoksilen ile 3dk’lik niiklear zit boya uygulanan preparatlar suda

eriyebilen kaplama maddesi ile kapatildi, Boylece her bir bloktan elde edilen kesitler
mikrodalgal: ve mikrodalgasiz olmak iizere ve ayrica primer antikor sulandirma
oranlani 1/10, 1/50, 1/100 olmak iizere alt1 farkli boyama sistemi ile boyanmig oldu,

Negatif kontrol testlerinde primer antikor yerine ‘nonimmune mouse’ serumu
kultamldi. Tium Kesitler 1gik mikroskopunda degerlendirildi. Hem test , hem de negatif
kontrol preparatlannda bdbrek distal tubulus ve toplayici kanal epitel hiicrelerinin




apikal kenarlarinda, lkullanlan antikor konsantrasyonlarma baghh  olmaksizin,
mikrodalga 1ginlama preparatlarinda daha belirgin olmak iizere pozitif boyanmalar
gorildii. Bu boyanmalarin negatif kontrol preparatlarinda da goriilmesi ve levanﬁsol
blok sistemi kullanimy ile kaybolmasi nedeniyle, endojen alkali fosfataz aktivitesinden
kaynaklandipn dilgiinildii. Primer antikor kullamlan test preparatlannda boébrek
proksimal tubulus epitelinin sitoplazma ve membraninda, karaciper hepatositlerinin
safra yollarina bakan membranlarinda pozitif boyanmalar' gdriildii (Resim 1,2,3). Bu
lokalizasyonlarda negatif kontrol preparatlannda boyanma goritlmedigi igin bu
boyanmalarin, P-gp ile primer antikor reaksiyonuna bagh spesifik boyanmalar oldugu
sonucuna vanldi. Spesifik boyanmalarmn 1/50 ve 1/100 primer antikor sulandirma
testlerinde bulunmadigr-goriildii- 1/10uk antikor sulandirmalaninda ise mikrodalgasiz
preparatlarda spesifik boyanma zayif iken, mikrodalga uygulanmg preparatlarda
belirgin  olarak  arttyyn  gorilldi.  Mikrodalgasiz  preparatlarda spesifik
" immunreaktivitenin zayif olmas1 ve ¢aligma grubunu olusturan materyalde arfﬁjen
korunumunun heterojen olugu gdz Oniine ahnarak, tiimdr grubuna ait qallg;mada

mikrodalga 1sinlama igleminin kullanilmasina karar verildi.

Tiimér olgularna ait argiv bloklarindan elde edilen hematoksilen eozin boyah
preparatlar histopatolojik olarak ele ahndi. Her olgudan immunohistokimyasal
caligmaya en uygun 1-3 adet parafin doku blogu segildi. Zemin boyanmasma yol
agabilecek nekrotik ve nekrobiyotik degigikliklerin en az; bag dokusu geligimi ve
inflamasyonun belirsiz; timoriin hiicreden zengin oldugu doku bloklan tercih-edildi.
Bu bloklardan elde edilen parafin blok kesitlerine pilot callsma sonucu belirlenen ve
ayrmtlan yukarida belirtilen immunohistokimyasal ¢aligma uygulandi. Bu galigmada,
mikrodalga 1ginlama ile “antigen unmasking” agamasindan sonra 1/10 sulandirma
oranindaki primer antikorun 60dk uygulandifi ydntem kullamildi. Negatif kontrol
kesitlerinde primer antikor yerine nonimmun mouse serumu , pozitif kontrol dokusu
olarak pilot galismada elde edilen bdbrek ve karacifer dokulan kullanildi. Sonuglar 151k
mikroskopunda dege;lendirildi. Her olguda en yaygin ve en yofun immunreaktivite
gosteren alanlar belirlenerek bu alanlarda her olgu i¢in toplam 100 timdr hilcresi

deperlendirildi. Her bir hiicreye gosterdigi immunoreakfivite giddetine gore O (hig




boyanma yok), 1(¢ok zayif-interstisyel alanla, zeminle benzer siddette- boyanma ,2

(orta derecede sitoplazmik ve/veya membranéz boyanma), 3 (kuvvetli sitoplazmik
ve/veya membrandz boyanma) degerleri verildi. 1 pozitif boyanmalar gergek, anlamli
immunreaktivite olarak kabul edilmeyip, nonspesifik reaksiyonlara bagh olabilecegi
digiiniildii. 2 ve 3 pozitif hiicre sayilarinin toplami %10 ve fistiinde olan olgular P-gp
immunreaktivitesi agisindan pozitif kabul edildi (41). Pozitif vakalara ait kesitler resim

4 ve 5'te gosterilmistir.

Istatistik: P-gp pozitif ve negatif gruplann tedavi yamti ve sag kahmlan
xarsilagtirildi. Sag kalim siiresi olarak, tamidan 6lim veya son kontrole kadar gegen
siire- alnd1. Sag kalim hesaplarinda Kaplan-Meier yéntemi kullaruld, iki grubun sag
kalimlart log rank testi ile karsilagtinldi. RMS'un klinik ézellikleri ile P-gp pozitiflifi;
hastalarin son durumu ile diger parametreler arasindaki iligki ki kare testiyle Yates
diizeltmesi yapilarak  aragtinldi. Parametrelerden besten az elemam olim.lar
degerlendirildiginde Fischer'in kesin ki kare testi se¢ildi. P-gp pozitif ve négatif
gruplarn yag ortalamalan arasmda fark olup olmadigim belirlemek igin  Mann -
Whitney U testi, grubun median yast olan 7 yagn altnda ve iistiinde yer alan
hastalarin P-gp degerlerini kargilagtirmak igin de ki kare testi kullanildu.




