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OZET

Tumoér mikrogevresinin asiditesi  kemoterapotiklere karsi direngte 6nem tasiyan
faktorlerden biridir. Asiditenin olusmasinda H™ iyonunu hiicre sitoplazmasindan
ekstraselliiler kompartmana tasiyan vakuolar H'ATPazlar (V-ATPazlar) denilen proton
pompalari kritik rol oynarlar. Bu ¢alismada bir proton pompa inhibitorii olan Esomeprazol’in
klasik akciger kanseri tedavisinde kullanilan ilaglarla kombinasyon halinde kullanildiginda
akciger kanseri htcre dizisi olan A549’un bu ilaglara duyarliligini arttirip arttirmadigi
aragtirllmistir. Bu amacla akciger kanseri tedavisinde kullanilan klasik ilaglar olan sisplatin,
karboplatin, pakiltaksel, dosetaksel, gemsitabin ve vinorelbin’in esomeprazol ile
kombinasyonlart uygulanan AS549 hiicresinde olusturdugu sitotoksisite Metil Tiyazol
Tetrazolyum (MTT) testi, ATP-TCA ve M30 ELISA gibi farkli metodlarla
degerlendirilmigtir.  Ayrica, esomeprazol ile kanser kemoterapisinde kullanilan ilaglar
kombine edildiginde saglikli normal lenfositler tizerine sitotoksik etkilerinin olup olmadig1 da
MTT ve akim sitometrik hiicre siklusu analizleri ile incelenmistir. Ilk deneylerde, sadece
esomeprazolin ozellikle diisiik dozlardaki sisplatin ve karboplatin ile kombinasyonlarinin
sitotoksisitede belirgin ve istatistiksel olarak anlamli bir artisa yol actig1 gosterilmistir. Bu
artmis Oliim  gemsitabin, vinorelbin, dosetaksel ve paklitaksel ile kombinasyonlarda
gbzlenmemistir. Calismamizda esomeprazoliin olusturdugu sinerjik etki ATP-TCA testi ile
tekrarlanan deneylerle de dogrulanip kanitlandiktan sonra hiicre 6liimiiniin mekanizmasin
ortaya koymak i¢in bir apoptoz belirteci olan M30 diizeyleri dl¢lilmiistiir. Karboplatinin tek
basina ve esomeprazol ile kombinasyonda gozlenen M30 artis1 karboplatinin apoptoz yoluyla
hiicre Olimiine neden oldugunu ortaya koymustur. Esomeprazolin sisplatin ile
kombinasyonunda ise M30 artist gozlenmemesi sisplatinin uygulanan dozlarda
karboplatinden farkli olarak nekroz yoluyla hiicre 6limiine yol agtigimi diisiindiirmiistiir.
Esomeprazoliin tek basina ve sisplatin veya karboplatin ile kombinasyonunun periferik kan
lenfositleri lizerinde toksik etkilerinin bulunup bulunmadigi akim sitometrik hiicre siklusu
testi ile degerlendirilmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda esomeprazol dozunun
artisina bagli olarak apoptotik hiicrelerde artis oldugu gosterilmistir.

Bu tezde elde edilen veriler esomeprazoliin tiimoriin kemoterapdtiklere karsi
duyarhiligimmi arttirarak ve kanser ilaglarmin yliksek dozda kullanilmasinin yaratacagi yan

etkilerden koruyabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Akciger Kanseri, Sisplatin, Esomeprazol.



