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Tez arastirmasinin amact meme kanseri hastalarinin tiimor dokularindan elde edilmis
olan meme kanseri primer kok hiicre (benzeri) kiiltlirlerde trastuzumab ile karboplatin ve
paklitaksel kombinasyonlarinin etkinligini ayrica HER2, sitokin ve matriks metalloproteinaz
ifadelerini degerlendirmektir. Histopatolojik a¢idan degerlendirildiginde HER2 pozitif olarak
siiflandirilan hastalardan iiretilen primer kiiltiir popiilasyonunda HER2 negatif hiicre oranin
belirlenmesi trastuzumab tedavisi sirasinda goriilen direncliligi  agiklamayabilmeyi
saglayacaktir. Primer kiiltiirden saflastirilmig olan CD44*/CD24/ALDH" hiicreler kanser kok
hiicresi (benzeri) hiicreler olarak adlandirilmistir. Kiiltiire edilen hiicrelerde (CD44%/CD24
/ALDH" tip kiiltiir meme kanseri hiicreleri) antikanser ilaglarinin etkinligi, HER2 reseptorii
ifadesi, sitokinlerinin ifadeleri ve metastatik hiicre belirtegleri olan  matriks
metalloproteazlarin ifadeleri molekiiler yontemlerle (akim sitometri ve protein array)
belirlenmistir. Meme kanseri primer kiiltiir popiilasyonu % 34,6 HER2 pozitif, % 6,4 HER2
negatif meme kanseri kok hiicresi benzeri popiilasyon icermektedir. MMP-1, MMP-2, MMP-
3, MMP-8, MMP-9, MMP-13, TIMP-1, TIMP-2 proteinleri HER2" KKH’lerde primer kiiltiire
gore 1.30 — 2.42 kat daha fazla ifade edilmektedir (p< 0.05). Sitokin ifadelerini
inceledigimizde ise HER2 pozitif meme kanseri kok hiicre benzeri kiiltiirlerde primer kiiltiire
gore Oonemli bir fark gozlenmemistir. HER2 pozitif ve HER2 negatif kanser kok hiicre

(benzeri) kiiltiirlerine ilaglarin tek tek ve kombinasyonlar1 uygulanarak, her kiiltiir tipi i¢in



uygulanan ilacin ICsg konsantrasyonlar1 ve ila¢ etkilesimleri belirlenmistir. Herseptin
(Trastuzumab) HER2 pozitif kanser kok hiicre (benzeri) hiicrelere HER2 negatif alt kiiltiire
oldugundan daha etkili olmustur. Paklitaksel ve karboplatinde ise bu durum séz konusu
degildir. Paklitaksel ve karboplatin kombinasyonu tiim alt kiiltiirlerde sinerjik etKi
gosterirken, trastuzumab ise karboplatinle kombinasyonlarda alt kiiltiirlerde sinerjik veya
aditif etkilesim gOstermistir.

Sonuglar degerlendrildiginde meme kanserinde HER2 hedefli tedavilerde tiimorde
bulunan HER2 negatif kanser kok hiicrelerinin tedavinin ve tadaviye yanitin seyrini

degistirebilecek 6nemli bir faktor oldugu anlasilmaktadir.

Anahtar Kelimeler: HER2, hiicre saflagtirma, karboplatin, meme kanseri, paklitaksel,

primer kok hiicreler, trastuzumab
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The aim of this study was to isolate breast cancer stem-like cells from HER2 negative
and HER?2 positive patients, by establishing their primary breast cancer stem cell cultures, The
other main objective was to determine the effects of Trastuzumab, Paclitaxel and Carboplatin
on sub cultures. Additionally investigaiton of HER2, cytokine and matrix metalloproteinase
status of these cells was intended. The source of primary culture was histopathologically classified as
HER2 positive. Determination of HER2-negative cell population ratio in primary culture will provide a
description of trastuzumab resistance occurs during treatment. CD447/CD24/ALDH? cells were isolated
from primary breast cancer cultures which are called breast cancer stem cells. The cultured
cells (CD44 +/ CD24- /| ALDH-type culture of breast cancer cells) were identified by using

molecular methods (flow cytometry and protein arrays) to determine the effects of anticancer



drugs, HER2 receptor expression, expression of cytokines and expression of matrix
metalloprotease with metastatic cell markers. Breast cancer primary culture include 34.6%
HER2 positive and 6.4% of HER2-negative cancer stem cell-like population. The HER2"
cancer stem cells were expressed 1.30 - 2.42 fold higher than primary cell cultures in MMP-1,
MMP-2, MMP-3, MMP-8, MMP-9, MMP-13, TIMP-1, TIMP-2 proteins (p <0.05). When we
examined the expression of cytokines, HER2 positive breast cancer stem cells did not
significantly overexpress the cytokines when compared to primary cancer cells population.
HER2 negative and HER2 positive breast cancer stem cells were treated with trastuzumab,
paclitaxel, carboplatin and combination of these anticancer agents. The ICso levels of the
drugs were determined for all of these breast cancer stem cell subgroups. Trastuzumab
(Herseptin) was more effective on HER2 positive cancer stem (like) cells than HER2
negative sub-culture. This situation was not same for paclitaxel and carboplatin. As Paclitaxel
and carboplatin exhibited synergistic effects in all sub-cultures, Paclitaxel- Herceptin binary
application showed antagonistic effects. Herceptin combinations with carboplatin
demonstrated synergistic-additive interaction in the sub-culture.

When the results were analyzed, it can be deduced that the HER2-negative breast cancer stem cells in

tumor can change the response to the treatment in HER2-targeted therapies.

Keywords: Breast cancer, carboplatin, cell sorting, Herceptin, HER2, paclitaxel,

primary stem cells
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GIRIS

1.1. Problemin Tanimi ve Onemi

Meme kanseri mortalitesinde son 10 yilda belirgin bir azalma kaydedilmistir (Berry ve
ark., 2005). Mortalitede bu azalma erken teshis ve etkili adjuvan tedavilerin kullanimiyla
iliskilidir. Ozellikle HER2 pozitif meme kanserlerinde trastuzumabin kullanilmas: sagkalim
stirelerinin uzamasinda belirgin rol oynamustir (Paik ve ark., 2008). Fakat biitlin bu
gelismelere ragmen tedavilere direng gelismekte ve hastalarda bir siire sonra relaps ortaya
cikmaktadir. Relaps sonrasi gelisen metastatik meme kanseri hala kiir saglanamayan 6liimciil
bir hastaliktir. Bu nedenle, meme kanserinde yeni tedavilerin veya tedavi stratejilerinin
gelistirilmesine gerek vardir.

Bu arastirmada amag, meme kanseri CD44 pozitif ve CD24 negatif fenotipi tasiyan,
kok hiicre benzeri hiicrelerde trastuzumab ve kombinasyon tedavilerinin etkinligini belirleyen
hiicresel faktorleri ortaya koymaktir. Calisma sonunda meme kanseri kok hiicrelerinde hangi
kemoterapotik kombinasyonun daha etkili oldugunu gosteren sonuglar ortaya koyulmustur.
Ayrica kanser kok hiicrelerin protein ifade profilleriyle tedaviye verdikleri yanit
iliskilendirilmistir. Bu nedenle tezden elde edilen olan bulgularin hem literatiir i¢in hem de

klinisyenleri yonlendirme agisindan 6nemli olabilir.

1.2. Arastirmanin Hipotezi

Bu arastirmanin hedefi HER2 pozitif veya negatif meme kanseri kok hiicrelerinde
trastuzumab ve/veya kombinasyon tedavilerinin etkinligini belirleyen hiicresel faktorleri
ortaya koymaktir. HER2 hedefli tedavilerin meme kanseri kok hiicrelerini de
hedefleyebilecegi konusu literatiirde olduk¢a yeni bir konudur. Arastirmanin hipotezi
‘Histopatolojik olarak HER2 pozitif tamis1 koyulan hastadan olusturulan meme kanseri
kok hiicre benzeri hiicre popiilasyonunda tedavinin kisitlanmasina neden olabilcek
HER2 negatif kok hiicre benzeri hiicreler vardir’ dir. Calismada histopatolojik olarak
HER?2 pozitif hasta dokusundan saflagtirilmis olan kok hiicre grubunun ifade ettigi proteinler
ile trastuzumab tedavisi ve kombine tedaviye hiicrelerin verdigi yanit iliskilendirilmistir.
Meme kanseri primer kok hiicrelerinin elde edilmesi iilkemiz agisindan yeni ve 6zgiin bir
teknolojidir. Calisma sonunda popiilasyonda var olan HER2 pozitif ve negatif meme kanseri

grubunda hangi kemoterap6tik kombinasyonun daha etkili oldugunu gosteren ipuglarini

1



verilmistir. Ayrica HER2 pozitif meme kanseri hastalardan elde edilen kok hiicrelerin protein
ifade profilleriyle tedaviye verdikleri yanit iligkilendirilmistir. Bu nedenle kurulan hipotez

hem literatiir icin hem de klinisyenleri yonlendirmek acisindan degerli ve 6zgilindiir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1.Kanser

Kanser diinya ¢apinda en ¢ok 6liim oranina sahip hastaliklarindan biridir. 2007
de diinya c¢apinda 7.021.000’nin iizerinde Oliime neden olmustur ve Olimlerin %12,5’ine
neden olan ikinci 6liimciil hastaliktir (Garcia, M., Jemal, A.,2007).

Kanser yasaminin herhangi bir doneminde, viicudun herhangi bir organinda
basglayabilmekte ve herkesi etkileyebilmektedir. Viicudumuzdaki tiim organlar, gerektigi
zaman yenilerini olusturmak iizere bolinen hiicrelerden meydana gelmektedirler. Biitiin
kanser tiirleri hiicrede baslar. Kanseri anlamak i¢in normal hiicreler, kanser hiicresine
doniisiirken meydana gelen mekanizmayir anlamak oOnemlidir. Viicut ¢ok farkli tiplerde
hiicrelerden bir araya gelmistir. Bu hiicreler biyiir ve canliligin devamini saglamak igin
kontrollii olarak boliiniirler. Hiicreler zarar gordiigiinde veya yaslandiginda, oliirler ve
yerlerini yeni hiicreler alir. Bununla birlikte, bazen bu diizenli dongii yanlis gidebilir ve
hiicrenin genetik materyali (DNA) zarar gorebilir veya degisime ugrayabilir, mutasyona
ugramak normal hiicrelerin biiylimesi ve bdliinmesini etkiler. Kontrolsiiz sekilde bdliinen
hiicrelerin olusturdugu bu doku kitlesine tiimor denir. Tiimorler benign veya malign olabilir.

* Benign tiimorler uzaklastirilabilir ve ¢ogu vakada niiksetmezler. Benign tiimor
hiicreleri viicudun baska bolgelerine yayilmazlar.

* Malign tiimor hiicreleri yakin dokulara ve viicudun diger bdlgelerine
yayilabilirler. Kanserin, viicudun bir bolgesinden baska bir bdlgeye
yayilmasina metastaz adi verilir.

Hiicre ¢ogalmasi ile hiicre oliimii arasindaki dengenin kontrolsiiz oldugu noktada
kanser karsimiza ¢iktig1 icin, ya hiicre proliferasyonunun artmis hizi ya da hiicre 6liimiiniin
(apoptoz) azalmis hizi kansere yol agabilmektedir(Ulutin T,2014). Hiicrelerimizin yasam
stireleri boyunca DNA’sinda meydana gelen dinamik degisiklikler sonucu beliren, genomun
bir hastalig1 olarak da kanseri tanimlamak da miimkiindiir (Li X., L. M. T., Huang J., 2003).

Kanserin nedenleri, hala tam olarak bilinememektedir. Genellikle, kanser olusumu
birtek sebeple birlikte diisiiniilmemelidir. Karsinojenler, kimyasal, fiziksel veya viral kaynakli
olabilirler. Kimyasal karsinogenez, boya, kimyasal, deri ve petrol {irlinlerinin {iiretimi
sirasinda  DNA’nin hasarlanmasit sonucu olusmaktadir. Tiitlin, alkol, kimyasal katki

maddeleri, atmosferik ve su Kirleticilerinin de kanserle baglantili oldugu gdsterilmistir.
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Fiziksel karsinogenez ise, radyasyon ve UV 1sik araciligiyla DNA’da meydana gelen hasar
sonucu olusmaktadir. Radyasyonun, DNA’nin kimyasal baglarinda kiriklara yol acgarak
mutasyona neden olursa direkt etki, hiicredeki diger molekiillere zarar vererek serbest radikal
olusturursa indirekt etki gostermis oldugu belirtilmistir(Osman B, Kara A,2012).

DNA’nin genetik istikrarsizligi, DNA metilasyonu gibi epigenetik faktorler ve DNA
tamir mekanizmalarindaki bozukluklar da kanser gelisiminde rol oynamaktadir ( Sinici
G.2003). Kanser hiicreleri benzer morfoloji gosterseler de genetik yapr ve ozellikleri
birbirinden farkli olabilmektedir. Bu nedenle benzer morfolojik yapida tiimor dokulari
olmasina ragmen uygulanan ayni ilag terapisi bireyden bireye farkli sonuclar verebilmektedir.
Bu durumda bireye ve o tiimoér dokusuna Ozgili ila¢ tedavisinin planlanmasi giindemde
tutulmaktadir (Colakogullar1 M., 2004).

Toplumda her bes kisiden biri, yasantisinin bir doneminde kanser ile karsilasmaktadir
(Giiran K, 2005). Tiim yeni tedavi yaklasimlarina karsin, halen kanserden o6liimler gelismis
toplumlarda ikinci sirada yer almaktadir (Giiran K., 2005). Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’niin
verilerine gore, diinyada kanserden olenlerin sayis1 2004 yilinda 7,4 milyondur. Bu rakamin
2030 yilinda 11,8 milyona yiikselmesi beklenmektedir (World Health Statistics, 2008).
Giinlimiizde kanser diisiincesi bir¢ok insanda korkuya sebep olmasinin yani sira tan1 ve tedavi
yontemlerinin gelismesiyle, erken tan1 konuldugunda ¢ogu kisinin yasam siiresini uzatma
imkani vardir. Bu nedenle, yapilacak en 6nemli hamlelerden birisi, toplumlarin kendi i¢inde
kanser riski tasiyan faktorleri ortaya cikarmasi, risk gruplarmi degerlendirmesi, tarama
programlarini yayginlastirmasi, ilag ve ila¢ salimimi yolaklarinin gelistirmesini daha ¢ok
aktiflestirmek olacaktir. (Kilig, Saglam ve Kara, 2009). Tiim diinyada erkekler arasinda en sik
rastlanan kanser ¢esidi akciger kanseri iken, kadinlar arasinda en sik karsilasilan kanser tiirii
meme kanseridir (Hakan D. ve Ilker A., 2003). Meme kanseri tiim kanserlerin yaklasik

%30'unu olusturmaktadir.

2.2. Meme Kanseri

Meme, siit bezleri ve burada iiretilen siiti meme basina tasiyan kanallardan meydana
gelir. Bu siit bezleri ve kanallar1 kaplayan hiicrelerin, kontrolsiiz ¢ogalmalar1 ve viicudun
farkli bolgelerine giderek ¢ogalmalarina meme kanseri adi verilir. Meme kanseri klinik
davranisi, klinik sonucu ve kanserin biyolojik dogas1 geregi heterojen bir hastalik olarak ifade

edilir. Hastaligin kisa ya da uzun seyri ile iligkili olan faktorler ve bununla iligkili sistemik



tedavi goz Onilinde bulundurularak meme kanseri hastasinin tedavisi hassas bir sekilde
planlanmalidir.

Sik goriilmesi, prevalansin artmasi, hastaligin ilk safhalarinda tedavi edilebilir olmast,
giiniimiiz de taninmasinin miimkiin olmasi, meme kanserinin énemini oldukca arttirmaktadir.
Meme kanseri tedavisi olan bir hastaliktir. Son yillarda meme kanseri tedavisinde bir hayli
onemli gelismeler meydana gelmistir. Pek ¢ok tedavi firsatlari ortaya ¢ikmistir. Bu firsatlar
onemli 6l¢iide hastaligin belirlendigi sathaya gore degisikik gostermektedir. Hastalik ne kadar
erken evrede saptanirsa tedavi sansi ve secenegi o kadar artmaktadr.

Meme kanserinin diinyada ortalama insidanst yiiz binde 38-40 iken, Avrupa’da bu
oran yiiz binde 66-67, iilkemizde ise ortalama yiliz binde 40 civarindadir (Saglik Bakanligi,
2012). Kadinlarda en ¢ok goriilen ilk on kanserin yasa gore standardize edilmis hizlarinin
dagilimlar arastirildiginda meme kanseri 40,6 ile ilk sirada goriilmektedir (Saglik Bakanligi,
2012). Tiirkiye Istatistik Kurumundan alian bilgiye gore kadinlarda en sik goriilen 10 kanser
tiirtiniin icerisinde meme kanserinin en yiiksek insidansa (insidansi yilizbinde 34.73) sahip
oldugu belirlenmistir (TUIK, 2009). Uluslararas1 Kanser Ajansi 6zellikle meme kanseri
sayisindaki artigsa dikkat cekmektedir. Kadinlarda meme kanser insidansinin bir dnceki tahmin
verilerine gore %20, meme kanserinden Oliimlerin ise %14 arttigini gosterilmistir. Meme
kanseri kadinlarda goriilen kanser gesitleri i¢inde en sik goriilen ve en fazla 6liime neden olan
kanser olarak tanimlanmistir. Giincel Globocan verileri dogrultusunda diinyada kansere
yakalanan her 4 kadindan biri meme kanseridir (Globocan, 2012).

Guniimiizde meme kanseri tedavileri; ilk basta cerrahi olmak tizere, hormon tedavileri,

kemoterapiler, radyoterapi ve hedefe yonelik tedavi olmak {izere bes grupta toplanir.

2.2.1. Meme kanserinin molekiiler siniflandirilmasi

Giiniimiizde, bireysel tedavi modaliteleri daha fazla 6n plana ¢iktig1 icin genetik temel
tizerinde gelisen kanserin siniflandirmasinin molekiiler diizeyde yapilmasi daha fazla kabul
gormektedir. Hasta tiimor orneklerinin genetik ve epigenetik durumlarinin ELISA ve
microarray gibi molekiiler tekniklerle yapilan gen ekspresyon profilleri ile 6zellikle meme
kanserinin heterojenitesini ortaya ¢ikarma ¢abalari; tiimoriin incelenmesi, hastalik hakkinda

tani, tedavi ve prognoz ile iligkili detaylarin bilinmesini saglamaktadir.



Meme kanserleri igerisinde gen ckspresyon farkliliklarini belirleyen, ilk kapsamli ve ¢igir
acan girisim 2000 yilinda Perou ve arkadaslari tarafindan gerceklestirildi ve meme tiimérleri 4
ana gruba ayrildi (Denoix PF.,1952).
1) Luminal hiicre benzeri,
2) Bazal hiicre benzeri,
3) Normal epitel benzeri
4) HER?2 pozitif grup

Sonraki ¢aligmalarda luminal hiicre benzeri grup igerisinde luminal A ve B olmak
tizere 2 alt grup daha tanimlandi (Sorlie T.,2003), meme kanserinin bu alt molekiiler
gruplarinin ekspresyonlari arasindaki farkliliklart dogrulandi (Sorlie T.,2003).

Luminal hiicre benzeri grubunun tamami ER (Gstrojen reseptorii) pozitiftir. Luminal A
grubu en fazla ER ekspresyonu gosteren gruptur (Sorlie T, Perou CM, Tibshirani R, 2001).
Luminal B grubunda bulunan tiimérler luminal gruba 6zgii genleri orta diizeyde eksprese eder
ve bazilart HER2 pozitiftir. p53 gen mutasyon sikligi luminal A grubunda luminal B
grubundan daha fazladir (Sorlie T, Perou CM, Tibshirani R,2001). Luminal hiicre benzeri
grubun yaklagik tgte ikisi diisiik ya da orta diizey histolojik grade’e sahiptir, endokrin
tedaviye duyarlidir. Bazal hiicre benzeri grubun %95°i ER negatiftir ve %91°1 yiiksek
derecededir (Rouzier R, Perou CM,2005). Bazal hiicre benzeri grup ayni zamanda “triple”
negatif meme kanser fenotipindedir (ER negatif, PgR-Progesteron reseptorii negatif ve HER2
negatif). Ancak bazal hiicre benzeri grubun heterojen bir yapida oldugu ve alt gruplar1 igerdigi
digiiniilmektedir (Kreike B,2007). Farkli molekiiler alt gruplarda prognozun ve kemoterapi
duyarliliginin farkli oldugu goriilmiistiir. Luminal hiicre benzeri kanserlerin daha fazla sag
kalim oranlari, bazal hiicre benzeri ve HER2 pozitif timérlerin ise birden daha ¢ok ajanla
yapilan neoadjuvan tedaviye daha yiiksek diizeyde patolojik tam yanit verdikleri gosterilmistir
(Sorlie T, Perou CM, Tibshirani R,2001). Meme kanserinin molekiiler alt gruplarint kiiglik
gruplariyla birlikte tanimlayacak standardize yontemlerin gelistirilmesi, prognostik ve
ongoriisel gostergelerin ¢ok daha fazla hasta grubunu igeren klinik calismalarla birlikte
calisilmasi, molekiiler tiplerin yeni alt gruplarinin ortaya ¢ikmasini saglamasi, bu gruplarin

tedaviyi yonlendirmesi beklenen gelismelerdir.

2.3. Kok Hiicreler

Kok hiicre; ilk olarak kemik iligindeki bir grup hiicrenin kan hiicrelerini

olusturmasinin kesfiyle ortaya ¢ikmistir. Kemik iliginin bu 6zelligi ile kan kanseri gibi bir gok
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hastalikta saglikli bireyden hasta bireye kemik iligi nakilleri ile tedavi imkani sunulmustur.
Daha sonraki donemlerde periferik kandaki kok hiicrelerin de ayni amaca yonelik hizmet
edebildigi anlagilmis ve periferik kok hiicre nakli ile tedavide kullanilmistir (Gorkey S. Kutlay
N. 2007). 1980’11 yillarda kordon kaninda kok hiicrelerin bol bulundugu diisiincesi giindeme
gelirken, kordon kani ilk olarak 1992 yilinda Dr. David Harris tarafindan kendi ¢ocugundan
alinarak dondurulmustur. 1994 yilinda Amerika Birlesik Devletleri' nde Diinya™ daki ilk
kordon kani bankasi kurulmustur (Karagéz E.2007). 1998 yilinda ilk kez James Thomson
tarafindan IVF (in vitro fertilizasyon) tedavisi goren hastalardan alinan spermlerle
yumurtalarin yapay doéllenmesi ile elde edilen embriyolardan “insan embriyonik kok
hiicreleri” ayristirllmigtir. Proliferasyon ve farklilagsma yoniinden daha 6nceden kesfedilmis
olan kemik iligi kok hiicrelerine kiyasla kapasitelerinin daha fazla oldugu yapilan calismalarla
gosterilmistir (Gorkey $. Kutlay N. 2007). Daha sonraki yillarda yapilan g¢alismalarda,
herhangi bir dokudan izole edilen kok hiicrelerin, gerekli ortam saglanip uygun uyaranlarla
muamele edildigi takdirde farkli doku hiicrelerine doniisebildikleri (plastisite 06zelligi)
gosterilmistir (Vescovi A, Gritti A,2002).  Simirsiz ¢ogalabilme, kendini yenileyebilme (self-
renewal) Ozelliklerinin yaninda tek bir hiicreden birden fazla hiicre serisine farklilasabilme
yetenekleri (multi-lineage differentiation) kendilerine 6zgii 3 6nemli 6zellige sahip olan kok
hiicrelerin her organda bulundugu diisiindiirmektedir (Spillane JB,2007).