Sekil 2. RMS'larda tedavi protokolil dzeti
i Iy st i memmem wesmeemmseas e R31 (VCIUAMD) S4 afta
(titon lukaliz)’ RTi-)
Grup |
fyi odmayan Bisg ammesesmermmm e ones R3% (VCRAMDADRCYP.CPDD)IL halla
{tin wokalize) RT 6. hafta (t)
orbitat K32 (VCRAMD) 54 hialta
iyl lu'sluluj'/nuup;lrnmenzngial‘ RY 2 hafta{ +)
paratestikiilec®*
Grup 1l
Diger lokaliz. «—--------R.33 (VCR,AMD,ADR, ) 54 hafta
RT 2hafta (+)
Iyi oYmayan hig.-wesmrres-semneemsoecneoee R 38 (VCR,AMD,ADR,CYP,CPDD) 52 halta
(titm lokatiz) RY 6.hafla(¥)
rhitat
iyt histolojif nonparamenengial -------R.32 {VCR.AMD) 54 halta
RT 2hafla ()
Grup I paratestikitler----—-em-----R.34 (VCRAMD.CYP} 2 yil
RI 6 hafla{t}) g
mesyie tavan---—---- - R.37 A(VCRAMD ADR CYP,CPDD) 2yl
vaging RV -ee—-CR{-) '
uterus PR(+)
mesane boynu ---s-sess-m-- R 37 B(VCR,AMD,ADR,CYP.CPDD)2 yil
mesane dggeni RY 6. haftaf ¥)
prostat .
diger pelvik---mommmmmmmemes R 36 {YCR.AMD ADR.CYP CPDD;VP-16)2 yil
perineal penanal RT 6.hatta (F)
extreinite, givde
retroperiton
'lyi olmayan Bis. -=esammmssseermnnmmmosas s .- - R.16 (VCRAMD,ADR,C YP.CPOD VP-16) 2 il
(tiw lokaliz) RT 6.hafta(+) ’

* Mayis 1993°den sonra ileri evre ve alveoler histolojili olgutarda yitksek doz endoxanli
VAC protokolii (Vinkristin L5 mg/m2 Act D 0:015 mg/m’S5, Endoxan 1.2-2 g/m?)
uygulanmugtir, ‘




Resiml Normal bibrek proksimal tubulus epitel hiicrelerinde sitoplazmik P-170 gp

immunoreaktivitesir .. * . ..:.” {Fast red kromojeni, x310).

Resim2 Normal bibrek proksimal tubulus epitel hiicrelerinde sitoplazmik P-170 gp

immunoreaktivitesi (Fast red kromojen, x500).




Resim3 Normal hepatositlerde safra kanalikilllerine bakan yilzlerde membraniz P-

170-gp-immunoreaktivitesi (Alkali fosfataz kromojeni, x500)-




Resini4 Timor hiicre sitoplazmalarinda sitoplazmik P-170 gp immunreaktivitesi

(Fast red kromaojeni,x125).

Resim5 Tilmér hiicre sitoplazmalarinda sitop[azmik p-170 gp immunreaktivitesi

(Fast red kromojeni,x500).




BULGULAR

Onkoloji Bilim Dalinda 1989-1996 arasinda tedavi gormiis olan 22 rabdomyosarkomlu
hasta ¢aligmaya alindi. Yaglan 2-18 arasinda depisen (median 7 yag) 22 hastanm 111
erkek 11' kizdi (E/K=1). Tiimérlerin dérdis erken evre (Grup 1 - 11), 18' ileri evre (Grup
1l - 1V) olup; dokuz tanesi pelvis ve genitoiiriner sistem (dort pelvik, iki vagen, bir
paratestlkuler bir mesane, bir perine), sekizi bag-boyun (beg parameningeal, biri orbita
olmak iizere ii¢ nonparameningeal bag-boyun), dordil ekstremite, biri govde yerlegimli
idi. RMS tams: alan timdrler hlstolo_]lk tiplerine gére aynldi (Onbesi embriyonel, besi
alveoler, ikisi indiferansiye idi). Kemoterapi olarak ileri evre ve alveoler hlStOlO_]lll
vakalarin on altismna yiiksek doz VAC, birine rejim 33, birine rejim 36, birine rejim
37; erken evre ve 1yi hlstolo_uh (embriyonet) hastalarin birine rejim3 1, birine rejim 32,
birine rejim 36 kullamldi. Grup 1 ve iyi histolojili bir hasta ve tedaviyi terk eden iki
hasta digindaki tim hastalara RT uyguland:. Tablo 8'de hastalarin ozellikleri

belirtilmigtir

Hastalarin  Gzellikleri: {stanbul Universitesi Onkoloji Enstitiisii  Pediatrik




Tablo 8. Hastalarin ézellikieri ve P-gp sonuclar:

i [Ne Cins Yay Hist Bolge IRS KT RT Ara Son Inlem  Pgp
: Grup Yanmt  Durum  Siresi