SUMMARY

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF ESOMEPRAZOLE COMBINED WITH
CLASSICAL CANCER DRUGSON LUNG CANCER CELLSAND PERIPHERAL
BLOOD MONONUCLEAR CELLS

Ascidity of tumour microenviroment is one of the important factors in resistance to
chemotherapeutics. Proton pumps, referred as vacuolar H*ATPases (V-ATPases), play a
critical role by transfering H* ion from cell cytoplasm into extracellular compartment. In this
study, to examine if Esomeprazole, a proton pump inhibitor, increases the sensitivity of A-549
cells, a lung cancer cell line, to classical drugs used for lung cancer treatment, when it is
applied in combination. For this aim, the combination of classical drugs used for lung cancer
treatment (cisplatin, carboplatin, paciltaxel, docetaxel, gemcitabine and vinorelbine) with
esomeprazole were applied onto A-549 cells, and then, their cytotoxic effects were evaluated
with different methods such as Methyl Thiazol Tetrazolium (MTT) Assay, ATP-TCA and
M30 ELISA. Furthermore, the effect of esomeprazole alone and in combination with cancer
drugs on lymphocytes were investigated with MTT and flow cytmetric cell cycle analysis. In
the first experiments, it was demonstrated that combinations of esomeprazole only with
cisplatin and carboplatin lead to appearent and significant increase in cytotoxicity. This
increased cytotoxicity was not seen in combinations with gemcitabin, vinorelbin, docetaxel
and paclitaxel. ~ After the synergic effect of esomeprazole were proved by repeated
experiments with MTT and ATP-TCA, M30 (an apoptotic marker) levels were measured in
order to determine the cell death mechanism. The increase of M30 levels in carboplatin alone
and in combination with esomeprazole exhibit that carboplatin causes cell death by apoptosis.
However, the fact that no increase was observed with ciplatin alone and in combination with
esomeprazole suggested that cisplatin, unlike carboplatin, leads to cell death by necrosis.
Finally, MTT and flow cytometric cell cycle analysis were applied to investigate whether
esomeprazol alone or in combination with cisplatin or carboplatin has any cytotoxic effect on
peripheral blood lymphocytes. When compared with control group apoptotic cell ratio was
dose-dependently increased with both esomeprazole alone and in combination with cisplatin
or carboplatin.

The data obtained in this thesis suggest that espomeprazole augments the sensitivity of
tumour cells to chemotherapeutics, and also, may protect the host from side effects caused by

the use of high doses of cancer drugs.



Key Words: Lung Cancer, Cisplatine, Esomperazole.



GIRIS

Malignitelerden meydana gelen 6lumlerde ilk sirayr akciger kanseri almaktadir.
Akciger kanserli hasta sayisinda her yil % 0,5 oraninda artis gortlmekte ve dinyada yilda
yaklasik 1 milyon kisi bu kanserden 6lmektedir (1). Akciger kanserlerinde 5 yillik sag kalimi
oran1 sadece % 14 civarindadir (2). Akciger kanserinin kabul goren en iyi tedavi sekli cerrahi
rezeksiyondur (3, 4). Cerrahi tedavinin basarisi ise ancak hastaliga erken evrede tan1 konmasi
ile miimkiin olmaktadir (5, 6). Kiigiik hiicre dis1 akciger kanserinde (KHDAK) tam
konuldugunda olgularin sadece %33’den daha azi cerrahi rezeksiyona uygundur.

Akciger kanserlerinin bir ¢ogu erken donemde bulgu vermedigi igin, teshiste gec
kalinmaktadir (7, 8). TUm yeni gelisen tanisal metotlara ragmen, olgularin ¢ogunda, tani
konuldugunda saptanan tiimor akcigerde sinirli degildir. Hastaliin evresine gére multimodal
tedavi secenekleri de gundeme gelmektedir. Lokal ve sistemik adjuvan tedavilerdeki
gelismeler tedaviye direncli metastazlardan kaynaklanan o6limleri engelleyememektedir.
Farkli organlarda ve ayni organin farkli bolgesinde olusan metastazlarin cerrahi, radyoterapi
(RT) ve kemoterapi (KT) ile tamamen eradikasyonu neredeyse imkansiz olup kanser
tedavisinin en 6nemli sorununu olusturmaktadir. Bu nedenle 6zellikle cerrahi sansini yitirmis
hastalar icin kemoterap6tik ajanlara direng buyuk 6nem tasimaktadir.

