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OZET

Tiroid kanserleri tiim tiroid neoplazileri icerisinde en siklardan birisi olmamasina ragmen,
en dliimciil onlardan birisidir. Ozellikle mediiller tiroid kanserleri bunlarin icinde tedavisi
en zor olanlardan birisidir. Bizim bu ¢alismamizdaki amacimiz sorafenib ve lapatinib’in
tek baslarina ve kombine uygulamalarinin antikanser etkilerilerini mediiller tiroid kanseri
hiicreleri lizerinde aragtirmakti. TT mediiller tiroid kanser hiicreleri ATCC’den (Amerikan
Tip Hiicre Kolleksiyonu, Manassas, Virginia) temin edilmistir. Ana besi yerleri olan
DMEM, F12 medium ve Fetal bovin serum (FBS) da yine aynmi sekilde ATCC’den siparis
edilmistir. Kanseri hiicreleri 37 °C’de, nemli bir ortamda, %5 karbondiyoksitli bir ortam
saglayabilen bir inkiibator igerisinde, %10 FBS ve antibiyotik takviyeleriyle
cogaltilmislardir. Sorafenib ve lapatinibin tek baglarina ve bevacizumab ile kombine
sekilde hiicre proliferasyonu iizerinde gosterdikleri etkiyi degerlendirmek amaciyla Gergek
zamanl hiicre analiz yontemi (xXCELLigence system) kullanilmigtir. Calismamizda hem
sorafenib hem de lapatinibin tiroid mediiller kanser hiicreleri iizerinde zamana ve
konsantrasyona bagimli gii¢lii bir sitotoksik etki gosterdigini tespit ettik. Yart minimum
inhibitér konsantrasyon (ICso) degerleri sirasiyla 10.2x10° M ve 1.2x10°° M’idi. Bunun
yaninda c¢aligmamizda bevacizumab’in sorafenib ve lapatinib ile kombine edilmesinin
ajanlarin tek baslarma uygulanmasina gore sitotoksik etkilerini artirdigtr gozlendi. Ayrica
sorafenib ve lapatinib’in submaksimal konsantrasyonlar1 bevacizumab’in etkisiz
konsantrasyonlar1 ile kombine edilince ortaya c¢ikan sitotoksik etkinin sorafenib ve
lapatibi’in tek basina uygulamalarindakinden anlamli sekilde daha yiiksek oldugu goriildii.
Bu ¢alisgmanin sonuglari, oldukga diisiik konsantrasyonda etkinlik gosterebilen ajanlar
olduklar1 i¢in, sorafenib ve lapatib’in tiroid mediiller kanserinde konvansiyonel tedaviye
birer alternatif olabilecegini gostermektedir. Ayrica calisma sorafenib ve lapatinib’in
bevacizumab ile kombinasyonunun, bu ajanlari daha disiik konsantrasyonlarda
kullanmaya imkan vermesi ve bdylece kemoterapi nedenli yan etki riskini azaltmasi
bakimindan tiroid mediiller kanseri tedavisinde ¢ok daha iyi bir yaklasim olabilecegini
ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Sorafenib, Lapatinib, Bevacizumab, Ger¢ek zamanli hiicre analiz

sistemi, Tiroid mediiller kanseri, Sitotoksisite.
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tarafindan T-610 proje numarast ile desteklenmistir.



ABSTRACT

Although thyroid carcinomas are not the common ones in endocrine tumor, they are one of
the most deadly ones. In particular medullar thyroid carcinomas are the ones which is
harder to be treated. In the present study we aimed to investigate the antitumor effects of
sorafenib and lapatinib on medullar thyroid cancer cells alone and in combination with
bevacizumab.TT medullar thyroid cancer cell line was purchased from ATCC (American
Type Cell Collection, Manassas, Virginia). Main mediums, DMEM, F12 medium and Fetal
bovine serum (FBS) were purchased from ATCC. Cancer cells were grown at 37 °C in a
humid atmosphere of 5% CO2 in incubator supplemented with 10% fetal bovine serum and
antibiotics. Real-time cell analysis (xCELLigence system) method was used to determine
the effects of sorafenib and lapatinib on colorectal cell proliferation alone and in
combination of bevacizumab. We found that sorafenib and lapatinib both showed time and
concentration dependent strong cytotoxic effect with an half maximum inhibition of
concentration (1C50) value of 10.2x107° M and 1.2x107° M, respectively. Also it has been
observed that combination sorafenib and lapatinib with bevacizumab increased cytotoxic
effect of the agents when compared to the single administrations. Furthermore when
submaximal concentrations of sorafenib and lapatinib combined with ineffective
concentrations of the bevacizumab, the antitumor effect of the combination was

significantly high when compared to the single administrations of sorafenib and lapatinib.

Results of this study indicate that sorafenib and lapatinib may be alternative treatment
options in medullar thyroid cancer since they have been found effective in very low IC50
values. Also the present study revealed that combination of sorafenib and lapatinib may be
much better approach in terms of using sorafenib and lapatinib in lower concentrations to

reduce risk of chemotherapy related side effects.

Keywords: Sorafenib, Lapatinib, Bevacizumab, Real Time Cell Analyzing System,
Thyroid Medullar Cancer, Cytotoxicity.
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Mediiller tiroid kanseri (MTK), nadilr. g;rli{i{esn bir tiroid kanseri olup, tiim tiroid
kanserlerinin yaklasik %5’ ini olusturur. Tiroidin parafollikiiler C hiicrelerinden
gelisir. Tumor hiicreleri tarafindan kalsitonin iiretiminin olmasi karakteristik
bulgusudur. MTK, %75 sporadik , %25 familyal olarak gelisir. Familyal formalar;
multipl endokrin neoplazisi (MEN) 2A, MEN 2B ve piir familyal MTC sendromu
(FMTK) olarak gruplandirilabilir. Genetik gecisli tablodan sorumlu olan, kromozom
10’ da lokalize olan RET(re arranged during transfection) protoonkogeninde “germ-
line” aktive edici mutasyonlardir. Mutasyondan en sik etkilenen bolge ekstraselliiler
sisteinden zengin bolge ve intraselliiler tirozin kinaz bolgesidir. RET mutasyonu
sonucu tirozin kinaz aktivitesi artar. Tirozin kinaz aktivasyonu sonrasi
Ras/Raf/MEK/ERK yolagi aktive olur, bu yolagin aktivasyonu sonrasi onkojenik
hiicrenin proliferasyonu artar. Tirozin kinaz reseptoriiniin aktivasyonu sadece hiicre
proliferasyonu ile ilgili olmayip bu reseptoér ayn1 zamanda apoptozis, anjiogenez ve
hatta hiicrenin glikoz metabolizmas1 gibi birgok hayati hiicresel faaliyeti kontrol
etmektedir. Bu faaliyetlerin tirozin kinaz reseptorii tarafindan aktive edilmesi
onkogenezi tetiklemekte ve devaminda hem hiicrelerin proliferasyon hizlarim
artirmakta hem de apoptoza gidislerini engellemektedir. Bu reseptorii inhibe edecek
ajanlarin sentezlenmesiyle ilk olarak Kronik Myelositer Loseminin (KML), bu
kanser tipindeki basarinin ardindan da bir¢ok kanser tiiriiniin tedavisinde onemli
mesafeler katedilmistir. Anjiogenez var olan damar yapilarindan yenilerinin
olusturulma siireci olacak tanimlanmakta, bir¢cok fizyolojik siirece aracilik etmesine
ragmen kanser hiicrelerinin biiylimesi ve oOzellikle de metastazi gibi patolojik
durumlarda da 6nemli rol oynamaktadir. Anjiogenez siirecinin en onemli aktorii
Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF) olup, bu molekiile karsi iiretilmis
monoklonal bir antikor olan bevacizumab neoadjuvan bir tedavi ajani olarak kolon

kanseri tedavisinde onay almis bir ilagtir.

Bu bilgiler 1s181nda biz de ¢alismamizda tirozin kinaz inhibitorleri olan sorafenib ve
lapatinib’in mediiller tiroid kanseri hiicreleri iizerinde sitotoksik etkinligi olup
olmadigini, eger varsa bu etkinin monoklonal bir VEGF antikoru olan bevacizumab

ile artirilip artirllamayacagini arastirmay! amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mediiller Tiroid Kanseri
Mediiller tiroid kanseri (MTK), nadir goriilen bir tiroid kanseri olup, tiroidin

parafollikiiler C hiicrelerinden gelisir. MTK tiim tiroid kanserlerinin yaklagik %5’ ini
olusturur (1-3). Tuimor hiicreleri tarafindan kalsitonin {iretiminin olmasi 6nemli bir

karekteristik bulgudur.

MTK cogunlukla sporadik olarak gelisir. Familyal formlar tiim vakalarin yaklasik
olarak % 25’ ini olusturur, multipl endokrin neoplazisi (MEN) 2A, MEN 2B ve piir
familyal MTC sendromu (FMTK) (4). Genetik ge¢isli tablodan sorumlu olan, 10.
kromozomda lokalize olan RET (re arranged during transfection) protoonkogeninde
“germ-line” aktive edici mutasyonlardir (5-7). Genetik formda, genellikle bilateral
prekanseréz C hiicre hiperplazisi eslik eder. Sporadik vakalarda somatik RET
mutasyonu % 30-50 oranda saptanir. Sporadik MTK de C hiicre hiperplazisi

tiimoregenezin ilk asamasinda, lokal ve uzak metastaz gelisim evrelerinde goriiliir
(8).

MTK tanisindaki zorluklar, genetik ve sporadik formlar1 ayirt etmek ve tedavi
secenegini belirleyecek olan hastaligin derecesini belirlemektir. Erken tani ve tedavi
olduk¢a onemli olup, sonuglar1 daha iyi iken, ge¢ tani alan olgularda sag kalim
oldukg¢a azalmistir (9, 10). MTK de hastaligin agresivitesinin degerlendirilmesinde;
spesifik RET mutasyonlarmin varligi, kalsitonin seviyesi ve karsinoembiryogenik
antijen (CEA) diizeyi 6nemlidir (11, 12). Genetik testler, asemptomatik tasiyiciyr ve
yiiksek riskli hastay: belirlemede 6nemlidir (13). Rutin ultrasonografi ve kalsitonin
taramasinin yapilmasi, erken tani olasiligini artirmis ve mortaliteyi azaltmistir.

MTK’da primer tedavi yontemi cerrahidir (14, 15).

2.1.1. Genetik
RET protoonkogen germline mutasyonlart 1993 yilinda tanimlanmis. MEN 2A,

MEN 2B ve FMTK de tespit edilmistir. Ailesel MTK sendromlarindan sorumlu
germline mutasyon 10. kromozomun uzun Kkolundaki bant ql11.2 proksimal
bolgesinde yer alir, dncelikle tiroid C hiicreleri ve adrenal mediilla hiicreleri de dahil
olmak iizere noéroendokrin hiicrelerde reseptdr benzeri tirozin kinaz tiretimini kodlar

(5, 6, 16, 17).

RET geninden kodlanan membran reseptdr tirozin kinazi, dort ekstraselliiler

cadherin-like motifler, sisteinden zengin bolge, bir transmembran kismi ve tirozin
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kinaz aktivitesi olan intraselliiler alandan olusur (18). RET sinyal yolagi sayesinde
bir ligand/koreseptor/RET multikopleksi yerine reseptor/ligand baglanmasi olusur.
Glial-derive neuroropic faktér (GDNF) ailesinde, GDNF, artemin, neurturin ve
persephin ligandlar1 ve familyal GPI-linked RET koreseptorleri (GFRI-4)
tanimlanmistir (19). Ligand/koreseptor birlesmesi sonucu olusan RET komplexi,
intraselliiler tirozini otofosforile eder. Fosforilasyon sonrasi intraselliiler hedef
proteinlerin aktivasyonu ile mitojen aktiviteli protein kinaz kaskadi baglar. Kaskat;
Rat sarcoma oncogene (RAS), rapidly accelerated fibrosarcoma (RAF), extraselliiler
regulated kinase Y (ERK1/2), phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase
yolagi(PI3K/AKT), c-Jun N-terminal kinase yolagi (JNK), P38, enigma
ekstraselliiler regiilated kinase 5 (ERKS), ¢ AMP cevapl element baglayici protein
ve sinyal transducer ve activator of transcription 3 (STAT3) gibi yolaklar ile asagiya
dogru devam eder (20). RET geninde olusan germ-line aktive edici mutasyon sonrasi
olusan onkogenlere bagli kanser yolagi aktive olur (21, 22). Artan biiytime faktorleri
ve proliferasyon sonucu RAS/RAF/ERK1/2 kaskad: aktive olur. Bu kaskad
karsinogenetik aktiveteden sorumludur ve STAT3 fosforile olur (23, 24). RET
aktivasyonuna bagli olusan RAC1 ve JNK hiicre gociinden, FAK ise hiicre gocii,
invazyon ve metastazdan sorumludur (21, 25). RET germ-line mutasyonlar1 sonucu
klinikte en sik goriilen kanser tipi herediter MTK’dir. Herediter MTK’da RET
mutasyonu sonucu tirozin kinaz aktivitesi artar. Mutasyondan en sik etkilenen bolge
ekstraselliiler sisteinden zengin bolge ve intraselliiler tirozin kinaz bolgesidir
Ekstraselliiler sistein bolgesinde olusan sistein kodon 634 mutasyonu vakalarin %80’
ninda goriiliirken, sistein kodon 609, 611, 618, 620 ve 630 mutasyonu daha az
siklikta goriiliir. Tirozin kinaz bdlgesinde en sik goriilen mutasyonlar ise Met918,
Val804, Leu790, Tyr791 ve Ala883, daha az goriilen mutasyonlar 768, 876, 891,
886, ve 912 dir (26, 27).

MEN 2A sendromununda % 80 oraninda, ekson 10 (kodon 609, 611, 618 ve 620) ve
ekson 11 (kodon 634) mutasyonlar1 goriiliir. Diger mutasyonlar; ekson 5 (kodon
321), ekson 8 (kodon 515 ve 533), ekson 11 (kodon 630, 634, 649, 666), ekson
13(kodon 768, 776, 777, 790 ve 791), ekson 14 (kodon 804), ekson 15(kodon 866 ve
891) ve ekson 16 (kodon 912)’dir. Bu mutasyonlar, somatik mutasyonlardan daha
cok yeni germline mutasyonlar1 yansitabilir. Bu mutasyonlar MEN 2A’ daki tiim

mutasyonlarin yaklasik % 98'inden sorumludur.



FMTK mutasyonlart yaygin olarak ekson 10 (kodon 609, 611, 618, 620), ekson 11
(kodon 630, 631, 634, 649, 666), ekson 13 (kodon 768), ekson 14 (kodon 804, 819,
833, 844) ve ekson 15 (kodon 866, 891) bulunur (5, 7, 28-30).

Yeni mutasyonlar MEN 2A ve FMTK olan hastalarda yaygin degildir ve genellikle

vakalarimin % 10’dan az oraninda bulunurlar (31).

MEN 2B sendromun da olgularin yaklasik % 95’de tek mutasyon ekson 16 (kodon
918) da bulunur. Nadiren ekson 15’de (kodon 883) baska bir mutasyon da bulunabilir
(32, 34). Sporadik MTK’ deki mutasyonlar ekson 13 ve 16 da kodon 918 ancak bu
hastalarin sadece % 30 tespit edilmistir. RET mutasyonu olmayanlara kiyasla bu
mutasyon olan tiimdrlerde prognoz daha kotidir (6, 35, 36). Bu mutasyonlar,

somatik mutasyonlardan daha ¢ok yeni germline mutasyonlart yansitabilir (36).

RET protoonkogenindeki germline mutasyonlar, herediter MTK vakalarinin hemen
hemen hepsinde goriiliirken sporadik vakalarda % 30-50 oranda saptanmistir (37).
Genetik test MTK olan hastalarda rutin degerlendirmenin bir par¢asidir ¢linkii RET
mutasyonu pozitif olan olgularda aile iiyelerinde yliksek oranda MTK gelisir. Tiim

hastalara olas1 ailesel hastalik hakkinda danigmanlik ve genetik testler onerilmelidir.