1 Kiz 18 A Ekst. 11 VAC + CCR CR 11 ay -
12 Erkek 3§ E PMBE III VAC + PR Ex 5ay -
113  Erkek 14 E PT 11 R32 + CCR CR Bay -
4| Kiz 2 E Ekst, Hm  VAC - PD Ex 8§ ay +
115 Erkek 11 E PMBB IV VAC + PR PR 6 ay -
il  EBrkek 12 E BB I VAC + NR NR 5ay +
ql7 Kiz 4 E Ekst. m VAC + PR CR 14 ay -
ils Kiz 6 A Govde 1 VAC + PR PR 6 ay -
iy Kiz 6 E BB I VAC - PR Terk 5ay -

10 Erkek 2 E PM BB Il VAC + PD Ex 7 ay -

1 Kz 3 A Vajen HH VAC + PR CR 27ay. -

12 Kiz 5 E Gz I VAC + PD Ex 11 ay +

1l Xz 14 A Vulva IV R3¢ + CR Ex 26ay  +

H Kz 2 E Pelvis 11 R36 + CCR  Ex 49 ay -

15 Kz 12 ! PMBB III VAC + PR CR 18 ay -

16 Erkek 2 E Ekst IIX R33 + PR CR 70 ay +

17  Erkek 2 E Mesane Il R37 + PD Ex 3ay +

18 Erkek 10 I Pelvis 1A% VAC + PD Ex 8 ay +

(119  Erkek 18 A PMBB 1l VAC + PD Ex 10 ay +
120  Erkek 9 E Pelvis | VAC + PR PR 23 ay -

21 Kz 12 E Vajen I R31 - CCR CR 38 ay -

22  Erkek 8 E Pelvis v VAC + PD Ex 25 ay -
Hist=Histoloji A=Alveoler E=Embriyonel I=Indiferansiye
FEkst=Ekstremite = PM BB=Parameningeal bag-boyun PT=Paratestikiiler
BB=Bag-boyun KT=Kemoterapi RT=Radyoterapi
CCR=Devam eden tam yanit CR=Tam yamt PR=Kismi yamt
NR=Yamtsiz PD= Progresif hastalik

Immunohistokimyasal ¢alisma sonuglar:: THC uygulanan 22 RMS'lu hastanmin
sekizi ( % 36) P-gp pozitif olarak degerlendirildi.

Klinik Ozeltikler ile P-gp iliskisi: P-gp pozitifligi ile cinsiyet, yay, histolojik tip,
bélge ve IRS klinik grup arasindaki iligki aragtinldi. Bu parametrelerin hig birinde
istatistiksel olarak anlaml: bir fark bulunmadi. (Tablo 9) P-gp pozitif ve negatif
gruplann yas ortalamalan arasinda da fark yoktu. ( Mann-Whitney U  testi ile p=.86).

Tedavi yamh igin 16-20. haftalarda yapilan ara degerlendirmede, cerrahi sonrasi |
makroskopik tiimori kalmamug olan grup 1 ve Il dort hasta diginda kalan 18 hastada
objektif yamt degerlendirildi. Yamtli (CR ve PR) olan on hastanmn ikisinde (%20),




yamtsiz (NR,PD) sekiz hastanm ise altisinda (%75) P-gp pozitif bulundu. (Tablo 9) Bu
fark istatistiksel olarak anlamli idi (p=.03).

n | P-gp(¥) P-gp (-) | Pdegeri
Yas ‘
7 yag ve alty 11 14 7 1
7 yay distii 11 4 7
Cinsiyet 66
Kiz 11 i3
Erkek 15 6
Bolge ; 1
1 4 1 3
K 18 : 7 11
IRS Grup 27
1l 4 10 4
-y 18 8 10
Histoloji ) 1
Iyi - 15 i 5 10
Katil 7 3 4
Ara Yamit .03
CR+PR & 10 ;2 8
NR+PD g8 |6 2 ‘

f=lyi  prognostik  (g0z, " mesane-prostat  digt  genito-iiriner sistem)

K=Kaétii prognostik (diger) fyi=Embriyonel Kotii=Alveoler ve indiferansiye
CR=Tam yanit PR=Kismiyanit ~ NR=Yantsiz PR=Progresif hastaltk




P-gp sag kalim iligkisi: Tim gruptaki 22 hastanin 10'u hastalik nedeni ile 61dit.
Median izlem siiresi 26 ay idi. Kaplan-Meier ile yapilan saf kalim hesaplarinda tiim
grabun 1 ve 2 yillik sag kalim oram %62 bulundu. Erken hastaliklt (IRS grup 1 - 1)
dort hastanin biri 49. ayda lokal niiks ile kaybedildi. Bu gruptaki sag kalim analizinde
1 ve 2 yilhik sag kalim %100 olarak bulunmugsa da, say1 az oldugu i¢in bu deger ¢ok
anlamlt degildir.ileri hastabkli (Grup 1l - V) 18 hastanin dokuzu 6lda. Bir ve iki
yillik sag kalim %51 olarak hesapland: (p=.15).

Kotii prognoziu (alveoler ve indiferansiye) histolojik gruptaki yedi hastamn {igi,
iyi prognostik(embriyonel) gruptaki 15 hastanun ise yedisi kaybedildi. K6tii histolojili
grupta 1 ve 2 yillik sag kalim %66, iyi-histolojili-grupta ise %60 olup, aradaki fark
istatistiksel olarak anlamh degildi (p=.835).

lyi prognostik lokalizasyonln (orbita,mesane-prostat dist genito-liriner ‘sistém)
gruptaki dort hastanin biri 6ldii. Bu grupta bir ve iki yillik sag kalim %75 oiarak
hesaplandi, Ancak hasta sayisi yeterli degildi. Difer lokalizasyonlu 18 hastamn
dokuzu kaybedildi. Bir ve iki yillik saf kalunlar %59 bulundu (p=25).