Kok hiicreler viicuttaki diger hiicrelerden farkli olarak asagidaki temel o6zellikleri

tagimaktadir;

e Farklilasmamis ve 6zellesmemis hiicrelerdir.

e  Ozel bir dokunun spesifik hiicrelerine farklilasabilme yetenegine sahiptirler.

e Farklilasmadan kalarak uzun bir siire boyunca ¢ogalmayi basarabilmektedirler.

e Ogzelliklerini kaybetmeden transplante edilebilirler.

e Telomeraz enzim aktivitesine sahiptirler.

e Asimetrik olarak bdliinebilirler.

Bu 6zelliklerin birlesimi, genel olarak ‘stemness’ olarak adlandirilmaktadir. Kanser

kok hiicrelerin de “’stemness’’ 6zellikte oldugu ve tiim bu 6zelliklerin saglikli kok hiicrelerle

ayn1 yolaklar tizerinden diizenlendigi bildirilmistir (Mikkers H,2005).



2.4. Kanser Kok Hiicreleri

Kanserin, kok hiicre 6zelligi gosteren az bir hiicre grubundan meydana gelebilecegi
gorlisii yaklasik 150 yil oncesine dayanmaktadir. 1961°de Till JE ve Mc CE, kanserin
kokeninin dokuya 6zgii kok hiicreler olabilecegini ileri siirmiiglerdir. 1967°de ise Pierce GB,
kanserin kok hiicrelerin olgunlagmalarinin durmasiyla ilgili oldugunu belirtmistir (Wicha MS,
Liu S,2006). Kanser kok hiicresi (KKH) hakkindaki ilk dogrudan kanit, 1997°de Dick J. ve
arkadaslarinin yayimladiklar1 makale ile gelmistir.

Karsinogenez ile ilgili ortaya atilan kanser kok hiicre teorisinde, dis ya da ig
etkenlerin kok hiicrelerde kalitimsal ve/veya kazanimsal olarak genetik hasar meydana
getirmesi sonucu kok hiicrelerin ilerleyen zamanlarinda timor gelisimi ile metastazindan
sorumlu olduklarini bildirmektedir (Wicha MS, Liu S 1983-1990). Ayrica kanser kok
hiicreerinin tiimor hiicrelerini giiniimiizde kullanilan tedavi yontemlerine karsi direngli hale
getirme potansiyeline de sahip olduklar1 soylenmisitir (Matsui W, Wang Q,2008).

Gectigimiz yillarda bilim insanlar1 kok hiicre tabanli hiyerarsik modelleri kullanarak
kanser biyolojisini tekrar gozden gegirmislerdir. Konu hakkindaki esas tartismalar doku kok
hiicrelerinin transformasyon i¢in primer hedef olabilecegini gostermektedir. Bunu da asagida
belirtildigi sekilde 6zetleyebiliriz:

(1) Kok hiicreler uzun omiirlidiir, yavas olarak boliinen hiicreler dokularda sessizce
bekleyip neoplastik transformasyon i¢in birden fazla genetik farkliliga neden
olmaktadir bu da kisa Omiirlii olanlara gore daha fazla genotoksik sonuglara yol
agcmaktadir ( Dario Ponti,2006 );

(i) Molekiiler yolaklar kok hiicrelerin kendini yenilemesinde kritik bir rol oynamaktadir
(Reya T, Morrison SJ,2001 );

(ili)  Normal kok hiicreler ve timor hiicreleri bir dizi fenotipik 6zellik paylasirlar:
farklilasmamis faz, kendini yenileme o6zelligi, migrasyon mekanizmalarinin

aktivasyonu.

Kok hiicre fonksiyonlarinin anlagilmasinin yani sira, bu hiicrelerin tanimlanmasi ve
ayristirilmasi da gerekmektedir. Kanser kok hiicreler Tablo 2.4.1 de gosterildigi tizere normal

kok hiicreler ile benzer 6zellikler tagirlar.



Tablo2.4.1Kanser kok hiicrelerin normal kok hiicreler ile benzer 6zellikleri (Matsui W, Wang Q, Wicha MS,
Liu S 2008-2011)

Normal kok | Kanser kok
hiicreler hiicreler
Kendini yenileme + +
Farkl1 hiicre tiplerine farklilagabilme + +
Oct4, Nanog, KIf4, Sox-2 gibi transkripsiyon faktorlerini igerme + +
Belli sinyal yolaklarindan etkilenme (Wnt, Notch ve TGF-$ vb.) + +
Telomeraz enzim aktivitesi + +
ABC tasiyici proteinleri sayesinde kemoterapétiklere direng + +
Aktif DNA onarim mekanizmast + +
Apoptoza direng + +

Kanser kok hiicrelerin tiimor kitlesi igerisinde ki hiicrelerin yaklasik %0,3-2 sini
olusturdugu goriisii yaygindir (Avital I, Stojadinovic A,2014). Kanser kok hiicre
poplilasyonunda ki az sayida bulunan hiicrelerin bile kanseri baslatarak kanser hiicrelerini
cogaltmada yeterli oldugu belirtilmektedir (Visvader JE, Lindeman GJ,2008). Kanser kok
hiicreleri kendini yenileyebilme yetenekleri, yavas hiicre boliinmesine sahip olmalari, birgok
farkli hiicreye farklilagabilmeleri, herhangi bir tiimorii baslatabilme yetenekleri, kendilerine
has detoksifikasyon enzim sistemlerine sahip olmalari, molekiiler hiicre yiizey isaretgileri ve
embriyonik sinyal yolaklarina sahip olmalar1 sayesinde olduk¢a ozel hiicre gruplaridir
(Visvader JE, Lindeman GJ 2008). KKH varligi ilk olarak akut lenfoblastik l6semide
gosterilmistir (Lapidot T, Sirard C,1994). Ardindan beyin (Singh SK, Hawkins C,2004),
meme (Al-Hajj M, Wicha MS,2003), kolon (Dalerba P, Dylla SJ,2007), pankreas (Li C,
Heidt DG,2007), prostat (Collins AT, Berry PA,2005), akciger (Kim CF, Jackson EL,2005)
ve bas-boyun (Prince ME, Sivanandan R,2007) kanseri gibi ¢esitli timorlerde de KKH
varli@1 yapilan ¢alismalarla gosterilmistir. Kanser tedavisinin temel amaci, Kag adet ve hangi
tip kanser hiicresinin elimine edilecegini anlamaktir. Bundan dolayr smnirhi iireme
potansiyelindeki kanser hiicrelerinin eliminasyonu sinirsiz iireme 6zelligine sahip kok hiicre
yayilimi diisiiniildiigiinde klinik rélaps ya da rekiirrens ile sonu¢lanmakadir (Christophe G.

ve Daniel B.2009).



Yillar igerisinde meme kanseri tedavisindeki gelismelere ragmen, bir siire sonra
hastaligin yeniden ortaya ¢ikmasi (rélaps) hastaligin tam tedavisinin 6niinde bir engel olarak
durmaktadir. Bunun nedeni de kanser kok hiicreleri olarak bilinen kok benzeri hiicrelerin

varligindan kaynaklanmaktadir (Wicha MS, Liu S, Dontu G.2006).

2.4.1. Meme kanseri kok hiicre belirtecleri

Kanser kok hiicrelerinin sinirsiz gogalma ve organlara yayilma yetenekleri mevcuttur.
Bundan dolayr kanser tedavisi i¢in kanser kok hiicrelerini belirlemek ve bu hiicreleri
hedefleyerek oOldiirmek gerekmektedir. Yeni calismalarla teshiste kullanilacak hiicre yilizey
belirtecleri ve tedavi hedeflerini bulabilmek kanseri ortadan kaldirmada oldukca biiyiik bir
adim olarak 6n goriilmektedir. Dokuya 6zgii hiicre yiizey belirteglerinden yararlanilarak
kanser tipine 6zgii kanser kok hiicrelerini belirlemek flow sitometrik yontem ile miimkiin hale
gelmistir (Mimeault M,2011). Dokuya ait kok hiicre belirteglerinin tanimi Tablo 2.4.1.°de

Ozetlenmistir.

Tablo 2.4.1. 1.Dokuya 6zgii kanser kok hiicre belirtecleri

Tiimor tipi Tiimor tipine 6zgii hiicre
yiizey belirtecleri

Akut Myelositer Losemi CD34, CD38, CD96,
CD90

Multiple Myeloma CD138

Akciger CD45,CD31,CD34

Hepatoselliiler CD133

Meme CD44, CD24

Prostat CD44/CD133, B
fintegrin

Pankreas CD44,CD24,ESA

2.4.2.CD24

CD24 (isiya dayanikli antijen, HSA) 30 aminoasitten olusan polipeptiti ve yiiksek
karbonhidrat igerigi olan fosfatidil-inositol ile bagli bir hiicre yiizey glikoproteinidir. CD24 B

hiicrelerinin gelisiminin tiim evrelerinde ve timiisten olusan ¢ogu T hiicre prekiirsorlerinde
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(timosit) eksprese olmaktadir. T hiicrelerinin matiirasyonu ile CD24 ekspresyonu kaybolurken
CD4 veya CDS8 eksprese edilmeye baslanmaktadir. CD24, B hiicre proliferasyonu ve
farklilagsmasinin diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Meme kanserinde immiinositokimyasal
yontemlerle CD24 ekspresyonunun kotii prognozla iliskili oldugu ortaya ¢ikarikmistir (Marija
Balic, Henry Lin,2006). CD24 meme kanseri i¢in negatif bir markerdir. Pankreas kanseri i¢in
ise pozitif bir markerdir. Timor hiicrelerinde CD24 ekspresyonu metastaz potansiyelini
artirmaktadir ve karsinomlar dahil bir¢cok kanserde oldukga fazla eksprese edilmektedir.
Bundan dolay1 potansiyel olarak erken tiimér markeri gibi disiiniilebilir (Pirruccello SJ,
LeBien TW. ,2007). Son arastirmalar meme tiimorlerinde karsinogenez sirasinda CD24
ekspresyonunun azaldigi veya kayboldugu goéstermistir. Bu da kanser kok hiicrelerinin
karakteristik bir ozelligidir (Pirruccello SJ, LeBien TW.,2007). CD24 stromal hiicrelerden
salinan faktor-1 ile iligkili olarak migrasyon ve sinyal iletimini saglamaktadir. Bu nedenle
mikrometastatik hiicrelerde CD24 ekspresyon kaybi, bu hiicrelerin metastatik potansiyelini
baskilamaktadir. Meme kanserinde kemik iliginde bulunan mikrometastatik hiicrelerin,
mezenkimal kok hiicre ile benzer 6zellikler de oldugu gosterilmistir. Bu hiicreler meme
kanseri kok hiicresi olarak degerlendirilmistir. Mezenkimal kok hiicresi gibi bu hiicrelerde de
CD44+/CD24zayif+/- olarak bulunmustur. Bu nedenle bizim de c¢alismamizda

mikrometastatik hiicrelerde CD24 ve CD44 ekspresyonunun degerlendirilmesi 6nemlidir.

2.4.3.CD44

CDA44 hiicreler aras1 ve hiicrelerle ekstraselliiler matriks arasindaki etkilesimde rol
oynayan ¢ok-fonksiyonlu bir transmembran reseptorii ve hiicre ylizey adezyon molekiiliidiir.
Hiicre trafigi, hiicrelere kemokin ve biiyiime faktorii sunumu, biiylimefaktorlerinin aktarima,
apoptoza ve hematopoeze aracilik eden sinyallerin gegisi gibi bircok progesde yer aldigi
gosterilmistir (Naor D, Sionov RV,1997). CD44, fagositik glikoprotein-1 (pgp-1) veya
HCAM olarak bilinen tip 1 transmembran glikoproteinidir. CD44, hyaluronik asit igin
reseptordiir ve bir¢ok izoformu vardir. Baglica izoformu olan tip 1 glikolize transmembran
proteini, lenfosit, myeloid hiicreler ve eritrositlerde eksprese edilmektedir. Diger izoformlar:
glikozaminoglikan icermektedir ve hematopoietik veya hematopoietik olmayan hiicrelerde
eksprese edilmektedir. Islevleri ile ilgili olarak hiicre yapismasi, sinyalizasyon, go¢ ve reaktif
oksijen tiirlerine kars1 savunma gibi durumlarda rol oynadigi bilinmektedir. CD44 16kositlerin

endotelyal hiicrelere, stromal hiicrelere ve ekstraselliler matrikse adezyonu ile
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iliskilidir(Goodison S, Urquidi V,Tarin D.1999). Normal meme dokusundaki kok hiicreler ile
iliskilidir ve CD44 ekspresyonu, meme epitelinin biiylime ve farklilagmasini saglamaktadir.
CD44 ekspresyonu kismen hormonlar, IGF-1 ve EGF gibi biiyiime faktorleri tarafindan
diizenlenmektedir. Meme karsinomlarinda CD44 ekspresyonu, tiimoriin kok hiicre iliskili
oldugunu gostermektedir. CD44, CD24 ile birlikte mikrometastatik hiicrelerin CD44(+/-)
/CD24zayif(+/-) ekspresyon paternini degerlendirmek icin kullanilmigtir (Pirruccello SJ,
LeBien TW. ,2007).

2.4.4. HER2/neu proteini

Organizmada timor gelisimiyle birlikte immiin sistem hiicreleri de uyarilir ve her
tlimdre 6zgii olan tiimdr ylizey antijenlerini tantyarak bunlara baglanir. Monoklonal antikorlar
tarafindan taninan hiicre yiizeyi proteinleri antijen olarak siniflandirilir. Bunlara ayn1 zamanda
“marker” da denilebilir, ¢linkii bu proteinler farkli hiicre topluluklarini birbirlerinden ayirt
etmek amaciyla kullanilir. Meme kanserinde en c¢ok incelenen ve meme kanseri
patogenezinde hormon reseptorleri ile birlikte en etkin olan EGFR (HER) ailesi olarak bilinen
reseptorlerdir. EGFR ailesi 4 adet reseptorden olusur. Hiicre membraninda monomer olarak
bulunan bu reseptorler HER-1 (EGFR-1), HER-2 (EGFR-2), HER-3 (EGFR-3) ve HER-4
(EGFR-4) olarak isimlendirilir.

Bu reseptorlerin ligandlar1 heregulinler olarak adlandirilir. Heregulinler bir biiylime
faktorii ailesidir ve ErbB3 ve ErbB4’ e baglanarak ErbB2 ile heterodimerizasyonu ve bunun
sonucunda asagi akis sinyal iletimini baslatirlar. HER2 direkt olarak ligand baglayamaz;
aktivitesi i¢in ligand baglayan diger biiyiime faktorii reseptorleriyle heterodimerizasyona
gereksinim duyar. Bunlar igerisinde HER3 en Onemli heterodimerizasyon partneri gibi
goriinmektedir (Mosesson Y, Yarden Y.,2004). HER2 geni hiicre biiyiimesi, boliinmesi ve
onariminin kontroliinde rol oynar. Hiicre membrania bagli bulunan HER2 proteini sinyal
kaskadin1 baglatir, boylece normal hiicresel biiylime siireci baslamis olur. Normal hiicrelerde
HER2 geni 2 kopya halindedir ve hiicre ylizeyinde 50.000 protein kopyasi bulunur. Normal
kosullarda her 17. kromozomda bir HER2 geni mevcuttur; bununla beraber meme kanseri
gelistiginde HER2 geni ek kopyalar {iretmeye baglayabilir ve “amplifiye” olur. Cok sayida
HER2 gen kopyasi, tiimor hiicrelerinin ylizeyinde HER2 proteini asir1 ekspresyonu ile
sonuglanir (Hicks DG, Tubbs RR.,2005). HER2 amplifikasyonu ve/veya protein asir1

ekspresyonu yeni tan1 konmus meme kanserli hastalarin %20’ sinde bulunur ve HER2 diizeyi
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normal olan hastalarla karsilagtirildiginda daha agresif klinik seyir ve daha kisa genel
sagkalim siiresiyle beraberdir (Wolff AC, Hammond ME,2007). Meme kanserinde HER2’ nin
bir onkojen olarak tanimlanmasi, bu hedefe yonelik tedavilerin gelistirilmesini saglamistir.
Trastuzumab, HER2’ nin ekstraselliiler domainine baglanarak etki gdsteren bir humanize
monoklonal antikordur. HER2 asir1 ekspresyonu olan hastalarda tek bagina kullanildiginda
klinik yanit sagladigi goriilmiistir, kemoterapiyle kombine edildiginde sagkalimi
uzatmaktadir, adjuvan tedavide kullanildiginda ise niiks oranlarint %50 azaltmaktadir

(Spector NL, Blackwell KL,2009).

HER], HER2,
HER3, or HER4

B Trastuzumab

~ Antigen binding

Humanized

HER], HER2,
HER3, or HER4

Sekil 2.4.4.1 HER2 reseptorii sinyal iletim sistemi ve transtuzumab etki mekanizmasi (Colombo, 2010).
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Meme kanseri hastalarinin yaklasik % 20 kadarinda HER2 asir1 ifade edilir (Slamon,
1989). Fonsiyonunda en 6nemli gereksinim reseptér dimerizasyonudur (Graus-Porta, 1997).
HER?2 reseptorii kendisi veya diger HER1, HER3 veya HER4 reseptorleri ile dimerize olur
(Colombo, 2010) Sekil 2.4.4.1. Reseptor dimerizasyonu HER2 reseptoriiniin tirozin kinaz
bolgesini aktiflestirir ve sinyal transdiiksiyonu baslar. HER2 aktivasyonu cesitli sinyal
yolaklarimi ve sinyal proteinlerini (MAPK, PI3K/Akt, mTOR, Src kinaz, STAT transkripsiyon
faktor) aktive eder (Artaaga, 2012). Bu sinyal iletim sistemleri hiicre iiremesini, migrasyonu,
angiogenezi tetikler.

Son zamanlarda gelistirilen herceptin’nin metastatik, HER2 pozitif meme kanserli
hastalarda etkili oldugu gosterilmistir (Geyer CE, Forster J, Lindquist D,2006). Ancak HER2
pozitif meme kanserli hastalarin tiimii trastuzumab’a yanit vermemektedir. AntiHER2
tedaviye direncin mekanizmalarini agiklifa kavusturmaya yonelik calismalar siirmektedir.
Ornegin artmis insiilin-benzeri biiyiime faktorii-1 reseptérii (IGF-1R) diizeyleri trastuzumabin
yaptigrt HER2 blokajin1 bypass edebilir ve Akt’ 1 aktive edebilir (Lu Y, Zi X, Zhao Y,2001).
Benzer durum bir tiimor supresor gen olan PTEN eksikliginde de s6z konusudur (Nagata Y,
Lan KH, Zhou X,2004). Ayrica HER2’ nin ekstraselliller domaini eksik, ancak kinaz
aktivitesi devam eden bir formu son zamanlarda tanimlanmistir ve Trastuzumabdirenciyle
iliskili bulunmustur (Scaltritt M, Rojo F, Ocafia A, Anido J,2007). HER2’yi igeren amplikon
siklikla terapotik etkinligi etkileyen ek genler bulundurmaktadir. Baslangicta HER2 pozitif
hastaligin antrasiklinlere daha hassas oldugu diisiiniilmesine karsin, son zamanlarda edinilen
bilgiler bu hassasiyetin amplikonda bulunabilen topoizomeraz 1l geni ile belirlendigini
diisindiirmektedir (Tanner M, Isola J, Wiklund T,2007). AntiHER2 tedaviye direncin daha iyi
anlagilabilmesi i¢in hem hiicre seri panellerine hem de antiHER?2 tedavi alan hastalardan elde
edilen dokulara modern genom analiz yontemleri uygulanmaktadir. Bugiin icin kiiglik
molekiillii insiilin-benzeri biiyiime faktorii IGF inhibitorleri, fosfatidilinozitol 3'-kinaz (P13K)
ve Akt kinaz inhibitorlerinin meme kanserinde klinik gelisimi ilerlemektedir ve bunlarin in
vitro olarak anti-HER2 tedavi ile sinerjistik etkileri gosterilmistir (Tseng PH, Wang YC,
Weng SC,2006).

HER2’yi test etmek i¢in birgok model gelistirilmistir. Amerika Klinik Onkoloji
Cemiyeti ve Amerika Patolog Cemiyeti HER2 testlerinde uyumlulugu saglamak i¢in bir
kilavuz Onermistir. Buna gbére meme kanseri dokusu, baslangigta immmunhistokimyasal

boyama ile HER2 protein ekspresyonu i¢in degerlendirilmelidir (Tseng PH, Wang YC, Weng
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SC,2006). HER2 ekspresyon skor metodu hiicre membran boyanma sekline gore belirlenir.
Skorlama agsagida belirtilmistir;
+3: pozitif HER2 overekspresyonu; invaziv tiimoriin %30 undan fazlasinda yogun membran
boyanmasinin olmasi
+2: Siipheli HER2 protein ekspresyonu; tek tip olmayan ya da zayif yogunlukta membran
boyanmasi (hiicrelerin en az %10 boyanma olacak)
0 yada +1: negatif HER2 protein ekspresyonu

Stipheli boyanan meme kanseri dokular1 HER2 geni amplifikasyon yontemlerinden
biri kullanilarak yeniden degerlendirilmelidir. HER2 geni amplifikasyonu, HER2 geninin
hiicre niikleusunda bulunan kopya sayisinin artmasidir. Genelde fluorescence in situ

hybridization (FISH) kullanilmaktadir.