2.1.2 Klinik
MTK’ leri ¢ogunlukla sporadik olmakla birlikte vakalarin % 25 familyaldir. Asagida

MTK’ nin dort tipi tanimlanmaktadir; sporadik MTK, MEN 2A, MEN 2B ve FMTK.

2.1.2.1 Sporadik MTK
MTK vakalarmin biiyiik ¢ogunlugu sporadiktir (%75 - 80). Dordiincii ve altinci

dekatlar arasinda pik yapar, kadinlarda erkeklere oranla biraz daha siktir. Genellikle
tek taraflidir (38). Cogunlukla ele gelen tiroid nodiilii veya boyunda kitle ile presente
olur. Patagonomik bir ultrason bulgusu yoktur, nodiil genelde solid olup, hipoekoik
goriiniimde ve kalsifikayson igerir. Ileri yasda olan hastalarda % 50 den fazla oranda
servikal lenfadenopati goriiliir. Kalsitonin, prostaglandin, seratonin ve vasoaktif
intestinal peptid (VIP) salinimina sekonder gelisen diare ve flushing gibi sistemik
semptomlar daha az oranda goriiliir. Cok nadiren timor hiicresi tarafindan sekrete

edilen ACTH ya bagli Cushing sendromu gelisir.

MTK olan tiim vakalarda bazal kalsitonin seviyesi her zaman yliksek saptanir.
Onemli olan diger bir tiimér belirteci karsinoembriyonik antijen (CEA)’dir. Tiroid

fonksiyon testleri genellikle normal saptanir. Patologa degerlendirme oncesi MTK
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siiphesi oldugu hakkinda bilgi verildiginde ince igne aspirasyon biyopsi (IIAB) ve

kalsitonin boyamasi ile tan1 konulabilir (39).

2.1.2.2 MEN 2A (Multipl Endokrin Neoplazi 2A) — Sipple Sendromu
MEN 2A sendromu bilesenleri MTK, feokromositoma ve  primer

hiperparatiroidizmdir (40). Bu sendrom otozomal dominant gegisli olup, her iki cins
esit oranda etkilenir. MTK gelisme oran1 % 100 olup, multifokal ve bilateral gelisir.
Feokromasitoma gelisme riski % 50 iken, hiperparatiroidizm riski % 30 dur. Biitiin
feokoromasitomalar adrenal bezden koken alirlar ve % 50 vakada bilateral gelisir.
Hiperparatiroidizm genellikle {igiincli dekaddan sonra gelisir. MEN 2A’ da siklikla
goriilen diger hastaliklar, Hirschsprung hastaligi ve kutan6z liken amiloidozdur.
MTK da pik insidans otuzlu yaslarda olur, 13 yas civarinda prevelans % 25 iken 70
yasinda %70 dir (41).

2.1.2.3 MEN 2B (Multipl Endokrin Neoplazi 2B)

MEN 2B de klinik 6zellikler MEN 2A’ ya benzemekle birlikte MTK genellikle daha
erken yasta gelisir ve daha agresifdir. Beraber bulunabilen diger klinik 6zellikler,
mukozal nérinom, gastrointestinal sistemde ganglionéromatozis ve marfonoid viicut
yapisidir. Hiperparatiroidizm bu sendromda goriilmez. Mukozal nérinomlar, dudakta,

dilde ve intestinal kanalda olabilir (42).

2.1.2.4 FMTK( Familyal nediiller tiroid karsinomu)
Bu hastalarda sadece MTK gelisir. FMTK tanis1 koyabilmek i¢in aile taramasinda iki

veya daha fazla jenerasyonda feokromasitoma ve hiperparatiroidizm olmadiginm
gostermek gereklidir. FMTK de MTK gelisimi daha ileri yasta olur ve digerlerine
oranla prognoz daha iyidir. Baz1 goriislere gére FMTK bir MEN 2A varyantidir (43).

2.1.3 Tam
Tiroid nodiilii olan hastalarda degerlendirme ilk olarak ince igne aspirasyon biyopsisi

(IIAB) ve sitoloji ile baglar. Klinik éykii ya da IIAB’ de MTK siiphesi varsa [IAB
yikama sivisinda kalsitonin seviyesine de bakilabilir (39). Tiroid nodiilii olan
hastalarda rutin kalsitonin tarama yapilmasi hala tartismalidir Avrupa Tiroid
Cemiyeti (ETA) tarama yapilmasini onerirken Amerikan Tiroid Cemiyeti (ATA) de
rutin olarak tarama yapilmasi Onerilmemekte; sadece yiiksek riskli vakalarda
bakilmasini 6nermektedir (44, 45). Pentagastrin uyari testi yapilabilir tan1 degeri
yiiksektir ve ayn1 zamanda maliyet etkindir (45-47). MTK tanist konduktan sonra

yapilacak testler: serum kalsitonini diizeyi Olgtimii, CEA, boyun ultrasonografisi,



RET protoonkogeni testi i¢cin genetik konsultasyonu, 24 saat idrar metanefrin ve
normetanefrin  Ol¢limii, parathormon Olglimiidiir (48, 49). Preoperatif donemde
mutlaka kalsitonin ve CEA diizeyi Ol¢iilmelidir. Postoperatif donemdeki kiirii ve
prognozu degerlendirirken karsilastirma yapilabilir (50). Bazal kalsitonin seviyesinin
400 pg/ml tizerinde bulunmasi metastaz diisiindiiriir. Metastaz taramalarinda boyun
ve gogiis bilgisayarli tomografisi (BT) ile goriintiilenir, karaciger igin iist batin

manyetik rezonans (MR) yapilmalidir (48).

2.1.4 Tarama
Genetik testler ile RET protoonkogenini tarama, sadece MTK tanisi igin degil, ayni

zamanda prognozu belirlemek ve tanisiz diger vakalar1 bulmak icinde Onemlidir.
Saptanan mutasyona gore risk siniflandirilmast yapilabilir ve farkli tedavi
seceneklerine karar verilebilir (51). MTK veya C hiicre hiperplazisi olan tim
hastalarda genetik test mutlaka yapilmalidir, sporadik MTK olan olgularda RET
protoonkogeni mutasyonu saptanma olasiligt % 4 — 10 arasindadir. MTK i¢in tarama,
ailede MEN 2B tanist olanlarda dogumdan hemen sonra yapilmalidir, MEN 2A ve
FMTK tanisi olan olgularda 5. yasta yapilmalidir, ayn1 zamanda feokromositoma ve
paratiroid adenomu i¢in de taramalar yapilmalidir. Normal bulundugunda 1 - 3 yilda

bir tekrarlanmalidir (48).

2.1.5 Tedavi

2.1.5.1 Koruyucu Tedavi Amach Profilaktik Tiroidektomi
Ailesel MTK de penetrasyon orant % 100 oldugu icin tiim aile bireyleri RET

mutasyonu i¢in degerlendirilmeli ve MTK i¢in cerrahi tedavi yapilmalidir. Buradaki
ama¢ semptomatik olmayan vakalarin erken tanisi ve tedavisi ile hastaligin
ilerlemesini engellemektir. MEN 2B de saptanan 883, 918 ve 922 mutasyonlarinda
prognoz oldukg¢a kotii olup yasamin ilk yilinda yaygin metastaz yaptigi i¢in, yasamin
ilk yilinda profilaktik cerrahi yapilmalidir. Kodon 611, 618, 620, 634 ve 891
mutasyonlarinda 5. yasta cerrrahi yapilmalidir. En son ATA(American Thyroid
Association) klavuzuna gore risk siniflamasi; yiiksek risk (D), orta risk (C — B),
diisiik risk (A) seklinde belirlenmistir (48). MEN 2B mutasyonlarinda risk yiiksek
(ATA-D) oldugu i¢in profilaktik total tiroidektomi yasamin ilk yilinda yapilmaldir,
kodon 634 mutasyonu olan olgular ATA-C kategorisinde oldugu igin yasamin ilk 5
yilinda profilaktik total tiroidektomi yapilmalidir. Diger iki kategoride olan(ATA-A
ve ATA-B) ise prognoz daha iyi oldugu igin profilaktik total tiroidektomi 5 yas

sonrasina ertelenebilir ancak diizenli olarak boyun ultrasonografi, bazal ve uyarilmis
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kalsitonin Ol¢timi ile takip edilmelidir. Eger testlerde bir anormalik saptanirsa

cerrahi yapilmalidir (48).

2.1.5.2 Cerrahi Yontem
Ailevi sendromlar ve sporadik vakalarin %30’ u bilateral seyrettigi igin MTK olan

veya yakalanma riski olan tiim hastalara total tiroidektomi ve santral boyun
diseksiyonu tavsiye edilmektedir. MTK siklikla servikal lenf nodu metastaz1 (% 80
ipsilateral, % 40 kontrolateral), daha az siklikla karaciger, akciger ve kemik
metastazi yapar (52). Cerrahi agidan bakildiginda hastalar ii¢ kategoriye ayrilir;
lokalize hastalik, boyunda smirli metastatik hastalik ve uzak metastatik hastalik. Son

gruptaki hastalarda cerrahi kiir olasilig1 yoktur (53).

Klinik ve radyolojik goriintiilleme yontemleri ile lenf nodu metastazi saptanamayan
MTK hastalarin da profilaktik olarak santral boyun lenf nodu (Level V1) diseksiyonu
yaptlmalidir. MTK olan vakalarin % 40’1 bu kategoride yer alir. Santral bolgede lenf
bezi metastazi siiphesi olan olgularda ultrasonografide lateral bélge normal dahi olsa
level VI bolge diseksiyonu yapilmalidir. Ayni tarafa profilaktik lateral lenf nodu
diseksiyonunuda onerenler de var. Belgelenmis santral ve lateral boyun lenf nodu
metastazi olan vakalara santral ve lateral bolge ( level LIA, III, IV, ve V) boyun
diseksiyonu yapilmalidir (48, 54). Uzak metastazi olan olgularda daha az agresif
boyun diseksiyonu yapilmalidir; bdylece lokal hastalik kontrol altina alinabilir,
yutma, konusma ve paratiroid fonksiyonlar1 korunabilir. Palyatif cerrahi dncelikle

uzak metastazi olan hastalarda agriy1 gidermek i¢in gerekli olabilir (48).

En sik goriilen cerrahi komplikasyonlar; rekiirrent laringeal sinir hasar1 ve
hipoparatiroidizmdir. Primer hiperparatiroidizmi olan vakalarda tiroid cerrahisine ek
olarak paratiroid cerrahi de yapilmalidir. Ailevi sendrom olan tiim vakalarda cerrahi

oncesi katekolamin sekresyonu mutlaka degerlendirilmelidir (48).

2.1.5.3 Uzun Dénem Hasta izlemi
TSH normal tutacak sekilde tiroksin tedavi (T4) verilmelidir. T4 tedavisi igin

baslangi¢ dozu; 1.6 mcg/kg’dir. Diferansiye tiroid kanserlerinde uygulanan TSH
supresyonu, MTK olan vakalarda gerekli degildir. Persistant ve rekiirren hastaligi
degerlendirmek i¢in kalsitonin ve CEA takibi yapilmalidir. Cerrahi sonrast ilk
kontrol 2-3 ay sonra yapilir, 6l¢iilemeyecek diizeyde kalsitonin ve CEA olan olgular
biyokimyasal kiir olarak degerlendirilir, uzun donem takipte bu vakalarda rekiirrens

olasilig1 % 3’ den diisiiktiir. Daha sonraki degerlendirmeler 2- 3 yil boyunca 6 ayda
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bir yapilmalidir (48). Boyun ultrasonografisi MTK olan olgularin takibinde tercih

edilen goriintiileme yontemidir.

2.1.5.4 Persistan ve Rekiirrent Hastalik
Persistan Hiperkalsitonemi

Kiir olan olgular da postop donemde kalsitonin seviyesi dl¢lilemeyecek diizeydedir.
Kalsitonin seviyesi 150 pg/ml altinda olan vakalarda boyun ultrasonografi
yapilmalidir, bu olgularda uzak metastaz olasiligi diistiktiir. Servikal lenf nodu
saptanan olgulara IIAB ve tiroid IIAB yikama sivisinda kalsitonin bakilmalidir. Ek
goriintiileme yontemleri yapilabilir ancak ¢ogunlukla sonug negatiftir (48).
Kalsitonin seviyesi 150 pg/ml iizerinde olan vakalarda ek goriintiileme yontemleri (
akciger BT, boyun BT, karaciger MR, PET (Positron Emission Tomografi) ve kemik
sintigrafisi yapilmahidir (48).

Cerrabhi

Kiiciik servikal lenf nodu (< 1 cm) olan ve uzak metastaz olmayan vakalara izlem
veya tekrar cerrahi yapilabilir. Kiigiik servikal lenf nodu (< 1 cm) olan ve
asemtomatik uzak metastaz varliginda ise izlem yerine cerrahi miidahale daha iyidir
(48).

Lezyonlar > 1 cm, semptomatik ve / veya ilerleyici lokal hastalik varliginda cerrahi
diistinilmelidir. Uzak metastaz varliginda kemoterapi, radyoterapi, hepatik

kemoembolizasyon gibi palyatif tedavi yontemleri uygulanabilir (48).

Radyoterapi

MTK tedavisinde radyoterapi (RT) kullanim1 tartigmalidir. RT servikal relaps riski
yiiksek olan hastalarda lokal hastalig1 kontrol etmekte ve agr1 palyasyonunda etkili
olabilir ancak uzun dénem prognozda etkili oldugu gosterilmemistir (55-58). SEER
(Surveillance Epidemiology and Results Program of the National Cancer Institute)
calismasi, RT’ nin prognoz iizerinde etkisiz oldugunu géstermistir (59).

Inkomplet rezeksiyon veya mikroskobik yayilim olan rezidii hastaligin tedavisinde
RT kullanimi ATA tarafindan 6nerilmektedir. Izole beyin metastaz varliginda cerrahi
rezeksiyon ve cerrahi yapilamayan olgularda RT onerilmektedir (48). RT kalsitonin
seviyesini diislirmez, ¢evre doku tlizerinde fibrozis ve skar gibi yan etkiler olusturur,
ayrica ek cerrahi i¢in zorluk yaratir (60). Radyoaktif iyot tedavisi, MTK ve lenf nodu
metastazi tedavisinde etkisi yoktur. RT sadece cerrahi sonrasi lokal niiks riski yiiksek

olan hastalara kullanilmalidir ancak prognoz iizerinde etkisi yoktur (61, 62).



Hedefe Yonelik Tedavi

llerlemis MTK vakalar1 icin etkin bir tedavi ydntemi yoktur. Konvansiyonel tedaviye
(cerrahi ve RT) ragmen ilerleyici hastaligi olan olgular sistemik tedavi igin
adaydirlar. ideal olan yontem ilerlemis hastalig1 olan vakalar hedefe yonelik tedavi
uygulanan ¢aligmalara katilmasidir (48). Yapilan ¢alismalarda RET ve tirozin kinaz
reseptOr aktivitesini hedef alan ajanlarin tedavide etkili olabilecegi gosterilmistir (11,
63). Tirozin kinazin, timor yayilmasi ve anjiyogeneze neden oldugu bilinmektedir.
Tirozin Kkinaz aktivitesini inhibe eden hedefe yonelik tedavi ajanlari; vandetanib,
sorafenib, sunitinib, pazopanib, cabozantinib ve motesanibdir.

Vandetanib (RET, VEGF ve EGFR TKI), 2011 yilinda FDA tarafindan semptomatik
ve ilerleyicic MTK olan vakalarin tedavisinde onaylanan ilk maddedir. Faz Il
calismasinda kismi yanit gdsterilmistir. Baz1 hastalarda 24 hafta kadar hastalik stabil
kalmistir (64, 65). Yeni yapilan faz III g¢alismasinda sag kalimin uzadigi
gosterilmistir. Yan etkiler; diyare, rash, bulanti, hipertansiyon, QT uzamasi ve bas
agrisidir (66). Vandetanib yanit1 6zellikle RET M918T mutasyonu pozitif olanlarda

negatif olanlara gore belirgin olarak daha iyidir.