Ara deperlendimmede, cerrahi sonrasi tam yamit elde edilen grup 1 ve 1 dort
hastada tam yamt siiriiyo;du (CCR). Geri kalan on sekiz hastanin onunda CR ve PR
saglandi. Bu hastalarin ikisi 6ldit. Bir ve iki yillik sag kalhm %90 bulundu. Yamtsiz
olan (NR,PR) sekiz hastanin yedisi kaybedildi: Bu-grupta bir ylltk sag kalim %14 olap
iki grup arasindaki fark istatatistiksel olarak anlamlt idi (p=.603).

P-gp rpozitif gruptaki sekiz hastanin altis1 61dii. Bir ve iki yitlik sag kahm %29
bulundu. P-gp negatif olan 14 hastamn ise dordil kaybedildi. Bir ve iki yillk saf kalim
%83 olarak hesaplandi. Aradaki sayisal fark biiyiik olmakia birlikte istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi (p=.11). P-gp'i pozitif olup yagayan bir hasta en uzun izlem
stiresine (70 ay) sahiptir. Bu hastamin jzlem siiresi, tiim grubun median izlem siiresi
olan 26 ay olarak alindipinda iki grup arasmdaki sa§ kalim degerleri arasindaki fark




anlamli olmaktadir (p=.04). Klinik 6zellikler ve P-gp degerinin sag kalim ile itigkisi
tablo 10'da gosterilmigtir.

Tablo 10. Klinik ézelliklerle P-gp'e gire son durum ve sag kalum ilighisi

Faktor n Son | Durum 1Yillik P degeri
Sag kalim
Yagayan Olen |p

Cinsiyet 33 P18
Kiz 11 7 4 %77

Erkek P11 i 5 %46
. Yag 33 54
7ve alt 1 s %46

7 yag isii 1 7 4 %77

Balge 37 25
Iyi 4 i3 1 %75

Kotil 18 9 9 %59

IRS grup 37 15
L1 4 3 1 %100

-tV 18 :9 9 %351

Histoloji .61 .85
Iyi 15 7 %60

Kota 7 4 3 %66

Ara yanit .007 .003
Yanuth 10 8 2 %90

Yamtsiz 8 1 %14

| P-gp .047 1

Poutif g8 12 %29

Negatlf 14 10 %83




|

—s<—<-ctn 0]
!

R C 1.2

Tiim gmbhn genel saf kalm, ara degerlendinme-sag kalun, P-gp -sag kalim
egrileri gekil 3,4 ve 5'de gosterilmigtir.
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Sekil 4. Ara degerlendirmede yanith ve yamitsiz gruplarin sag

kalim egrileri
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Sekil 5. P-gp pozitif ve negatif gruplarin sag -kalim egrileri .
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TARTISMA

Cocukluk ¢ag1 RMS'laninda primer ilag direncinin énemini arastrmak amaci ile
yaptipimiz galismamizda, 22 gocukluk ¢agi RMS vakast tedavi 6ncesinde P-gp varhif
yéniinden arastirtltp, P-gp pozitifliginin kemoterapi yamit: ve sag kalim iizerine etkisi
incelendi. P-gp'in saptanmasi igin IHC kullamlidi ve antikor olarak JSB1 monoklonal
antikoru'secildi. Vakalarin %36'sinda P-gp pozitifligi saptandi. Hastalanmizin tiimii
tedavi gormeden cahgmaya alndifi igin bulunan defer primer ilag direncini
yansitmaktadir, Serimizde P-gp pozitifligi ile ara yamt arasinda iligki bulundu. Tedavi
yamtim degerlendirmek igin 16-20. haftalar arasinda yapilan ara degerlendirmede P-gp
negatif olanlardaki objektif yanit oram, P-gp pozitif olanlardakinden belirgin se}{ilde
daha yitksekti. P-gp pozitif hastalardan olenler daha fazla olmakla beraber, sag kalim
hesaplaninda istatistiksel fark bulunmadi. Hasta sayist ve izlem silresi arttiktan sonra

P-gp'in  sag kalima etkisi icin daha iyt yorum . yapilabilecektir.

P-gp'in varlig1 ve prognostik 6nemi ile ilgili en énemli ¢ahgmalardan biri olan
Chan ve arkadaglannin ¢aligmasinda(9), q:ﬁcﬁkluk ¢agindaki 30 hastada (22 RMS, sekiz
diferasiye edilmemig sarkom) IHC ile C219 ve C494 antikorlart kullamlarak 62 tane
formalinle fikse edilmig--rnekte galigildi. Hastahk baglangicinda ve seyri sirasinda
P-gp ckspresyonu aragtinldi. Primer direng hastalanin %10'unda saptandi. Tedavi
sirasinda bakilan érneklerle pozitiflik orant %30'a gikt1. P-gp negatif olan grupta yamt
orani, rolapssiz ve toplam sag kalim oranlan P-gp pozitif olan gruba gore belirgin
olarak daha iyi idi. Evre, bolge gibi prognostik faktorlere gore degerlendirme
yapildipinda da P-gp'in sonuca etkisi anlamimt korudu. Bizim galigmamizda tedavi
yamtt P-gp varlifindan etkilenirken, sag kalim oram etkilenmedi. Chan ve
arkadaslarinin gahgmasi tek bagma RMS'lan igermiyordu. Kullamlan yéntem aym
olmakla birlikte, segilen antikor farkh idi. Aynca, THC yalmzca tedavi dncesi degil,

tedavinin herhangi bir agamasinda da yapilmugh. Yani, burada hem primer hem de
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kazamlmus ilag direncinin sag kalina etkisi incelendi. Bizim ¢aligmamizda ise yalmz
tedavi oncesi P-gp varhi aragtinldl ve primer direncin ara yamti etkiledigi saptandi,
Her vakanwn tedavi sirasindaki doku drneklerine ulagilamadiff igin kazanilmmg direng

aragtirtlamadi. Ayrica bu ¢aligmada izlem siiresi bizimkinden daha uzundu.