2.5. Kanser tedavi yontemleri

Gegtigimiz yillarda kanser tedavisinde dnemli gelismeler olmasina ragmen giiniimiiz
teshis ve tedavi yaklasimlari agirlikli olarak invasif (yani rastgele biyopsiler ve cerrahi
miidahaleler), 151n tedavisi ve kemoterapotik ajanlar gibi basit, spesifik olmayan tekniklere
dayanmaktadir (Garcia, M., Jemal, A.,2007). Kanser 6liimciil bir hastalik olmaya devem
etmektedir ve giiniimiiz terapotik yaklagimlart bu hastaligin kotii giden seyrini iyilestirmede
heniiz yeterli degildir. Mevcut durumda uygulanan kanser tedavileri cerrahi yontem,

radyasyon tedavisi ve kemoterapi ile sinirhdir.

2.5.1. Radyoterapi

Radyoterapi cerrahi miidahaleye ek olarak kullanilan bir tedavi yontemidir. Tiimor
iceren belirli bir alan iizerinde uygulanan 6zel bir tiir iyonize enerji kullanir.

Iyonlastirma enerjisi kanser hiicresinin niikleer genetik materyaline zarar verir bdylece
diizglin bir sekilde ¢ogalmalarini 6nler. Buna ragmen radyoterapi sadece hedeflendirildigi
bolgede calisir, eger hedeflendirildigi alan disinda mutasyona ugramis hiicreler bulunuyorsa
tedavi ile yok edilemeyecektir. Bu da genellikle ¢oklu tedavi gerektirmektedir ve bunun

sonucunda radyoterapiye ek olarak bir¢ok yan etki eslik eder (Wong, H.L.,2007).
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2.5.2. Kemoterapi

En yaygm olarak bilinen kanser tedavisi ise kemoterapidir. Kemoterapi kanser
hiicreleri ve kemik iligi, sindirim sistemi ve kil folikiillerinden baz1 saglikli hiicreleri de iceren
hiicresel boliinme hizinin  yliksek oldugu tiim hiicreleri oOldiirerek miicadele eder.
Kemoterapinin radyoterapiye gore iistiinliigii tiim viicutta etkili olmasidir, boylece birincil ve
ikincil timdr bolgelerini ortadan kaldirir. Kemoterapi intravendz, oral, topikal ve intratumoral
olmak iizere dort farkli yolla verilir. Ancak, kanser hiicrelerinin tamamen yok edilebilmesi
icin kemoterapi kullanmak siklikla yetersiz kalmaktadir. Radyoterapi gibi kemoterapi
hastalar1 kanser hiicrelerinin ortadan kaldirilabilmesi i¢in ¢oklu tedaviye ihtiyag¢ duyar.

Antikanser terapotikler cogunlukla suda ¢oziinmez ve enjekte edilebilen ¢oziiciiler
olarak uygulanmalar1 i¢in bir organik c¢oziiciide ¢oziilmeleri gerekir. Organik ¢oziiciiler
toksiktir ve yan etkileri vardir. Antikanser ilaglarin diisiik molekiil agirliginda olmasi hizl
atilim1 ve zayif terapdtik indeks ile sonuclanir, bu durum bu ilaglarin kanser hastalarina artan
dozlarla uygulanmasin1 gerektirir, bu nedenle sitotoksisite ve diger yan etkilerin artmasina
neden olmaktadir. Ek olarak, kemoterapétik ilaglar yalniz uygulandiklarinda spesifiklikten
yoksundur ve bu nedenle kanser olmayan dokularda 6nemli derecede hasara neden olurlar, bu
durum kemik iligi baskilanmasi, sa¢ kaybi (alopesi) ve bagirsak epitel hiicrelerinin dokiilmesi

de dahil olmak tizere bircok istenmeyen yan etki ile sonuclanir (Wong, H.L., 2007).

2.5.3.Kemoterapotiklerin etki mekanizmalar:

Kemoterapi viicudu saran mikroorganizmalar1 veya parazitleri konakgiya zarar
vermeden yok edebilen veya gelismelerini durdurabilen ilaglarla yapilan tedavi seklidir.

Sadece ¢ogalmakta olan hiicrelere etkili olan kemoterapétik ilaglara; dongiiye spesifik
Ilaglar denir. Déngiiye spesifik olmayan ilaglar, cogalmakta olan hiicrelere daha etkili
olmalarina karsin biiyiime hizi diisiik olan tiimorlerin tedavisinde etkilidirler. Kanser
tedavisinde yararlanilan ilaglar daha farkli mekanizmalarla da etki gdstermektedirler. Bu
ilaglarin baglicalart (Wong, H.L.,2007) sdyle siralanabilir; (Tablo 2.5.3.1)

a-) Piirin ve pirimidin niikleotid prekiirsorlerinin sentezini engelleyerek ya da DNA ve
RNA sentezinde bunlarin yerlerini alarak etki gosteren ilaclar,

b-) DNA fonksiyonlarini bozarak etki gdsteren ilaglar,
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C-) Hiicre yapisindaki niikleofilik gruplara kovalent baglarla baglanarak etki gosteren
ilaglar,

d-) Mikrotiibiillerin polimerize ve depolimerize sekilleri arasindaki dengeyi bozarak
etki gosteren ilaglar,

e-) Hormon uyarisi ile sitoplazmik reseptorlere baglanip gelisme ve biliylime hizim
yavaslatarak etki gosteren ilaglar.

Farkli etki mekanizmalarina sahip kanser ilaglar1 Tablo 'da goriildiigli gibi alt1 grupta

toplanabilir.

Tablo 2.5.3.1. Kanser Ilaglarmin Siniflandiriimasi

Antimetabolitler Antibiyotikler AlKilleyici ilaglar

Sitarabin Bleomisin Korbustin ve Lomustin
Fludarabin Daktinomisin Siklofosfamid ve
5-florourasil Daunorobisin Mekloretamin

6-merkaptopiirin Doksorubisin Streptozotosin

Metotraksat Idaurubisin

6-Tiyoguanin Plikamisin

Mikrotiibiil inhibitérleri Steroid Hormonlar ve Digerleri

Novelbin Antagonistleri Asparaginaz

Paklitaksel (Taksol) Amino glutetimidler Sisplatin ve Kaboplaiin

Vinblastin Estroj enler Estopozid
Flutamid Interferonlar
Prednizon Radyoaktif izotoplar
Loprolid

Genel olarak biitlin bu ilaglarin sadece malign hiicreleri etkilemesi amaglanir. Ancak
pratikte ilaclar kanser hiicrelerine segici etki gostermemekte ve prolifere olan tiim normal

veanormal hiicreleri ise etkilemektedir (Hitchings G.H.,2001).

2.5.3.1. Paklitaksel

1970 yilinda Paklitaksel ABD’de kesfedilen, Taxus brevifolia adli agacgtan izole
edilen, ovaryum, meme ve kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserlerinin iyilestirilmesini
saglayan, ayrica cesitli solid timorlere karsi aktif kemoterapotik bir ajan seklinde ve belli

kanser tiirlerine karsi da radyoterapinin duyarliligini arttirmak iizere kullanilan dogal bir

alkoloiddir (Ozcan AG,2005).
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Taksan diterpenoid ailesine bagli bu ilacin adi Taksol® olarak da bilinmektedir (Fitz
Patrick F.A,2003). Yapilan yogun c¢alismalar sonucunda taksol, 1983 yilinda faz I, 1985
yilinda faz II g¢aligmalarmma alimmistir. Taksol, FDA (Food and Drug Administration)
tarafindan 1992 yili i¢inde ovaryum ve 1994 yilinda meme kanserli hastalara verilmek tizere
ruhsatlandirilmistir. Ancak bu ilacin kalp ve beyin gibi farkli organlarda ters etki yaptigi
bilinmektedir. Preparati Taxol® (Bristol-Myers Squibb Company, New York, NY) olarak
isimlendirilirken etken maddesine paklitaksel (Sekil 2.5.3.1) ad1 verilmistir (Arbuck, S.G. and
B.A. Blaylock, 1995).

Sekil 2.5.3.1.Paklitaksel’in yapisi. (Andersen, A.,2006)

Paklitaksel (Taxol) meme kanserinin tedavisinde umut verici olmustur. Paklitaksel
mikrotiibiil ayrilmasini 6nlemekte ve apoptoz ile hiicre 6limiini indiiklemektedir. Paklitaksel
ile tedavi edilmis tiimor hiicreleri hiicre dongiisliniin G2-M fazinda arrest olmakta bu da
apoptotik hiicre oliimiine yol agmaktadir (Georgiadis MS.,1998). Paklitaksel meme kanseri,
akciger kanseri ve diger birka¢ solid tiimorlerin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir
(Georgiadis MS.,1998).

Ayrica paklitaksel, metastatik meme kanserinde tek basina kullanilan aktif
maddelerdir. Paklitaksel'in meme kanserine karsi antitiimor etkisinin belirlenmesi i¢in ¢esitli
tedavi sekilleri denenmistir. Ik olarak 1991 yilinda tek bagina paklitaksel kullanilmasiyla
metastatik meme kanserinde % 56 oraninda bir cevap elde edilmistir. Paklitaksel alan
hastalarda yapilan caligmalarda genel olarak cevap oranlari ilk basamak metastatik tedavide %
32-62, ikinci veya daha sonraki basamaklarda ise % 21-48 olarak bulunmustur. Paklitaksel'in

optimum dozu ve tedavinin uygulanis sekli halen tartismalidir (Crown, J.,1998).

2.5.3.2. Karboplatin

Karboplatin hiicresel bolinmeyi ve gelismeyi engelleyen (antineoplastik) bir

ilactir(Sekil.2.5.3.2.1). Karboplatin kanser hiicrelerinin ¢ogalmasina engel olur, dna-protein
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capraz-baglanmadan ziyade belirgin olarak zincirler-arasi dna capraz-baglanma olusturarak
DNA'nin fonksiyonunu bozar. Bu hiicre siklusuna spesifik olmayan bir etkidir. Bdylece,

viicuttaki gelisimlerini ve yayilimlarin1 yavagslatir.

Sekil.2.5.3.2.1. Karboplatin’in yapisi. Rose, David (October 6, 2008).

2.5.3.3. Trastuzumab (Herceptin)

Herceptin, kansere neden olma potansiyeli tasiyan bir genin tirettigi HER2 proteinini
hedefleyerek fonksiyonunu bloke etmek iizere tasarlanmis monoklonal bir antikordur.
Herceptin’in etki sekli, viicudun bagisiklik sistemini aktive etmesi ve HER2/neu reseptoriine
baglanarak tiimor hiicrelerinin biiylimesini engeller (Pietras RJ, Pegram MD,1998).
Trastuzumab anti-tiimor etkisini HER-2/neu reseptdriiniin hiicre i¢ine alinip yikilmasiyla,
hiicre dongiisiiniin G1 fazinda tutulmasimi saglayip proliferasyonu azaltarak, apoptozisi
artirarak, ve vaskiiler endotelyal biiylime faktoriiniin ekspresyonunu azaltip anjiogenezi
baskilayarak yapar (Nahta R, Esteva FJ,2006). Herceptin, hem erken hem de ileri evre
(metastatik) HER2-pozitif meme kanseri tedavisinde benzeri goriilmemis sekilde etkili
olmustur. Kendi basina monoterapi olarak uygulanmasinin yani sira, standart kemoterapi ile
birlikte veya standart kemoterapiyi takiben uygulanan Herceptin’in HER2-pozitif meme
kanseri olan kadinlarda cevap oranlarini, hastaliksiz sagkalimi ve genel sagkalimi artirdig1 ve
yasam kalitesini de korudugu goriilmistiir (Ferlay J, Shin HR,2010). Herceptin, ABD’de
Genentech, Japonya’da Chugai ve uluslararasi alanda Roche tarafindan pazarlanmaktadir.
Herceptin 1998 yilindan bu yana, diinya genelinde HER2-pozitif meme kanserli 740.000’°1
askin hastay tedavi etmek i¢in kullanilmigtir (Ferlay J, Shin HR,2010). HER-2 pozitif timori

olan hastalarda tek ilag olarak veya kombine olarak kullanilmaktadir. HER2 reseptdrlerinin
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meme kanseri olgularinin %25-30" unda asir1 eksprese edildiginin ve bu asir1 ekspresyonun
hastaliksiz sagkalim ve genel sagkalimda azalmayla iliskili oldugunun gosterilmesi bu
onkoproteine yonelik hedefli tedavilerle ilgili arastirmalara hiz kazandirmistir (Slamon DJ,
Godolphin W, Jones LA, Holt JA,1989). HER2’ nin 621 aminoasitten olusan ekstraselliiler
bolgesi 4 farklt domaini ile immunoterapi i¢in ideal bir hedef olarak disiiniilmiistiir (Sekil
5.3.3.1).

» > Hydrophilic linker
uen, e 7B -thioether-

' 4
f"

DM1=0)

(2 per 1gG)
4
i

Thio-trastuzumab

Sekil 5.3.3.1. Trastuzumab (Herceptine) molekiiler yapisi (Alain Beck, 2010,
http://www.discoverymedicine.com/)

Bu amacla HER2’ nin ekstraselliiler bolgesine karsi gelistirilmis humanize,
rekombinant bir monoklonal antikor olan Trastuzumab(thumAb 4D5), HER2 asin
ekspresyonu olan metastatik meme kanserinin tedavisinde FDA tarafindan ilk onayi1 alan
hedefe yonelik ajandir. Yapisinda HER2’ nin ekstraselliiler domaininin juxtamembran
kismina baglanan 2 antijen spesifik bolge i¢ermektedir. Antikorun kalan kismi ise bir Fc
kismi bulunan insan murin IgG’ sidir (4D5). Preklinik caligmalarda trastuzumabin cesitli
antineoplastik ajanlarla beraber kulanildiginda additif sitotoksik aktivite ve sinerjistik

antitiimoral etki gosterdigi saptanmistir (Nahta R, Esteva FJ,2006).
2.6. Ila¢ direncliligi

Gilinlimiizde kanser tedavisi cerrahi, kemoterapi ve radyoterapinin kombinasyonu
seklinde uygulanmaktadir. Ilkinde amag¢ tiimorlii doku veya organin uzaklastirilmasi, son
ikisinde ise kanser hiicrelerinin 6ldiiriilmesidir (Tiirker, F.A., 2002). Antikanser ilaglarin ¢ogu

sitotoksik etkileri ile malign hiicrelerin biiyiime ve ¢cogalmalarini onlerler ve onlarin 6liimiine
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yol acarlar. Radikal bir tedavi viicutta tek bir malign hiicre kalmaksizin tiim hiicrelerin yok
edilmesi ile miimkiindiir. Ancak bdyle bir durum az sayidaki istisnalar diginda halen varolan
ilaclarla saglanamamaktadir. Antineoplastik ilacin terapétik etkinligini kisitlayan dnemli bir
faktor, timor hiicrelerinin ilaca azalmis hassasiyeti, bir baska deyisle ilaca karsi direng
gelisimidir. Bu durum baz1 kanser tiiriinde kendiliginden olabildigi gibi (dogal veya primer
rezistans), kemoterapiden sonra da gelisebilir (kazanilmig veya sekonder rezistans) ( Gate, L.,
Tew, K.D.2001).

Kanser tedavisinde basariya ulagmak icin genellikle birden fazla antikanser ilaci
uygulanmaktadir. Ancak, sonradan kazanilan ya da tedavi Oncesi kiside varolan ilag
direngliligi, kanser kemoterapisinde basariya ulagsmay1 biiylik 6l¢iide engellemektedir. Bu
duruma “goklu ilag direncliligi” (CID, multiple drug resistance; MDR) denilmektedir
(Krishan A, Fitz CM,1997). Kanser hiicrelerinde kemoterapétik ilaca direng gelisimi, azalmis
ilag birikimi, artmis ila¢ metabolizmasi ve ilag etkinligindeki degisiklikler gibi pek cok
faktorle iliskili olabilir (Tablo 3.1.)( Gate, L., Tew, K.D, 2001).

Antikanser ilaglara direng gelisiminin olasi mekanizmalari:

- Azalmis Ilac Birikimi

- Membran lipitlerinde degisiklik

- Hiicre ylizeyinde ilacin spesifik oldugu reseptorlerin veya tasiyicilarinin kaybi

- Tlacin hiicre dismna atilmasini saglayan tasiyicilarin etkisinde artis (170 kDa P-
glikoprotein, P-gp) ve ¢oklu ilag direnci proteininin (multidrug resistance protein,

MRP) asir1 ekspresyonu).

- Ilag Metabolizmasindaki Degisiklikler;

- Tlacin biyoaktivasyonunda azalma,

- Metabolik enzimlerin fazla salgilanmasi sonucu ilacin inaktivasyonunda artma,

- Yiikselmis hiicre i¢i y-L-glutamil-L-sisteinilglisin (glutatyon, GSH) konsantrasyonu
- Tlacin Etkinliginde Degisiklikler

- Hiicresel hedeflerdeki degisiklikler

- Tlagla olusan hasarin iyilesmesinde artis veya tolerans gelismesi olarak siralanabilir.

Yukarida belirtilen ve kanser hiicresinin biyokimyas1 ile ilgili direng
mekanizmalarindan bagka hiicrenin ¢ogalma (proliferasyon) kinetigi, ilacin tiimor igerisindeki
kapillerlerden kapiller c¢evresindeki hiicreler igerisine yayilmasinin kisithilhigi ve ayrica
timoriin vaskiilarizasyon durumu ile ilgili diren¢ mekanizmalar1 da vardir (Tirker, F.A.,

2002).
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Ilk olarak hiicresel olmayan ila¢ diren¢ mekanizmasinda zayif vaskiilarize tiimor
bolgeleri ile tiimdre ilag girisi etkili bir sekilde azaltilabilir, bdylece kanserli hiicreler
sitotoksisiteden korunur. Ayrica timorlerde asidik ortam basit ilaglara karsi direng
mekanizmasi saglar. Hiicresel membranlardan diifiizyonunu engellemek i¢in bu bilesenler
iyonize edilebilir. Yiiksek interstisyal basing ve diisilk mikrovaskiiler basing molekiillerin
ekstravazasyonunu geciktirir veya engeller (Krishna, R. and L.D. Mayer,2000). Ayrica,
tlimorlerin terapotik miidahaleye karsi direnci hiicresel mekanizmalardan dolayr da olabilir,
malign hiicrelerin biyokimyasindaki uzun siireli degisiklikler olarak kategorize edilebilir.
Bunlar, degistirilmis spesifik enzim sistemleri (6r; topoizomeraz aktivitesi), degistirilmis
apoptoz diizeni veya ¢oklu ilag direncinden sorumlu protein veya c¢oklu ilag direnci ile iliskili
proteinlerden P-glikoproteinin diga akis sistemi gibi tasima esasli mekanizmalar igerir (Links,
M. and R. Brown,1999). Son olarak, antikanser ilaglar ¢ok genis hacimlerde olacak sekilde
dagilirlar. Kanserle miicadele i¢in kullanilan ilaglar hem tiimdr hiicreleri hem de normal
hiicreler icin toksiktir, bu sebeple genellikle kemoterapinin etkinligi onemli yan etkiler

nedeniyle sinirhdir.

2.7. Matriks Metaproteazlar

Matriks metalloproteinazlar (MMP’lar) elastin, kollajen ve proteoglikanlar gibi
ekstraseliiler matriks proteinlerini yikima ugratan, merkezinde Zn*? atomu barindiran ve

aktiviteleri icin Ca*®’

a bagiml olan, 24 farkli endopeptidazdan olusan bir enzim ailesidir
(Nagase H, Woessner JF, Jr. Matrix, 1999). MMP’lar; proteinazlarin 5 alt sinifindan biri olan
metalloproteinazlar enzim ailesindendir. Biliyiikk cogunlugu bag dokusu hiicreleri ve
inflamatuvar fagositler tarafindan salinmaktadir. MMP’ lar doku yeniden yapilanmasi,
morfogenezis, yara iyilesmesi ve normal gelisimsel siire¢ gibi fizyolojik durumlarda énemli
rol oynadiklar1 gibi tiimor hiicresi invazyonu, anjiyogenezis ve metastaz gibi patolojik
stire¢lerde de yer alirlar(Folgueras AR, Pendas AM, 2004 ).

MMP enzim ailesi, kollojenazlar (MMP-1, -8, -13, -18), stromelizinler (MMP-3, -7, -
10, -11, 12), Jelatinazlar (MMP-2, -9) ve membran tip MMP’lar (MT-MMP-14, -15, -16, -17)
olmak tizere 4 farkli gruptan olugmaktadir. Ayrica yeni tanimlanan MMP-4, -5, -6, -19 ve -20
bu gruplarin igerisinde degerlendirilememektedir. Kollojenazlar, kollojen tip I, II, III, VII, ve
X gibi fibriler kollojenlerin yikimindan sorumludurlar. Jelatinazlar, 72 kDa ve 92 kDa tip IV
kollojenazlar (MMP-2, 9) olarak ta bilinirler. Denatiire kollojenin ve bazal membranin

yikimindan sorumludurlar. Endotelial, epitelial, yag, kas, periferal sinir hiicrelerinin
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ekstraselliiler matriksinin yikimindan sorumludur. Stromelizinler, kartilaj proteoglikanlar
dahil biitlin ekstraselliiler matriks komponentlerini yikima ugratabilmektedirler. Ayrica
stromelizin-1 diger bir¢ok kollojenazi proteolitik olarak aktive edebilmektedir. MT-MMP’lar,
hiicre yiizeyinde bulunurlar, diger matriks proteinleri gibi sekrete edilmezler. Karboksi
terminal uglarinda transmembran bolge icerirler. Ekstraselliiller matriksi yikima ugratirlar.
Ayrica MMP-2 gibi diger bazi MMP’lar1 proteolitik olarak aktive ederler (Kuzuya M, lguchi
A., Massova I, Kotra LP, Fridman R, Mobashery S 1999, Vihinen P, Kahari VM, 2002).

2.7.1. MMP’lerin yapisi

MMP’ler farkli ortak yapisal oOzelliklere sahiptirler. Yapilarinda predomain,
prodomain, katalitik bolge, mentese bolgesi, hemopeksin/vitronektin benzeri bolge olmak
tizere 5 farkli gen bolgesiyle kodlanmaktadir(Kuzuya M, Iguchi A., Massova I, Kotra LP,
Fridman R, Mobashery S 1999, Vihinen P, Kahari VM, 2002 ).

2.7.1.1. Predomain

Predomain; 80 ila 90 adet aminoasit igeren, aminoterminal propeptididir. N
terminalinde yer almaktadir, predomain olarak bilinen, enzimi salgilanma igin etiketleyen
ancak daha sonra uzaklastirilan ve latent enzimde bulunmayan sinyal peptid dizisidir. (Sethi
CS, Bailey TA, Luthert PJ, Chong NH.,2000).

2.7.1.2. Prodomain

Bu bolgede yer alan sistein rezidiileri, enzimin latent formunun korunmasindan
sorumludur. Prodomainin ayrilmasi, inaktif proenzimin aktif forma doniismesini

saglamaktadir (Reel B, Sala-Newby GB, Huang WC, Newby AC., 2011).