Sorefenib (multipotent TKI, VEGFR-2,3, PDGFR, FLT-3 ve c-kit) diger bir oral
kullanilan tirozin kinaz inhibitoriidiir, faz II calismasinda parsiyel yanit oldugu

gosterilmistir (67, 68).

Cabozantinib (MET, VEGF2 ve RET TKI) faz Il (69) ve motesanib VEGFR 1,2,3
ve PDGFr ve stem cell factor ( c-kit TKI) faz Il (70) ¢alismalar1 olan yeni ilaglardir.
Cabozantinib olduk¢a toksik bir ajandir. Yan etkileri; diare, el-ayak sendromu,
halsizlik, VEGF inhibisyonuna bagl olarak hipertansiyon ve yara yeri iyilesmesinde
gecikmedir. Cabozantinib FDA tarafindan progresif metastatik MTK tedavisinde

kullanilabilir olarak yakin zamanda onaylanmigtir.

MTK tedavisi i¢in hedefe yonelik kullanilan ajanlar umut vericidir ancak tedavideki
etkinligi degerlendirmek i¢in daha fazla arastirma ve c¢alismaya ihtiya¢ vardir.
Komplet remisyonun olmasi olduk¢a nadirdir. Tirozin kinaz inhibitorleri metastatik

hastalig1 stabilize edebilir ancak sag kalim siiresinde bir degisiklik olusturmazlar.

CEA hedefleyen antikorlarla yapilan immunoterapi diger bir tedavi secenegidir
ancak sonuglar1 olduk¢a smirlidir (71). Dakarbazin, streptozosin, siklofosfamid, 5-

fluorourasil, vinkristin ve doksorubisin gibi geleneksel sitotoksik ilaglarin tedavideki



etkinligi azdir. Karaciger metastazlar1 i¢in doksorubisin ile kemoembolizasyon

denenebilir.

ATA asemptomatik ve 2 cm’ den kiigiik, biiyliyen (yilda ¢ap1 en az % 20) metastatik
timorlerde gbzlem yapilmasini tavsiye etmektedir. Goriintiileme 6 — 12 ayda bir
yapilmalidir. Ilerleyici hastalig1 olan hastalarda (timér 2 cm den fazla ve yilda capi
% 20" den fazla biiyiime) ve cerrahi veya radyasyon i¢in uygun olmayan
semptomatik hastalar i¢in sistemik tedavi yapilmasi i¢in bir klinik c¢alismaya
yonlendirilmelidir. Hasta bir klinik ¢alismaya dahil edilemiyorsa oral tirozin kinaz
inhibitorleri verilmelidir (48).

2.1.6 Prognoz

MTK de 10 yillik sag kalim siiresi tiimoriin 6zeliklerine bagli olarak % 43-88
arasinda degismektedir (10, 38, 72-76). Prognozda o6nemli olan bagimsiz risk
faktorleri; yas, tani esnasindaki evre ve ilk cerrahi rezeksiyonun biitlinliigiidiir.
Mortalite su sirayla artar: familyal MTK < MEN 2A < sporadik MTK < MEN 2B.
Kodon 918 de olan RET germline mutasyonunda hastalik olduk¢a invaziv seyreder
ve prognoz ¢ok kotlidiir. Erken donemde total tiroidektomi + servikal lenf nodu
diseksiyonu ile tedavi edilen olgularda kiir oran1 yaklagik olarak % 100 diir. Uygun
kiiratif cerrahi sonrasi, radyolojik ve klinik olarak rezidii timor gosterilemeyen ancak
postoperatif donemde kalsitonini yiiksek olan olgularda da yasam beklentisi uzundur
(38). Kalsitonin ve CEA katlanma zamaninin 2 yildan kisa olmasi kotii bir

prognostik faktordiir (77).

2.2. Tiroid Kanserinde PTEN PI3K-p85 mTOR ve RAS’In Tiimérogeneziste
Yeri
Tiroid kanserinde; PI3K/Akt ve MAP kinaz yolaklar1 tiimdrogeneziste Onemli

yolaklardir. Sekil 2.3’de bu iki yolagin temel elementleri gosterilmistir. RTK lar
biiylime faktorleri ile aktive olduktan sonra RET/PTC ve Ras her iki yolakta da rol
alir. PI3K, mTOR, RAS hiicre biiylimesi, proliferasyonu ve hiicre sagkalimindan
sorumludur. PTEN ise negatif diizenleyici olarak rol almaktadir. PTEN timor

stipresordiir. PTEN kayb1 hiicre biiyiimesi, proliferasyonu ve sagkalimina neden olur
(78).
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Cell growth, proliferation and survival

Sekil 2.3. Tiroid kanserinde PI3K/Akt ve MAP kinaz yolaklar (78).

PI3K/Akt yolagr p85 PI3K’mn aktive bliylime faktorii reseptorii lizerindeki aktive
tirozin rezidiilerinin subunitlerine baglanarak ya da Ras interaksiyonu yoluyla aktive
olur. PI3K yolagimin c¢esitli mekanizmalar1 Sekil 2.4°de gosterilmistir. PIP2, PI3K
aracilifiyla fofsorolize olarak PIP3’a ¢evirir. PIP3, PDK1’i PH domaini araciligiyla
membran lokalizasyonununu degistirir. PDK1 Akt’1 fosforilize ve aktive eder. Biitiin
bu yolaklarin sonucunda apotozis inhibe olarak, hiicre proliferasyonuna ve

sagkalimina neden olmaktadir (79).
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Sekil 2.4. PI3K/AKt Yolag1 (79).
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2.3. PI3K/p85 Yolag
PI3K/Akt yolag: hiicre biiylimesinin regiilasyonu, proliferasyon, sagkalim ve insan

tiimorogenezisinde temel rol alir (80, 81). PI3Ks cesitli subunitleri mevcuttur. Klas I
¢ok iyi tammmlanmustir p85 ve p110 katalitik subunitlerine sahiptir (Sekil 2.5). Alfa-
tip (PIK3CA) ve beta (PIK3CB) pl110 subunitleri degisik dokularda genis olarak
eksprese edilirken; diger p110 subtipleri sadece sinirli dokuda eksprese edilir (82,
83).

Akt’larin 3 subtipi mevcuttur, Akt-1, Akt-2, Akt-3. Aktive Akt, protein
effektorlerini  fosforilize ve sinyal kaskatlarini amplifiye ederek hiicre
proliferasyonunu uyarir, apoptozisi inhibe eder. PI3K/Akt yolag: timor siipresor gen
PTEN iirlinii ile antogonize edilir. PTEN fosfataz aktivitesi ile PIP3’li defosforilize

ederek PI3K/Akt yolaginda sinyal iletimini sonlandirir (84).

Tiroid kanserlerinde PI3K sinyal aktivasyonu tiroid kanserlerinde gosterilmistir
(85). Aktl, Akt2 tiroid kaserinde onemlidir, PIK3CA amplifikasyonu 6zellikle FTK
ve ATK’de olmaktadir (86, 87). PIK3CA mutasyon ve amplifikasyonu, Ras
mutasyonu ve PTEN mutasyonu gibi PI3K yolagindaki ¢esitli genetik degisimler
FTK ve ATK’de yiiksek oranda gozlenir (87, 88).
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Overview of the PI3K/Akt Pathway
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2.4. mTOR Yolag
mTOR, FK506 baglayan protein 12, rapamisin iligkili protein (FRAP) 1, PI3K

kaskadinda serin/threonin protein kinazdir (89-91). mTOR, S6K’y1 fosforile ve
aktive eder; Okaryotik translasyon baslangi¢ faktér 4E baglayict proteini (4E-BP)

inhibe eder; buda protein sentezi ve hiicre proliferasyonunda artisla sonlanir.

Akt aktivitesi mTOR aktivitesini gliclendirir. Akt ve mTOR arasindaki karmasik
iliskiyi sekil 2.6’da gérmektesiniz. Akt tubein skleroz protein komplekslerini (TSC1-
hamartin, TSC2-tuberin) fosforile ve inhibe ederek ras homologundan zengin brain
(rheb) aktivitesini arttirir, mTOR aktivasyonu ile mTOR protein kompleksleri olan

MTORCI1 ve MTORC?2 ile etkilesime girer (92).

mTOR, Raptor, mLST8, PRAS40 iceren MTORCI1 bir mTOR inhibitoriidiir.
Rheb’in artmig aktivitesi, fosforilasyonla PRAS40 inhibisyonu, Akt’in TSC1’1 inhibe
etmesiyle mTOR ve devaminda sinyal yolaginin aktivasyonuna saglar. Aktive
mTORCI1 kompleks IRS1 gibi proksimal sinyal diizenleyicilerinin downregiilasyonu
ile PI3K sinyal yolaginda negatif feedbackle inhibisyona sebep olur (93).

mTOR, Rictor, mLST8 ve mSIN1 igeren mTORC2 aktive oldugunda PDK-2’yi
aktive eder, serin 473 fosforilasyonu ve Akt aktivasyonu ile pozitif feedback yapar.
mTORC?2 iliskili yolaklar ¢ok iyi bilinmemektedir. (Sekil 2.6) (94).

G
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GSK SGK
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others \others )

Sekil 2.6. Akt-mTOR yolag (94).

15



2.5. Sorafenib
Sorafenib (BAY 43-9006, Nexavar) bir oral multikinase inhibitoriidiir. Raf-l ve B-

Raf Serin-Treonin kinazlari, Vaskiiler Endotelyal Biiylime Faktorii (VEGF)
reseptorleri 1, 2 ve 3’lin ve Trombosit Kaynakli Biiyiime Faktorii (PDGF)
reseptoriinii, KIT, RET ve FLT-3 (FMS-like tirozin kinaz) aktivitesini inhibe eder
(95). Sorafenib, Raf/MEK/ERK yolagi ve VEGF sinyal yolagini hedefleyerek, timor

hiicre proliferasyonunu ve timor anjiyogenezini engeller. Ayrica ¢ok sayida timor

modelinde apoptoz hizint artirdigi (96) bunun yaninda ileri evre hepatoselliiler
kanser ile metastatik renal hiicreli kanserde sag kalim siiresini artirdig1 gosterilmistir
(97, 98). Tiimor gelismesinde; hiicre ¢ogalmasini, apoptozun baskilanmasi ile timor
yayilimi, metastazi1 gibi siirecler aktive olmus tirozin kinaz reseptoriiniin tetikledigi
sinyal yolaklar1 tarafindan yonetilir. Bir proto-onkogen olan Ras, tirozin kinaz
reseptorlerinin uyarilmasia yardimer olur. Bu nedenle 6nceden de belirtildigi gibi
Ras sinyal yolaginin aktivasyonu, insanda kanser gelismesinde Onemli bir
mekanizmadir. Ras’in Raf/MEK/ERK gibi sinerjistik etki gosteren cesitli yolaklar
idare ederek hiicre doniisiimiinde etkili oldugu bilinmektedir (95, 99, 100) (Sekil
2.11-Sekil 2.13). Raf kinazlar, GSK-3gibi serin/treonin kinaz ailesindendir ve Ras
molekiillerinin aktive olmasini saglarlar (101). Raf kinaz ailesinin 3 iyesi
bulunmaktadir; A-Raf, B-Raf, Rafl. Tiimér hiicreleri asir1 miktarda VEGF ve PDGF-
gibi bazi biiylime faktorleri ve sitokinler salgilar. Bunlarin endotel hiicreleri
tizerindeki reseptorlere baglanmasi, Raf/MEK/ERK yolaklarini aktive eder, bunun
sonucunda da anjiyogenez ve lenfanjiyogenez goriiliir (102). Raf kinazlar, VEGF ve
PDGF- tiimor gelismesinin ve anjiogenezin engellenmesinde potansiyel molekiiler
tedavi hedefleridir (103).
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Sekil 2.7. Tumor hiicresi ve endotel hiicresi arasindaki VEGF bagmh

etkilesimler (103)

Sorafenib’in etki mekanizmasi: Sorafenib ikili etki yaratarak tiimoérde ve tiimor
damarlarinda Raf-l dahil Raf kinazlari ve vaskiiler endotelyal biiyiime faktor
reseptorii 2 ve 3 (VEGFR 2,3) Trombosit kaynakli biiyiime faktor reseptorii
(PDGFR) gibi tirozin kinaz reseptorlerini inhibe eder (103).

Sorafenib’in o6zellikle ileri evre karaciger kanseri ve bobrek kanseri basta olmak
tizere farkli kanserlerdeki etkisini arastirmak amaciyla c¢esitli c¢aligmalar
yaymlanmigtir. FDA (United States Food and Drug Administration, Amerika Birlesik
Devletleri Gida ve ilag dairesi) Aralik 2005°de Sorafenib’in bobrek ve karaciger
kanserinde kullanilmasi i¢in kisa siirede onay vermistir. Ayrica tiroid kanserinde
etkili oldugunu gosteren yaymlar bulunmaktadir (104). Giiniimiizde de diger bazi

kanserler lizerine etkisini arastiran ¢aligmalar yapilmaktadir (104, 105).

2.6. Lapatinib
Lapatinib insan epidermal growth faktdr reseptéor 1 (EGFR/HER1) ve insan

epidermal growth faktor reseptér 2 (HER2/ErbB2) tirozin kinazimi (TK) inhibe
ederek sinyal iletimini Onleyen cift etkili selektif inhibitordiir (106). Lapatinib
etkisini intraseliiler olarak TK’in ATP baglayan kismma baglanarak etki

gostermektedir. TK’1n fosforilizasyon ve aktivasyonuna engel olmaktadir. Bu sayede
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sinyal iletimi en bastan bloke edilerek, ekstraseliiler sinyal bagimli kinaz 1 (ERK1)
ve fosfotidilinozitol-3’kinaz (PI3K) gibi birgok yolagin aktivasyonuna engel
olunmaktadir (Sekil 2.8) (107, 108). Insan epidermal growth faktdr reseptor-1,
VEGF reseptoriine benzer sekilde tirozin kinaz reseptor ailesi karakteristigini tasir.
HER1, EGFR’niin 19 alt grubundan birisidir (104). HERI’in uyarilmasi TK
aktivasyonu sonucunda protein kinaz ve fosfotidil inozitol-3-OH kinaz yolunu aktive
etmektedir (109). Preklinik ¢alismalar sonucunda HERI aktivasyonuna ve
neovaskiilarizasyona neden oldugu gosterilmistir (110). EGFR aktivasyonu ile VEGF
gibi anjiyogenik molekiillerin salinimin1 artararak anjiyogenezin hizlandig
bilinmektedir (111). EGFR inhibitorleri sayesinde anjiyogenezin engellenebilecegi
gosterilmistir (112). Insan epidermal growth faktdr reseptor-2, Lapatinibin etkili
oldugu ikinci reseptordiir ve anjiyogenezde Onemli rolii vardir. HER2’nin
aktivasyonu EGF’lin reseptore baglanmasini indiikler. Fosfatidilinositol 3 kinaz ve
mitojen aktive protein kinaz kaskadini igeren multipl hiicresel sinyal yolu aktive olur.
HER2 reseptdrii normal hiicrelerin proliferasyon ve diferansiasyonunda kritik rol
oynar (113). Bu reseptorlerin aktivasyonu artmis hiicre proliferasyonu, invazyon,
artmis timor hiicre motilitesi, anjiojenez ve apopitozisin inhibisyonu ile iligkilidir
(114). Invitro galismalarda da Lapatinib’in HER1 ve HER2 reseptorlerinin ikisini
birden inhibe ettigi gosterilmistir. Yapilan ¢alismalarda Lapatinib’in HER1 ve HER2
reseptOr blokorii olarak, tek basina HER1 reseptor blokorlerinden daha etkin oldugu
gosterilmistir (108). Trastuzumab’a ilave olarak Lapatinib’in bazi kanser tiirlerinde
daha etkin oldugu gosterilmistir. HER1 ve HER2 ayr1 ayri inhibisyonunun kornea
neovaskiilarizasyonunu engelledigi daha onceki yaymlarda gosterilmistir (108).
Lapatinib sayesinde kornea neovaskiilarizasyonunu onledigi bilinen 2 reseptoriin
birden inhibisyonu ile daha etkili tedavi yontemleri hedeflenmektedir. Lapatinib
kornea neovaskiilarizasyonunu 6nlenmesinde ¢ok hedefli terapotik yaklasimin diger

bir pargasi olabilir. Lapatinib’in g6z hastaliklarinda i¢in kullanim ruhsat1 yoktur.
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Sekil 2.8. ErbB1, IGFR, ErbB2, Lapatinib ve Trastuzumab’in etkilesimi (108)

2.7. VEGF (Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii) ve Bevacizumab
Tiimorler, kiiclik hiicre popiilasyonlarina komsu olan kan damarlarindan

ekstravaskiiler mesafeden basit difiizyonla aldiklar1 besinlerle yasamlarim
stirdlirebilir. Bu hiicre kolonisinin ¢ap1 1-2 mm’ye ulastiginda basit difiizyon,
biiylimeyi desteklemekte yetersiz kalir. Timor hiicreleri bundan sonra endotel
hiicreleri i¢in mitojenik olan ve mevcut kan damarlarindan yeni kapilerlerin
olusumunu stimiile eden VEGF gibi faktorler salgilar. Tiimor damarlarinin olugmast,
timore besin temin ederek ve atik iirlinlerin perflizyonla uzaklastirilmasiyla

tiimorlerin ¢apinin 1-2 mm’den fazla biiyiimesini saglar.