Kemoterapotik ajanlara karst direncte tiimor mikrogevresinin asiditesi dnem tasiyan
faktorlerden biridir. Asiditenin olusmasinda, H" iyonunu hiicre sitoplazmasindan ekstraselliiler
kompartmana (ESK) tasiyan vakuolar H'ATPazlar (V-ATPazlar) denilen proton pompalar
kritik rol oynarlar. Dolayisiyla V-ATPazlar1 inhibe etmeye yonelik terapotik yaklagimlarin

antineoplastik ajanlara kars1 duyarlilig1 arttiric1 veya direnci kirici etki gostermesi beklenir.



GENEL BILGILER
Akciger Kanseri
Epidemiyoloji

Akciger kanseri erkeklerde kanser Oliimlerinin % 34’{inii, kadinlarda ise % 22’sini
olusturmaktadir. Biitiin diinyadaki kanserler arasinda % 12,8 (yilda 1 milyon yeni olgu)
oraninda goriilmektedir ve kanser nedeniyle meydana gelen o6lumlerinin % 17,8%ini
olusturmaktadir. Sadece 2000 yilinda yeni tani alan 1,2 milyon akciger kanserli olgu olup,
bunlarin da % 52’si gelismis Ulkelerde gortlmektedir. Erkeklerde en sik, kadinlarda ise 5.
siklikta goriilen kanserdir. insidans: 6zellikle 65 yas ve iizerinde artmaktadir (1, 9). Sigaranin,
etiyolojisinde blylk rol oynamasi nedeniyle Onlenebilir bir kanser turi olarak kabul
edilmektedir. Endistrilesme ve sigara i¢iminin artmasiyla birlikte 1950°1i yillardan giiniimiize
insidans1 giderek artmistir. Kadinlarda bu artis daha da belirgin gozlenmekte ve goriilme yasi
da dusmektedir. Maalesef mortalitesi yiiksek ve tedaviye ragmen 5 yillik yasamin hastalarin
sadece % 10-15’inde saglandigi bir hastaliktir (1, 9). Sosyoekonomik diizeyi diisiik
kesimlerde ve kentsel bdlgelerde akciger kanseri daha fazla goriilmektedir. Amerika Birlesik
Devletleri’nde, Avrupa, Avusturalya, Yeni Zelanda ve Dogu Asya daha sik goriilen Glkelerdir.
Saglik Bakanligi verilerine gore 1999-2005 yillari arasinda iilkemizdeki kanser insidansi
giderek artmis ve 2005 yilindaki kanser insidans1 da 173,85/100000 seklinde bildirilmistir.
2005 yilinda 8 ilde yapilan inceleme sonucunda akciger kanserinin 30,13/100000°lik
insidansla ilk sirada yer aldigi saptanmigtir (Sekil-1). Yine 2005 yili Tiirkiye istatistiklerine
gore erkeklerdeki kanser insidanslarina bakildiginda 52,73 /100000’lik insidans ile akciger
kanseri birinci sirada yer alirken kadinlarda 7,2/100000 insidans ile 4. sirada bulunmaktadir
(10).
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Sekil-l: Turkiye’de sik goriilen ilk 10 kanser tiiriniin dagilimi (10).
Etiyoloji
1. Sigaraigimi

Akciger kanserinin patogenezinden % 85-90 oraninda sigara sorumludur. GuUnlik
icilen sigara sayis1 ve slresi erken yasta sigaraya baslanmasi, yiiksek katran igerikli ve
filtresiz sigara icilmesi akciger kanseri riskini arttirmaktadir. Bu artmis kanser riski sigarayi
birakma siiresi ile dogru orantili olarak azalmaktadir. Glinde bir paket ve iizeri ile, 20 y1l ya
da daha fazla sure sigara icenlerde akciger kanseri riski 10-65 kat daha fazladir. Sigarayi
biraktiktan sonraki 5. yildan itibaren risk azalmaktadir (11, 12). Pipo, puro ve ¢igneme tutln
kullaniminda, karsinojen konsantrasyonuna bagl olarak akciger kanseri riski artmakla beraber
sigara kullanimindan daha distktlr. Pasif sigara igcimi bile akciger kanseri riskini % 20
arttirmaktadir (11, 13). Akciger kanserinin histolojik tip dagilimi da sigara icen ve icmeyenler
arasinda farklilik gostermektedir. Adenokarsinom sigara igmeyenlerde her iki cinste de daha
stk gorulmekteyken, epidermoid karsinom sigara igen erkeklerde, kuctk hucreli akciger
karsinomu ise sigara i¢cen kadinlarda daha sik rastlanmaktadir (14).