Bu konuda vyapimis en bilyik calisma olan Kuttesch ve arkadaglannin
caligmasinda(41) ise, bizim serimizde oldugu gibi, yalmz tedavi gérmemis hastalar
incelendi. C219, C494, JSB1 antikorian ile 76 hastada gahgildi. fmmun alkalen
fosfataz teknigi kullamldiginda C219 antikoru ile 76 hastamn 32'sinde (%042), C494 ile
59 hastamn 38'inde (%64), JSB1 ile 58 hastanin 37'sinde (%64); immun peroksidaz
yénteminde C219 ile 48 hastanin 6'sinda (%13), JSB1 ile 48 hastanin 20'sinde (%642)
pozitifiik saptandi. Bizim calismarmzda JSB1 antikoru ile alkalen fosfataz teknifii
kullanildi. Primer pozitiflik oram Kuttesch ve arkadaglarminkine gore daha dilgik
bulundu (%36). Kuttesch ve arkadaglanmn galigmasinda her bir antikor tek tek ele
alindiginda, P-gp pozitiflifinin prognozu etkilemedigi belirlendi. Her ug annkorla
birden pozitif boyananlarda ise sag kalim negatif olan gruptan daha yiiksek bulundu.
Bizim ¢aligmamizdan farkh olarak, P-gp pozitifligi tedaviye ara yaniti etkilemedi.

Cocukluk ¢ags RMS'larindaki bu iki snemli galigma ve bizim galigmamizda elde
edilen primer diren¢ oranlan farklihk gostermektedir, Chan ve arkadaglanmn
kullandiklann antikor farkli oldugu igin bu oranlari kargilagtirmak dogru degildir.
Kultesch ve -arkadaglarmin gahigmasinda kuilamlan antikorlardan biri bizim
kullandigimz antikor olmasmna ragmen sonuglar oldukr;‘a farkhidir. Burada IHC
yontemlerinin standardizasyonu tartlsﬂabﬂnr Bir doku 8meginin ﬁksasyona alinma ve
fiksasyonda kalma siiresi, fiksatriin tipi, takipte uygulanan iglemier her merkeze gore
farkhilik gostermektedir. Kutesch ve arkadaglannin = galigmasinda  vakalann bir
bslimiinde B-5 fiksasyonu kullamlmigtir. Bu sistem antijeni daha iyi koruyan bir

sistemdir ve pozitiﬂiﬁin artmasina neden olmug olabilir. Cahgmamuzdaki preparatlar.
degigik merkezlerden gelmis olup, fiksasyon igin formaldehid kullamilmaktadir. Ayrica

her merkezin fiksasyon ve takip islemlerinde olabilecek farkliliklar antijen korunmasim




etkilemis olabilir. Karsilagtirma yapilan ¢alismalann teknik kogullari aymi olmadikga
safhikli bir yorum yapmak gi¢lesecektir,

Literatiir incelendiginde, sarkomlardaki dier galigmalar birden g¢ok sarkom
tipint igermektedir. Gerlach ve arkadaglarn(28) 25 sarkomlu hastada (Bir adenosarkom,
bir kordoma, bir fibrohistiyositom, iki hemanjiyoperisitom, yedi leyomiyosarkom, dért
fiposarkom, bir mezenkimal, {i¢ norojenik, iki osteojenik, bir ifsi hiicreli, iki
smlﬂanmanﬁs sarkom) THC ve immunoblotting ile P-gp ekspresyonu aragtirdilar. Ug
tanesi daha once tedavi almamig (Norojenik sarkom, liposérkom, igsi hiicreli sarkom),
iigh almg (Indiferansiye sarkom, leyomyosarkom, norojenik sarkom) olmak iizere
toplam alti ‘hastada pozitiflik -buldular. Pozitif olan hastalarmm hi¢ biri kemoterapiye
yamt vermedi. Negatif gruptan yalmz bir hastada remisyon saglandi. Aym ¢aligmada

sarkom dig1 diger 35 tiimdr 6rneginin hig birinde ekspresyon saptanmadi.