1971°de Folkman, tiimdriin en hassas oldugu donemde (anjiyogenezden once) TAF
(timor anjiojenik faktor)’larin bloke edilmesi sayesinde biiyiime icin gerekli besin ve
oksijene ulagimin onlenerek tlimor biiylimesinin sinirlanabilecegi varsayimini ortaya

atmistir. Anti-anjiyojenik tedavi boylece solid tiimorlerin biiyiimesinin kontrol altina
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alinmasinda giiglii bir arag olabilecekti. 1989°da en giiclii TAF molekiillerinden biri
olan VEGF, Ferrara ve Henzel tarafindan kesfedilmistir (115, 116).

Timor anjiyogenezi kapsamli arastirmalarin konusu olmustur ve simdi anjiyogenezin
kanser olusumunun ilk evrelerinden uzak metastazlarin biiylimesine kadar timor

gelisimiyle ilgili oldugu bilinmektedir (117) (Sekil 2.9).

Somatik Kigikdamarsiz ~ Timoérden VEGF Anjiogenez inhibitorleri

mutasyon tiimor salinimi anjiogenezi Hizli tdmér biyimesi bu siireci tersine
uyarir ve matastaz dondarebilir

Sekil 2.9. Anjiogenezisin tiimor biiyiimesinde rol oynadig evreler (117).

Timor dokusunun kendine yeni damar yeni damar olusturma siireci, salgiladigi
anjiojenik biiylime faktorleri (VEGF) sayesinde baslar. VEGF arterler, venler ve
lenfatiklerden koken alan vaskiiler endotel hiicreler i¢in giiglii bir mitojendir ancak

bagka hiicre tipleri i¢in mitojenik aktivitesi yoktur (118).

Dogal VEGF (veya VEGF-A) bazik, heparine-baglanan, 45,000 Dalton agirliginda,
homodimerik bir glikoproteindir. Bu, onun iki 6zdes birimden olustugu anlamina
gelir. Insan VEGF geninin farkli ekspresyonu 121, 165, 189 ve 206 amino asidi olan

dort farkli molekiil tiiriiniin olugmasiyla sonuglanir (118).

Tiimor hiicrelerinde ve mikro ¢evresinde yer alan bazi immun hiicrelerden salgilanan
VEGF (A, B, C, D) endotel hiicreleri yiizeyinde bulunan 6zgiin reseptorleri VEGF-
R1 (Fit-1), VEGF-R2 (KDR) ve VEGF-R3 (Flt-4) ile etkilesirler. Bunlardan VEGF
B sadece VEGF-R1’i uyarirken, VEGF A hem VEGF-R1 hem de VEGF-R2’yi
uyarabilir. VEGF C, VEGF R2 ve R3’ii uyarabilir. VEGF D ise sadece CEGF-R3’i
uyarabilme yetenegine sahiptir. VEGF-R’ler uyarildiginda hiicre i¢inde Ras/Raf/Erk,
PI3K ve P38 MAPK yollar1 aktiflenmektedir. VEGF-R1 anjiogenezden, VEGF-R2
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anjiogenez ve lenfanjiogenezden, VEGF-R3 ise lenfanjiogenezden sorumludur (118).
(Sekil 2.10)
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Sekil 2.10. VEGF reseptorleri (118).

VEGF molekiilii tarafindan aktiflenen endotel hiicreleri de bazi parakrin faktorler
salgilayarak perisitleri uyarirlar. Bunlar icerisinde en iyi bilineni PDGF’dir. PDGF
perisitlerin yiizeyinde bulunan PDGF-Rb’ye baglanarak hiicre i¢inde Ras/Erk ve
PI3K yollarin1 uyarir. Bodylece hiicre aktivasyonu ve damarin maturasyonu

tamamlanmis olur (118).

Lenfanjiyogenez VEGF tarafindan regiile edilir ve siklikla anjiyogeneze eslik eder.
Lenfatik damarlar sivi, protein ve hiicreleri tasir ve bunlar1 vendz dolasima geri
gotiirlirler. Tiimdrlerin gevresindeki lenfatik ¢ogalma malign hiicrelerin metastatik

yayilimina yardimet olabilir (119).

Anjiyogenez, bir¢cok diizenleyici molekiiliin ekspresyonuyla yonetilen karmagik bir
stirectir. Anjiojenik siirecte rol alan en 6nemli molekiil kuskusuz VEGF dir. Cesitli
faktorlerin VEGF sentezini artirdigi gosterilmistir. Bu faktorler arasinda ¢evresel

faktorler (hipoksi, HIF1a, Ph), biiylime faktorleri ve hormonlar (EGF, bFGF, PDGF,

21



IGF-1, IL-1a, IL-6, Ostrojen), timordeki bazi genetik mutasyonlar (p53, p73, svc, K-
RAS, HRAS, rHc, ber-abl) sayilmaktadir (120).

Negatif diizenleyiciler trombospondin, plazminojen fragmani, anjiyostatin ve kolajen
XVIII fragmani endostatini igerir. Pro-anjiyojenik ve anti-anjiyojenik biiylime
faktorlerinin sikica dengelenmis ekspresyonu normalde diizensiz anjiyogeneze engel
olur. VEGF hem fizyolojik (embriyogenez ve erken postnatal) hem de patolojik
(timor) anjiyogenezde rol oynar. VEGF nin aktivitesi, hiicre yiizeyi reseptorlerine,
esasen, hiicresel etkilere cevrilen molekiiler olaylari uyaran intraseliiler sinyal
kaskadlarin1 stimiile eden VEGF R-2’ye baglanarak indiiklenir. VEGF’nin etkisi
altindaki kan damarlar1 anormaldir. VEGF damar gecirgenligini ve dolayisiyla
interstisyel basinci etkileyerek damarlarin hiicrelere oksijen ve besinleri ulastirmasini
etkiler. Bu da VEGF sekresyonunu ve yeni, olgunlasmamis kan damarlarinin
olugmasint daha ¢ok uyarir. Giiniimiizde VEGF ve VEGF reseptor aktivasyonunu
baskilamak amaci ile pek cok yeni ajan gelistirilmistir. Bu ajanlarin farkl etki
mekanizmalar1 vardir. Bevacizumab, aflibercept ve cediranip (multitargeted bir
ajandir) gibi ilaglar VEGF’1 veya reseptorlerini bloke ederek etkili olurken; sunitinib,
sorafenib, vandetanib, pazopanib, vatalanib, motesanib gibi diger molekiiller ise
cogunlukla VEGF reseptoriiniin hiicre i¢i tirozin kinaz aktivitesini baskilayarak
(multi-kinaz inhibitorleridir) etkili olurlar (120). VEGF inhibisyonu i¢in en iyi
arastirllmis ajan Bevacizumab’dir. Bevacizumab IgGl yapisinda rekombinant
humanize bir monokonal antikordur. VEGF’nin tiim izoformlarini tanima yetenegine
sahiptir. Uygulandiktan sonraki yar1 dmrii ortalama 20 giin (11-50 giin) civarindadir.
Dolagimdaki VEGF’1 baglayarak (ligand miktarin1 6nemli oranda azaltarak reseptor
aktivasyonunu engeller) endotel proliferasyonunu ve yeni damar olusumunu engeller.
Ayni zamanda endotel hiicrelerinde apoptozisi uyararak var olan damarlarda da

regresyon saglar (121).

Bevacizumabin tiimor damarlarn {izerine diger bir Onemli etkisi de timor
dokusundaki bozulmus kan akiminin normalizasyonudur. Timor dokusunda artmis
intertisyel basing yapisal bozuklugu olan tortiydz tiimoér damarlarinin kollapsina ve
tiimdr i¢i kan akiminin bozuk olmasina yol acar. Bevacizumab doku i¢indeki basinci
diisiirerek timor dokusundaki kan akiminin normalizasyonunu ve bdylece

kemoterapi ilaglarinin tiimorli dokuya daha iyi penetre olmasini saglar (122).
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Bevacizumabin kolon kanserinde kullanildigi ilk randomize ¢alisma Kabbinavar ve
ark. (2003) tarafindan yayinlanan bir faz 2 ¢alismadir (123). Bu ¢alismada tek basina
bolus 5-FU/FA iki farkli dozda bevacizumab kombinasyonu ile (5 mg/kg ve 10
mg/kg) karsilastirilmis ve SFU/FA+5 mg/kg bevacizumab kolunda RR ve PFS diger
kollardan anlamli sekilde daha iyi bulunmustu. Bu ¢alismadan sonra bevacizumabin
optimum dozu 5 mg/kg olarak kabul edildi ve ilacin onay almasini saglayan asil faz-
3 galisma, Hurwitz ve ark. (2004) tarafindan ¢ok merkezli olarak yapildi (124). Bu
calismada, bevacizumab lokoverin (IFL) ile kombine edildiginde yanit oranlari
%34.8’den %44.8’¢, PFS 6.2 aydan 10.6 aya ve OS 15.6 aydan 20.3 aya kadar
anlamli olarak yiikseldi. Bu ¢alismanin sonuglarinin agiklanmasi ile bevacizumab
kombinasyonlar1 Amerika ve Avrupa’da mKRK’in birinci basamak tedavisinde

standart haline geldi.

Asil ilk sira ¢aligma ile ayn1 zamanda yapilmaya baslanan ECOG-3200 ¢aligmasinda
bevacizumabin ikinci sira tedavide etkinlii FOLFOX kombinasyonu ile
arastirthyordu (125). Bu c¢alismada irinotekan+fluorouracil sonrasi basarisiz
olunmus, bevacizumab naive hastalar FOLFOX+bevacizumab, yalniz FOLFOX ve
yalnizca bevacizumab kollarina ayrilmislardi. Bevacizumab 10 mg/kg dozunda
kullanilmisti.  FOLFOX-4+bevacizumab kolu sadece FOLFOX kolu ile
kiyaslandiginda ortalama tiim sag kalimda (12,5 vs 10,7 ay, p:0.0024) 1liml bir artig
saglanmistt. Tek ajan bevacizumab kolunda Onemli oranda diisiik hastaliksiz sag
kalim goriilmiistii ve cevap oran1 %3 oranindaydi ve kolorektal kanserde tek ajan
olarak aktivitesi olmadigi icin kullanilmamas: gerektigi ileri siiriilmiisti. Bu
calismaya sadece birinci basamakta bevacizumab kullanmamis hastalar katilmisti.
Ikinci sira tedavide etkinli analizi yapmasma ragmen ECOG-3200 caligmasi
FOLFOX+bevacizumab kombinasyonunun giivenlik datalarim1  saglayan ilk
calismadir. Bunun sonucunda ilk sira kullanim verileri olmasa bile Amerika’da
mKRK’de ilk sira tedavide FOLFOX+bevacizumab kombinasyonu yaygin kabul
gormiistii. Ilk sira tedavide bevacizumab+oxaliplatin kombinasyonunun etkin olup
olmadigini arastiran NO16966 calismasinda (126), mKRK’li 1400 hasta, FOLFOX-4
veya CapeOx kollarina randomize edildikten sonra, her iki kol bevacizumabli veya
bevacizumabsiz kollara ( ikiye iki randomizasyon) ayrildi. FOLFOX ve CapeOX
rejimlerine bevacizumab eklenmesi ile Progresyonsuz sag kalim siiresinde (PFS) bir

miktar uzama (9.4 vs 8 ay, p=0.0023) saglanmis ancak anlamli bir genel sagkalim
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avantajt  bulunmamistt (21.3 vs 19.9 ay, p=0.077). Bu durum, oxaliplatin-
bevacizumab kombinasyonu alan hastalarin 6nemli kisminin daha 6nce okzaliplatin
iceren adjuvan tedavi almis olmalar1 ve 6zellikle oxaliplatine bagli yan etkiler nedeni
ile tedaviyi erken birakmalarina (hastalarin %71°1), ayrica tedavinin 6 kiir ile
kisitlanmasi ile izah edilmektedir. Gergekten de bevacizumabin en ¢arpict sagkalim
avantaji  sagladigr sagladigi IFL c¢alismasinda hastalar ortalama 40.4 hafta
bevacizumab almisken, bu siire NO16966 calismasinda 27.1 haftadir. Metastatik
kolorektal kanser (MKRK) tedavisinin birinci basamaginda bevacizumabin
oxaliplatin ile kombine kullanildig1 5 randomize ¢alismanin ve ikinci sira tedavide
kullanildigr bir randomize ¢alismanin metanalizinde, bu kombinasyonun hem
progresyonsuz sagkalimi hem de genel sagkalimi anlamli olarak artirdig

gosterilmistir (127).

En son NCCN (The National Comprehensive Cancer Network) klavuzlarinda da bu
veriler 1s18inda, mKRK’in tedavisinde bevacizumabin 5-FU, kapesitabin, irinotekan
veya okzaliplatin igeren kombine kemoterapi protokolleri ile birlikte uygulanmasi

standart olarak onerilmektedir.

Metastatik hastalikta palyatif kemoterapinin optimal siiresi hakkindaki tartisma
(tedaviye ara verme yada dur ve devam et stratejisi mi?) devam etmektedir.
Kemoterapi rejimlerinin toksisitesi nedeni ile tedaviye ara verilmesini Onerenler
oldugu gibi daha az toksik ajanlar ile tedavinin devam etmesi gerektigini savunanlar
da vardir. Tedavinin devam etmesi gerektigini onerenlerin temel yaklagimi, VEGF
inhibitorleri kesildiginde tiimoér dam arlanmasinda reaktif bir artis oldugunun
gosterilmesine dayanmaktadir (128). Bu nedenle kemoterapi bir nedenle kesilse bile

bevacizumaba devam edilmesini 6neren arastirmalar vardir.