2.7.1.3. Katalitik Bolge

Yapisinda 170 aminoasit bulundurur. Cinko baglayan bolgedir. Ek olarak yapisal
cinko ve kalsiyum iyonu igerir. (Murphy G, Nagase H.,2008). Bu bolge stabilite ve enzimatik
aktivitenin olusmasin1 saglar (Reel B, Sala-Newby GB, Huang WC, Newby AC., 2011).
Jelatinaz enzimleri (MMP-2 ve MMP-9) bu béliimde 3 tane fibronektin tip Il benzeri ek

domain bulundururlar. Burada jelatin ve kollajene yiiksek afinite ile baglanmay1 saglayip,
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proteolitik aktiviteyi arttirir, ayrica elastolitik aktivite igin esansiyeldir (Reel B, Sala-Newby
GB, Huang WC, Newby AC. , 2011).

2.7.1.4. Mentese Bolgesi

Katalitik bolge ile hemopeksin benzeri bdlgeleri birbirine baglayan, mentese gorevi
saglayan, 5 ila 10 aminoasitlik bdlgedir. Pirolince zengindir. MMP-7 ve MMP-26’da
bulunmaz (Sternlicht MD, Werb Z. , 2001).

2.7.1.5. Hemopeksin benzeri bolge

Bu bolge, N ve C terminallerini baglayan disiilfit bagi icerir ve 200 kadar aminoasit
bulundurur (Murphy G, Willenbrock F, Crabbe T, 1994). Matrilisin 1 (MMP-7) ve MMP-26
disinda hemen hemen biitin MMP’larda bulunur. Bu bdlgenin fonksiyonu tam olarak
bilinememekle beraber substrat 6zgiinliiglinii saglama ya da plazminojen aktivator {irokinaz
sistemine analog olma o6zelligiyle, hiicre yiizey reseptoér bolgelerinde taninma fonksiyonu
gosterdigi diisiiniilmektedir. Ayrica endojen doku inhibitorleri olan TIMP’lerin, jelatinaz
grubu MMP’lere (MMP-2 ve MMP-9’a) ve MMP-13’e baglanmasiyla da iliskilendirilmistir
(Zucker S, Cao J, Chen WT,2000). Bu genel yapinin disinda Jelatinaz A ve B; katalitik
bolgelerinde fibronektinin kollajen baglayan bolgesi ile iliskili olan ve baska matriks
metalloproteinaz enzimlerinde bulunmayan, sisteinden zengin jelatin baglayan bir ekstra
domain (3 adet fibronektin tip-2 benzeri domain) bulundurmaktadir(Massova I, Kotra LP,
Fridman R, Mobashery S.,1998, ).

2.7.2. MMP tiirleri

Bugiine kadar klonlanmis ve sekanslanmis 66’dan fazla iiyesi tesbit edilmistir.
Insanlardan sentez edilen 24 adet MMP tiirii oldugu saptanmistir (Tablo 2.7.1). Son yillarda
MMP’larin tanimlanmasi hizli olmustur. MMP ailesinin eskiden tanimlanmis yedi iiyesi
varken, yeni kesfedilen metaloproteinazlarin bunlara eklenmesi ile sayilar1 giderek artmistir.

MMP substrat 6zgiinliigline gore altt ana grupta siiflandirilmaktadir (Rielly DD,
Rahman P.2011). En ¢ok bilinen ve kullanilan siniflandirma sekli “substrat 6zgiilliigiine gore”
yapilan siniflandirmadir. Bununla birlikte “molekiil agirliklarina gore” veya “yapilarina gore”

yapilan siniflandirmalar da kullanilmaktadir (Rayet B, Gelinas C. Aberrant,1999).
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2.7.3. Metaloproteinazlarin Siniflandirilmasi

Kollajenazlar: MMP-1, MMP-8, MMP-13
Gelatinazlar: MMP-2, MMP-9
Stromelysinler:MMP-3, MMP-10, MMP-11
Membran tip metaloproteinaz 1-5 (MT-MMPS)
Stromelysin-3

Metalloelastase

Tablo 2.7.3.1 MMP enzimlerinin substrat 6zgiilliigiine gore siniflandiriimasi (Reel, B.,2006).

Grup ads Tanemlayrca isimm | Mumara Temel substrat
Kollajenazlar Interstisy=| MBEAP-1 Kollajem Tip 1. I, 1L Wi we X, jelatin, PG
kollajenaz
Matrofil MBAP-8 Kollajen Tip L. 1L, 1Il, PG
kollajenaz
Kollajenaz-3 MBEIP-13 Kollajem Tip 1. 11, 1
Kollajenaz-4 MBEIP-18 Kollajem |
Jelatinazlar Jelatinaz A MBEAP-2 Jelatim, kollajen IV, W, VI, X, X, elastin
Jelatinaz B MBEIP-5 Jelatim, kollajen IV, W, XV, elastin, PG
Stromelisinler Stromelisin 1 MBEAP-3 PG, laminin, FM. jelatin, kollajem 11, 1V, X we X
Stromelisin 2 MBEIP-10 PG, laminin, FM, jelatin, kollajem T, 1V, DX we X
Stromelisin 3 MMP-11 PG, laminin, elastin, entaktin, tenaskin, versikan,

jelatin, koellajen 11, IV, 12X, X

Membran tipi MT 1-MMP MBEIP-14 Kollajem 1, 1, I, FM, laminim, Wi
MMFP'ler
(MT-MMPler) MTZ-MMFP MBIP-15 Agrekan, FMN, lamimin, tenaskin
MT3-MMP MBAP-18 Kollajen II, FM, jelatin
MT4-MMP MBAP-17 Jelatim
MTS-MMP MBAP-24 PG
MTEG-MMP MBAP-25 Kollajen IV, fibrin, FM, jelatin
Digerieri Matrilisini MBAP-7 Serin proteaz imhibitdrier
Metaloslastaz MBEIP-12 Kollajem 1, IV, elastin, FM, jelatin, laminin, WM
RASI-1 MBIP-18 Kollajemn 'V, entaktin, FM, jelatin, laminin, t2naskin
Emamelisin MBEIP-20 Agrekan, amslogenin
X-MMF MBIP-21 Tammlanmamegtir.
CA-MMF MMP-23 Tamimlammamegtir.
Matrilisin 2 MBAP-26 Kollajen IV, FM, jelatin, WM

CMMP (Horoz) MBAP-2TF Tanimlammamistir.

Epilisin MBEIP-28 Tarmimlammamigtir.

PG: Proteoglikan, FN: Fibronektin, VN: Vitronektin.
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2.7.3.1. Jelatinaz (MMP-2)

Doku ya da hiicre tipine gore degismekle birlikte, latent formu 72 kDa, aktif formu 66
kDa molekiil agirhigindadir (Sethi CS, Bailey TA, Luthert PJ, Chong NH.,2000).
Keratinositler, fibroblastlar, endotel hiicreleri, kondrositler, osteoblastlar, monositler gibi
birgok hiicreden oldugu gibi ve transforme olmus hiicrelerden de saliverilirler. Akcigerlerde
brong epitel hiicreleri, brons diiz kas hiicreleri ve fibroblastlar MMP-2 iiretir (Yilmaz HH,
Yazihan N, Tunca D.,2011). Jelatini, kollajeni (Tip I, IV, V, VII, X, XI, XIV), elastini,
fibronektini, laminini (Yilmaz HH, Yazihan N, Tunca D.,2011), agrekani, versikanti,
proteoglikana bagli proteini, ol-antitripsin/al-proteinaz inhibitorii (al-AT), miyelin bazlh
protein (MBP) ve TNF prekiirsoriinii, MMP-1 ve MMP-9’u yikima ugratir (Chandler S,
Miller KM, Clements JM,1997). MMP-2 ayni zamanda tip 1 kollajeni yikarak ESM’in
yeniden modellenme olayinda 6dnemli rol istlenir (Opdenakker G, Van den Steen PE, Dubois
B,2001). MMP-2 ¢oziiniir halde iken MMP-1 ve diger kollajenazlara gore daha zayif
kollajenolitik aktivite gosterir. Cilinkii proMMP-2 hiicre ylizeyine yerlesmistir ve MT-
MMP’ler tarafindan aktive edilir. ProMMP-2 periselliller alanda birikebilir ve lokal
kollajenolitik aktiviteye neden olabilir. Dolayist ile MMP-2'ler kollajenazlarin pargalamis
oldugu kiiciik kollajen fragmanlarin1 yikima ugratarak birlikte aktivite gostermis olurlar.
Ciinkli bu fragmanlar viicut 1sisinda denatiire olurlar (Opdenakker G, Van den Steen PE,
Dubois B,2001). MMP-2'ler TIMP-2, -3, -4 ve a2 makroglobulin tarafindan inhibe edilirler
(Gomez DE, Alonso DF, Yoshiji H, Thorgeirsson UP,1997). MMP-2 ekspresyonunun kolon
(Sundov Z, Tomic S, Vilovic K, Kunac N, Kalebic M, Bezic J.,2008), pankreas (Evans JD,
Ghaneh P, Kawesha A, Neoptolemos JP.,1997), meme (Talvensaari-Mattila A,1998), prostat
(Trudel D, Fradet Y, Meyer F, Harel F, 2008) ve akciger (Leinonen T, Pirinen R, Bohm J,
2008) timor dokusunda arttig1 saptanmis ve s6z konusu MMP koétii prognoz faktorii olarak

degerlendirilmistir.

2.7.3.2. Jelatinaz B (MMP-9)

Doku ya da hiicre tipine gore degismekle birlikte, latent formu 92 kDa, aktif formu 84
kDa molekiil agirligindadir (Leinonen T, Pirinen R, Bohm J, 2008). MMP-9, jelatin ve tip IV
bazal membran kollajeni i¢in substrat 6zgiilliigii gosterir. Ayrica MMP-9 kollajenleri (Tip 111,
V, VII, X, XIV) (Chandler S, Miller KM,1997), elastini (Leinonen T, Pirinen R, Bohm J,
2008), fibronektini (Chandler S, Miller KM,,1997), agrekani, versikani, proteoglikan bagh
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proteini, entaktini, al-AT, MBP ve TNF prekiirsoriinii (Chandler S, Miller KM,1997) de
yikima ugratir. Organizmada gelisim, doku yenilenmesi ve inflamasyondan sorumludur
(Aksun, S. A., Ozmen, D., and Baymdir, 0.,2001). MMP-9 geninin promotor bdlgesinin
varsayilan AP-1 (-533, -79), NF-kB (-600), Sp1 (-558), ve PEA3 (-540) olmak lizere 4 adet
baglanma bolgesi vardir (Sato H, Seiki M,1993). Bu baglanma bolgelerinden biri veya bir
kac1 araciligiyla (Ras gibi) onkojenler, (FGF-2, EGF, HGF gibi) biiyiime faktorleri ve (TNF-a
gibi) sitokinler tarafindan MMP-9 ekspresyonu diizenlenir (Aksun, S. A., Ozmen, D., and
Bayindir, O.,2001). Buna karsin MMP-9 ekspresyon ve/veya aktivitesi TIMP-1,-3,-4 ve a2-
makroglobulin tarafindan inhibe edilir (Chakrabarti S, Patel KD, 2005). Makrofaj, mast
hiicresi, lenfosit, eozinofil ve notrofil gibi pek ¢ok inflamatuvar hiicre, LPS araciligiyla MMP-
9’un ve TNF-o0, IL-8, graniilosit koloni sitlimiile edici faktor gibi diger inflamatuvar
medyatorlerin {iretimi ve/veya saliverilmesinden sorumludur (Lu Y, Hong TG, Jin M,2010).
Bahsedilen faktorlerin yaninda jelatinaz saliverilmesini etkileyen baska faktorler de mevcuttur

(Tablo 2.7.3.2.1).

Tablo 2.7.3.2.1. Jelatinazlarin saliverilmesini etkileyen faktorler (Johansson N, Ahonen M,2000).

Aktive Edici Faktorler
) o - Inhibe Edici
= Egﬁﬁw;:e e Kimyasal Ajanlar Digerleri Faktorier
Halsiyum iyonoforu AZ3187 | Lipopolisakkand Cnkogenlsr Retinoik asit
Konkanavalin A Kolsigin THF Glukokortikoider
Hristaller C-AMP Citokrin ajanlar Osfrojen
Orat Mitornisin-C Fibroblastlarn Projesteron
yaslanmas
Hidrok siapatit Pentoksifilin Interidkin 1 Adenoviris-SEIA
geni
Kalsiyum pirofosfat Forbaol diestereri Epidermal
biyiime faktori
Integrin reseptde antikon Prostaglandin E Trombosit bdydme
faktdrd
Polihidroksistiimetakrilat Trifluoprazn Winds aracih
farklilasma
Fagositoz UV in

MMP-9 anjiogenezle en fazla iligkili olan MMP’lerden biridir ve anjiogenezin pek ¢ok

basamaginda rolii oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte, tumstatin ve angiostatin gibi bazi
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anti-anjiojenik peptidler olusturarak anti-anjiojenik ve koruyucu etkiler de meydana
getirmektedir (Martin MD, Matrisian LM,2007).

2.7.3.3.Notrofil kollajenaz (MMP-8)

Doku ya da hiicre tipine gore degismekle birlikte, 75 kDa molekiil agirliginda
proenzimdir ve aktif formu 58 kDa molekiil agirligindadir (Aksun, S. A., Ozmen, D., and
Bayindir, 0.,2001). Tip I, II, 1ll, (Aksun, S. A., Ozmen, D., and Bayindir, O.,2001), VII, VIII,
X (1> 1III ) kollajeni, jelatini, agrekani, al-AT’yi, fibronektini yikar (Chandler S, Miller
KM,1997). Notrofillerce iiretilir ve diger kollajenazlardan farkli bir gen tarafindan tiiretilir.
Notrofil kollajenazda, interstisyel kollajenazda (MMP-1) bulunmayan alt1 glikozilasyon
sahast vardir ve bu nedenle noétrofil kollajenaz artmig glikozilasyondan sorumlu tutulur
(Aksun, S. A., Ozmen, D., and Bayindir, O.,2001).

Hanemaaijer ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada ise, romatoid sinovial fibroblast
ve epitel hiicrelerinde TNF-o ve PMA’1n (forbol miristat aseatat) MMP-8 mRNA ve protein
diizeylerinde artis olusturdugu ve bu artisin doksisiklin ile inhibe edilebildigi gosterilmistir.
(Hanemaaijer R, Sorsa T, Konttinen YT,1997). Insan tam kaninda ex vivo olarak yapilmis bir
calisgmada Porphyromonas gingivalis kaynakli LPS ile indiiklenen MMP’ler (MMP-8, -9) ve
pro-inflamatuvar mediyatorlerin (IL-1p, IL-6, IL-8) ekspresyonlarinda tetrasiklin, doksisiklin
ve kimyasal olarak modifiye edilmis tetrasikilin-3 (CMT-3) ile sitokin sekresyonunda farkli
derecede azalma yaptiZi bulunmustur. Bununla birlikte ayni ¢alismada LPS’le muamele
edilmis tam kan Orneklerinin MMP-9 ve MMP-8 sekresyonunda herhangi bir degisiklik
olusturmadigi da savunulmustur (Cazalis J, Tanabe S,2009). Notrofil hiicreleri iizerinde
yapilan bir bagka ¢alismada, LPS stimiilasyonu ile MMP-7, MMP-9'a ek olarak MMP-8
ekspresyonunda da belirigin artis meydana geldigi goriilmiistiir (Shimizu T, Kanai K, 2006).
Insan jinjival fibroblastlarinda yapilan bir ¢alismada da LPS ile MMP-1, MMP-2 ve MMP-8
aktivasyonlarinin arttig1 belirtilmistir (Ko SY.,2012).

2.7.3.4. Stromelisin 2 (MMP-10)

Stromelisin 2 (MMP-10), doku ya da hiicre tipine gore degismekle birlikte, aktif formu
46 kDa molekiil agirligindadir (Aksun, S. A., Ozmen, D., and Bayindir, O.,2001). Substratlar
fibronektin, jelatin, kollajenler (tip III, IV, V), kazein, agrekan, elastin, proteoglikan bagh
protein, MMP-1, MMP-8’ dir (Chandler S, Miller KM,1997). "Transin 2" olarak da

isimlendirilmis olan Ve insan tiimorlerinden kopyalanabilen bu molekiiliin, aminoasid
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dizilimi, biiyiikliigii ve substrat spesifitesi stromelisin 1 ile benzer 6zellikler tagimakla birlikte,
farkli genlerden de tiiretildikleri bilinmektedir (Aksun, S. A., Ozmen, D., and Bayndur,
0.,2001). Son zamanlarda farkli hiicre hatlarinda MMP-10 ekspresyon diizeyinin LPS ile
nasil degistigini belirten ¢ok az sayida c¢alisma vardir. Bunlardan Reel ve arkadaslarinin
yaptig1 ¢alismada, insan monosit hiicrelerinde LPS uyarimiyla mRNA diizeyinde MMP-1,
MMP-10 ve MMP-14 fiizerinde giiglii, MMP-9 ve TIMP-1’de ise daha zayif sekilde
stimiilasyon gergeklestirdigi belirtilmistir (Cazalis J, Tanabe S,2009). Ancak prostat kanseri
hiicre hatti PC-3’lerdeki MMP-10 ekspresyon diizeyine LPS indiiksiyonunun etkilerini

degerlendiren herhangi bir ¢alismaya rastlanamamastir.

2.7.3.5. Matriks metalloproteinaz-7 (MMP-7)

Matriks metalloproteinaz MMP -7 matrilizin olarak da bilinir ESM*“in proteolitik
aktivite sergiler (Van LP, Wielockx B, Puimege L,2005). Anjiogenez, metastaz, invazyon,
hiicre biiyiimesi tiimor olusumunun bir¢ok basamaginda yer alir ve kanser dokusunda siklikla
eksprese olur.

MMP-7( Matrilizin ) 28 kDa agirliginda proenzim olarak salgilanir; N terminalinden 9 kDa’
luk prodomain parcasi kaldirilarak aktive olur. MMP-7 polarize glanduler epitelyumdan
eksprese edilen MMP ailesinin bir iyesidir (Nelson, A.R.,2000). Bundan dolayr MMP-7
fonksiyonu, basolateral ya da apikal (her ikiside) kompartmana salinarak bircok substratla
etkilesime girebilir. MMP-7 normal meme ve parotid bezlerin duktal ve glandiiler epitelinden,
karaciger, pankreas, prostat, peribronsial bezlerden temel olarak eksprese edimektedir
(Harrell, P.C,2005). Immiinohistokimyasal analizlerde hiicre yiizeyi ya da hiicre i¢inde
glandiiler epitelde primer olarak apikal ve liimende ¢ok az da basolateral boyama gézlenmistir
(Harrell, P.C,2005). MMP-7 dogustan bagisiklikta, akciger ve bagirsak gibi organlarda
prodefinsinler gibi antibakteriyel peptitleri aktive ederek koruyucu rol oynar (Wilson,
C.L.,1999). Timor progresyonu sirasinda benign ve malign tiimdrlerin epitelinden eksprese
edilebilmektedir. MMP-7 proteoglikanlar, agrekan, vitronektin, tip IV kollajeni gibi genis bir
ESM substrat spesifikligine sahiptir (Wilson, C.L.,1999). Matrilizin diger MMP*“ler gibi
hiicre yiizey molekiillerinin ektodomainini kesmede 6nemli rol oynar. Tiimor nekroz faktor-o
(TNF-a) Fas ligand (FasL), heparin baglayici epidermal biiyiime faktori (HB-EGF), E-
kadherin ve B4-integrin molekiillerin ektodomainini keser. TNF-a, FasL, ve HB-EGF apikal
bolgede lokalize; E-kadherin, PB4-integrin ve ¢esitli ECM kompanentleri bazolateralde
lokalizedir(Nelson, A.R.,2000). Matrilizin sekresyon mekanizmasi heniiz net degildir
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(Wilson, C.L.,1999). Latent MMP-7 oncelikle basolateral kompartmana salinir. MMP-7
apikal kompartmanda daha aktiftir (Nelson, A.R.,2000).

Mmp-7’nin kanser biiylimesindeki rolii ¢cok biiyiiktiir. MMP-7 tiimorlesmenin erken
evresinde etkilidir (Lecce G, Meduri G,2001). MMP-7 HB-EGF*iin ektodomainini keserek
olgun hale getirir, bu da ErbB4 reseptoriinii aktive ederek hiicre ¢ogalmasini arttirir ve
apopitozu inhibe eder (Mote PA,2000).

Insiilin benzeri biiyiime faktérii (IGF) tiimér olusumunda mitojenik ve antiapoptotik
etkileri ile onemli rol oynar. IGF“nin biyoaktifligi IGF baglayan proteinlerle etkileserek
diizenlenir. Son yillarda matrilizinin tim IGFBP (1-6)“1 parcaladigi boylece kanser
hiicrelerinin biiylimesini ve yasamasini sagladigi bildirilmistir (Giangrande PH, Pollio
G,1997).

2.7.4. TIMP’ler (matriks metalloproteinaz doku inhibitorleri)

TIMP’ler, bag dokusu metabolizmasinin diizenlenmesinde temel olan proteinlerdendir.
Pek ¢ok dokuda ve viicut sivisinda bulunurlar. MMP’lere irreversible ve non-kovalent
bicimde baglanarak latent enzim formunun aktivasyonunu ve katalitik aktivitenin
stirdiiriilmesini de inhibe ederler. Boylece, organizmada fizyolojik olaylarin siirdiirtilmesinde
MMP aktivitesi ile onlarin spesifik endojen doku inhibitorleri olan TIMP’ler arasinda siirekli
bir denge s6z konusu olur (Reel, B., 2006). insanlarda TIMP-1, 2, 3 ve 4 olmak iizere bugiine
dek tanimlanmis 4 adet TIMP tiirii bulunmaktadir. TIMP’ler de MMP’ler gibi vaskiiler diiz
kas hiicreleri, endotel hiicreleri, kan hiicreleri, bag dokusu hiicreleri ve makrofajlar tarafindan
sentez edilirler. TIMP’ler kendi aralarinda kiyaslandiginda, MMP aktivitesini inhibe etme
yoniinden benzerlik gostermekle beraber, matriksteki lokalizasyonlar1 ve gen ekspresyonunun
diizenlenmesi yoniinden farkliklar igerirler. Ayrica degisik MMP tiirlerine gore de 6zgiilliik
gosterirler. Ornegin; Jelatinaz A (MMP-2) tercihen TIMP-2 ile, Jelatinaz B (MMP-9) ise
TIMP-1 ile inhibe edilir (Reel, B.,2006).