Verginer ve arkadaglari(74) klinik olarak ilaca direngli 22 sarkomlu hastadé
(Bes Ewing sarkom, {ig malign fibroz histiyositom, ii¢ leyomyosarkom, iki RMS, iki
liposarkom, iki kordoid sarkom, bir igsi hiicreli, bir diferansiye edilememig, bir anjiyo,
bir epiteloid, bir dermotofibro sarkom) northern blot, dot blot, in situ hibridizasyon ile
mRNA; MRK16, JSB1, C219 monoklonal antikorlarinin kullmﬁldlgl IHC ile P-gp
aradilar. Tim grupta yalmz Ewing sarkomlu bir hastada hem artmig mRNA diizeyi,
hem de kullanilan ti¢ ayn antikor ile P-gp belirlendi. Yedi tanesi tedavi gbrmiig olan on
iki hastada-da MRK16 antikoru ile P-gp saptandi. Bu galigmada, insan sarkomliarinda
MDRI1 agin1 ekspresyonunun olabilecegi, ancak bunun ilag dil:encinin asil mekanizmasi
olmadif1 diigiiniildii. '

Stein ve arkadaglari(69) erigkinlerde slot blot ve northern analiz ile dort
rabdoniyosarkomun ikisinde, dokuz malign fibroz histiyositomun (MFH) {igiinde, iki
leyomyosarkomun hepsinde, ii¢ éinovyal sarkomun ikisinde, sekiz ndrofibrosarkomun
yedisinde, diger alh yumugak doku sarkomunun beginde olmak i{izere toplam 32
yumugak doku sarkomunun 21'inde (%66); onbir osteosarkomun onunda, dért MFH'un

birinde, yedi kondrosarkomun beginde, ii¢ Ewing sarkomun ikisinde, dort diger kemik




tiimariiniin ginde olmak tizere toplam 29 kemik sarkomunun 21'inde (%72) MDR1
pozitifligi saptadilar. Yitksek MDRI ekspresyon diizeyi daba ¢ok osteosarkomlarda,

orta ekspresyon kondrosarkom, Ewing sarkom, RMS, leyoﬁlyosarkom, sinovyal
sarkom, norofibrosarkom, MFH'da saptand:. Histopatolojik grad, metastaz .egilimi,
kemoterapi sonrast timor nekroz oram, kemik tiimérlerinde kemoterapi Oncesi ve
sonras: serum alkalen fosfataz diizeyleri gibi klinik parametreler ile MDRI pozitifligi
iligkili degildi. Sag kalim stiresi MDRI pozitif ve negatif gruplar arasinda istatistiksel

fark gostermedi.

Osteosarkomdaki ~ diger ¢aligmalarda Wunder ve  arkadaglann onbes
osteosarkomun dokuzunda MDRI ekspresyonu gosterdiler(65). Ekspresyon saptanan
grup kotit prognozlu olma egiliminde idi. Baldini ve arkadaslan(1) 92 osteosarkom
vakasinda C219, MRK-16, JSB-1 antikorlanni kullanarak THC uyguladilar. Vakalarm
28'inde (%30) P-gp diizeyinde artig saptandi. P-gp artigl olan hastalarda olaysiz sag

kalim diigiik bulundu. Ameliyat dncesi yapilan kemoterapiden sonra belirlenen timér
nekrozu yaygmhgs ile P-gp diizeyi arasinda iligki yoktu. Sera ve arkadaslar(65) 79'n
primer, 26'st metastatik toplam 105 osteosarkomda immunofloresan yontem kullanarak
P-gp ekspresyonunu degerlelirdiler. Primer vakalarn 9.23'inde, metastatiklerin ise
9,50'sinde agirt ekspresyon bulundu. Aym tedaviyi goren ve median en az 24 ay
izienen 38 hastada P-gp'in agin ekspresyonu, yiiksek nitks oran: ve daha kotii prognoi
ile birlikte olma egiliminde idi. Bu bulgular osteosarkomda P-gp'in prognostik bir
gosterge -olabilecefini, ancék' saghikli yorum i¢in daha biiyitk serilerde yapilacak yeni
galigmalar gerektigini diigiindtirdii. |

Hijazi ve arkadaglani(36) Ewing sarkom ve PNET'li 35 hastada C219 ve JSB-1
antikorlan ile P-gp aradilar. Onbes hastamn preparatlari hem tedavi dncesi, hem de
sonrasnda degerlendirildi. Tedavi oncesi pozitif olan yedi hastanm yalniz birinde
tedavi sonrasi negatiflik bulundu. Tedavi dncesi negatif olan sekiz hastamin dérdii
niikste pozitiflesti .Hastalann 20'sinde tek ornekte gahsliabiliﬁdi. Tedavi 8ncesi bakilan |
ondort hastanmn dokuzu, tedavi sonrast bakilan alt hastamn figii pozitif idi. P-gp

pozitifligi ile rolapssiz saf kalhm arasinda istatistiksel olarak fark bulunmadi. Ancak




saglikli bir degerlendirme igin hasta sayisi yeterli degil. Primer tiimorlerde pozitifligin
yiiksek olmasi, Ewing sarkom ve PNET'te P-gp ekspresyonunun intrensek olabilecegini

disgiindiirdii.

Tawa (70) ve arkadaglani dort yaginda, karaciferde diferansiye edilememiy
sarkomu olan bir gocukta dot blot hibridizasyon teknigi ile MDR1 gen dilzeyi baktlar.

Baglangi¢ dilzeyine gore birinci nitkste yedi, ikinci nitkste ise onbir kat artig belirlendi.