Diaz-Rubi ve ark. (2012)’nin yaptig1 faz 3 MACRO c¢alismasinda bevacizumabin
maximum yararinin hastalik progresyonuna kadar devam edildiginde gozlendigini
gosterdiler (129). Bunun {izerine Tiirk Onkoloji Grubunun (130) yaptigi cok
merkezli, faz 3 c¢alismada 6 kiir XELOX+Bevacizumab aldiktan sonra
XELOX+bevacizumab ve capesitabintbevacizumab kollarina randomize edilen
hastalarda, capesitabin ile devam edilen kolda ortalama PFS (11.0 vs 8.3 ay,
p=0.002) istatiksel olarak daha iyi saptandi. RR ve OS’de iki kol arasinda anlamli
farklilik yoktu.
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3. GEREC VE YONTEM
Bu c¢alismada Sorafenib, Lapatinib ve Bevacizumab’in mediiller tiroid Kkanseri
hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerini tek basina ve kombine olarak arastirilmasi
amaglamistir. Arastirmamiz, C.U. Tip Fakiiltesi Arastirma Merkezi laboratuarlarinda
ve Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dalinda hiicre

kiiltiirii alt yapis1 kullanilarak gergeklestirilmitir.

Bu calisma, Cumhuriyet Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan 24.07.2014 tarihli taplanti karari ile izin alinmistir. Ayrica
calismanin finansal olarak desteklnesi amaci ile Cumhuriyet Universitesi Bilimsel
arastirma Projeleri (CUBAP) Miidiirliigiine bas vurulmus ve ¢alisma T-610 proje
numasi ve 20000 TL’lik biitce ile CUBAP tarafindan desteklenmistir.

3.1. Calisma Ilaclar1 ve Hazirlanmasi

Calismamizda sorafenib (Santa Cruz Biotechnology®) ve lapatinib (Santa Cruz
Biotechnology®) ilaglarmin etken maddeleri Santa Cruz Biotechnology® sirketinden
temin edilerek kullanilmistir. Bevacizumab (Avastin®, Genentech Ila¢ Sirketi)
¢oziiciisii icerinde hazir ¢oziinmiis sekilde pazarlandigi igin bu ilacin Genentech Ilag
Sirketi tarafindan temin edilen ticari preperatt kullanilmistir. Sorafenib ve lapatinib,
her ikisi birden hem suda hem de Dimetilsiilfoksit (DMSO) igerisinde ¢oziinebilen
molekiillerdir. DMSO igerisinde ¢0zilniirliik daha yiiksek olmasina ragmen
DMSO’nun potansiyel sitotoksik etkilerinden o6tiirii ilaglar suda ¢oziinmiis halleri ile

kullanilmistir. Bevacizumab ise kendi ¢oziiciisii ile birlikte kullanilmistir.
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3.2. Calismada Kullamlan Hiicre Tipi ve Ozellikleri
Calismamizda insan kaynakli bir hiicre serisi olan TT (ATCC® CRL-1803™) tiroid
meduller kanseri hiicreleri kullanilmigtir. Bu hiicreler C634R RET mutation—pozitif

epitelyal kaynakli yapisma 6zelligi olan (adherent) hiicrelerdir.

Sitotoksisite testleri C.U. Tip Fakiiltesi Arastirma Merkezi (CUTFAM)’nde
gerceklestirildi. Calismamizda, American Type Cell Collection (ATCC)’den temin
edilen TT isimli mediller tiroid kanseri hiicre hatti kullanildi (Sekil 3.11).
ATCC’den temin edilen hiicreler Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel
Arastirma Merkezindeki hiicre kiiltiirii modiiliinde 25 cm? ve 75 cm?’lik flasklarda,
% 5 CO2, % 95 nem iceren karbondioksitli inkiibatér ortaminda tutularak ¢ogaltildi.
Hiicreler i¢in besiyeri olarak “Dulbecco’nun Modifiye Eagle Medyumu” (DMEM)
kullanildi (Cizelge 3.1) (Sekil 3.3). DMEM’e ek olarak Tiroid kanseri hiicreleri igin
secici bir besiyeri olan F12 medium, bunun yaninda % 10 oraninda f6tal sigir serumu
(FBS) ve %1 oraninda penisilin-streptomisin kullanild1 (Sekil 3.5). Hiicreler %70
yogunluga ulasip flaskin yiizeyini kaplayinca, haftada en az iki kere pasajlanarak
cogaltild1 (Sekil 3.5). Tim islemler UV 1sikla sterilize edilen laminer akimli kabin
igerisinde gergeklestirildi (Sekil 3.5 ve Sekil 3.7). % 0.05 tripsin, 0.53 mM EDTA
soliisyonu ile hiicrelerin flasktan ayrilmasi saglandi. Hiicre slispansiyonunun iizerine
DMEM eklenerek tripsinin etkisi ndtralize edildi ve hiicre siispansiyonu flasklar

arasinda paylastirildi.

Sekil 3.1. TT mediiller tiroid kanseri hiicrelerinin mikroskop altindaki goruntiisti.

26



Sekil 3.2. Hicrelerin incelenmesinde kullanilan mikroskop ve TT mediiller tiroid

kanseri hiicreleri igin kullanilan flask.

Sekil 3.3 DMEM, Fatal sigir serumu (FBS), Penisilin-streptomisin, Tripsin, EDTA

27



Cizelge 3.1 Hiicre kiiltiiriinde kullanilan besiyeri ve igerigi.

Hiicre Kiiltiir Besi | Kullanmilan Miktar Uretici Firma

Yeri

Dulbecco’s Modified | 100ml Sigma Aldrich Cheme,

Eagle’s Medium Germany

(DMEM)

Penicilin/Streptomyci | 1ml Biochrom KG, Berlin,

n (1000 Germany

U/10000Mg/ml)

L-glutamin Iml Biochrom KG, Berlin,
Germany

Fetal Bovine Serum | 4 ml Biochrom KG, Berlin,

(FBS) Germany

Sekil 3.4 Hiicre kiiltiirii asamalarinin gergeklestirildigi steril laminer akimli kabin
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Sekil 3.5. Hiicre kiltirti asamalariin gergeklestirildigi steril laminer akimli kabinin

i¢ gOriinimii.

Sekil 3.6. %5 COzigeren inkiibator
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3.3. Hiicre Kiiltiiri Teknikleri

3.3.1. Hiicre Hattinin A¢ilmasi

Uzun siire s1v1 azot buharinda saklanmis olan hiicreler ¢6ziinmesi saglanana kadar 37
°C’lik su banyosunda tutuldu. Coziinen hiicre siispansiyonu % 20 FBS igeren
medyum ile muamele edilerek flasklara kondu, sonrasinda 3-4 saat 37 °C’de, % 5
CO2 ve 1 atm basing altinda inkiibasyona birakildi (Sekil 3.6). Bu siirenin sonunda

hiicre medyumu %10 FBS iceren medyumla degistirildi.

3.3.2. Hiicrelerin Cogaltilmasi
Hiicreler 25 cm?’lik flasklarda 8-10 ml, 75 cm?’lik flasklarda ise 25 ml %10 FBS ve
%1 (100 IU) penisilin-streptomisin igeren DMEM medyumu igerisinde % 70

yogunluga geldiklerinde pasajlanmak suretiyle iiretildi.

3.3.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Flasklar icerisinde yeterli yogunluga gelen hiicrelerden medyum uzaklastirildi.
Hiicrelerin iizerine % 0.05°1ik tripsinden, kiiciik flasklara 1-2 ml, biiyiik flasklara 3-4
ml eklenerek 2-3 dakika bekletildi. Flasklar 37 °C’lik %5°lik CO: etiivde 2-3 dakika
bekletilerek hiicrelerin kontrollii sekilde kalkmalar1 saglandi. Yiizeyden ayrilan
hiicrelerin tizerine tripsinin etkisini bloke etmek i¢in tripsinle ayn1 miktarda medyum
eklendi ve iyice pipetaj yapildiktan sonra, santrifiij tiipiine siispanse halde toplanan
hiicreler 800 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek siipernatant (iist faz) kisim
uzaklastirildi. Bir miktar medyumla siispanse edilen ve iyice pipetaj yapilan hiicreler
yeterli miktarda medyum konulmus flasklara eklendi. Flasklar 37 °C’lik %5°1lik CO2

etiive kaldirildi.

3.3.4. Hiicre Sayimi

Toplam hiicre siispansiyonunun mililitresindeki hiicre sayisini hesaplamak i¢in, iizeri
4 adet 16 kiigiik kare iceren bdlgeden olusan 1 mm?’lik alan ve 0.1 mm derinlige
sahip hemasitometre kullanildi. Siispansiyonun mililitresindeki toplam hiicre sayisi

asagidaki formiille hesaplandi.

Toplam hiicre say1si/ml = Hemasitometre sayim sonucu x 10* x Medyum miktari(ml)
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3.3.5. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Saklanmasi

Hiicreler %0.05’lik tripsin uygulamasi ile tutunduklart yiizeyden kaldirildi.
Kalktiklar1 gdzlenen hiicrelere tripsinin etkisini bloke etmek i¢in medyum eklendi ve
slispansiyon santriflij tiipiinde toplanarak 800 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.
Stipernatant kisim uzaklagtirildi. Pellete tekrar medyum eklendi ve tripsinin
etkisinden kurtarmak i¢in tekrar santrifiij edildi. Bu islem sonrasinda pellete tekrar
medyum ilave edildi ve pipetajla hiicreler tek hiicre siispansiyonu haline getirildi.
Hemasitometrede hiicre sayimi yapildi. Hiicreleri igeren falkon tiipii, %90 FBS ve
%10 DMSO (dimetil stilfoksil) iceren medyumlu falkon tiipli buz igerisine oturtuldu.
Kullanilacak soguga dayanikli saklama tiipleri (cryo tiip) de buza oturtularak
sogumalar1 saglandi. Tiip icerisindeki tek hiicre siispansiyonundan DMSO’lu
serumlu medyum igerisine alinan hiicreler cryo tiipiine damla damla ilave edildi.
Saklama tiipti 1 gece -20 °C’de, 1 gece de -70 °C’de bekletildikten sonra siv1 nitrojen

buharina alindi. Tiim bu uygulamalar tiipteki son konsantrasyon 2.5x10° hiicre/ml

olacak sekilde yapildi.

Sekil 3.7. ilaglarin seri diliisyonlarin laminer flow kabini altinda yapilmasi.
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Sekil 3.8. ilaglarm degisik konsantrasyonlarinin hazirlanmast ve epandorflar

igerisinde siralanmasi.

3.4. xCELL.igence sistemi
Gergek zamanli hiicre analiz sistemi (XCELLigence sistemi) dort ana bilesenden

olusur: RTCA analizorii, RTCA DP istasyonu, entegre yazilim ile RTCA bilgisayar
ve atilabilir E-plate 16’ dir. (Sekil 3.9-12).

Analiz cihaz1 ve diziistii bilgisayar disarida yer alirken, RTCA DP istasyonu,
standart bir doku kiiltiirli inkiibatorii icerisindedir. XCELLigence sisteminin temeli
E-platel6’dir. Yaygm olarak kullanilan 96 kuyucuklu platelere benzer bir
uygulamasi olan, RTCA DP cihaz1 {izerinde hiicre bazli deneyleri ger¢eklestirmek
i¢in kullanilan, tek kullanimlik atilabilir bir alettir. Fakat E-plate 16, 96 kuyucuklu
platelerden zemininde altin plakalar igermesi, her bir kuyucukta ayri ayr1 deney
yapilabilmesi ve bunlarin sonuglarinin ayr1 ayr1 degerlendirilebilmesi 6zelligi ile ¢ok
farklhidir. E-plate 16 diisiik buharlasma saglayan bir kapak tasarimina sahiptir. Her
kuyucugun taban ¢ap1 5.0mm=0.05mm; toplam hacmi 21045 pL’dir. Her kuyucugun
zemin alaninin yaklasik %801 dairesel elektrodlarla kaplidir. Sensor elektrodlarin
elektronik empedanslari, elektrodlar iizerindeki hiicrelerin fizyolojik degisikliklerini

tespit etme ve izlemeye izin verecek sekilde ol¢iiliir (Sekil 3.12). RTCA ol¢timleri
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boyunca elektrodlara uygulanan voltaj 20mV (RMS) civarindadir. Herbir kuyucuk
icinde elektrodlar arasinda Olgiilen empedans, elektron geometrisine, kuyucuk
icindeki iyon konsantrasyonuna ve hiicrelerin elektrodlara bagli olup olmamasina

baghdir.

RTCA yazilimi kullanicilarin ortalama deger, maksimum ve minimum
degerler, standart sapma (SD), maksimum etkinin yarisini yapan konsantrasyon
(EC50), maksimum inhibisyonun yar1 konsantrasyonu (IC50), hiicre indeksi (CI) ve

grafik gibi parametreler elde etmesini saglar (131).

Sekil 3.9. RTCA DP istasyonu ve diziistii bilgisayar
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xCELLigence RTCA

Sekil 3.10. RTCA Analiz cihazi

Sekil 3.11. RTCA DP istasyonu
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Sekil 3.12. Kuyucuk tabanindaki altin plagin hiicrelerin elektrik yiik empedanslarini

Olemesi

Sekil 3.13. E-plate 16
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3.5. Hiicre Proliferasyon Calismasi (Ger¢cek zamanh hiicre analiz sistemi,
Xcelligence Deneyi)

Calismamizda kullanilan sorafenib, lapatinib ve bevacizumabin in-vitro sitotoksik
etkinlikleri, gercek zamanli hiicre analiz sistemi ile degerlendirilmistir.

xCELLigence sistemi iiretici firma talimatlarina gore kullanilmistir (131).

Calismada E-plate 16 isimli, her bir kuyucugu 250 pL hacminde, zemin cap1
5 mm olan ve 16 kuyucuktan olusan plateler kullanildi (Sekil 3.23). Ilk olarak her bir
kuyucuga hiicre igcermeyen, 100 uL besiyeri karisimi konularak cihazda bir bazal
okuma yaptirildi. Ardindan flasklardan tripsinizasyon ve santrifiij (800 RPM, 10
dakika) yoluyla toplanan hiicreler kuyucuklara 100 pL hacim igerisinde ekilmistir.

TT hiicreleri laminer flow kabin igerisinde kuyucuklara ekildikten sonra plate
inkiibatoriin igerisine yerlestirilmis ve 1’er saatlik zaman araliklari ile hiicre
biiylimeleri takip edilmistir. Kuyucuklara ekilen tiroid kanseri hiicreleri kuyucuk
tabanina yapigmis ve burada uygun besin ve 02/COz ortaminda biiyiimelerini
siirdiirmiiglerdir. Kuyucuk tabanina yerlestirilmis olan altin plak elektrik akimim
kullanarak bdliinen hiicrelerin elektrik yiik empedanslarini Sl¢tii ve hiicrelerin
bliylime indekslerini tespit etmemizi saglamistir. Hiicrelerin hizli biliylime fazina
girmelerinin ardindan (Log fazi), deney grubu olarak belirlenen kuyucuklara
sitotoksik etkinligi degerlendirilecek ajanlar 10 pL hacim igerisinde, degisen
konsantrasyonlarda (1/1 ve 1/2 diliisyonlarda) uygulanmistir (Sekil 3.24-25). Aym
deney seti igerisinde ila¢ icermeyen, sadece medium ve hiicre i¢eren kontrol grubu ve
ilaglar1 ¢ozmek icin kullanilan besi yeri mediumlari da Sham grubu olarak ilave
edilmistir. Ayrica hiicre icermeyen negatif kontrol grubu da c¢aligmaya dahil
edilmistir. Bu uygulamayr takiben plate yeniden inkiibatoriin igerisine
yerlestirilmistir. Ilag uygulamalarmin ardindan 1’er saatlik O6lgiimlere devam
edilmistir. Takip 72-96 saat boyunca devam ettirilmistir. Xcelligence testi ile
ilaglarin hem tek baslarina hem de kombine olarak TT mediiller tiroid kanseri
uzerindeki sitotoksik etkileri zamana bagli olarak arastirilmis bulgular ile her ilaca
yada ilag kombinasyonuna ait ortalama hiicre proliferasyon yiizdeleri hesaplanarak

elde edilen degerler istatistiksel olarak karsilagtirilmistir.
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Sekil 3.14. Steril kabin igerisinde ekstraksiyon

uygulanmasi

Sekil 3.15 Ilaglarin E-platelere uygulanmasi

soliisyonunun E-platelere
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Sekil 3.16. xCELLigence sistemi bilgisayar1 ve inkiibatorii

3.6. Istatistiksel Degerlendirme

Bu c¢alismadan elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirmesi SPSS 16.0
bilgisayar programi kullanilarak yapildi. Tiim verilerin ortalamasi ve standart hatasi
hesaplanarak veriler ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak sunuldu
(mean+SEM). Gruplar arasindaki fark varyans analizini takiben (ANOVA testi), post
hoc TUKEY testi ile arastirildi. p degerinin 0,05’den kiiglik olmasi durumunda fark
anlaml kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Antitiimor Aktivite Degerlendirmesi

Ajanlarin sitotoksik etkilerini degerlendirmede kullanilacak baslangi¢ hiicre sayisini
belirlemek igin hiicreler ¢esitli diliisyonlarda hazirlanarak pilot ¢alismalar yapildi.
Kuyucuklara, kuyucuk basina 100.000, 50.000, 25.000, 12.500, 6250, 3.125 ve 1560
hiicre olacak sekilde hiicreler ekilerek biiylime paternleri degerlendirildi (Sekil 4.1).
Hiicrelerin konsantrasyona bagimli sekilde bir proliferasyon gosterdikleri tespit
edildi. Hiicrelerin biiyiime profilleri degerlendirildigi zaman kuyucuk basma 50.000

hiicrenin ¢alismanin devamindan kullanilmak i¢in en uygun sayir olduguna karar

verildi.
TT Meduller Tiroid Kanseri -o- 100.000
2.0- a- 50.000
- 25.000
@ 1.5- v 12500
= —o— 6250
E 1.01 o 3125
£ —— 1560
o 0.5-
S ¢ DMEM
£ 0.04)
-0.5 Zaman (saat)

Sekil 4.1.TT hiicrelerinin zamana bagli biiylime paternleri.