MMP’ler ve TIMP’ler, normal dokularda diisiik diizeyde eksprese edilirler ve kemigin
yeniden modellenmesi, anjiyojenez, inflamasyon, apoptoz, immiin cevap gelisimi gibi birgok
biyolojik siiregte rol oynarlar. MMP ekspresyonu, gen transkripsiyonunu etkileyen faktorlerin
etkisi altindaki ¢esitli fizyolojik ve patolojik kosullarda gelisen doku yeniden modellenmesi
sirasinda artar. Bu sirada MMP’lerin iiretimi TIMP’lerin {iretimini asabilir. Boylece MMP’ler

ve TIMP’ler arasindaki denge bozulur (Reel, B.2006). Dengenin MMP y&niinde bozulmasi bu
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enzimlerin, esansiyel olarak, asir1 matriks yikimina neden olarak doku hasari, inflamasyon,
timor invazyonu, metastaz, anjiyojenez ve malign hiicre proliferasyonu gibi 6nemli patolojik

stireclere katilmasina neden olur (Dong Z, Nemeth JA, 2001).

2.7.5. Matriks metalloproteinazlar ve kanser iliskisi

MMP’ larin kanser gelisimindeki rolii, ekstraselliiler matriks komponentleri iizerindeki
yikict etkisinden daha karmagsiktir. MMP’ lar tiimdr progresyonunun, hiicre biiyiimesi,
anjiogenez, invazyon, apoptozis ve metastaz olmak {izere her basamaginda rol almaktadirlar.
Kanserin erken evrelerinde, insulin-benzeri biiyiime faktorleri gibi biyoaktif molekiillerin
MMP’ lar tarafindan proteolitik olarak salinmasi sonucunda malign transformasyon
gerceklesmektedir (Folgueras AR, Pendas AM, Sanchez LM,2004). MMP’ lar timor
hiicrelerinin konak immiin cevabindan kagmasinda da gorev almaktadir. Ornegin: MMP-9,
IL-2R alfa sinyalizasyonunu bozarak T lenfosit proliferasyonunu baskilar(Sheu BC, Hsu SM,
Ho HN, Lien HC, Huang SC,2001). MMP ekspresyonunun, bazi kanser tiplerinde diagnostik
ve prognostik degeri oldugunu gosteren caligmalar bildirilmistir. Timor cevresindeki
stromadan salinan MMP’lar, ile tiimor hiicre ylizeyindeki MT-MMP’lar tiimor grade’i ile
korelasyon gostermektedir(Folgueras AR, Pendas AM, Sanchez LM,2004). Malign
tiimorlerde farklt MMP ekspresyonu, benign tiimorlere oranla daha fazladir. Ayrica MMP’ lar
primer tiimdriin biiylimesi i¢in gerekli mitojenik faktorlerin salinimina yol agmaktadir. Hiicre
oliimiinii regiile eden substratlarin agia ¢ikmasini saglamaktadir. Metastatik kanser hiicreleri
dokulara giris ¢ikis ve doku kanlanmasini saglamak i¢in MMP’lar1 kullanmaktadirlar.
Jelatinaz A ve B’nin neovaskiilarizasyonda rol aldig1 diisiiniilmektedir. Kanser hiicreleri,
kemokin reseptorleri kullanarak metastatik hiicrelerin farkli organlara hedeflenmesini
saglamaktadir. MMP’larin  kemokin gradientlere baglanmasinin, metastatik hiicrelerin
hedeflenmesinde 6nem tasidig1 diisiiniilmektedir. Bununla ilgili yapilan ¢alismalarda MMP’
larin kemokin aktivitesinin diizenlenmesi ve bu sayede inflamasyonun modulasyonu gibi
rolleri de oldugu bildirilmistird. MMP’ larin endotelial hiicreler lizerine pek ¢ok etkisi oldugu
bilinmektedir. MMP’ lar endotelial hiicre migrasyonunda ve tiip formasyonunda oldukca
onemlidir (Nguyen M, Arkell J, Jackson CJ.,2001). Endotelial hiicre migrasyonunu, fibrin
bariyerlerine invazyonu saglayan ve fibrinolitik aktiviteyi en ¢ok gosteren MMP’ lar, MT-
MMP’ lardirl. MMP-7 (Matrilizin) endotelial hiicre proliferasyonuna ve MMP-1, ve MMP-2’

nin endotelial ekspresyonunda up-regulasyonuna yol acar ve in-vivo ortamda anjiogenezisi
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indiikler(Nishizuka I, Ichikawa Y, Ishikawaa T,2001 ). Ayrica invitro kosullarda ekzojen
MMP-9 un hiicre biiylimesini arttirdigi bilinmektedir (Rundhaug JE,2005). Anjiogenez de ise
VEGF, FGF, TGF beta gibi bazi1 proanjiogenik faktorler, MMP’lar tarafindan aktive
edilmektedirler]l. Ayrica MMP-9 tiimér makrofajlarinda ve endotel hiicrelerinde
indiiklenerek, neovaskiilarizasyonu arttirdigi ve akciger metastazlarina yol acgtig
bildirilmistir. Baska bir ¢alismada ise farkli bazi MMP’ larin anjiogenezisin endojen
inhibitorleri olan anjiostatin ve endostatinin prekiirsorlerinin salinimina yol agarak

anjiogenezisi engelledigi bildirilmistir(Nishizuka I, Ichikawa Y, Ishikawaa T,2001).

2.8. Sitokinler

Immiinolojik olay ve inflamasyon sirasinda bazi hiicrelerce hormon benzeri bir takim
polipeptid molekiiller sentezlenmektedir. Bu mdyatorlere “sitokin” denir. Sitokinler immiin
sistem hiicrelerinin aktivitelerini yonlendiren peptidlerdir. Monosit/makrofajlarca salinan
sitokinlere monokin, lenfositler tarafindan salinan sitokinlere ise lenfokin, lokositlere etki
eden monokin ve lenfokinlere de interlokin (IL) ad1 verilmektedir. Interlokin (IL), koloni-
sitimiile edici faktor (CSF), interferon(IFN), timor nekroz faktor (TNF) ve tiimor biiyiime
faktorii (TGF) gibi sitokinler; konagin yabanci antijenlere karsi reaksiyonlarini, 16kosit ve
bazi hiicrelerin gelismesini, hareketini, farklilasmasini saglayan immiinomodiilatorlerdir.
Sitokinler iki tiptir;

Tip-1; Th1 yardimci T-hiicreleri tarafindan sentezlenir. (IL2, IFN-y, IL12 ve TNF-B)

Tip-11; Th2 yardimer T-hiicreleri tarafindan sentezlenir. (IL4, IL5, IL6, IL10 ve IL13)

2.8. 1.Sitokinlerin smiflandirmasi

Sitokinler temel etkilerine gore dort gruba ayrilabilir. Birinci grup; dogal
immiiniteye aracilik eden ve anti-viral tip-1 interferonlar ile pro-inflamatuar sitokinleri-
TNF, IL-1, IL-6 ve diisiik molekiiler agirlikli inflamatuar sitokinlerin yeni tanimlanmis
ailesinden olugmaktadir.

Sitokinlerin ikinci grubu; antijen ile uyarilmis-CD4+ T-lenfositlerinden
tirevlenmis sitokinler olup B ve T hiicrelerinin; aktivasyonunun, biliylimesinin ve
farklilagmasimin diizenlenmesinde rol oynarlar. Bu grup; IL-2, baslica T-hiicre biiylime

faktorii; 1L-4, 1gE sentezinin temel regiilatorii; TGF-B (timor biiyiime faktorii-beta), lenfosit
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yanitlarin1 inhibe eder. Sitokinlerin iiciincii grubu; antijen ile aktive olmus CD4+ ve CD8+
T-lenfositlerince iiretilmektedir. Inflamatuar, 16kositleri aktive etmeye yardimci olmakta ve T-
hiicre regiilasyonunda bu efektor hiicreleri tanimaktadir. Bu grup, mononiiklealar fagositlerin
temel aktivatorii y-interferonu; noétrofillerin bir aktivatori lenfotoksini; ve eosinofillerin bir
aktivatori interlokin-5 i i¢erisine almaktadir.

Dordiincii grup; koloni-sitiimiile eden faktorler (CSF) olarak adlandirilir ve kemik
ilik hiicrelerinin biiylimesini sitiimiille eder. Non-spesifik efektor hiicrelerden ve T-
hiicrelerden tiirevlenen sitokinlerdir ve inflamatuar 10kositlerin bir kaynagimi meydana
getirirler. Boylece sitokinler, patojenlere karsi konak savunmasinda kritik olarak pek ¢ok
fonksiyona yardimci olmakta ve spesifik ve dogal immiinite arasinda baglantilar kurmaktadir.
Ayrica sitokinler, lenfositlerin biiyiime ve farklilasmasina da tesir ederek immiin cevaplarin
onemini ve dogalligin1 diizenleyebilmektedir. Son olarak sitokinler, antijen eleminasyonunu
saglayan efektor mekanizmalarin bir tiirlinii aktive eden herhangi bir antijen i¢in spesifik
lenfositlerin az miktarlarint mimkiin kilan O6nemli amplifikasyon mekanizmalarinin
gerceklesmesini saglamaktadirlar. Sitokinlerin asir1 tiretimi veya faaliyeti; doku hasarina hatta
kaybina neden olabilmektedir. Sitokinler veya inhibitorleri, hastalikla iligkili biyolojik

cevaplarin modifiye edilmesinde veya uygulanmasinda potansiyel olarak uygulanmaktadir.

2.8.2. Sitokin Etkilerinin molekiiler fizyolojisi

Immiin ve inflamatuar reaksiyonlarin olusmasinda rol oynayan ve diizenleyen ¢oziilebilir
(soluble) proteinlerdir. Pleiotropizm (=Ambiguity, belirsizlik); bir sitokin multiple hedef
hiicreler lizerinde multiple etkilere sahiptir. Redundansi (fazlalik); farkli sitokinler ayni
etkilere sahip olabilmektedirler. Sinergizm/ Antogonizm; ayni anda hiicrelerin bir veya daha
fazla sitokine maruz kalmasi nitelik olarak farkli yanitlarin olusmasina neden olabilir. Sitokin
Kaskati; bir sitokin diger bir sitokinin iiretimini arttirabilir (veya indirgiyebilir). Reseptor
transmodiilasyonu; bir sitokin, diger bir sitokin i¢in reseptorlerin ekspresyonunu arttirabilir
(veya indirgiyebilir). Stokin etki sekilleri genellikle otokrin veya parakrin, sadece nadir olarak
endokrin etki seklindedir. Ozellesmis hiicrelerin bir tipi tarafindan salgilanmaktadirlar. Her
hormon etkisi yoniinden tektir. Etkilerini endokrin tarzda gosterirler. Hedef hiicrelerin

0zglinliigli sinirlidir ve siirlandirilmig bir spektrum s6z konusudur.
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2.8. 3.Sitokin Reseptorleri

Sitokinlerin baglandiklar1 reseptorler, sekans homolojilerine gore gruplandirilmaktadir.
Bunlar;

1.  Immiinoglobulin iistailesi,

2. Sitokin reseptor ailesi-class-1

3. Sitokin reseptor ailesi-class-11

4.  TNF reseptor ailesi
5

Yedi transmembran heliks ailesi

2.8. 3.1. immiinoglobulin iist ailesi

Immiinoglobulin Ustailesi; Ig V veya C domainlerine 70-110 aa rezidiileri homolog
olan, bir veya daha fazla Ig domain bolgeleri ile karakterize edilirler. IL1 ve M-CSF i¢in s6z

konusu reseptorleri kapsar.

2.8. 3.2. Sitokin Reseptor Ailesi- Class |

(Hematopoeitin Reseptér Ailesi) immiin ve hematopoeitik sistemlerde fonksiyon
goren sitokin-baglayan-reseptorlerin ¢ogu bu reseptor ailesine aittir. Bununla birlikte bu aile,
biliylime hormonu ve prolaktin i¢in reseptorleri de kapsar. Ekstracellular domainde, korunmus
aa sekans motifleri vardir. Bunlar; (i) pozisyonel olarak korunmus 4 sistein rezidiisii (CCCC)
ve (ii) Trp-Ser-X-Trp-Ser (WSXWS) korunmus sekansidir.(X; korunmamis bir aa i temsil
etmektedir). Reseptor 2 polipeptit zincirden olusur; bir sitokin-spesifik altiinite ve genellikle
sitokin i¢in spesifik olmayan bir sinyal transducing altliniteye sahiptir. Birka¢ durum i¢in bu
reseptorler trimer yapidadir. Sinyal-transducing altiinite, sitokinin yiiksek affinite ile
baglanmasi icin gereklidir. Class-I sitokin reseptorleri, altailelere ayrilmaktadir. Bunlar;

a) GM-CSF Altailesi: bu alt aile I1L3, IL5 ve GM-CSF igin reseptorleri kapsar.
Diistik affinite gosteren sitokin-spesifik reseptor a-altiinitesidir.bu ii¢ diisiik affiniteli o-
altiinitelerinin hepsi, ortak bir sinyal-transducing [B-alt iinitesi ile non-kovalent olarak iliski
kurabilmektedir. Dimerik reseptdriin olusmasi, sitokin i¢in affinitenin artmasini saglamakta
ayn1 zamanda sitokin baglanmasini takiben membranin diger tarafina bir sinyalde ge¢mis
olur. Ilging olarak, IL3, IL5 ve GM-CSF aktivitelerinde 6nemli derecede redundansi

gostermektedir. IL3 ve GM-CSF; hemapoietik kok hiicreleri ve progenitor hiicreler iizerine
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etki etmekte, monositleri aktive etmekte ve megakaryosit farklilasmasini tesvik etmektedir.
Bu sitokinlerin ti¢linlin tamami, histamin salinimi ile eusinofil proliferasyonunu ve bazofil
degraniilasyonunu tesvik etmektedir.

b) IL6 Altailesi: bu alt aile; IL6, IL11 ve IL12 igin reseptorleri kapsar. Bu olayda,
ortak bir sinyal-transducing altiinite (gp130), bir veya iki sitokin-spesifik altiiniteler ile iliski
kurmaktadir. S6yle bir durum tahmin edilmektedir; bu altiinitelerdeki reseptorlere baglanan
sitokinler biyolojik aktiviteler yoniinden ortiisme gosterir.

c) IL2 Altailesi: bu alt aile, IL2, IL4, IL7, IL9 ve IL15 i¢in reseptorleri kapsar. I1L2
ve IL15 reseptorleri, trimer olup; sitokin-spesifik bir zincir ve sinyal-tranduksiyonundan
sorumlu iki zincirden-p ve y- olusur. IL2 reseptdr y-zinciri, dimer yapidaki bu altaile
iiyelerindesinyal-transduksiyon altiinitesidir. Genellikle a-altiinite, sitokine 6zgiidiir. f veya y
altliniteler; sitokin baglamada yliksek affiniteye ve/veya sinyal trasdiiksiyonu i¢in gereklidir.

Eritropoietin (EPO) reseptdrii de (EPOR) bu altaileye aittir.

2.8. 3.3. Sitokin reseptor ailesi- class 11

Sitokin Reseptor Ailesi- Class II (Interferon Reseptdr Ailesi) bu reseptdrler icin
ligandlar; interferon o, B ve y dir. Bu reseptorler korunmus sistein motifine sahiptir fakat
class-I sitokin reseptorlerindeki WSXWS motifi bulunmaz.

Class I ve Class II reseptorlerinin ¢ogunda sinyal trandiiksiyonu reseptor alt {initelerinin
sitokin tesvik edilmis dimerizasyonu ile baslmaktadir. Bu dimerizasyon reseptoriin sistolik
kisimlarin1 birbirine daha yakin bir konuma getirir ve hiicre i¢i sinyal mekanizmasinin
baslangi¢ noktasin1 olusturur. Bu sitokinler Jak / STAT patwayini kullanir. Jaklar, Statlar
olarak bilinen proteinler {izerindeki tirozin reziidiilerini fosforlar. Genlerin aktivasyonunu
saglayan statlarin dimerizasyonu s6z konusudur. Multiple Jaklarin ve statlarin 6zgiinliiklerini
yardimci olan diger elementler de izole edilmistir. Jak / Stat patway i aslinda sitokin spesifik
bir padway olarak arzetmekte fakat diger biiyiime faktorleri ve hormonlarda bu padway i
aktive edebilmektedir. Sitokin sinyal iletinin molekiiler mekanizmasi i¢in sadece stoplazmada
lokalize oldugu diisiiniilmiis son kanitlara baktigimizda ise sitokinler hiicre niikleosunu hedef

alaraktan fonksiyon gorebilmektedir.

2.8. 3.4. TNF Reseptor Ailesi

Transmembran glikoproteinlerin TNF reseptor ailesi 55 kDa TNF reseptor (TNFR-1) ve
75 kDa luk TNF reseptor (TNFR-II) leriniy, CD 40 ve Fas seklinde kapsamaktadir.
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Ekstracellular amino terminalinde yaklasik 40 aa lik sisteince zengin tekrarlar sahiptirler.
Ailenin bazi iiyeleri stoplazmik boélgelerinde sekans benzerlikleri gosterir. Lenfotoksin ve
TNF — a birlikte, p 55 reseptorii ve p 75 reseptoriine baglanmaktadir. TNF — a ‘nin 6ldiirme
etkileri p 55 reseptorii araciligiyla gergeklesir. p 55 reseptorii “death domain (6lim
domaini,DD)” olarak isimlendirilen korunmus bir dizi motifi igerir. TRADD olarak
adlandirilmakta ve apoptosis ile ilgilidir. p 75 reseptorii , TNF reseptor iliskili faktorler
(TRAFs) olarak isimlendirilen molekiillerin bir protein ailesinin tanimlayan bir domaini igerir.
Bunlarin asir1 ekspresyonu transkripsiyon faktorii NFkB yi aktive eder ve bdylece
transkripsiyon faktor AP — 1 (aktivator protein 1) regiile eden stres — aktive olmus protein
kinaz patway de aktive olur. TNFR I ve TNFR II ’nin soluble formlar1 kanserli hastalarin

idrar ve serumlarinda bulunmustur.

2.8. 3. 5. Kemokin reseptor ailesi

Kemokin reseptorleri, 7 transmembran looplarin bir {ist ailesinin tiyesidir ve sinyallerini
heterotrimerik G proteinleri vasitasi ile iletirler. Kemokin reseptorleri yapisal olarak birbiriyle
akrabadir. Kemokin reseptorlerin N-terminal kismi ligand baglanma 6zgiinliigilinii belirlemede
anahtardir. Sitokinlerin tiimoriin olusumu ve gelismesinde 6nemli rol aldiklari i¢in potansiyel

tlimor belirteci olabilecekleri diistiniilmektedir (Chechlinska M.,2003).
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1 Materyaller

Meme kanseri kok hiicre (benzeri) hiicreler: 1135559 nolu TUBITAK projesinde elde
edilen meme kanseri primer kiiltiirti kullanilmistir. 150mg Herceptine (trastuzumab) 5ml
destile su ile ¢ozdiiriliip, ilk doz 10 uM olacak sekilde konsantrasyonu ayarlanmistir. 0,007M
Paklitaksel, ana stoktan ilk doz i¢in konsatrasyonu 100 uM olacak sekilde hazirlanmistir.
Karboplatin (50mg/5ml) ana stogundan ilk doz 4 uM olacak sekilde ila¢ konsantrasyonu
ayarlanmistir. Hiicre kiiltiirii besiyesi (DMEM F-12) , %10 FBS (Biochrom), %1 penicillin-
steptromycin (Biochrom), Tripsin-EDTA ( biochrom -%0.05 / % 0.02 (w/v), without Ca?*,
Mg?*). Protein izolasyonu igin, RIPA cell lysis buffer (Amresco) kullanilmistir. Sitotoksisite
analizlerinde 3-[4,5- Dimethylthiazol-2-yl] 1-2,5-diphenyltetrazolium bromide (XTT) Kiti
kullanilmistir. Matrix metalloproteinazlar ve sitokinlerin tespiti igin MMP-10 hedef ve
Cytokine-23 hedef human antibody array (Abcam) kullanilmistir. Array membranlari
kemiliiminisan olarak goriintiillenmis (Vilber Lourmat Gel Documentation System), ve Image
J programiyla densitometrik analizler yapilmistir. 7-AAD (Peridinin Chlorophyll Protein-
PerCP, Becton Dickinson-BD), CD44 (Phycoerythrin-PE, BD), CD24 (Cy7 bagh
Phycoerythrin-PE-Cy7, BD), HER-2 (FITC Mouse Anti-Human HER-2/neu, BD)
monoklonal antikorlar1 kullanilarak akim sitometrik (FACS Aria III, BD) analiz cihazi
kullanilarak meme kanseri hiicreleri analizleri yapilmistir. FACS Aria III akim sitometri
cihaz1 (BD) ile saflastirilarak kiiltiire alinmis ve hiicreler tiretildikten sonra ALDEFLUOR Kkiti
(Aldehit Dehidrojenaz [ALDH] Merkezli Hiicre Belirleme Kiti, STEMCELL) kullanilarak bu
hiicre gruplarindaki ALDH aktivitesi analiz edilmistir.

3.2. Yontemler

3.2.1. Hiicre kiiltiiria

3.2.1.1. Hiicre kiiltiirii protokolii

Meme kanseri kok hiicre (benzeri) hiicreler 1138559 nolu TUBITAK projesinde elde
edilen meme kanseri primer kiiltiirii kullanilmistir. Tez ¢alismalar siireci boyunca, TUBITAK
projesinde elde edilen Hasta 3 (H3)’lin primer kiiltlirti tiretilmigtir. H3, flow sitometri analizi

sonrasi litaratiirde bilinen kanser kok hiicre belirtecleri kullanilarak kok hiicre benzeri
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hiicreler secilmistir ( Tirino V., Desiderio V., Paino F.,2012). Bu alt Kkiiltiirler tretilip
molekiiler analizlere tabi tutulmustur. H3-1: CD44"CD24 HER2"; H3-2:CD44"CD24'HER2™*
fenotipi tasiyan hiicrelerdir. Bu tez caligmasinda kiiltiirler kisa kodlariyla anilacaktir.
Hiicrelerden analizlerin yapilabilmesi i¢in belirli sayilara ulagmalar1 gerekmektedir. Bu
sayilara ulasmak icin kiiltiiriin iiretildigi kiiltiir kaplarmin (25 cm?, 75 cm?, 24 kuyulu plaka
gibi) konfluent yani %75-%80 dolu olmasi1 gerekmektedir. Hiicreler tripsin (kag mL, kag
dakika) ile kaldirilip deneyden 6nce thoma laminda (Bright-Line, ABD) sayim yapilmistir
(100 pL trifan mavisi, 900 pL hiicre siispansiyonu).