Simdiye kadar yaptlan ¢aligmalann hig biri standart kosullart icermemektedir.
Kullanilan yontem, hasta se¢imi, tedavi protokolleri her galigmada farklidir. MDRY
belirtemede farkli yontemler kullanilabilir. Birden fazla yontemin aym vakalarda
kullamlip yorumlandifi ¢aligma sayiss ok degildir. AML'deki bir galigmada slot blot
analizi kullamlarak [HC den daha yiiksek oranda pozitiflik saptandi(44). Merkezi sinir
sistemindeki PNET'lerde western blot ile P-gp ekspresyonu, PCR ile MDR1 mRNA |
pozitifligi saptanirken, southern blot ile hig bir timérde MDR1 gen ampliﬁkasyonﬁ
belirlenemedi(71). Sarkomlarda yapilan bir galigmada DB ve ISH metodlan ile MDR1
mRNA ve iig antikérun kullamdign THC ile P-gp arandi. Yirmi iki vakanin yalniz
birinde mRNA ekspresyonu saptandi. Aym vakada timér hiicrelerininin %100'd
kullanilan ii¢ monoklonal antikorun her biri ile spesifik boyandi. MRK 16 antikoru ile
* on iki vaka pozitif bulundu, C219 ve JSB1 antikorlan ile birer, MRK16 ile yedi vakada
stromal hiicreler boyandi. Caligma sonunda DB ve ISH yontemleri arasinda uyum
gozlendi. ISH'un duyarlihiginm biraz daha iyi oldugu, ancak her iki y&ntemin de diigitk
diizeydeki mRNA ekspresyonunu belirleyemeyecegi sonucuna vanidi. Bu tir
vakalarda PCR gibi daha duyarli yontemlere gerek oldugu belirtildi(74). Sarkomlarda
yapilan diger bir galigmada 92 vakanin 70'inde PCR ile MDR1 mRNA saptanirken SB
ile hig pozitiflik bulunmadi. PCR 'in bu derecedeki -duyarhhgl, sonuglar klinik direngle
iligkili olursa degerli olacaktr. Bu galigmada IHC panelindeki ii¢ antikor farkh
boyanmalar verdi. Ozellile MRK16 monoklonal antikorunun sonuglant C219 ve
JSBUY'inkilerden farkliydi. Yirmi iki sarkomun onikisi yalmz MRK 16 ile boyand: ve bu
vakalarda DB ve ISH ile mRNA ekspresyonu saptanmadll. C219 ile bir, MRKI16 ile

sekiz vakada stromal hiicrelerde immun reaksiyon belirlendi. Bu durum daha &nce




meme kanserindeki bir galigmada stromal hiicrelerde ve gogunlugunu lenfomalann
olusturdugn gesitli timorlerdeki bir caligmada da stromal hiicreler ile makrofajlarda
bildirilmisti(74). Bu tiir bir reaksiyon JSB1 antikoru ile hig bildin'hneﬁlistir_. Bizim
¢aliymammzda JSB1 antikoru kullandmig ve stromal boyanma saptanmamustir. Bu tir
sonuglar, IHC g¢ahigmalarm, ozellikle de MRKI1 ile yapilamn, MDR1 mRNA
ekspresyonunu belirleyen yontemlere gore daha az spesifik veya daha sensitif
oldugunu gosterebilir mi? Genellikle dnerilen, farkli epitoplara yonelik antikorlarin
kullanilmas: ve pozitif sonuglarn mRNA ekspresyonunu saptayan yéntemler ile
dogrulanmasidir. Caligmamizda ckonomik ve teknik olanaksizliklar nedem ile tek
antikor kullanilmustir.

Bir titmér tipinde MDR'in 8nemini gosterebilmek ve bunu bir prognostik faktor

olarak kabul edebilmek i¢in ¢ok sayida hastada standardize edilmis galigmalar

yaptimalidir. Gilnitmiize kadar yapilmig galigmalar bu kogullan igermemektedir. Aym
yontemi, ornegin IHC kullanan galigmalarda bile, hasta segimi, dokularin hazirlanmasi,
depolanmasi, kullanilan antikor, boyama ve deferlendirme ySntemleri farklidir. Bu
nedenle, yapilan ¢aligmalart birbirleri ile kargilagtirip yorum getirmek pek miimkiin
degildir.

Kanser tedavisindeki gelismeler ile birlikte, diger tiimérlerde oldugu gibi
RMS'da da sa§ kalim oranlan artmigtir. 1970'de gocukluk ¢ag RMS'larmdaki ortalama
sag kalm yaklagtk %25 .iken(I8), IRS ll sonuglarma gore giiniimiizde %65'e
ulagmustr(17). Ancak, yine de RMSTu gocuklann onemli bir bolimii tedavi
edilememektedir. Bagari oramm: arttrmak igin bagariyr Smleyen faktérlerin ortaya
konulmas: ve bunlara yonelik yeni tedavi modellerinin olugturulmas: gerekmektedir.
Molekiiler biyolojideki ilerlemeler, RMS'un kékeni ve biyolojik davranigt ile ilgili daha
ayrintili  bilgiler edinmemizi saglayacaktir, Radyo-kemoterapi yamitini etkileyen
faktorler bilindiginde, hangi hastalarda daha az toksik, hangilerinde yogun tedavi

gerektigini belirlemek kolaylagacakir.