4.2. Tek Basina Sorafenib Uygulamasi

Tirozin kinaz inhibitorii olan sorafenibin TT mediiller tiroid kanseri hiicreleri
lizerine olan antitiimoral etkinligini degerlendirmek i¢in sorafenibin Sorafenibin tek
basina uygulanmasinin 80, 40, 20, 10, 5, 2.5 ve 1.25 nM konsantrasyonlarinin hiicre
proliferasyonu iizerine olan etkileri ger¢ek zamanli hiicre analiz sistemi (Xcelligence
Sistem) ile degerlendirildi. Hiicreler 24. saate kadar proliferasyonlarna devam ettiler
ve hiicre indeksi 1’e kadar ytikseldi. Yirmidordiincli saatteki ilag uygulamalarindan
sonra sorafenibin hiicreler tlizerindeki sitotoksik etkisi 48. saate kadar saatlik

Olctimler ile takip edildi. NVP-BEZ 235’in 80, 40 ve 20 nM konsantrasyonlar1 TT
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hiicrelerini tamamen o6ldiirerek hiicre indeksini 0.1°e¢ kadar diisiiriitken, 10 nM
konsantrasyonu ancak %>50’lik kismi bir hiicre 6limii meydana getirdi. Diger
konsantrasyonlarin ise TT hiicreleri ilizerinde herhangi bir etkisi olmadigi ve
egrilerinin kontrol grubu egrisi ile paralel seyrettigi gozlendi (Sekil 4.2). Sorafenib
i¢in inhibitdr konsantrasyon 50 degeri (ICso) 10.2x10° M olarak hesaplanirken, egri
fit degeri ise Square R=0.999 olarak hesaplandi (Sekil 4.2).

Sorafenib

i
o
1

Kontrol
Sorafenib 80 nM
Sorafenib 40 nM
Sorafenib 20 nM
Sorafenib 10 nM
Sorafenib 5 nM
Sorafenib 2.5 nM

Sorafenib 1.25 nM
DMEM

Uygulama o0

-—
a
L
§
%

-
o
1

Hiicre indeksi (Cl)
e
T

o
o

12 24 36 48

tteter b

Zaman (saat)

Sekil 4.2. Sorafenibin tek basina uygulanmasimin 80, 40, 20, 10, 5, 2.5 ve 1.25 nM
konsantrasyonlarinin TT mediiller tiroid kanseri hiicrelerinin proliferasyonu iizerine

olan etkilerinin zamana bagli degisimi.
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4.3. Tek Basmna Lapatinib Uygulamasi

Tirozin kinaz inhibitorii olan Lapatinibin TT tiroid kanseri hiicreleri {izerine
olan antitiimoral etkinligini degerlendirmek icin lapatinibin 80, 40, 20, 10, 5, 2.5,
1.25, 0.625 ve 0.312 nM konsantrasyonlarinin hiicre proliferasyonu lizerine olan
etkileri ger¢ek zamanli hiicre analiz sistemi (Xcelligence Sistem) ile degerlendirildi.
Hiicreler 12. saate kadar proliferasyonlarina devam ettiler ve hiicre indeksi 1’e kadar
yiikseldi. Onikinci saatteki ila¢ uygulamalarindan sonra hiicreler 24. saate kadar,
saatlik olgtimler ile takip edildi. Lapatinibin konsantrasyona ve zamana bagimli
giiclii bir sitotoksik etki gosterdigi tespit edildi. API-1’in 80, 40, 20 nM
konsantrasyonlart TT hiicrelerini tamamen o6ldiiriir ve hiicre indeksini 0.1’e kadar
diistiriirken, en diisiik konsantrasyon olan 0.312 nM’in dahi kontrol ile kiyaslandigi
zaman istatistiksel olarak anlamli sekilde giiclii bir sitotoksik etki meydana getirdigi
goriildii. Arada kalan diger konsantrasyonlarin ise homojen olarak dagildigi gozlendi.
(Sekil 4.3). Lapatinib i¢in inhibitor konsantrasyon 50 degeri (ICso) 1.2x10° M olarak
hesaplanirken, egri fit degeri ise Square R=0.927 olarak hesaplandi (Sekil 4.3).

Lapatinib
-e— Kontrol
Uygulama - [ apatinib 80 nM
1.5- o~ Lapatinib 40 nM
—a— Lapatinib 20 nM
8 v Lapatinib 10 nM
= 1l @ Lapatinib 5 nM
§ o~ Lapatinib 2.5 nM
£ 0.5- ® Lapatinib 1.25 nM
% —— Lapatinib 0.625 nM
5’ —e— Lapatinib 0.312 nM
0.04¢ T —— DMEM

Zaman (saat)

Sekil 4.3. Lapatinibin 80, 40, 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625 ve 0.312 nM
konsantrasyonlarinin TT tiroid kanseri hiicrelerinin proliferasyonu {iizerine olan

etkilerinin zamana bagli degisimi.
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4.4. Tek Basina Bevacizumab Uygulamasi

Spesifik bir VEGF antikoru olan bevacizumab’in TT tiroid kanseri hiicreleri
lizerine olan antitiimoral etkinligini degerlendirmek i¢in bevacizumab’n 16, 8, 4, 2,
1, 0.5, 0.25, 0.125 ve 0.0612 mM konsantrasyonlariin hiicre proliferasyonu iizerine
olan etkileri gercek zamanli hiicre analiz sistemi (Xcelligence Sistem) ile
degerlendirildi. Bevacizumab’in mediiller tiroid kanseri hiicreleri iizerinde
istatistiksel olarak anlamli bir sitotoksik etki meydana getirmedigi gozlendi (p>0.05).
Sadece oldukca yiiksek bir konsantrasyon olan 16 mM konsatrasyonun hiicrelerin %
47.5°1ik bir kismini dldiirebildigi, bu etkinin de hemen katsit bir etki ile (rebound
proliferatif etki) dengelenmeye ¢alisildig1 gozlendi. Bununla paralel olarak 8§ mM
bevacizumab konsantrasyonunun da kismi bir sitotoksik etki meydana getirdigi fakat
bu etkinin ¢ok zayif olmasindan dolayi, refleks transkripsiyon faktorii aktivasyonuna
bagl olarak hiicrelerin proliferasyon hizlarinda meydana gelen artigla bu sitotoksik
etkinin dengelendigi gozlendi. Diger konsantrasyonlarin ise hi¢ bir sitotoksik
etkinliklerinin olmadig1 ve proliferasyon egrilerinin kontrol grubu hiicreleri ile
paralellik seyrettigi gozlendi. PP242 icin inhibitor konsantrasyon 50 degeri (ICso)
18.3x10° olarak hesaplanirken, egri fit degeri ise Square R=0.914 olarak hesapland:
(Sekil 4.4).

Bevacizumab

Kontrol

Bevacizumab 16 mM
Bevacizumab 8 mM
Bevacizumab 4 mM
Bevacizumab 2 mM
Bevacizumab 1 mM
Bevacizumab 0.5 mM
Bevacizumab 0.25 mM
Bevacizumab 0.125 mM
Bevacizumab 0.0612 mM
DMEM

-
a
1

-
o

o
o

Hiicre Indeksi (Cl)

°
(=)

betteatttdy

15
Zaman (saat)

25

Sekil 4.4. Bevacizumab’in 16, 8, 4, 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125 ve 0.0612 mM
konsantrasyonlarinin TT tiroid kanseri hiicrelerinin proliferasyonu {iizerine olan

etkilerinin zamana bagli degisimi.
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4.5. Ajanlarin Sitotoksik Etkilerinin Karsilastirilmasi

Calismamizda kullanilan ajanlarin tek basina uygulamalarinin TT mediiller
tiroid kanseri hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri inhibitér konsantrasyon 50
(ICs0) degerleri kullanilarak karsilastirildi. En giiglii sitotoksik etkiye tirozin kinaz
inhibitdrii lapatinibin sahip oldugu (Sekil 4.5 B), en diisiik sitotoksik etkiye ise
monoklonal VEGF antikoru olan bevacizumab’in sahip oldugu gorilmistiir (Sekil
4.5 C). Sorafenib’in ICso degerleri lapatinibten daha yiiksek oldugu ve aradaki farkin
istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (p=0.000) (Sekil 4.6 ve 4.7).
Ajanlarin  ICsp degerlerine gore siralinigt  Lapatinib<Sorafenib<Bevacizumab
seklindedir (Sekil 4.6). 1Cso degeri daha diisiik olan ajanin gravimetrik etki giiciiniin
daha yiiksek oldugu diisiiniilecek olursa mediiller tiroid kanseri hiicreleri tizerindeki
sitotoksik etki giicleri bakimindan ajanlarin siralamasi
Lapatinib>Sorafenib>Bevacizumab seklindedir. Kombine uygulamalarin sitotoksik
etkilerine ait ICso degeri hesaplamak ve dolayisiyla kombinasyon uygulamalarinin
etki giiclerini  birbirleri ile kiyaslamak miimkiin olmamasina ragmen,
Lapatinib+Bevacizumab kombinasyonunun, Sorafenib+Bevacizumab

kombinasyonundan daha gii¢lii bir sitotoksik etkiye sahip oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.5. Sorafenib, lapatinib ve bevacizumab’in ICsg degerlerinin hesaplanisi.
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Sekil 4.6. Sorafenib, lapatinib ve bevacizumab’in ICso degerlerinin karsilagtiriimasi.

4.6. Kombinasyon Calismalari

Sorafenib+Bevacizumab Kombinasyonu:

Tek baglarina TT mediiller tiroid kanseri hiicre proliferasyonu iizerinde antitiimdral
etkinlikleri oldugu tespit edilen sorafenib ve bevacizumab ajanlarinin kombine
uygulamalarinin sitotoksik etki giiciinii tespit etmek amaciyla, sorafenibin kismi
etkinlik gosterdigi konsantrasyon ile (5 nM), bevacizumab’in kismi etkinlik
gosterdigi konsantrasyon (16 mM) kombine olarak uygulandi. Ayrica sorafenib ile
bevacizumab arasina aditif bir ilag etkilesmesi olup olmadiginin tespit edilebilmesi
icin sorafenibin kismi etkinlik gosterdigi konsantrasyon ile (5 nM), bevacizumab’in
etkinlik gostermedigi konsantrasyon (0.06 mM) da kombine olarak uygunarak TT
mediller tiroid kanseri hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkinlik degerlendirildi.
Sorafenib ve bevacizumab’in kismi sitotoksik etkinlik gosteren konsantrasyonlar: (5
nM ve 16 mM) kombine olarak uygulandiklar1 zaman kombinasyonun gostermis
oldugu sitotoksik etki ajanlarin tek bagina gdstermis olduklar: sitotoksik etkinlik ile

kiyaslandig1 zaman istatistiksek olarak anlamli sekilde daha giiclii oldugu goézlendi
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(stras1 ile p=0.012 ve p=0.09). Bu sonug ajanlarin birlikte uygulamalarinin birbirinin
sitotoksik etkinligini anlamli sekilde artirdigin1 gostermektedir. Bu kombinasyonun
sitotoksik etki giicii ile tek basina 80 nM sorafenib uygulamasinin meydana getirdigi
sitotoksik etki arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunamadi (p=0.874). Daha da
ilging olarak sorafenibin kismi sitotoksik etkinlik gosteren konsantrasyon ile (5 nM),
bevacizumab hi¢ bir sitotoksik etkinlik gostermedigi konsantrasyon (0.06 mM)
kombine edildigi zaman kombinasyonun sitotoksik etkisinin ajanlarin her birinin tek
basina uygulandigi konsantrasyonlara gére (5 nM ve 0.06 mM) istatistiksel olarak
anlamli sekilde daha giiclii bir sitotoksik etkinlik gosterdigi goriildii (sirasiyla
p=0.000 ve p=0.012). Bu kombinasyonun sitotoksik etki giicii ile sorafenib 80 nM
tek basina uygulamast ve Sorafenib 5 nM+bevacizumab 16 mM kombine
uygulamasimin sitotoksik etki giicli arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
olmadig1 gozlendi (sirasiyla p=0.932 ve p=896). Bu durum bevacizumab’in
kendisinin etkisiz oldugu bir konsantrasyonda sorafenibin kismi sitotoksik etkinlik
gosteren konsatrasyonunun etkisini aditif olarak artirarak 16 kat daha giiglii bir etki

gostermesine katkida bulundugunu ortaya koymaktadir (Sekil 4.7).