Sigaradaki karsinojenler, kokarsinojenler ve timor promotorlari, DNA’ya kadar

ulasarak DNA’da hatali kodlama ve mutasyon olusturarak akciger kanserine neden olur.



2. Radon

Akciger kanserine yol acan en Onemli etiyolojik faktorlerden biridir. Uranyumun
kirtlmasiyla dogal olarak olusan bir gazdir. Toprak ve suda bulunur. Konutlarda ortama
yayilan parcalanma iirlinlerinin inhalasyonuyla radonun karsinojenik etkisine maruz
kalinmaktadir. Akciger kanserinin etiyolojisinden %210-14’Unden radonun sorumlu

olabilecegi ileri stiriilmektedir (15).

3. Medeki Maruziyet

Bazi mesleki ajanlara maruziyet sonucunda akciger kanseri 1,3-1,6 kat daha sik
gorilmektedir. Mesleki akciger kanserli olgularin yaridan fazlasi asbest maruziyeti ile
iligkilidir.  Asbest gemi, ugak, otomobil, insaat ve tekstil sektdriinde kullanilmakta olan
dogada bulunan, 1siya ve kimyasal maddelere dayanikli olan bir grup fibroz silikatin genel
adidir.  Tiirkiye’de I¢ Anadolu ve Diyarbakir’da cevresel asbest maruziyeti mevcuttur.
Akciger kanseri asbest liflerinin inhalasyonuna bagli olarak gelisebilmekte ve bu risk
kiimiilatif asbest maruziyetiyle orantili artmaktadir. Sigara ile beraber asbest maruziyeti
akciger kanseri riskini sinerjistik olarak arttirmaktadir (16). Asbestten bagska mesleki olarak
radon, krom, nikel, komir, kadmiyum, uranyum parcalanma drtnleri, demir, arsenik,
alliminyum, polisiklik hidrokarbonlar ve formaldehite maruz kalmak akciger kanseri riskini

arttirmaktadir (17).

4. Besenme

Baz1 gidalar akciger kanserine kars1 koruyucu gorev iistlenir. Icerdigi antioksidan ve
vitaminler sayesinde bilinen en énemli koruyucu beta karotenlerdir. Elma, greyfurt, kirmizi
sarap, domates, havug, brokoli ve cayda bulunan flavonoidlerin akciger kanserine karsi
koruyucu olabilecegi gosterilmistir. Zeytinyagi, omega-3 ve omega-6 yag asitlerinden zengin
diyetin akciger kanserini azalttigi tespit edilmistir (18). Sigara i¢iminin diyetle alinan
vitaminlerin seviyesini 0zellikle de vitamin C’nin seviyesini distrdugi gosterilmistir. Taze
sebze ve meyve, vitamin C, karonetoidlerin (6zellikle beta karotenin) akciger kanseri riskini
sigara icicilerde ve icmeyenlerde, tim histopatolojik tipler i¢in ve her iki cinsiyette azalttigi

bilinmektedir (18, 19). Yesil cayin kanserden koruyucu 6zelligi oldugu ve metastazi 6nledigi,



doymus yaglardan ve kolesterolden zengin diyetin akciger kanseri riskini arttirdigi, folat
eksikliginin de bronsiyal epitelde premalign lezyonlara neden oldugu ileri strtilmektedir (18,
19).