RMS'da prognozu degerlendirmek igin cegitii molekiiler yaklagimlar vardir.
Miyogenezisin genetik kontrolii, tiimér supresor genler, hiicre siklisiindeki S fazinda
bulunan hiicre oraninin etkisi, protoonkogenler ile iiriinlerinin rolii aragtirilan konulann
baglicalanidir. Aynica, difer bir gok tiimér tipinde oldugu gibi, ila¢ direncinde MDR
genin ¢nemi RMS'da da sorgulanabilir. Giiniimiize kadar yapilan gahgmalarda,
sarkomlarda MDR1 agin1 ekspresyonunun olabilecegi, bunun tek basina olmasa da, ilag
direncinden sorumiu tatulabilecegi bildirildi. Yumusak doku sarkomlarnndaki en
onemli gahigmalardan birinde P-gp pozitiflifinin  kétit prognoz kriteri oldugu,
digerinde ise prognostik dnemi olmadifi  digiiniildii. Caliymamizda gocukluk ¢ag:
RMS'larinda tedavi dncesi P-gp pouzitifligi (primer direng ) %36 bulundu ve pozitiflik
tedaviye ara yamti olumsuz-ysnde etkiledi. RMS'da tedaviye yanitin prognostik énemi
bilinmektedir. Primer ila¢ direnci gosteren hastalarda tedaviye yanitsizhgin daha
yiiksek olmasi tedavide farkli bir yaklagim: gerektirebilir. Bu hastalarda kemoterapi
direng kiric1 ilaglarla birlikte kullanilabilir veya MDR grubunda olmayan ilaqla{

segilebilir, ilag direncinin daha iyi anlagilmasi ve gerekli 6nlemlerin alinmast ile

RMS'dan kaybedilen gocuklar igin yeni bir umut belirecektir.
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OZET

Son yillarda kanser tedavisinde 6nemli agamalar elde edilmesine kargin, hala
bazi kanser tiirleri tedaviye yamt vermemekte, bazis1 da baglangigta yamth iken daha
sonra direng kazanmaktadir. Kemoterapinin bagansiz olmasinda bir gok faktor etkili
olabilir. Kemoterapi ilaglarma karsi olugan direncin en iyi tamimlanmig mekanizmasi
MDR olup, burada dogal kaynakh bir sitotoksik ilag ile kargilagan memeli hiicresinin
secilmig ajanlara direng gelistirmesi s6z konusudur. MDRI geninin iiriink olan P-gp,
diregli hijcrelerin membranlarinda enerjiye bagimh ilag "efflux" pompasi olarak gorev

yapar ve belirli ilaglarm hiicre iginde birikimini énleyerek onlary etkisiz kilar.

Cocukluk ¢agi RMS'larinda multimodal tedaviye ramen istenilen dﬁzeydé
basan  saglanamamaktadir. Yogun kemoterapiye her zaman yamt almamamast,
baglangigta var olan veya sonradan kazamlan ilag direncini giindeme getirmigtir. Bu
konuda yapilan ¢aligma sayisi yeterli degildir,

Calismamizda, yaslan 2-18 yas (median 7 yas) arasinda degisen, 11'i erkek, 114
kiz (E/K=1) tbplam 22 RMS olgusunda tedavi oncesi P-gp varlifa aragtirldi ve P-
gplin tedavi yamti ile sag  kaluma etkisi incelendi. P-gp'in aranmasinda
immunohistokimyasal ybntem segildi ve monoklonal antikor olarak JSB1 kullanids,

Caligma sonunda:

1) Caligmaya alman 22 RMS'lu hastanin 8'inde (%36) P-gp pozitif bulundu,
Caligma grubunun timint tedavi grmemig hastalar olugturdufu igin bu deger
grubumuzdaki primer direng oramm gostermektedir,

2) P-gp pozitifligi ile hastalarm yag, cinsiyeti, klinik grup, timorin yerlegim
bolgesi ve histolojik tipi gibi 6zellikler arasmnda istatistiksel bir iligki saptanmadu,
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3) Kemoterapi yanitt i¢in yapilan ara degerlendirmede elde edilen yamt ile P-gp
pozitiflifi arasinda anlamh bir iliski bulundu. P-gp pozitif grupta objektif yamt
{CR+PR) orami (%25), P-gp negatif olanlara gére (%80) daha azdi (p=.03).

4) Ara degerlendirmedeki yanitin ve P-gp degerinin hastalarin son durumlarim
(vagryor/6ldii) etkiledigi saptandi. Ara degerlendirmede objektif yamit elde edilen 10
hastanin sekizi (%80) yasarken, yanitsiz sekiz hastadan yalmiz biri (%13) yagamaktadur
{p=.007). P-gp pozitif olan sekiz hastamin ikisi (%25), P-gp negatif olan 14 hastamin
ise on tanesi (%71) hayattadir (p=.04}.

5) Hastalann saf kalmnlant incelendifinde, sa§ kalimi etkileyen tek klinik
ozelligin ara dégerlendirmedcki tedavi yamitt oldugu saptandi. Yanith: grupta bir yillhik
sag kalim %90, yanitsizlarda ise %14 bulundu (p=.003). '

6) Héstalann P-gp sonuglan ile sag kalimlan arasindaki iligk: incelendiginde, P-
gp pozitif hastalarda iki yillik sag kalim %?29, P-gp negaﬁf grupta ise %83 olarak
hesaplandi, Aradaki sayisal fark yiksek olmakla birlikte, istatistiksel olarak anlamh
bulunmadi (p=.1). Ancak, P-gp deperinin sag kahma etkisini saghkli olarak

yorumlayabilmek igin hasta sayisi ve izlem siwresinin artmas: gerekmektedir.

Bu galigma sonucunda, gocukluk ¢agi RMS'laninda primer MDR'in olabilecegi,
primer direngli olgularda tedaviye ara yamtin kétii oldugn séptandl. RMS'larda tedavi
yamtinin prognozu etkileyen bir faktér oldugu bilindiginden, primer ilag direnci
saptanan grupta prognozu iyilegtirmek igin daha degigik tedavi yontemlerinin giindeme

gelebilecedi, ancak bu konuda daha gok sayida ¢aligma yapilmasi gerektigi diigimiitdii.
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