3.1.1.2. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Cozdiiriilmesi

Hiicre kiiltiirii c¢aligmalarinda hiicre hatlarinin  korunabilmesi, pasaj sayisinin
ilerlemesine bagli fenotipik ve genotipik degisimlerin Onlenmesi; ayrica bu ¢aligmalar
sirasinda giivenli olarak geriye donebilme seceneginin saglanabilmesi amaciyla hiicre
hatlarinin kisa veya uzun siireli stoklanmasi gerekmektedir. Hiicrelerin saklanabilmesi igin en
uygun yontem -80°C veya -130°C’nin altinda dondurmasi islemidir. Dondurma islemi
sirasinda hiicrenin organellerinin korunmasi i¢in dimetilsiilfoksit (DMSO) ya da gliserol gibi
kriyoprotektan ajanlar kullanilmaktadir (Tablo3.1.2.2.1). Bu amagla kullanilan ajanlar suda
eriyebilen maddelerdir; donma silirecinde olusan buz kristali miktarimi ve elektrolit
konsantrasyonundaki artist  kontrol ederek optimal degerlerin {izerine ¢ikmasin
engellemektedirler.

Dondurma islemi igin ilk olarak hiicreleri yiizeyden kaldirabilmek amaciyla; 25cm?’lik
kiltir kaplar1 (Tablol) i¢in 2 ml %0,05/%0.02(w/v) Tripsin-EDTA  (Trypsin-
Ethylenediaminetetraacetic acid - Tripsin-Etilendiamintetraasetik asit) (Bio-Chrom, 25200-
056, Germany) yikamasinin ardindan 2 ml %0,05 / %0.02(w/v) Tripsin-EDTA uygulanmigyit
ve hiicreler 37°C’de 5-6 dakika siireyle inkiibatore birakilmistir. Hiicreler inkiibatorden
cikarildiktan sonra mikroskop altinda kiiltiir kabindan ayrildiklar1 goézlenip, 3- 4ml tam
besiyeri (serum icaren) ilave edilmis ve sonrasinda pipetaj islemi ile homojen hale
getirilmigtir. 1500 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edildikten sonra elde edilen hiicre
pelletinin lizerine 1 ml; %90FBS , %10 DMSO igeren soliisyonun ilavesinin ardindan kriyo
tiiplere aktarilarak —bir gece -20°C ve daha sonra da -80°C’deki derin dondurucuya, daha
sonra da sivi azot tankina kaldirilmistir. Donmus olarak saklanan hiicreler daha sonra
coziindiiriilerek yeni kiiltlirler hazirlanabilmektedir. Bu islem esnasinda ekstraselliiler ortam

intraselliiler ortamdan Once c¢oziilmekte ve ani olarak serbest sivi salinmakta ve sonugcta
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hipotonik hiicreler siserek patlamaktadir. Bu olumsuzluklarin 6niine gegebilmek ig¢in

¢cozdlirme islemi olabildigince hizli yapilmalidir. Cozdiiriilecek olan hiicreler -80°C derin

dondurucudan ¢ikarilir ¢ikarilmaz 37°C’lik su banyosunda c¢oziilene kadar (yaklasik 1-2

dakika) bekletilmistir. Ardindan hiicre kiiltiir kabindaki 37°C’ye 1sitilmis 9 mL besiyeri

iizerine dikkatlice pipetaj yapildiktan sonra ilave edilmistir.

Tablo 3.1.2.2.1. Hiicre kiiltiirii uygulamalarinda kullanilan geregler

Kullamilan Gerec¢

Firma - Ulke

Steril Hiicre Kiiltiir Kab1 (25 cm?)

Steril Hiicre Kiiltiir Kab1 (75 cm?)

2, 5,10, 25 ml hacimli otomatik pipetler
Thoma-lam1

Invert mikroskop

%99,9 Dimetilsiilfoksit (DMSO)

%0.05 / % 0.02 (w/v) Tripsin-EDTA (03-052-1B)

0,2 pum porlu siringa filtresi (16534K)

Cellstar - Almanya

Cellstar - Almanya

Thermo Scientific- ABD
Bright-line ABD

Leica - Almanya
AppliChem-Almanya
Biological Industries — Israil
Falcon- ABD

3.1.1.3. Hiicrelerin Uretilmesi ve Pasajlanmasi

Farkl1 hiicre hatlar ihtiyaglarina uygun sekilde farkli ortamlarda yetistirilmektedirler.
H3, H3-1, H3-2, H3-3 hiicre hatlar1, %10 FBS ve % 1 penicillin- steptromycin (10.000U/ml/
10.000ug/ml) igeren DMEM-F12 ortaminda iiretilmektedir. (Tablo 3.1.1.3.1).

Tablo 3.1.1.3.1. H3, H3-1, H3-2, ve H3-3 hiicrelerinin tiretilecegi kiiltiir ortamini igerigi.

Madde

Miktar

Firma - Ulke

Penicillin- Steptromycin (10.000U/ml/
10.000ug/ml)

5 ml (%1)

Bio-Chrom — Almanya

Fotal Dana Serum (FBS) (041271a)

50 ml (%10)

Biological Industries - Israil

DMEM-F12 Hiicre Ortam1 (FG-4815)

500 ml

BioChrom - Almanya

Kiiltiirlerde ¢ogalan hiicreler, i¢cinde bulunduklar1 besi ortamindaki besleyici ajanlari

biliyiik olclide tiikettikten ya da iireme yilizeyinin tamamini kullandiktan sonra c¢ogalma

hizlarin1 diisiirmekte ve zamanla tamamen durdurmaktadirlar. Bu donemde kiiltiiriin

boliinmesi yapilmasi gereken en dogru islemdir ve bu isleme "Pasajlama" adi verilmektedir.

Hiicreler deneye alinacagi zaman Thoma laminda sayim islemi uygulanip istenilen hiicre
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miktar1 hesaplandiktan sonra pasajlama islemi gerceklestirilir. Deneye alinmayacak hiicreler
ise rutin olarak 48 saatte bir beslenir ve bulunduklar1 hiicre kiiltiir kabmin zeminini
kapladiklart zaman (%80) seyreltmek tlizere pasajlama yapilarak rutin beslemeleri devam
ettirilir. Yilizeye bagimli hiicreler ile yapilan kiiltiir ¢alismalarinda oncelikle hiicrelerin kiiltiir
kab1 ylizeyinden ve birbirlerinden ayrilmalar1 gerekir. Bu islem mekanik, enzimatik ya da
kimyasal yontemlerle miimkiin olmaktadir. Hiicrelerin yiizeyden ayrilmasindan sonra ise en
kisa siirede kullanilan enzim ve kimyasallar ortamdan uzaklastirilmali veya taze tam besiyeri
ile seyreltme yapilmalidir.

Gergeklestirilen pasajlama islemi i¢in tek kullanimlik steril cam pastor pipetleri
kullanilarak hiicrelerin iizerlerindeki ortam vakum yardimiyla uzaklastirilmistir. 25cm?’lik
steril kaplara yapigsmis olan hiicrelerin yiizeyi uygulanacak Tripsin-EDTA'nin etkisini
arttirmak i¢cin Iml Tripsin-EDTA soliisyonu kiiltiir kabinin ortasina damla damla ilave
edildikten sonra, 10-15 saniye siiresince nazik¢e sallama islemi yapilarak Tripsin-EDTA'nin
kiiltir kabmin her bolgesine yayilmasi saglanmistir. Ardindan Tripsin-EDTA vakum ile
uzaklastirilip, 3mL Tripsin-EDTA soliisyonu kiiltiir kabinin ortasina damla damla ilave
edilmistir. 37°C ve %5 CO2’li inkiibatorde hiicreler yiizeyden kalkana kadar yaklasik 5-6
dakika kadar beklemeye alinmigtir. Daha sonra 10 mL besiyeri hiicrelerin iizerine ilave
edilmis ve pipet yardimiyla hiicreler silispande edilmistir. Siispansiyon iki kiiltiir kabina
boliinmiistiir. Hiicrelerin kiiltiir kabina homojen sekilde dagilmalar1 i¢in nazikc¢e sallama

islemi uygulandiktan sonra, kaplar hiicrelerin iiremesi i¢in inkiibatore yerlestirilmistir.

3.1.1.4. Hiicre Sayimi

Hiicre saymmi hiicre siispansiyonunun yogunlugunun belirlenmesi i¢in yapilan bir
islemdir. Hiicreler pasajlanirken, yeni kiiltiire veya deneye istenilen miktarda hiicre alabilmek
amaciyla Thoma laminda sayim islemi uygulanmigtir. Sayim islemleri i¢in her uygulama
oncesinde homojen hale getirilen hiicre slispansiyonundan 100 pl alinip tizerine 900 pl trifan
mavisi eklenip Thoma lamu ile tizerine yerlestirilmis olan lamelin arasindaki oluga pipet ile
kenardan sizdirilarak siispansiyonun yayilmasi saglanmistir ve mililitredeki hiicre sayisini
belirlemek i¢in ise asagidaki formiil kullanilmastir:

Hiicre sayis1 / mL= Hiicre sayis1 (tiim lam iizerinde sayilan) x 10*
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3.1.2. Kanser Kok Hiicre (benzeri) Hiicrelerinde Molekiiler Analizler

Tez calismamizda, Hasta 3 (H3) primer kiiltiirii, ve alt gruplari olan H3-1:
CD44"CD24'HER2", H3-2:CD44"CD24 HER2 benzeri (stem cell like) hiicreler kullanilmistir
(Sekil 1.) Tlagsiz kiiltiire edilen meme kanseri kok hiicrelerinde (CD44*/CD24" meme kanseri
kok hiicreleri ) ve H3 primer meme kanseri hiicrelerinde HER2 reseptorii ifadesi,
sitokinlerinin ifadeleri ve metastatik hiicre belirtegleri metalloproteazlarin ifadeleri molekiiler

yontemlerle (Flow sitometri ve protein array) belirlenmistir.

3.1.2.1. Kok hiicre CD isaretleri kullanilarak hiicrelerin izolasyonu vekKok hiicrelerde

HER?2 ifadesi ile ALDH enzim aktivitesinin belirlenmesi

Hiicreler 25 cm? kiiltiir kabinda %10 serum ve antibiyotik iceren DMEMF12
besiyerinde iiretildikten sonra, hiicreler 25 cm? kiiltiir kabindan kaldirilarak, trifan mavisi ile
sayilip 1x10° hiicre alinarak ayni ¢ozelti ile yikanmustir. Kanser kok hiicre zari iizerinde
bulunan (Tirino V., Desiderio V., Paino F., 2012) CD isaretlerine baglanan floresan
monoklonal antikorlar 1 pg/mL olacak sekilde hiicreye eklenerek karanlikta 4°C’de 30 dakika
inkiibe edilmistir. PBS ile yikadiktan sonra FACS Aria III hiicre saflastirma sisteminde analiz
edilerek hiicreler saflastirilmistir. Hiicre CD isaretlerine baglanmasi i¢in mouse anti-human
CD44 FITC, mouse anti-human CD24 PE antikorlar1 (BD Biosciences) kullanilmistir. CD447,
CD24 hiicreler 2 mL DMEM/F12 besiyerine segcilerek kiiltiir kabina alinmistir. Bu hiicreler
meme kanseri kok hiicresi olarak adlandirilmistir. Segme islemi sonucunda kontrol amacli bir
miktar ornek tekrar hiicre saflastirmali akim sitometri sistemine verilmis, popiilasyondaki
CD44*, CD24 hiicrelerin safligi kontrol edilmistir. Negatif kontrol olarak antikor ile muamele
edilmemis, 10 pg/mL 7AAD ile boyanmis hiicreler kullanilmistir (Ferraros, 2010; Pham,
2012). 7AAD popiilasyondaki 6lii hiicrelerin parcalanmis DNA’sin1 boyadigi i¢in 7AAD
acisindan pozitif olan hiicreler degil negatif olan canli hiicreler deneye dahil edilmistir.

Kanser kok hiicrelerinin belirlenmesi ve izolasyonunda kullanilan bir diger isaret de
yiiksek ALDH aktivitesidir. Bu amagla ALDEFLUOR kit (StemCell Technologies, Durham,
NC, USA) kullanilmistir. Negatif kontrol olarak ALDH inhibitorii (50 mmol/L DEAB) ile
muamele edilmis olan hiicreler kullamlmistir. Bu boyama islemi igin 107 hiicre
gerekmektedir. 2 mL tripssin/EDTA (Biochrom) ile 5-6 dakika 37 C de bekletilerek kaldirilan
hiicreler (H3), iizerine 5 ml DMEM-F12 (Biochrom) eklenmistir. Daha sonra, 1500rpm’de 4
°C de 5 dakika santrifiij edilip, supernatant kismi uzaklastirilir. 1 mL PBS Dulbecco
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(Biochrom) eklenerek hiicreler siispande edildikten sonra, 1500 rpm’de 4 °C de 5 dakika
santrifiij edilip, supernatant uzaklastirilir. Tiiplere Tablo 3.’deki belirtilen boyalar eklenip, oda
sicakliginda ve karanlikta 15-30 dakika inkiibe edilir. 2 mL PBS Dulbeccoeklenerek hiicreler
lyice siispande edildikten sonra, 1500 rpm’de 4 °C de 5 dakika santrifiij edilip, siipernatan
uzaklastirilir. Son olarak 500 pL PBS Dulbecco (Biochrom) eklenerek hiicreler iyice

stispande edildikten sonra, akim sitometrisinde analiz edilir.

Tablo 3.1.2.1.1 7AAD, CD44, CD24 VE HER2 i¢in boyama miktari

Analiz edilen belirte¢ Floresan boya Eklenen miktar
Hiicre canliligi (7AAD) PerCP 5uL

CD44 PE 5uL

CD24 PE Cy7 2,5 uL

HER2 APC 2,5 uL

Kanser kok hiicreleri ve kok hiicre olmayan diger kanser hiicrelerinin
karsilastirilabilmesi igin 4 farkli hiicre grubuna 1 ml DMEM-F12 eklenir. Oncelikle meme
kanseri hiicrelerinin canliligi 7-AAD® hiicre populasyonu kapilanarak belirlenmistir. Daha
sonra meme kanseri kok hiicre (benzeri) miktar1 bu kapidan alinan kadranla CD44*CD24
hiicre popiilasyonu olarak saptanmistir. Analizler hiicre saflagtirma 6zelligi olan 8 renkli akim
sitometri (FACS Aria III, BD) ile saflastirilarak kiiltiire alinmis ve hiicreler tiretildikten sonra
ALDEFLUOR kiti (Aldehit Dehidrojenaz [ALDH] Merkezli Hiicre Belirleme Kiti,
STEMCELL) kullanilarak bu hiicre gruplarindaki ALDH aktivitesi analiz edilmistir
(Tablo3.1.2.1.2).

Saflagtirllmis kok hiicrelerde HER2 reseptor ifadesi HER2 reseptor antikor kiti
kullanilarak akim sitometri ile degerlendirilmistir. Kok hiicreler HER2 pozitif ve negatif
olmak {iizere 2 gruba ayrilmistir (Tablo 4). Popiilasyonda yiiksek oranda bulunan hiicreler
saflastirlip kiiltiir ortaminda 6ncelikle 24 kuyulu plakalarda tretilmistir. Kuyularin dolmasi
(% 75- % 80 doluluk/konfluent) ardindan hiicreler tripsinize edilip 25 cm? flasklarda

iretilmistir.
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Tablo3.1.2.1.2 Akim sitometri ile saflastirilan hiicre gruplari

HER2®)
CD44*CD24
(Kanser Kok Hiicre (benzeri) hiicreler)
HER20)
HER2®)
CD44*CD24*
(Kok Hiicre Olmayan Kanser Hiicreleri)
HER20)

3.1.2.2. Kok Hiicre Benzeri Hiicrelere Kemoterapi Uygulanmasi Ve Toksisite Analizleri

Trastuzumab ve kombine tedavinin hiicrelere sitotoksik etkisi 96 gozli kiiltiir
kaplarinda test edilmistir. Ilaclar yiiksek dozdan sirasiyla (trastuzumab: 6,67 pM; paklitaksel:
66,7 uM, karboplatin: 6,67 uM) diisiik doza (trastuzumab: 0,013 pM; paklitaksel: 0,13 uM,
karboplatin: 0,013 uM) yatay olarak seyreltilmistir. Vasat kontrolii gozleri hari¢ her goze
1x10* hiicre ektikten sonra 96 saat 37°C de inkiibe edilmistir. Her goze XTT soliisyonu
eklenerek canli hiicrelerin olusturdugu formazan kristallerini olusturmak i¢in 4 saat
bekletilmigtir. Hiicre liremesindeki inhibisyon, kromojenik iiriiniin 490 nm dalga boyunda
ELISA okuyucu (Biotek) ile optik yogunlugunun belirlenmesi ve ICso (hiicrelerin %50’sinin
yasadigi ilag konsantrasyonu) degerlerinin hesaplanmasi ile belirlenmistir (Kars M.D., 2008).

Primer meme kanseri kok hiicre hatlarinda paklitaksel, karboplatin ve
Trastuzumab(Herceptin) kemoterapdotiklerin kombinasyonlarinin etkilerinin “checkerboard
combination assay” yontemi ile incelenmesidir (Kars,M.D.2006). Antikanser ilacinin
konstantrasyonu (A) horizontal (yatay) olarak seyreltilirken, ikinci antikanser ilacin
konsantrasyonu (B) vertical (dikey) diizlemde seyreltilmistir. Medium kontrolii gézleri harig¢
her goze 1x10* hiicre ektikten sonra 96 saat 37°C de inkiibe edilmistir. Her gdze XTT
sollisyonu eklenerek canli hiicrelerin olusturdugu formazan kristallerinin olugmasi i¢in 4-10
saat bekletilmistir. Hiicre iiremesindeki inhibisyon, kromojenik iriiniin 490 nm dalga
boyunda ELISA okuyucu (Biotek) ile optik yogunlugunun Belirlenmesiyle hesaplanmistir.
Primer hiicrelere Trastuzumab(herseptin) paklitaksel, karboplatin kombine uygulanmis ve ilag
etkilesimleri belirlenmistir. ilag etkilesimleri asagidaki ifadelere gore belirlenmistir:

FICa= ICs0 kombine tedavi / ICsoa tek basina

FICg= ICs0s kombine tedavi / ICsog tek basina
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FIC: fraksiyonel inhibe edici ila¢ konsantrasyonu, A: 1. ilag, B: 2. ilag, FIX ise
fraksiyonel inhibe edici indeks’i ifade etmektedir. FIX = FICA + FICB formiilii ile hesaplanir.

FIX <05 ise

sinerjik etki
FIX 0.5 ve 1 arasi ise aditif etki
FIX > 1 se

bagimsiz etki

FIX > 2 ise antagonistik etkiyi gostermektedir.

3.1.2.3. Sitokin ve metalloproteazlarin protein array kullanilarak tayin edilmesi

Protein array teknigi c¢ok sayida proteinin ayni anda tayin edilebilmesine ve
miktarlarinin belirlenmesine olanak saglayan bir sistemdir.

Meme kanseri primer hiicrelerinden (H3 ve H3-1/CD44*CD24'HER2*) protein
izolasyonu yapilmis, protein miktarlart BRADFORD yontemine gore belirlenmistir.

Protein izolasyonu igin 75 cm? flasklarda %75-80 konfluent (kiiltiiriin kaptaki %
dolulugu) iiretilen 5x10° hiicre sayilip, 1 mL RIPA cell lysis buffer (Amresco) eklendikten
sonra 15 dakika buz banyosunda inkiibe edilir. Daha sonra 1,5mL’lik santrifiij tiiplerine alinip
14.000g de 15 dakika santrifiij edilir. Siipernatant kisim, protein icermektedir ve 1,5mL’lik
santrifiij tlipine aktarilip, (-20 °C de dondurulup saklanabilmektedir) proteinlerin miktar
tayini icin BRADFORD yonteminden yararlanilmistir. Bu yontemde, saflastirma isleminden
sonra hiicre lizat 6rneginden 10 pL 96 gozli plakalara ii¢ tekrarli eklenir. 250 yL commasie
reagent eklenip, 30 saniye pipetleme ile karnistirilir. 10 dakika oda sicakliginda bekletildikten
sonra, 595nm’ de mikplaka okuyucuda absorbansi 6l¢iiliir. Protein konsantrasyonlart BSA
standart egrisine gore hesaplanmistir.

H3 ve H3-1 (HER2 pozitif kanser kok hiicreleri) kiiltiirlerde metalloproteaz ve sitokin
ifade miktarlar1 protein array kit ve membranlart kullanilmistir(Abcam).

Metalloproteinazlar ve sitokinlerin tespiti icin MMP-10 hedef ve Cytokine-23 hedef
human antibody array (Abcam) kullanilmigtir. Membranlar esit miktarda (0,9 mg) total lizat

ile hibridize edilmistir.
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Bu analiz sirasinda Sekil 3.1.2.3.1.’deki yontem kullanilmistir. Markerlarin isaretli
kismu iist sol kosede olacak sekilde yerlestirilir. Oda sicakliginda 2ml 1X Bloking buffer
sollisyonu konulup, 30-45 dakika inkiibe edilir. 1X Bloking buffer soliisyonu aspire edilir. H3
ve H3-1 protein lizatlar1 yiiklenir ve 1.5-2 saat oda sicakliginda inkiibe edilir. Daha sonra 4 °C
ye alinip bir gece beklenir ve ertesi giin soliisyon aspire edilir. 25 ml 1X wash buffer I ile her
bir 6rnek 30 dakika beklenerek yikama iglemi yapilir. 2 ml 1X wash buffer I koyup 5 dakika
oda sicakliginda g¢alkalamali inkiibasyona birakilir. Daha sonra soliisyon aspire edilir. Bu
islemler 3 kez tekrar edilir. 2ml 1X wash buffer I1 ile 5 dakika beklemeli 2 kez yikama yapilir.
Daha sonra h3 ve h3-1’in {izerine Biotin-Conjugated Anti-Cytokines eklenip oda sicakliginda
2 saat beklenir ve 4 °C alinip bir gece beklenir. Ertesi giin 2 ml 1X wash buffer I koyup 5
dakika oda sicakliginda ¢alkalamali inkiibator yardimiyla yikama islemleri yapilir. 1X HRP-
conjugated streptavidin hazirlandiktan sonra, inkiibe edilir ve soliisyon aspir edilir. Tekrar
wash buffer I ile 3 kez yikama yapilir. Konsantrasyon ayarini kendimiz hazirladigimiz 500ul
detection buffer karisimindan ekleyip, 2dk oda sicakliginda inkiibe edilir (¢alkalama yok).
Yikama islemi 3 kez wash buffer I ile yikama yapilir ve array membranlarinin birkag¢ saniye
araliklarla 2 dakika boyunca goriintiileme iglemi kemiliiminisan olarak (Vilber Lourmat Gel

Documentation System) alinir.
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Sekil 3.1.2.3.1. Abcam MMP ve sitokin protein array protokolii

Array membranlart kemilliminisan olarak goriintiilenmis (Vilber Lourmat Gel
Documentation System) ve spotlardan Image J programiyla densitometrik analizler
yapilmistir. Elde edilen sonuglar karsilastirilmistir. MMP panelindeki hedef proteinler MMP-
1, MMP-2, MMP-3, MMP-8, MMP-9, MMP-10, MMP-13, TIMP-1, TIMP-2, ve TIMP-4,
sitokin panelindedkihedef proteinler ise G-CSF, GM-CSF, GRO, GRO-alpha, IL-1alpha, IL-
2, IL-3, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-13, IL-15, IFN-gamma, MCP-1, MCP-2, MCP-3,
MIG, RANTES, TGF-betal, TNF-alpha, ve TNF-beta proteinleridir.
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4.ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

Bu projede oncelikli ama¢ HER2 negatif ve HER2 pozitif meme kanserli hastalardan
cerrahi miidahale sirasinda elde edilen dokulardan elde edilen primer kiiltiir tiretilmistir ve
kok hiicreleri akim sitometrisi ile segerek; kiiltiir ortaminda yasatabilmek olmustur.
Hastamizin H3 (1), H3 (2) ve H3 (3) olarak adlandirdigimiz alt gruplar iiretebildik fakat H3
(4) kanser kok hiicresi olmayan alt grubu iiretilemedi. Uretilebilen alt gruplarimiz ve primer
kanser hiicresinde Trastuzumab'in etkinligi degerlendirildi ve kombinasyon kemoterapinin
kok hiicrelerde meydana getirdigi molekiiler etkileri arastirildi. Bu etkiler kok hiicrelerde
HER?2 reseptort, sitokinler ve metastaz agisindan énemli olan metalloproteinaz ifadeleri ve
proliferatif etki yoniinden degerlendirildirildi. Boylelikle HER2 negatif hasta grubundaki
tedavi cevabini belirleyebilerek belirteglerin neler oldugu konusunda literatliire 6nemli bir

katki saglamak hedeflendi.