Sorafenib+Bevacizumab
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Sekil 4.7. Sorafenibin 80 ve 5 nM, bevacizumab’in 16 ve 0.06 mM
konsantrasyonlarinin tek baglarina ve kombine uygulamalarininn TT mediiller tiroid

kanseri hiicrelerinin proliferasyonu lizerine olan etkilerinin zamana bagl degisimi.
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Lapatinib+Bevacizumab Kombinasyonu:

Tek baglarina TT mediiller tiroid kanseri hiicre proliferasyonu iizerinde antitiimoral
etkinlikleri oldugu tespit edilen lapatinib ve bevacizumab ajanlarinin kombine
uygulamalarinin sitotoksik etki giiclinli tespit etmek amaciyla, lapatinibin kismi
etkinlik gosterdigi konsantrasyon ile (1.25 nM), bevacizumab’in kismi etkinlik
gosterdigi konsantrasyon (16 mM) kombine olarak uygulandi. Ayrica lapatinib ile
bevacizumab arasina aditif bir ila¢ etkilesmesi olup olmadiginin tespit edilebilmesi
icin lapatinibin kism1 etkinlik gosterdigi konsantrasyon ile (1.25 nM),
bevacizumab’in etkinlik gostermedigi konsantrasyon (0.06 mM) da kombine olarak
uygulanarak TT mediiller tiroid kanseri hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkinlik
degerlendirildi. Lapatinib ve bevacizumab’in kismi sitotoksik etkinlik gosteren
konsantrasyonlar1 (1.25 nM ve 16 mM) kombine olarak uygulandiklari zaman
kombinasyonun gostermis oldugu sitotoksik etki ajanlarin tek basina gostermis
olduklar1 sitotoksik etkinlik ile kiyaslandigi zaman istatistiksek olarak anlamh
sekilde daha giiclii oldugu gozlendi (siras1 ile p=0.008 ve p=0.05). Bu sonug
ajanlarin birlikte uygulamalarinin birbirinin sitotoksik etkinligini anlamli sekilde
artirdigin1 géstermektedir. Bu kombinasyonun sitotoksik etki giicii ile tek basina 80
nM lapatinib uygulamasinin meydana getirdigi sitotoksik etki arasinda istatistiksel
olarak bir fark bulunamadi (p=0.914). Daha da ilgin¢ olarak lapatinibin kismi
sitotoksik etkinlik gosteren konsantrasyon ile (1.25 nM), bevacizumab hi¢ bir
sitotoksik etkinlik gostermedigi konsantrasyon (0.06 mM) kombine edildigi zaman
kombinasyonun sitotoksik etkisinin ajanlarin her birinin tek basina uygulandigi
konsantrasyonlara gore (1.25 nM ve 0.06 mM) istatistiksel olarak anlamli sekilde
daha giiclii bir sitotoksik etkinlik gosterdigi goriildii (sirasiyla p=0.000 ve p=0.004).
Bu kombinasyonun sitotoksik etki giicii ile lapatinibin 80 nM tek basina uygulamasi
ve Lapa 1.25 nM+beva 16 mM kombine uygulamasinin sitotoksik etki giicii arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi goézlendi (sirasiyla p=0.946 ve
p=0.996). Bu durum bevacizumab’in kendisinin etkisiz oldugu bir konsantrasyonda
lapatinibin kismi sitotoksik etkinlik gdsteren konsatrasyonunun etkisini aditif olarak
artirarak 64 kat daha giiclii bir etki gostermesine katkida bulundugunu ortaya
koymaktadir (Sekil 4.8).
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Lapatinib+Bevacizumab
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Sekil 4.8. Lapatinibin 80 ve 1.25 nM, bevacizumab’m 16 ve 0.06 mM
konsantrasyonlarinin tek baglarina ve kombine uygulamalarininn TT mediiller tiroid

kanseri hiicrelerinin proliferasyonu lizerine olan etkilerinin zamana bagli degisimi
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5. TARTISMA
Mediiller tiroid kanserleri (MTK) tiim tiroid kanserlerinin sadece % 5-10’unu
olusturan nadir bir endokrin timér ailesidir (132). MTK noral krestten koken alan
parafoliikiiler C hiicrelerinden kaynaklanmaktadir. Hastalik, siklikla yiikselmis
kalsitonin seviyelerinin eslik ettigi C hiicre hiperplazisi ile basar, 6nce mikroskopik
invaziv karsinoma daha sonra da belirgin karsinoma olarak siire¢ devam eder (133).
Diger endokrin tiimdrlerde oldugu gibi MTK bircok madde salgilayabilir. Bunlar
arasinda kalsitonin, karsinoembriyonik antijen, seratonin ve kromogranin A vardir.
Hastaligin diyare gibi bir¢ok semptomundan bu maddeler sorumludur. Bu baglamda
kalsitonin seviyeleri tanmin dogrulanmasi, tedavi etkinliginin saptanmasi ve
hastaligin gelisiminin gozlenmesi ve rekiirrenslerin tespiti igin kullanilabilir (134-

136).

MTK hastalarin %60 ila 75’inde sporadik olarak gelisir (134, 137) yada multipl
endokrin neoplazilerin (MEN) tip 2A ve 2B’si ve ailesel MTK’larda da goriilen RET
protoonkogen germline mutasyonu sonucu meydana gelebilir. MTK siklikla yavas
seyirli olarak gelisir ve 15 yillik sagkalimi yaklasik %85 civarindadir. Fakat lokal
lenf nodlarina yayilmaya meyilli olmasi cerrahi ile tam kiirii zorlastirmaktadir (138).
Total tiroidektomi ve lenfadenektomi hastalarin sadece %40’inda biyokimyasal kiir
(kalsitonin ve CEA seviyelerinin normale donmesi) saglayabilmektedir (138, 139).
Biyokimyasal kiir saglansa bile hastalarin yaklasik olarak %9’unda hastalarda niiks
goriilmektedir (139). Sporadik MTK olan hastalarda hastaligin histolojik olarak
onaylanmasindan sonra total tiroidektomi ve santral boyun diseksiyonu
yapilmaktadir. RET mutasyonu oldugu bilinen hastalara g¢ocukluk déneminde
proflaktik olarak total tiroidektomi ve lenfadenektomi onerilmektedir (140). Cerrahi
kiir saglamadaki basarisizliktan dolayr uzun dénem yiiksek sag kalim saglayabilmek
icin operasyon sonrast medikal tedavi uygulamalarinin basarisi kritiktir. Hastaligin
rolatif olarak nadir goriilen bir hastalik olmasindan dolayr klinik aragtirma dizayn
etmek oldukca zordur. Bu ylizden elimizdeki bilgiler kiigiik prospektif calismalar ve

retrospektif raporlara dayanmaktadir.

[lerlemis MTK hastalarinda cerrahi dis1 tedavi alternatifleri oldukg¢a smirlidir. Bunlar
kisaca Ozetlenecek olursa bunlardan ilki somatostatin analoglaridir. Oktreotit ve
lanreotit gibi SSTR2 ve SSTRS reseptorleri icin oldukga segici somatostatin

analoglart MTK tedavisinde denenmis ve malesef sagkalim iizerinde herhangi bir
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etkilerinin olmadigr goriilmiistiir. Sag kalim oranlarinda iyilesme meydana
getirememelerine ragmen hastaligin flushing ve diare gibi komplikasyonlarini
anlamli sekilde azalttiklar1 goriilmiistiir (141). Somatostatin reseptorlerinin MTK
hastalarinin sadece %40’inda pozitif bulundugu diisiiniilecek olursa bu ilaglarin
reseptor pozitifligi oldugu bilinen ya da diyare tedavisinin diger ilaglar ile

saglanamadigi durumlarda kullanilmasi 6nerilmektedir (142).

Radyofrekans ablasyon (RFA) MTK tedavisinde kullanilabilecek alternatif tedavi
seceneklerinden birisidir. RFA lokal timor varliginda ya da ciddi diyarenin eslik
ettigi tiimor vakalarinda tiimori kiicliltmek amaci ile kullanilabilir. RFA karaciger
metastazi varliginda diferansiye tiroid tiimorlerinin tedavisinde ve bunun yaninda

metastatik MTK vakalarinda kullanilabilmektedir (143).

Radyoterapi yine MTK tedavisinde bazi 6zel durumlarda kullanilabilen bir tedavi
alternatifidir. Radyoterapinin lokal tiimor kontroliindeki etkinligi oldukca zayiftir.
Fakat tam basarili olmamis, boyun bolgesinde rezidii timoér bulunan vakalarda ve
ekstamural lokal yayilimli timoér varliginda basarili bulunmustur (144). Cerrahi
olarak wulasilamayan uzak organ metastazlarinda, Ornegin agrili  kemik
metastazlarinda yada paraplejiye neden olabilen medulla spinalis metastazlari
varliginda radyoterapiye basvurulabilir. Ayrica cerrahiyi takiben adjuvan bir tedavi

olarak da kullanilabilir (145).

Gilintimiizde MTK i¢in hala standart olarak kabul edilebilecek bir kemoterapi rejimi
bulunmamaktadir. Fakat MTK tedavisinde kemoterapotik olarak en sik kullanilan
ajan ya tek basma doksorubisin yada doksorubisin-sisplatin kombinasyonudur. Bu
ilaclara yanit ancak parsiyeldir ve hastalarin yaklagik olarak 9%22’sinde yanit
alinabilmektedir. ~ Doksorubisinin  5-florourasil, ~ dakarbazin,  streptozosin,
siklofosfamid ve vinkristin gibi bir¢ok degisik ila¢ ile kombinasyonlar1 da
denenmistir (146). Fakat bu kombinasyonlarindan hig biri yaygin olarak kullanilacak

kadar etkili bulunmamastir.

Cerrahi, somatostatin analoglari, radyofrekans ile ablasyon, radyoterapi ve
konvansiyonel kemoterapdtikler gibi birgok degisik yaklasim denenmis olmasina
ragmen basar1 oranlarinin ¢ok diisiikk olmasit MTK’y1 nadir goriilmesine ragmen
oldukca Onemli bir saghk sorunu haline getirmistir. Fakat tirozin kinaz

inhibitorlerinin kesfi ve klinik kullanima girmesi MTK medikal tedavisinde bir
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devrim yaratmistir. (142, 145). Tirozin kinaz inhibitorlerinin MTK tedavisindeki
yerini anlamak i¢in tirozin kinaz aktivitesi olan reseptdrlerin post reseptdr yolaklarini
ve PI3K/Akt/mTOR yolagmin hem karsinogenez hem de MTK patogenizindeki

roliinii iyi anlamak gerekmektedir.

mTOR hiicre proliferasyonu, apoptozis, hiicre dongiisii, anjiogenez, metabolizma ve
protein sentezi gibi hem fizyolojik siireclerde hem de onkogenezde ¢ok Gnemli
biyolojik fonksiyonlarin diizenlenmesinden sorumlu bir proteindir (147). mTOR
sinyali vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF), insiilin benzeri biiyiime faktorii
(ILGF), fibroblast biiyiime faktorii-3 (FGF-3), platelet kaynakli biiyiime faktorii
(PDGF) gibi biiyiime faktorleri, aminoasitler ve hipoksi gibi degisik faktorlerce
aktive edilir (148, 149). mTOR fonsiyonlarin1 kontrol eden ana sinyal yolag:
PI3K/Akt sinyalidir. PI3K/Akt sinyal yolagi birgok degisik tirozin kinaz reseptorii
(RTK) tarafindan tetiklenebilir. Spesifik biiylime faktorleri tarafindan bu tirozin
kinaz resptorlerinin aktive olmasi fosfoinozitol 4,5-bifosfatlar1 (PIP2) fosforile
ederek, fosfoinozitol 3,4,5-trifosfatlara (PIP3) ¢evirmektedir. PIP3 AKT’yi ve
nihayetinde o da mTOR protein kompleksini aktive etmektedir. Aktive olan mTOR
protein kompleksi de yukarida belirtilen hiicre proliferasyonu, apoptozis, hiicre
dongiisli, anjiogenez, metabolizma ve protein sentezi gibi fonksiyonlari yerine
getirmektedir (150). mTOR-1 kompleksi 4E-binding proteinini (4EBP1) ve S6 kinaz
proteinini (S6K1), fosforile etmektedir. Bu her iki protein de hiicre dongiisiiniin
ilerlemesi, hiicre farklilagmasi, hiicre 6liimii, anjiogenezis ve hiicre migrasyonu gibi
birgok kritik biyolojik faliyetin kontroliinden sorumludur (151, 152). Yukarida
ayrintili  sekilde belirtildigi  lizere PI3K/Akt/mTOR sinyal yolagi hiicre
proliferasyonu, hiicre 6liimii ve anjiogenezis gibi fonksiyonlar1 kontrol etmektedir.
Bu biyolojik fonksiyonlarin ortak 6zelligi ayn1 zamanda onkogenezin de 6nemli birer
parcalar1 olmalidir. Bu yiizden PI3K/Akt/mTOR sinyal yolaginin uygunsuz sekilde
aktive olmasi kanser ile sonuclanmaktadir (153, 154). Bu noktada en 6nemli soru

PI3K/Akt/mTOR yolaginin mediiller tiroid kanserinde aktif olup olmadigidir.

MTK’nin bir¢ok formunda RET protoonkongeninde mutasyon varligi gosterilmistir
(155). Bu genin germline mutasyonlart familial MTK’larin yaklasik %88-99’in
pozitif bulunurken (155), somatik mutasyonlari sporadik MTK’larin % 23-70’inde
pozitif bulunmustur (156). RET protoonkogeni C hiicrelerini de igeren tiim noral

krest hiicrelerinde eksprese olan 6zel bir tirozin kinaz reseptorii kodlamaktadir (157).

50



Bu reseptoriin aktive olmasi, RAS/RAF/MEK/ERK ve PI3K/Akt/mTOR sinyal
yolaklar1 {izerinden, C hiicrelerinin biiylimesi, hayatta kalmasi, farklilasmasi ve
migrasyonu gibi bir¢ok hayati fonksiyonu kontrol etmektedir (155, 156). Segouffin-
Cariou (158) RET geninin MEN2A mutant formunu eksprese eden fibroblast
hiicrlerinde PI3K ve Akt yolaklarinin siirekli olarak aktive kaldiklarini
gostermiglerdir. Drosten ve ark. yaptiklari c¢alismada (159) bizim calismamizda
kullandigimiz TT MTK hiicrelerinin igerisine 6zel olarak tasarlanmis bir adenoviriis
vektorii sokmuslardir. Bu vektor ile RET geninin onkojenik olmayan bir varyant1 ile
hiicreleri transfekte etmislerdir. Bunun anlami artik RET geninin onkojenik foksiyon
gosterememesidir. Bu hiicrelerdeki sinyal yolaklarini inceledikleri zaman Akt
aktivitesinin gii¢lii bir sekilde baskilandigin1 ve hem hiicre prolifeasyonunda hem de
hiicre sagkaliminda anlamli bir azalma meydana geldigini tespit etmislerdir.
Tamburrino ve ark. (160) mTOR yolaginin MTK tiimérogenezinin primer fazlarinda
rol oynadigint rapor etmislerdir. Bu yolagin erken fazdaki C hiicre
transformasyonundaki Onemini gdstermekle kalmayip aynm1 zamanda mTOR
aktivasyonu olan vakalarda daha yiiksek lenf nodu metastaz1 oldugunu da
gostermislerdir. Bu da mTOR yolagmin primer MTK’da sadece progresyonu artiran
bir durum degil ayn1 zamanda baslatic faktorlerden biri oldugunu da gostermektedir.
Aberant RET aktivasyonu PI3K/Akt/mTOR yolagmin agir1 aktivasyonundan sorumlu
olan tek faktor degilmis gibi gorlinmektedir. Cilinkii MTK vakalarimin yaklasik %96-
100’tinde PI3K/Akt/mTOR yolaginin aktive oldugu rapor edilirken (154, 160),
ozellikle sporadik MTK’larda RET mutasyonlarinin aktivasyon orani bundan
oldukca disiiktliir. Bu durum MTK’larda PI3K/Akt/mTOR yolagin1 aktive eden
baska faktorlerin de oldugunu gostermektedir (161). Aktive eden faktdr ne olursa
olsun PI3K/Akt/mTOR yolagmin MTK’daki rolii agiktir ve elimizdeki bilgiler bu
yolagin hedeflenmesinin MTK tedavisinde en uygun yaklasim oldugunu

gostermektedir.