4.1.Primer Kiiltiirlerin Uretilmesi

TUBITAK projesinde elde edilen immiino-histokimyasal (Tablo 4.1.1) olarak HER2
pozitif oldugu gosterilmis meme kanserli hastadan alinan (H3)’tin primer kiiltiirii tiretilmistir

(Sekil 4.1.1).

Tablo 4.1.1. Meme Kanserli Hastanin demografik 6zellikleri

Hasta | ER PR HER 2 Molekiiler alt grup
# (Ostrojen (Progesteron (Insan epidermal

Reseptorii) Reseptorii) bliytime faktorii 2)
H3 Negatif Negatif Pozitif (+++) HER 2 Pozitif
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Mezenkimal Benzeri Hiicreler, H-3

Sekil 4.1.1 Primer hiicre-H3 mikroskopik goriiniimii (Leica, 10X objektif)

Epitel Benzeri Hiicreler, bir fasulye seklindedir ve biiyiik ¢ekirdege sahipken;
Mezenkimal Benzeri Hiicreler Ise; kiiciik bir ¢ekirdek ve uzun sekli ile vardir (Phuc Van
Pham, Binh Thanh Vu,2007). Tez ¢aligmamizda da H3’iin yap1 itibariyle mezenkimal benzeri
hiicre oldugu goriilmektedir (Sekil 4.1.1).

4.2. Primer Kiiltiirlerden Kanser Kok Hiicrelerinin Secilmesi

Son yillarda yapilan aragtirmalarda kanserin biyolojik eylemleri incelendiginde; intra-
tiimoral heterojenite kavrami daha fazla yer almaktadir. Hastalarin tiimorleri histopatolojik
olarak birbirlerinden farksiz gibi goriinse de, molekiiler alt tip ve malignite potansiyeli
acisindan farkliliklar gostermektedirler (Meric-Bernstam F,2012). Aymi tiimoriin igindeki
farkli kanser hiicrelerinin fonksiyonel olarak, migrasyon ve invazyon yetenegi agisindan,
dolasimdaki hiicrelerin dormant halde kalmasi veya karsilagtiklar1 mikro c¢evreye gore
metastaz yapma potansiyelleri agisindan ve sahip olduklar1 somatik mutasyonlar/kromozom

anormallikleri acisindan farkliliklar gosterebildikleri anlagilmistir (Sekil 4.2.1).
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Sekil. 4.2.1 Farkli hastalardaki meme kanserinin birbirlerinden farkli oldugu gibi, ayni hastanin meme
kanseri de genetik, morfolojik ve biyolojik davranis 6zellikleri agisindan birbirlerinden farklilik gosterebilir

(Meric-Bernstam F,2012).

Meme kanserine spesifik terapotik hedefler olan Ostrojen reseptorii (ER) ve insan
epidermal biliylime faktorii reseptoriiniin (ErbB2 veya HER2/neu) kesfi ise bu hedefleri
tastyan meme kanserli hastalarin tedavisindeki en dnemli gelisme olmustur (Abeloff MD,
Antonio CW,2008). Erken evre meme kanserlerinin %20’sinde HER2 geninin, mRNA’sinin
veya proteininin amplifikasyonu/agiri ekspresyonu mevcuttur. Rutin kullanimda, HER2
hedefli tedavilerin; sadece HER2 gen ifadesini (FISH/CISH veya SISH yontemi ile) veya
HER?2 asir1 ekspresyonu (Immunohistokimyasal yontem ile +3 ekspresyon) oldugu belirlenen
meme kanserli hastalarda etkili oldugu kabul edilmektedir ve bu hastalar HER2 pozitiftir.
Immunohistokimyasal yontem ile HER2; hafif siddette (+2 ve +1 ekspresyon) eksprese oluyor
ya da HER2 gen ifadesi yoksa bu hastalar HER2 negatif hastalik grubunda degerlendiriliyor
ve bu hastalarda HER2 hedefli tedavilerin etkili olmayacag: kabul edilmektedir.

Akim sitometri, hiicre veya diger biyolojik materyallerin ayrintili olarak analizini
saglayan hem klinik hem de arastirma laboratuvarlarinda kullanilan 6nemli bir cihazdir
(Ozdemir ve Artag, 2013). Klinikte ozellikle immiin yetmezlik hastaliklari, 16semi ve
lenfomalarin tan1 ve takibinde Onemli rol oynarken; arastirma laboratuvarlarinda
mikrobiyoloji, apoptoz, hiicre dongiisii, kanser arastirmalar1 vb. bir¢ok alanda kullanim alani
mevcuttur. Ozellikle son donemlerde kanser arastirmalarinda kanser yiizey belirtegleri ile
kanser ¢esidinin belirlenmesi ve kanser kok hiicre caligmalarinda akim sitometrik yontem 6n
plana ¢ikmaktadir. Bu calismada da hiicre yiizey belirtegleri kullanilarak akim sitometrik
yontem ile meme kanseri hiicreleri ve meme kanseri kok hiicreleri ayr1 ayr1 gruplandirilmis ve
bu hiicre tiplerinde HER2 reseptorii ifadesi degerlendirilmistir.

Bu tez c¢alismasinda amacimiz, kanser olusumunda HER2 pozitif fenotipe sahip
hiicrelerin primer meme tiimoriindeki dagilimmi belirlemek, tekli ve c¢oklu ilag etkinligini

gdzlemlemektir. Ilk olarak, flow sitometri ile H3 meme kanseri hiicrelerinin canliligi 7-AAD"
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hiicre popiilasyonu kapilanarak belirlenmistir (Sekil 4.2.2). Daha sonra meme kanseri kok
hiicre (benzeri) miktar1 bu kapidan aliman kadranla CD44°CD24  hiicre popiilasyonu
saptanmistir (Tablo 4.2.1). Izole edilen meme kanseri kok hiicreleri flow sitometri (FACS
ARIA 1III) ile HER2 ekspresyonlarina gore HER2+ ve HER2- meme kanseri kok hiicreleri
olarak ayrildi. Flow sitometri analizleri Sekil 4.2.2 ve Sekil 4.2.3’te verilmektedir. Kanser kok
hiicrelerinin belirlenmesi ve izolasyonunda kullanilan bir diger isaret de yliksek ALDH

aktivitesidir.
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Sekil 4.2.2. Meme kanseri primer kiiltiir hiicrelerinde flow sitometri analizi, kanser kok hiicrelerinde HER2

ifadesinin analizi.
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ALDH-H3-TOTAL-ALDH-10uL ALDH-H3-TOTAL-ALDH-10uL___

50 100 150 200 250 IDQ m‘ 10
FSC-A (x 1,000) ALDEFLUOR FITC-A
Tube: ALDH-10uL
Population #Events %Parent %Total
W 2l Events 10,000 #Ee 1000
8,588 859 859
Br2 1,920 224 192

Sekil 4.2.3. Meme kanseri primer kiiltiir hiicrelerinde flow sitometri analizi, kanser kok hiicrelerinde ALDH

pozitif popiilasyonun analizi.

Flow sitometri analiz sonuglarma gore kiiltiirler farkli  popiilasyonlari
barindirmaktadirlar. Flow sitometri analizi sonrasi 4 farkli alt grupta saflagtirilmistir.

Bunlardan 3 grubu tiretilebilmis (Sekil 4.2.4) ve molekiiler analizlere tabi tutulmustur.

Sekil 4.2.4 Primer hiicrelerin mikroskopik goriiniimleri (Leica, 10X objektif)
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Tez calismast boyunca kullanilan ve tretilen kiiltiirler ise asagida verilen H3, H3 (1),
H3(2) ve H3(3) kisa kodlariyla anilacaktir.

1. H3: PRIMER MEME KANSERI HUCRESI

2. CD44*CD24°, HER2* (H3-1) : MEME KANSERI KOK HUCRESI

3. CD44*CD24", HER2 (H3-2) : MEME KANSERI KOK HUCRESI

4. CD44*CD24*, HER2" (H3-3) MEME KANSERI KOK HUCRESI OLMAYAN

5. CD44'CD24", HER2 ( saflastirilan hiicre sayisi az oldugu igin tiretilemedi)
ALDH" (H3-ALDH ): MEME KANSERI KOK HUCRESI BENZERI

Tablo 4.2.1. Akim sitometri ile izole edilen hiicre gruplari

CD44*CD24- CDA44'CD24° CD44*'CD24*, CDA44'CD24*, ALDH+

,HER2* , HER2 HER2* HER2
(H3-1) (H3-2) (H3-3)
Popiilasyonda % 34.3 % 6.8 % 42.9 % 2.6 % 19.2

yiizdesi

Hiicre saflagtirma isleminde primer meme kanseri hiicre kiiltiir popiilasyonunun %
34,3’ii CD447CD24" ve %19,2'si ALDH" meme kanseri kok hiicrelerinden olusmaktadir.

Al-Hajj ve ark’lari, Michael Clarke laboratuarinda akimsitometri kullanarak hiicre
siispansiyonu haline getirilmis primer meme tiimorii ve metastatik plevral efiizyonlardan
kanser kok hiicrelerini CD44, CD24 gibi hiicre adezyon molekiillerinin ekspresyonuna gore
ayristirmiglardir.

Calismamizda bu yiizey belirteclere ek olarak diger normal meme epitel hiicre belirteci
olan HER pozitif ve HER2 negatif hiicreler degerlendirildi. akim sitometresi ile izole edile bu

kok hiicre alt gruplar kiiltiir ortaminda basariyla tiretildi.

Tablo. 4.2.2 Flow sitometri analizi, kanser kok hiicrelerinde HER?2 ifadesinin analizi

MEME KANSERI HUCRESI .
(CD44*CD24%)
MEME KANSERI KOK HUCRE -
HUCRESI(CD44*CD24)
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Immiino-histokimyasal (Tablo 4.1.1) olarak HER2 pozitif oldugu gosterilmis meme
kanserli hastadan alinan (H3) primer kiiltiiriiniin CD44*CD24 meme kanseri kok hiicrelerinin
%84,4’1i HER2+ ve %15,6 's1t HER2- hiicrelerden olusmaktadir (Tablo.4.2.2).

Yilmaz A. ve Uygun K.” nin yaptig1 bir ¢alismada CD44+/CD24- hiicre toplulugu
icinde bir grup hiicrenin tiimorojenik olabilecegi ifadesinin de cevabi olmustur. Meme kanseri
gibi solid tiimorlerde kok hiicre dagilimi, yani yilizdesi timdriin %1-2’si olarak kabul
edilmektedir (Al Hajj M, Wicha MS,2003). Honeth ve ark’larinin yaptig1 ¢aligmada, timor
orneklerinin %31’inde CD44+/CD24- hiicreler saptanmistir. Honeth ve ark’larmin yaptigi
calismaya benzeyen baska bir ¢alismada da tiimor Orneklerinin %56’sinda CD44+/CD24-
hiicreler saptanmistir. Bizim ¢alismamizda ise Orneklerinin %43.7°sinde CD44+/CD24-
hiicreler saptanmistir. Tiimor igerisinde aranan tiimor baslatict grup, kok hiicre 6zelligi
gosteriyorsa dagilimin da kok hiicreye benzer olacagi diisliniildiigii icin bizim c¢alisma
sonuclarimizdaki dagilimlar anlamli kabul edilebilir. Bu c¢alismalarin sonuglarinin farkli
olmasinin sebebi kullanilan teknik ve doku farkliligina bagli olabilir.

NSABP-B31 (National Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project) calismasinda
Trastuzumab ile tedavi edilen ve tedaviye cevap veren meme kanserli hastalarin bir kisminda
sonradan tiimor dokular1 yeniden incelendiginde HER2 gen amplifikasyonu gosterdikleri
goriilmiistiir. Bu durum laboratuar hatasi olarak agiklanmaya calisilsa da sebebi kesin olarak
ortaya konamamistir. In-vitro calismalar meme kanseri kok hiicrelerine trastuzumabin etkili
olabilecegini gostermistir.

Klinikte HER2’ye karst gelistirilmis olan bir monoklonal antikor olan Trastuzumab
tedavisi 6ngoriilmektedir. Fakat biitiin bu gelismelere ragmen her2 meme kanseri hastalarinda
belli bir siire sonra tedaviye direng gelismekte ve hastalarda tekrar niiks etmektedir (Paik,
2008). Bu degisim, tedavi kararlarin1 ve dolayisiyla onkolojik sonlanimlara ait beklentiyi
etkileyebilmektedir. Relaps sonrasi gelisen metastatik meme kanseri ise hala tedavisi
saglanamayan Oliimciil bir hastaliktir. Tez calismamizin bu kismindan ¢ikarilabilecek en
anlamli sonug; bu in vitro ¢alisma ile HER2 pozitif hastalardan izole edilen primer meme
kanseri kok hiicrelerinde HER2- ve HER2+ meme kanseri kok hiicre alt gruplari oldugunu
gostermistir. Ayrica, histopatolojik agidan degerlendirildiginde HER2 pozitif olarak
degerlendirilen hastalardan iiretilen primer kiiltiirlerde popiilasyonda HER2 negatif hiicre
oranin belirlenmesi Trastuzumab Tedavisi sirasinda goriilen direngliligi agiklamayabilmeyi

saglamaktadir. HER2 negatif kanser kok hiicreleri tekrar iireyip tedaviye cevap vermeyecektir
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ve timor tekrar niiks edecektir. Bu durumda, Bu hasta sadece trastuzumabla tedavi edilemez.

Kombine tedavi uygulanmalidir.

4.3. Kanser Kok Hiicrelerinde Molekiiler Analizler

4.3.1.KoKk hiicre benzeri hiicrelere kemoterapi uygulanmasi ve toksisite analizleri

Tez ¢alismasinda daha 6nce laboratuarimizda iirettigimiz meme kanseri kok hiicre benzeri
(stem cell like) hiicreler kullanilmistir. Bu hiicreler CD44 belirteci pozitif, CD24 belirteci
negatif/disiik fenotiptedirler, bu 6zellikleriyle literatiirde de 6nerildigi gibi meme kanseri kok
hiicre 0Ozelligi tasimaktadirlar. Kanser kok hiicrelerinin belirlenmesi ve izolasyonunda
kullanilan bir diger isaret de yiliksek ALDH aktivitesidir. Bu amacla ALDEFLUOR kit
(StemCell Technologies, Durham, NC, USA) kullanilmistir. Aldehit dehidrogenaz (ALDH)
enzim ailesi hiicre i¢i aldehitlerin oksidasyonundan sorumlu olan ve erken kok hiicre
farklilagmasinda retinol’ iin retinoik asit’e oksidasyonuna katki saglayan enzimlerdir. Ayrica
gelisim sirasinda kok hiicrelerin kendini korumasinda rol oynayarak hiicresel farklilagsmayla
baglantili bulunmustur (Croker AK, Goodale D,2009). Artmis ilag dislama kapasitelerine ek
olarak kanser kok hiicreler Aldehit dehidrogenaz (ALDH) gibi araci molekiiller eksprese
ederek bazi kemoterapotik ajanlari inaktif hale getirebilmektedir. Bu sayede ALDH’ 1n, meme
ve kolon kanseri gibi c¢esitli dokulara ait hiicre hatlarinda kemoterapdtik ajanlara direng
sagladig1 gozlenmistir.

Kanser kok hiicresi 6zelligi tasiyan (HER2+) ve tasimayan (HER2-) hiicre gruplarina
Trastuzumab, paklitaksel ve karboplatin tek tek (Tablo 4.3.1) ve kombine uygulanarak
(Tablo 4.3.1.2), her kiiltiir tipi i¢in uygulanan ilacin ICsg dozu (hiicrelerin % 50’sini 6ldiiren
doz) bulunmustur. Bu durum hiicrelerin in-vitro tedaviye verdikleri yanitlarin farkli olmasina
neden olmaktadir. Paklitaksel, trastuzumab ve Kkarboplatin ilaglarinin hiicre gruplar

izerindeki etki Sekil 4.3.1.1 de gosterilmistir.
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M Paklitaksel

m Herceptin (Trastuzumab)

m Karboplatin

Primer kiiltiir-H3 -CD44-CD24-HER2= (H3-1)  -CD44-CD24-HER2- (H3-2)  -CD44-CD24-HER2+(H3-3)
Hucre gruplari

Sekil 4.3.1.1 H3, H3-1, H3-2, ve H3-3 i¢in tekli kemoterapi tedavi ¢aligmalar1 IC50 degerleri gosterilmistir.

Istatistiksel analizler icin “SPSS for Windows 13.0 versiyonu (SPSS Inc., llinois, USA)
kullanildi. Karsilastirmalarda two-tailed t-testi kullanildi. p = 0.05 istatistiksel olarak anlamli

olarak kabul edildi.

Tablo 4.3.1.1. Hiicrelere tekli kemoterapoétik ilaglarin etkileri, ilaglarin ICso degerleri (uM) (a, b, ¢, d, e, f, g
gruplar arasinda p<0,05°tir).

Uygulanan ilaclar

Paklitaksel

Herseptin
(Trastuzumab) 0.16%0 0.004¢P 0.25%P 2.475¢
Karboplatin 0.182 0.25¢ 0.27¢ 0.24¢

Tablo 4.3.1.1°de sunulan sonuglara gore Paklitaksel H3(Sekil 4.3.1.2. B. ) ve alt
kiiltiirler olan H3-1 (Sekil 4.3.1.3 B.), H3-2 ve H3-3(Sekil 4.3.1.4 B.)’e tekli uygulandiginda

hepsine esit diizeyde etki gosterirmistir. Kanser kok hiicrelerinde karboplatinin uygulanan g
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ilag icinde en fazla hiicrelerin ¢ogalmasii Onleyici etki (IC50) gosteren ilag oldugu
gorilmistiir. Trastuzumab, H3 primer kanser hiicrelerinde diger alt kiiltiirlere gore daha etkili
olmustur. Bu durum beklenilen bir sonug ¢iinkii biz biliyoruz ki Trastuzumab HER2’ ye
yonelik bir ilag ve istenilen sonucu vermistir. Ayrica paklitaksel, karboplatin ve
trastuzumab’in genel etkilerini degerlendirdigimizde HER2 pozitif (H3-1) hiicrelere en etkili
ilag trastuzumab olmustur. (p<0.05). Meme kanserli hastalar ile yapilan caligmalar
gostermektedir ki HER2 negatif hasta grubunda trastuzumab etkili olabilmektedir (National
Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project). Bu etkinin 6zellikle luminal (hormon reseptorii
pozitif) meme kanseri kok hiicreleri iizerinden olabilecegi de gosterilmistir.

Checker

trastuzumab, paklitaksel ve karboplatin kombinasyonlart uygulanmistir (Tablo 4.3.1.2).

Board Microplate Metodu kullanilarak meme kanseri hiicrelerine

Tablo 4.3.1.2. Hiicrelerde ¢oklu ila¢ kombinasyonlarinin etkilesimleri.

Uygulanan

kombinasyon

Paklitaksel- FIX<0.5 FIX<0.5 FIX<0.5 FIX<0.5
Karboplatin Sinerjik Sinerjik Sinerjik Sinerjik
Herseptin- FIX>2.0 FIX>2.0 FIX>2.0 FIX>2.0
Paklitaksel Antagonist Antagonist Antagonist Antagonist
Herseptin- 1.0 <FIX <20 0.5 <FIX<1.0 FIX<0.5 FIX<0.5
Karboplatin Bagimsiz Additif Sinerjik Sinerjik
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Sekil 4.3.1.2. A.H3 (primer hiicre) — Hiicre kontrol, , B. H3 — 100 uM Paklitaksel (en yiiksek doz) - tekli ilag
kombinasyonu, C. H3 — 10 uM Trastuzumab (en yiiksek doz)- tekli ilag kombinasyonu, D. H3 — 1 uM
Trastuzumab +10uM Paklitaksel (en yiiksek doz) -ikili ilag kombinasyonundan alinan mikroskop goriintiileri.
(10X objektif).

Primer hiicre(H3) gruplarina; 100uM Paklitaksel ve 10uM Trastuzumab tekli olarak
verildiginde hiicreleri tamamen o6ldiirdiigli gozlemlenmistir. Tekli ilag kemoterapisinde
dokuya en iyi gelen, hiicrenin %50’sini 6ldiiren iki dozu kombinledik. Bu dozlar; trastuzumab
da 1uM iken paklitaksel de 10uM ile saglandig1 goriilmiistiir. Ikili kombinasyondan sonraki
aldigimiz gorintii Sekil4.3.1.2.D” deki gibidir. Buda paklitaksel ve trastuzumab ikili
uygulamanin hiicreler iizerindeki etkisinin antagonistik oldugunu gostermektedir.

Mark D. ve Gottfried E. nin yaptig1 bir baska ¢alismada hiicre hatt1 kullanilmis ve bu
ilaglar hiicre hatlarinda daha etkili ¢ikmistir. Yani mikromolar diizeyinde dozlara
baktifimizda tek tek uygulanan ila¢ dozlarinin daha diisiik konsantrasyonlari hiicrelerin
iiremesini engelledigi goriilmektedir. Fakat bizim yaptiimiz ¢alisma, primer kiiltiir ve kok
hiicrelerimizde tek tek uygulamada IC50 degerleri daha yiliksek uygulanmigtir. Yani primer
kiiltiirde ilaclarin etkisi daha distiktiir. Biz kombinasyonda her iki ila¢ i¢cin IC50 degerine
yakin bir konsantrasyon uygulariz ki her iki ilag¢ birlestiginde yaklasik IC100 yakalayabilsin.
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Sekil 4.3.1.3. A.H3-1 (kanser kok hiicre (benzeri)) — Hiicre kontrol, , B. H3-1 — 100 uM Paklitaksel (en yiiksek
doz) - tekli ilag kombinasyonu, C. H3-1 — 10 uM Trastuzumab (en yiiksek doz)- tekli ilag kombinasyonu, D. H3-
1 -1 uM Trastuzumab +10uM Paklitaksel (en yiiksek doz) -ikili ilag kombinasyonundan alinan mikroskop
gortntiileri. (10X objektif).

Meme kanseri kok hiicre(benzeri) (h3-1) alt grubu incelendiginde ise; durum yine

aynidir. Paklitaksel ve trastuzumab ikili kombinasyonu antagonist etki etmistir.
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Sekil 4.3.1.4. A.H3-3 (kanser kok (benzeri) olmayan hiicre) — Hiicre kontrol, , B. H3-3 — 100 uM Paklitaksel (en
yiiksek doz) - tekli ilag kombinasyonu, C. H3-3 — 10 uM Trastuzumab (en yiiksek doz)- tekli ilag kombinasyonu,
D. H3-3 — 1 uM Trastuzumab +10uM Paklitaksel (en yiiksek doz) -ikili ila¢g kombinasyonundan alinan
mikroskop gorintiileri. (10X objektif).

Paklitaksel tek basina etkili, trastuzumab tek basina yine etkili fakat ikisinin birlikte
oldugu aymi konsantrasyonlarda hiicrede iireme var. Urettigimiz H3-3 icinde durum tipki
diger gruplarda oldugu gibidir. Sadece HER2 negatif olan kok hiicrede (H3-2) HER?2 pozitife
gore trastuzumab tekli uygulama sonucu biraz daha fazla hiicre var. Bu da yine tekli

uygulamada XTT analizi ile gordiigiimiiz bir sonugtur.
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Tablo 4.3.1.1°de sunulan sonuglarda ve yukarida verilen hiicrelerin mikroskop
gortintiileri incelendiginde; Paklitaksel tekli kombinasyon uygulamalarinda H3 ve alt
gruplarini 6ldiirmiistiir ve hepsine ayni etkiyi géstermistir. Trastuzumab, Her2 hedefli bir ilag
ve sonuglar incelendiginde Trastuzumabin primer kok hiicrelere etkisinin yani sira aslinda kok
hiicreleri de hedef alan bir ila¢ oldugu goézlemlenmistir. H3-1; Her2 pozitif kanser kdk
hiicresinde gozle goriilebilen bir azalma vardir. Fakat biz tablo 4.3.1.1’e bakacak olursak
burada Trastuzumabin HER 2 negatif olan H3-2 de primer kiiltiire oranla daha etkin oldugunu
gormekteyiz. Bu durumda trastuzumab’in kok hiicre hedefli bir ilag olarak oldugunu
distindiirmektedir.

Tekli ilag kemoterapisinde dokuya en 1yi gelen, hiicrenin %50’sini dldiiren iki dozu
kombinledik. Bu dozlar; karboplatinde 0.3uM, trastuzumab da 1uM iken paklitaksel de 10uM
ile saglandigi goriilmistir. H3 (Sekil 4.3.1.2) ve alt kiiltiirler olan H3-1 (Sekil 4.3.1.3 ), H3-2
ve H3-3(Sekil (4.3.1.4))’¢ uygulanan paklitaksel ve trastuzumab ikili kombinasyonun
sonuglart incelendiginde ise tekli uygulamalardaki durumun tam tersine hiicrelerin canlilig
yani antagonist bir etki ettigi gézlemlenmistir. Klinikte ise paklitaksel ve trastuzumab’in ikili
kombinasyon sonuglari bu durumun tam tersini gostermektedir. Klinikteki doz ile doku
kiiltiirlerine uygulanan dozlar kiyaslandiginda klinikteki dozlarin daha diisik oldugu
bulunmustur. Bu durum su sekilde agiklanabilir; hasta paklitaksel’ e direngli bir hasta da
olabilir yada trastuzumab yapisi itibarile biiyiikte bir molekiil oldugu igin paklitaksel
kemoterapi esnasinda bloke olmus olabilir. Yada trastuzumab’a baglanip, onunda etkinligini
kisitlayip hiicrelerin liremesine devam etmesini saglamis olabilir.

H3 ve alt kiiltiirlerinde Paklitaksel Ve Karboplatin kombine etkilerin SINERJIK ve
ADITIF oldugu, Trastuzumab-karboplatin ikili kombinasyonlarda H3’ten elde ettigimiz alt
kiiltiirlerde tedavinin daha etkili oldugu bulunmustur.

Calismanin en 6nemli 6zelligi Trastuzumab’in meme dokusu orijinli HER2 Negatif
Kanser Kok Hiicre (benzeri) kiiltiirler iizerinde etkinliginin tek basina ve/veya kombine
kemoterapétik ilaglarla birlikte degerlendirilmesidir. HER2™ kok hiicrelerin HER2" kok
hiicrelere gore ilaclara daha direngli oldugu gozlendi. Ayrica tedavinin sonucunun primer ve
alt grup kiiltiirlerinde farkli olmasindan da anlasilacagi gibi (ICso degerleri arasindaki farklar),
kisiye 0Ozgii tedavi stratejilerinin  belirlenmesi tedavinin  basarisin1  arttirmasini

hedeflenmektedir.
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4.3.2.Protein izolasyonu (toplam lizat) ve miktar tayini

H3 ve alt grubu hiicrelerden RIPA hiicre liziz tamponu ile protein izolasyonu
yapilmistir. Bradford yontemi ile protein miktar tayini yapilmistir. Bradford reaktifi i¢indeki
“Coomassie mavisi’’nin, proteine baglanmasiyla boyanin abzorbansi 465 nm’den 595 nm’ye
kayar. Abzorbans degeri protein konsantrasyonuyla dogru orantilidir. BSA (bovine serum
albumine) standart protein olarak kullanildiginda lineer konsantrasyon araligi 100-1400
Mg/mL’dir. Asagidaki grafikte BSA standart egrisi protein miktar tayinleri i¢in kullanilmigtir
(Sekil 4.3.2.1). Tablo 4.3.2.1°’de hiicrelerden e¢lde edilen lizatlarda proteinlerin miktarlar

verilmektedir.
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Protein miktari (BSA, pg/mL)

Sekil 4.3.2.1 Bradford analizinde kullanilan protein (BSA) Standard egrisi

Tablo 4.3.2.1 BSA standart egrisine gore hesaplanan hiicre protein konsantrasyonlari

Hiicre adi Protein konsantrasyonu (ng/mL)
H3 1092

H3-1 939

H3-2 1088

H3-3 996
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4.3.3. Protein array calismalar1 (MMP ve sitokinlerin hiicrelerdeki ifade miktarlarimin

belirlenmesi)

Meme kanseri tedavisinde seceneklerin artmasi hastalarin sagkalimlarma Onemli
katkilarda bulunmustur. Tedavi segeneklerinin artmasi, hangi hastalara ne tiir tedavi
uygulanacagi sorusunu da beraberinde getirmektedir. Meme kanseri cerrahisi gegiren
hastalarda 5 yil i¢inde metastaz ve relaps goriilme orani yliksektir. Ayni tedaviyi almis
hastalarda tiimor davranisinin degisken olmasi, survey durumunun 6ngoriilmesi, relapslar
onleme ve tedavi rejimlerini daha etkin kullanabilmek i¢in yeni prognostik markerlara
gereksinim artmaktadir. Bu yeni markerlar arasinda invazyon ve metastazin kilit noktasi
stromal bag doku ve bazal membran komponentlerinin yikilmasinda rol alan Matriks
metalloproteinazlarin prognoz tayininde ve tedavi hedeflerinin belirlenmesinde 6nemli role
sahip oldugunu goésteren c¢alismalar mevcuttur. Literatirde meme kanserinde
metalloproteinazlarin prognostik 6nemi ile ilgili birgok ¢alisma bulunmasina karsin tilkemizde
meme kanserinde matriks metalloproteinazlarla ilgili bildirilmis ¢ok sayida calisma
bulunmamaktadir.

Tez ¢alismamizda kemoterapinin kok hiicrelerde meydana getirdigi molekiiler etkileri
gormek icin; Meme kanseri kok hiicrelerinde sitokin (interlokin ve interferon) diizeyleri ve
metalloproteaz miktarlar1 hesaplanmistir. Elde edilen protein miktarlar: bu analizleri yapmak
i¢in yeterlidir. Primer kiiltiiri H3 ve H3-1 (HER2 pozitif kanser kok hiicreleri) hiicre lizatlari
kullanilarak protein array deneyleri yapilmistir.

Membranlar iizerindeki yiizey belirleyici proteinleri hiicre tiplerini tanimlar (Wicha
MS, Liu S, Dontu G.2006). MMP ler ve sitokinlerin tespiti igin MMP-10 hedef ve Cytokine-
23 hedef human antibody array (Abcam) kitleri kullanilmigtir. Array membranlarindan
densitometrik analizler yapilmistir (Sekil 4.3.3.1) .

MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-8, MMP-9, MMP-13, TIMP-1, TIMP-2 proteinleri
HER2" KKH’lerde primer kiiltiire gore 1.30 — 2.42 kat daha fazla ifade edilmektedir (p<
0.05).

Tablo 4.3.3.1 Proteinlerin membranlarda lokalizasyonu a) MMP protein array membran haritasi, b) Sitokin array
membran haritast.

A | A B Cc D E F G H
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1 | Pos Pos Neg Neg MMP-1 | MMP-2 MMP-3 MMP-8
2 | Pos Pos Neg Neg MMP-1 | MMP-2 MMP-3 MMP-8
3 | MMP- | MMP- | MMP- | TIMP-1 | TIMP-2 | TIMP-4 Neg Pos
9 10 13
4 | MMP- | MMP- | MMP- | TIMP-1 | TIMP-2 | TIMP-4 Neg Pos
9 10 13
B) | A B C D E F G H
1 | Pos Pos Neg | Neg GCSF GM-CSF GRO GRO-a
2 | Pos Pos Neg | Neg GCSF GM-CSF GRO GRO-a
3 | IL-la IL-2 IL-3 | IL-5 IL-6 IL-7 IL-8 IL-10
4 | IL-la IL-2 IL-3 | IL-5 IL-6 IL-7 IL-8 IL-10
5 | IL-13 IL-15 IFN- | MCP-1 MCP-2 MCP-3 MIG RANTES
Y
6 | IL-13 IL-15 IFN- | MCP-1 MCP-2 MCP-3 MIG RANTES
Y
7 | TGF-B1 | TNF-a TNF- | BLANK | BLANK BLANK BLANK | Pos
p
8 | TGF-B1 | TNF-a TNF- | BLANK | BLANK BLANK BLANK | Pos
p
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Sekil 4.3.3.1. Protein array membranlar1 ve protein spotlart a) Human MMP protein array- H3 primer kiiltiirii b)
Human MMP protein array- H3-1 kok hiicre kiiltiirii (CD44+24-HER2+) ¢) Human cytokine protein array- H3
primer kiiltiirii d) Human cytokine protein array H3-1 kok hiicre kiiltirii (CD44+24-HER2+).

3.00 -
2.50
2.00
1.50

BMMP (H3-1/H3 oram)
1.00

Sekil 4.3.3.2. H3-1 /H3 MMP ifadelerinin oranlari.
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Sekil 4.3.3.3. H3-1 /H3 Sitokinlerin ifadelerinin oranlari.

G-CSF, GRO, IL-6, IL-10, MCP-1 ve TGF beta-1 hari¢ analiz edilen diger sitokinler
de yine HER2 pozitif KKH’lerde orijinal primer kiiltire gore daha fazla ifade edilmistir
(p<0.05). HER2 pozitif KKH alt popiilasyonundaki protein ifade profilinin ilk primer
kiiltiirden farkli oldugu goriilmektedir.

MMP-1 ve oOzellikle MMP-3’lin artmis ekspresyonlart meme kanserinde Onemli
prognostik degere sahiptir. Bu 6zellikleriyle 6zellikle MMP inhibitorleri terapdtik bir hedef
olarak bazi hasta gruplarinda degerli olabilir. Memelilerde bulunan ii¢ kollajenaz (MMP-1,
MMP-8 ve MMP-13), biiyiime faktorlerini de iceren diger matriks ve non-matriks proteinler
gibi, esas substratlar1 olan tip I, II, III, V, ve IX fibriler kollajenleri par¢alar. MMP-13 ise
psoriatik veya saglikli deride tespit edilmemistir. MMP-2 (jelatinaz A), tip I, IV, V ve XI
kollajenleri, fibronektini, laminini, genis tenascin-C’yi, agrekanlar1 ve elastini pargalayabilir.
MMP-9 (jelatinaz B),tip III, IV, V ve XIV kollajenleri, agrekanlari, elastini ve entaktini
bulunur. MMP-9 indiiksiyonu cilt hasar aldiginda hemen yaralarin iyilesmesiyle baslar ve
hizla azalir (Giannelli G, Erriquez R,2004). MMP-2 aktivitesinin timor gelisimi ve
progresyonunda 6nemli oldugu diisiiniilmektedir. MMP-2, insiilin benzeri biiylime faktori
(insulin-like growth factor, IGF) baglayic1 proteinleri yikarak IGF’ lerin salinimina yol
acmaktadir (Pavlaki M, Zucker S,2003). Bu da hiicre proliferasyonu ve apoptozisini

modulasyonunu saglamaktadir. Price ve arkadaslart MMP-2’nin promotor bolgesinde 1306CT
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polimorfizmini  gostermislerdir. CC genotip MMP-2 transkripsiyonunda ve enzim
aktivasyonunda artisa yol agarak, neoplazmaya yatkinligi olan bireyleri etkilemektedir. Yu ve
arkadaslar1 akciger kanserli hastalarda CC genotipinde, kontrol grubu ile karsilagtirildiginda
anlaml bir sekilde artig saptamiglardir (Yu C, Pan K, Xing D, Liang G, Tan W,2001). Miao
ve arkadaslar1 ise gastrik adenokarsinomali hastalarda CC genotipini yiiksek diizeyde
saptamiglardir(Miao X, Yu C, Tan W, Xiong P,2003).

Tablo 4.3.3.2 MMP ve sitokinlerin densitometrik analiz sonuglar1 tablosu.

Proteinler Ekspresyon orani | Proteinler Ekspresyon  oram
(H3-1/ H3) (H3-1/H3)

MMP-1 1.63" IL-5 1.18"
MMP-2 1.73° IL-6 0.90
MMP-3 1.38° IL-7 1.16"
MMP-8 1.28" IL-8 1.25"
MMP-9 1.60" IL-10 0.98
MMP-10 1.25 IL-13 1.217
MMP-13 2.42" IL- 15 1.23"
TIMP-1 1.55" IFN-gamma 1.217
TIMP-2 1.30" MCP-1 0.96
TIMP-4 0.94 MCP-2 1.18"
G-CSF 1.19 MCP-3 1.22"
GM-CSF 117 MIG 1.24

GRO 0.90 RANTES 1.25"
GRO-alpha 1.16" TGF-betal 1.09
IL-1alpha 1.13" TNF-alpha 1.24"

IL-2 1.22" TNF-beta 1.14"

IL-3 1.27"

* p< 0.05 (HER2 pozitif kok hiicrelerde (H3-1) protein ifadeleri primer kiiltiir (H3) protein ifadelerinden anlamli

derece fazladir).
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Bu go6zlemler sonucunda MMP inhibisyonu ile gelistirilecek anti-kanser tedavi
caligmalarinin 6nemi ortaya ¢ikmaktadir(Pavlaki M, Zucker S,2003). Farkli doku ve hiicre
hatlarinda yapilan ¢aligmalarda MMP-8 diizeyinin LPS (lipopolisakkarit) ile nasil degistigi
gosterilmis olsa da meme kanseri hiicre hattinda MMP-8 {iizerindeki etkisi heniiz
incelenmemistir. Fareler lizerinde yapilan bir ¢alismada, MMP-8 geni silinmis farelerde TNF-
o ile akut hepatit olusumuna karst normal farelere kiyasla belirgin diizeyde koruma
gelistirdigi gozlenmistir. MMP-8 geni silinen farelerde, hepatosit nekroz ve apoptoz
diizeyinde azalmaya bagli olarak 6lim oram1 azalmistir (Van LP, Wielockx B, Puimege
L,2005).

Bizim ¢alismamizda, MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-8, MMP-9, MMP-13, TIMP-1,
TIMP-2 proteinleri HER2" KKH’lerde primer kiiltiire gore 1.30 — 2.42 kat daha fazla ifade
edilmektedir (p< 0.05). Yapilan meme kanseri arastirmalarinda meme kanserinde artmis
MMP-3 ekspresyonunun tiimdr prognozunu tesvik edici oldugu ve bununla beraber invaziv
meme kanseri hiicrelerinde MMP-3 ekspresyonunun invaziv olmayan hiicrelere gore arttigini
gozlemlemiglerdir. Meme kanserinde tiimor olusumu, kanseri hiicresi invazyonu ve
metastazinda, adezyon molekiilleri ve matriks metalloproteinaz ailesinin énemli rol oynadigi
belirtilmistir. Matriks metalloproteinazlarin, ECM degredasyonunda &nemli rol oynamasi,
timor invazyonunda ve metastazinda etkilidir (Kohrmann A, Kammerer U). MMP-3 son
zamanlarda meme kanserinde tiimor etkileyici, tiimorii hizlandiricr olarak ortaya ¢ikmis ve
risk {lizerinde ilging bir aday oldugu bildirilmistir (Radisky ES, Radisky DC,2010). Artmis
MMP3 ekspresyonu primer meme kanserli hiicrelerde ve bu hiicrelere ait protein ifadeleri
oldukea iyi gozlenmistir. Insanda ve deney hayvaninda yapilan calismalar bazi sitokinlerin
antitimoral immiin yaniti giiglendirdigini gostermistir (Brandacher ve ark.2006). Bununla
birlikte, meme kanserinde tiimor nekroz faktor-a (TNF-a) gibi inflamatuvar sitokinlerin
karsinogenetik oldugu, Ostrojen sentezini ve hiicre proliferasyonunu uyardigt bildirilmistir
(Honma ve ark. 2002, Purohit ve ark. 2002). TNF-a'nin tiimér hiicrelerindeki sitotoksik etkisi
de bilinmektedir (Weitsman ve ark. 2003). Sitokinler, giinlimiizde immiin sistemi baskilanmig
olan kanser hastalarinda tedavi amaciyla kullanilmaktadir. Diger taraftan sitokin
reseptorlerine karst gelistirilen antikorlarin da potansiyel antikanser ilag¢ olarak kabul edilmesi
ilgingtir (Mendelsohn 1993). Interlokin-2 (IL-2), T hiicre proliferasyonunu saglamasi
(Morgan ve ark. 1976) ve timor lizisini uyarmasiyla (Grimm ve ark. 1982, Carson ve ark.
2001); interferon gama (INF-y) neu antijenine spesifik yanit olusmasindaki rolii (Nanni ve
ark. 2004) nedeniyle meme kanserli kisilerdeki T hiicre aktivasyonunda 6zellikle arastirilmasi

gereken sitokinler olarak goriinmektedir.
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Tablo 4.3.3.2 incelendiginde, IL-2’nin Her2/neu+ kanserlerde arttigi gorilmiustiir.
Bazi sitokinlerin kanserli doku tarafindan sentezlendigini gosteren calismalara dayanarak bu
sitokinin, timdriin yliksek yayilma potansiyeline katkisinin oldugu diisiiniilebilir. Ancak
TNF-a diizeyleriyle IL-2 arasindaki pozitif baginti, her iki sitokinin baslica kaynaginin

aktiflenen immiin sistem hiicreleri olma olasiligini kuvvetlendirmektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1 Sonuclar

Bu caligma ile HER2 pozitif hastalardan izole edilen primer meme kanseri kok
hiicrelerinde HER2- ve HER2+ meme kanseri kok hiicre alt gruplart oldugu literatiirde ilk
defa gosterildi. HER2 negatif hasta dokusundan saflagtirilmis olan kok hiicre grubunun ifade
ettigi protein / enzimler ile Trastuzumabtedavisi ve kombine tedaviye hiicrelerin verdigi yanit
iliskilendirilmistir. HER2 pozitif meme kanserli hastalarda HER2™ kanser kok hiicrelerinin
primer Trastuzumab direncinden sorumlu olabilecegi ortaya konmustur. HER2  kok
hiicrelerin HER2* kok hiicrelere gore ilaglara daha direngli oldugu gézlenmistir. Caligmada
bazi MMP ve Sitokin diizeylerinin meme kanseri kok hiicrelerinde daha fazla oldugu
bulunmustur. Bu deneysel ¢alismanin sonuglarinin HER2 pozitif meme kanserli hastalarda;
gelecekte MMP’lere veya sitokinlere yonelik tedaviler ile metastaz gelisimi inhibe edilebilir.

Sonuglarin literatiir ve bilime katki a¢isindan timit vaat edici oldugu gortilmektedir.

5.2 Oneriler

Meme kanseri kok hiicrelerinin elde edilmesi lilkemiz agisindan yeni ve 6zgiin bir
teknolojidir. Calisma sonunda HER?2 negatif meme kanseri grubunda hangi kemoterapotik
kombinasyonun daha etkili oldugunu gosteren ipuclarint verilmistir. Ayrica HER2 pozitif
meme kanseri hastalardan elde edilen kok hiicrelerin protein ifade profilleriyle tedaviye
verdikleri yanit iligkilendirilmistir. Bu nedenle arastirma sonucunda hem HER2 pozitif
hastalar i¢in yeni terapotik stratejiler gelistirilebilir. Sonuglar yeni ilag gelistirmeye yonelik
caligmalara 151k tutacaktir. Yapilan ¢alisma sonuclari, hem literatiir icin hem de klinisyenleri

yonlendirmek acisindan degerli ve 6zgilindiir.
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