Biz de calismamizda tirozin kinaz inhibitorlerlerinden sorafenib and lapatinibin
MTK tedavisindeki etkinliklerini degerlendirdik. Sorafenib Raf, VEGFR-2, VEGFR-
3, platalet kaynakli biiylime faktorii reseptorii ve Ret kinazlara karsi oldukga giiclii
bir aktiviteye sahip potent bir multi kinaz inhibitériidiir (162). Sorafenib halihazirda
Amedikan Gida ve Ila¢ Dairesi tarafindan renal hiicreli karsinom ve hepatoseliiler

karsinom i¢in onay almis bir ilagtir. Metastatik, radyoaktif iyot redavisine yanit
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vermeyen diferansiye tiroid kanseri tedavisinde etkin oldugunu gosteren caligmalar
olmasina ragmen heniiz bu endikasyon i¢in onay almamistir. Faz II ¢alismalar
devam etmektedir (163, 164). Castroneves LA. ve ark. 2016 yilinin Subat ayinda
sorafenibin metastatik MTK hastalarindaki etkinligi ve giivenilirligi ile ilgili
yayinladiklar1 ve bir ¢alismada (165); ilacin hastalar tarafindan oldukga iyi tolere
edildigi, hastaligin uzun donem kontrolii ve klinik fayda saglama konusunda
hastalarin %75’inde olumlu sonu¢ alindigimi ifade etmisler, vandetanib ve
cabozanitinib verilmesinin miimkiin olmadig1 yada bu ilaglar ile basarili tedavi
saglanamadig1 durumlarda sorafenibin uygun bir alternatif secenek oldugunu
belirtmislerdir. Tiirk popiilasyonu lizerinde 2014 yilinda yapilan bir ¢alismda (166),
calismaya 14 papiller, 10 folikiiler ve 16 mediiller tiroid kanseri hastast dahil edilmis
ve sorafenibin klinik etkinligi degerlendirilmistir. Calisma sonucunda arastirmacilar
ileri tiroid kanserlerinde iyi tolere edilen ve yiiksek etkinlik gdsteren bir ajan
oldugunu ifade etmislerdir. Klinik ¢aligmalarin yaninda sorafenibin MTK iizerindeki
etkisinin bizim ¢aligmamizda oldugu gibi in-vitro olarak degerlendirildigi ¢aligmalar
da mevcuttur. Lin CI. ve ark. (167) otofajik aktivasyonun sorafenibin mediiller tiroid
kanseri hiicreleri iizerinde sitotoksik etkisini artirip artirmadigini géstermek amaci ile
yaptiklar1 ¢alismada, bizim ¢alismamiza benzer sekilde TT mediiller tiroid kanseri
hiicre hattin1 kullanmislardir. Bizim ¢alismamiza paralel sekilde onlar da sorafenibin
TT hiicreleri lizerinde konsantrasyona bagimli sekilde giiclii bir sitotoksik etkinlik
gosterdigini bulmuslardir. Sitotoksisiteyi degerlendirmek i¢in kullanimis olduklari
yontem farkli olmasina ragmen elde etmis olduklar1 ICso degerinin (10 nM) bizim
calisgmamizda elde edilen ICso degeri (10.2 nM) ile olduk¢a benzer olmasi
calismamizin literatlir ile birebir Ortiistiigiinii ve kullanmis oldugumuz yontemin
uygunlugunu bir kez daha gdstermektedir. Yine sorafenibin TT MTK hiicrelerindeki
sitotoksik etkisinin Mitojen ile aktive olan protein kinaz (MEK) inhibisyonu ile
artirtlmaya ¢alisildigi bir bagka c¢alismada Koh YW. ve ark. (168) bizim
calismamizin sonuglart ile uygun sekilde sorafenibin TT MTK hiicreleri iizerinde
zamana ve konsantrasyona bagimli giiclii bir sitotoksik etkinligi oldugunu ve ICso
degerinin de 1.7 nM oldugunu tespit etmislerdir. Bu deger bizim ¢aligmamizda elde
ettigimiz degerden daha diisiik olmasina ragmen bu kadar diisiik kontsantrasyonlarda
gerceklestirilen  caligmalarda  boyle ufak  farklarin  olabilecegi  gdzden
kagirilmamalidir. Sonugta elde hem bizim ¢alismamizda elde edilen, hem de literatiir

ile teyit edilen bu ICsp degerinin oldukga diisiik olmasi sorafenibin MTK tedavisinde
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neden bu denli 6nemsenen bir ajan oldugunu ortaya koymaktadir. Bizim ¢alismamiz
ve literatiirdeki bir¢ok ¢alisma sorafenibin MTK’daki giiclii ve basarili etkinligini
ortaya koysa da literatiirde sorafenibe kars1 direng gelisebilecegi yada bazi vakalarda
ilaca ancak kismi yanit alinabildigine dair ¢alismalar da mevcuttur (169). Bu durum
sorafenibe alternatif ve en az onun kadar etkin baska tedavi segeneklerinin
bulunmasint zorunlu kilmaktadir. Bu baglamda bizim c¢alismamizda MTK
tedavisinde sorafenibe alternatif olarak kullanilabilecegi diisiiniilen ila¢ lapatinib
olmustur. Lapatinib hem EGRF hem de HER2’nin tirozin kinaz aktivitesi gosteren
bolgeleri i¢in potent bir inhibitoérdiir (170). Literatiirde lapatinibin tiroid kanserleri
tizerindeki etkisine dair herhangi bir ¢alisma bulunmamasina ragmen, gastrik kanser
(171, 172), 6zefagial squamoz hiicreli karsinom (173), duktal karsinoma in-situ
(174), meme kanseri (175, 176) ve hatta glioma (177) kanser tiplerinde denenmis ve
bu kanserlerde bizim MTK hiicreleri iizerinde buldugumuza benzer sekilde
konsantrasyona ve zamana bagl olarak giiglii bir sitotoksik etki elde edilmistir. Bu
caligmalarin bazilar1 in-vivo olarak gerceklestirilmesine ragmen biiyiikk ¢ogunlugu
bizim ¢aligmamiz gibi in-vitro olarak yapilmistir. Literatiirdeki bu in-vitro ¢alismalar
incelendiginde kanser tipi ne olursa olsun elde edilen ICso degerlerinin mikromolar
diizeyinde oldugu dikkat ¢ekmektedir. Bizim g¢aligmamizda ise lapatinibin 1Csg
degeri nanomolar diizeyinde bulunmus olup bu deger sorafenibin ICso degerlerinin
neredeyse 1/10’udur. Elde edilen bu sonug literatiir ile birlikte degerlendirildiginde
lapatinibin MTK tedavisinde sorafenibten neredeyse 10 kat daha giiclii oldugu ve
MTK’ nin su ana kadar lapatinib tedavisi denenen kanser tiirleri icerisinde lapatinibe

en duyarl olan kanser tiirii oldugu sonucu ¢ikmaktadir.

MTK’nin tiimor bliylimesi ve metastazi i¢in gerekli olan anormal bir anjiogenez
paterni sergiledigi bilinmektedir. MTK anjiogenezinde major mediatoriin VEGFR-2
olduguna inanilmaktadir (178). VEGFR-2’nin MTK hiicrelerinde normal hiicrelerden
cok daha fazla eksprese oldugu ve bu durumun da direk olarak artmis metastaz
oranlart ile iligkili oldugu gosterilmistir (178, 179). Endotelde ve MTK hiicrelerinde
bulunan VEGFR-2’nin etkilesimi tiiméral VEGF A, B, C, ve/veya D’nin {iiretimine,
bu da neoanjiogenezis ile sonuclanacak sekilde MAPK ve PI3K/AKT yolaklarinin
aktivasyonuna neden olmaktadir. Boylece VEGFR’nin bloke edilmesi tiimor aracili

angiogenezi inhibe etmektedir (179). Bu giigliit VEGF ve MTK baglantisindan dolay1
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sorafenib ve lapatinibin etkinligini artirmak amaci ile ¢alismamizda bir VEGF

antikoru olan bevacizumab kullanilmistir.

Bevacizumab rekombinant monoklonal VEGF antikorudur ve gii¢lii antianjiogenik
etkinligi nedeniyle bir¢ok kanser tipinin tedavisinde kullanilmaktadir. Bevacizumab
ilk kez 2004 yilinda metastatik kolon kanserinin tedavisinde kullanilmak iizere FDA
onay1 almig, bunu 2006 yilinda akciger kanseri, 2008 yilinda paklitaksel ile kombine
olarak kullanilmak iizere HER-2 negatif meme kanseri, 2009 yilinda glioblastoma ve
bobrek kanseri, 2014 yilinda ise metastatik servikal kanser ve platinum rezistansi
gelismis over kanserinin tedavisi izlemistir (180) . Bevacizumab tek basina tedavi
ajan1 olmaktan ziyade tedavide kullanilan ana ajana ek olarak kullanilan adjuvan ajan
olarak tercih edilmektedir. Bevacizumb’in tiroid kanserlerindeki rolii ile ilgili olarak
literatlirde herhangi bir ¢calisma bulunmamaktadir. Fakat benzer etki mekanizmas ile
etki eden ve bevacizumabtan ¢ok daha yiliksek bir etki giicline sahip bir VEGF
inhibitorii olan “VEGF trapon™un antikanser etkinligi Peng XG. ve ark. (181)
tarafindan 2015 yilinda yapilan bir ¢alisma ile folikiiler tiroid kanseri {izerinde in-
vitro ve in-vivo olarak arastirilmis ve giliglii bir antianjiogenik ve antiproliferatif
etkinligi oldugu bulunmugtur. Timodr biiyiimesini %73 oraninda azalttig
goriilmiistiir. Literatiirdeki bu bulgudan farkli olarak bizim ¢alismamizda
bevacizumab MTK hiicreleri lizerinde oldukca diisiik bir antikanser etkinlik gdsterdi.
Bu durum traponun aksine bevacizumabin anti-VEGF disinda herhangi bir ekstra
etki mekanizmasi olmamasi ve bizim ¢alismamizin yapildigi in-vitro kosullarda
VEGF seviyelerinin yiiksek olmasinin beklenemeyecegi gergegi ile agiklanabilir.
Ayrica literatiirde bizim bulgularimizi destekleyen bevacizumabin tek basina
uygulanmasinin in-vitro kosullarda disiik bir sitotoksik etkinlik gosterdigini ortaya
koyan bir¢ok c¢aligma vardir. Tonissi F ve ark. 2015 yilinda yapmis olduklari
calismada (182) bevacizumabin sitotoksik etkinligini MCF-7 ve MDA-MM-231
meme kanseri hiicreleri ve  HUVEC insan umblikal ven endotel hiicrelerinde
denemisler ve her ii¢ hiicre hatt1 icin de ICso degerini 16x10° M olarak bulmuslardir.
Bizim caligmamizda ise bevacizumabin MTK hiicreleri iizerine uygulamasimin ICsg
degeri ise 18.3x10° M olarak tespit edilmistir. Bu sonug literatiirdeki benzer

uygulamalar ile birebir 6rtiismektedir.

Bevazimabin kanser tedavisinde ana tedavi ajani ile kombine olarak kullanilmasi,

yani adjuvan tedavi ajan1 olarak kullanilmas1 uzun zamandir denenen bir¢ok kanser
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tiriinde etkili bulunmus bir yaklagimdir. Bevacizumabin; kiiciik hiicreli akciger
kanserinde irinotekanla (183), glioblastomada tandutinib (184) veya temozolomidle
(185), kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserinde erlotinible (186), hedeflenmis
tedaviye direngli kolanjiokarsinomda setiiksimabla (187), ileri kolorektal kanser
vakalarinda kapesitabin-irinotekanla (188) kombine olarak uygulandigini ve olumlu
sonuclar verdigini gosteren calismalar mevcuttur. Kombinasyon yaklagimi sadece
bevacizumab ile ilgili degil ayn1 zamanda tirozin kinaz inbitorlerinin antikanser
etkinliklerini artirmak i¢in denenen bir yakisimdir. Ciinkii tirozin kinaz inhibit6rleri
her kadar kullanima girdikleri her alan ve her kanser tipinin tedavisinden 6nemli
gelismeler kaydedilmesine katkida bulunmus olsalar da kullanimlarini kisitlayan en
onemli iki parametre yiiksek toksisite oranlari ve bazi durumlarda gelisebilen
toleranstir. Bu iki durumu da agmanin en etkin yolu tirozin kinaz inhibitorlerini farkl
etki mekanizmasi ile benzer etkinlik gosteren ajanlar ile kombine etmek gibi
goriinmektedir. Hong DS. ve ark. (189) sorafenibin hem mediiller hem de diferansiye
tiroid kanserlerindeki antikanser etkinligini tek basina hem de farnesil transferaz
inhibitorii tipifarnib ile kombine olarak degerlendirmisler, tipifarnibin sorafenibin
antikanser etkinligini anlamli sekilde artirdigini gostermislerdir. Benzer sekilde
bizim ¢alismamizda sorafenib ve lapatinibin bevacizumab ile kombinasyonu ile elde
edilen antikanser etkinligin ajanlarin tek baslarina uygulandiklarinda elde edilen
antikanser etnkinlige gore anlamli sekilde giiclii oldugu gosterilmistir. Caligmamizin
sonuclar1 bevacizumabin lapatinibte daha belirgin olmak iizere her iki tirozin kinaz
inhibitoriiniin antikanser etkinligini artirdigin1 gostermis, ayrica bu etkilesimin tabiati
hakkinda da bilgi vermektedir. Calismamizin sonuglar1 hem sorafenib ve lapatinib
hem de bevacizumabin antikanser etkinlik gosterdigi konsantrasyonlarda kombine
edilmelerinin antikanser etkinligi artirdigin1 gostermekle kalmayip, bevacizumabin
antikanser etkinlik gostermedigi cok diisiik konsantrasyonlarda bile hem sorafenibin
hem de lapatinibin MTK iizerindeki antikanser etkisini anlamli sekilde artirdigini,
yani bu ajanlar arasinda aditif bir etkilesim oldugunu gostermektedir. Bu 6nemli
sonu¢ bevacizumabin sorafenib ve lapatinib tedavisine diisiik dozlarda
eklenebilecegini ve bu ajanlarin normalde kullanilan dozlarindan ¢ok daha diisiik
dozlarda yeterli bir antikanser etkinlik gosterebilecegine isaret etmektedir. Bu durum
sadece sorafenib ve lapatinibin neden olmus oldugu yan etkilerde azalma ile
sonuglanmayacak ayni zamanda uzun donemde bu ajanlara tolerans gelisme

ihtimalini de azaltacaktir. Bu sonuglarin in-vitro sonuglar oldugu unutulmamali, 6nce
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in-vivo hayvan deneyleri daha sonra da klinik faz caligmalari ile ¢alismamizda

goriilen etkilerin teyit edilmesi gerekmektedir.

SONUCLAR;

1.

Sarafenib diisiik konsantrasyonlarda TT MTK hiicrelerinde zamana ve
konsantrasyona bagimli giiclii bir antikanser etkinlik meydana getirmistir
(IC50=10.2 nM)

Lapatinib sorafenibten bile daha diisiik konsantrasyonlarda TT MTK
hiicrelerinde zamana ve konsantrasyona bagimli giiclii bir antikanser etkinlik
meydana getirmistir (ICs0=1.2 nM)

Bevacizumab tek basina uygulamada yiiksek konsantrasyonlarda bile TT
MTK hiicrelerinde ancak zayif bir antikanser etkinlik meydana
getirebilmistir.

Tek basina uygulamalarin TT MTK hiicreleri iizerindeki antikanser etki
giiclerine gore siralamalar1 lapatinib>sorafenib>bevacizumab seklindedir.
Lapatinib ile ilgili herhangi bir litaratiir bilgisi bulunmamasina ragmen bu
konuda standart tedavi ilac1 olarak adlandirilabilecek sorafenibten yaklasik 10
kat daha gii¢lii bir etkinlik gostermistir.

Sorafenib ve lapatinibin kismi antikanser etkinlik gosteren konsantrasyonu
bevacizumabin yine kismi antikanser etkinlik gdsteren kombinasyonu ile
kombine edildiginde bevacizumab sorafenibin antikanser etkinligini 16 kat,
lapatinibin antikanser etkinligini 64 kat artirmistir.

Bevacizumab sorafenib ve lapatinibin antikanser etkinligini sadece kendisinin
de antikanser etkinlik gosterdigi yliksek konsantrasyonlarda degil, hic
antikanser etkinlik gdstermedigi en diisiik konsantrasyonlarda bile artirarak
calismada kullanilan tirozin kinaz inhibitérleri ile aditif etkilesim

gostermistir.

Sonug olarak ¢alismamiz; sorafenib ve lapatinibin hem tek baslarima hem de

bevacizumab ile kombine sekilde mediiller tiroid kanser tedavisinde kullanilabilecek

etkili ajanlar oldugunu gostermistir. Ayrica kombinasyonlarin oldukca diisiik

konsantrasyonlarda bile etkinlik gostermesi, tirozin kinaz inhibitdrlerinin yan
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etkilerinden sakinma ve meydana gelebilecek diren¢ durumlarinin 6niine gegme

anlaminda oldukg¢a umut vericidir.
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