5. HavaKirliligi

Hava Kirliliginin akciger kanseri iizerinde etkisini 6l¢gmek, maruziyet miktarinin
Olctlmesi gl¢ oldugundan dolay1r zordur. Sehirlerde yasayanlarda akciger kanseri insidansi
kirsal kesimde yasayanlara gore 1,2-1,3 kat daha fazladir. Basta poliaromatik hidrokarbonlar,
arsenik, nikel, krom gibi metaller olmak {izere fosil yakit {iriinleri, motorlu araglarin egzoz

dumani ve komiir dumani hava kirliligi yapan karsinojenik etkenlerdir (20).

6. Gecirilmis Akciger Hastaliklar:

Kronik obstriktif akciger hastaligi (KOAH), tiiberkiiloz, silikozis ve akciger fibrozisi
akciger kanseri riskini arttiran hastaliklardir. Karsinojenlerin hicrelere penetrasyonu sonucu
akciger dokusunda meydana gelen inflamasyonun buna neden olabilecegi ileri striilmektedir.
Bu hastaliklar i¢inde akciger kanseri igin en ylksek riskli hastalik % 8,8 ile KOAH’dir (20).

7. Aile oykusl ve genetik yatkinhk

Ailede akciger kanserli hastalarin varligi hem sigara igen ve hem de i¢cmeyen
akrabalarinda akciger kanseri riskinin 2,4 kat arttirdig1 bildirilmektedir. Artmus ailesel riskin,
yas, cinsiyet, mesleksel maruziyet ve sigara igiciliginden bagimsiz oldugu, akciger kanserine
predispozisyon yaratan nadir bir otozomal genin Mendelyen kodominant kalitimi ile iligkili
oldugu ileri strilmektedir (15). Aslinda, tim sigara icicilerin % 10-20’sinde akciger kanseri
gelisimi, genetik yatkinligin 6nemine isaret etmektedir. Genetik aktarim, sigaradan sonra en
onemli risk faktoridir. Genetik aktarim temelde iki enzimatik grupla iligkilidir. Bunlar
multipl genler tarafindan kodlanan faz I ve faz II enzim sistemleridir. Temelde sitokrom p450
sliperailesi, glutatyon S-transferaz ve N-asetil transferaz siiperailesi bu gen gruplarini
olusturmaktadir. Faz I enzim sistemi, ekzojen maddeleri reaktif bilesenlere doénustiirme
yetenegine sahiptir. Faz Il enzim sistemi ise, konjugasyon veya suda ¢ozinUrligl degistirerek

bu maddelerin eliminasyonunu saglayabilmektedir. Bu enzim sistemlerinin karsinojenlere



kars1 az veya daha fazla basarili olmasinin genetik aktarim ile ilgili oldugu ileri surtilmektedir
(15, 21).

Akciger kanseri ile iliskili olan gen gruplari; faz I genleri olan CYP1A1l, CYP2D6,
CYP2A6, CYP2C9, CYP3A4, CYP2E1L ve faz Il genleri olan GSTM1, GSTT1, GSTP olup en
cok suclanan genler ise CYP1Al, CYP2D6 ve GSTM1dir (15, 21).

Akciger Kanserinin Molekiiler Biyolojis

Son 20 yil i¢inde akciger kanserinin molekiler biyolojisindeki gelismeler sonucunda
belirli hasta gruplarinda adjuvan tedavi, konvansiyonel sitotoksik kemoterapi ve 06zel
hedeflenmis ajanlarin tedavide kullanimlar giindeme gelmistir. Bu nedenle artik uzun streli
sag kalimi belirleyecek molekiler biyolojik bilgilere dayanan yeni evreleme sistemleri
gelistirilmeye ¢alisilmaktadir (22).

Akciger kanserinin gelismesinde rol oynayan baslica molekiler mekanizmalar soyle
siralanabilir (22):

I- Onkogenlerin mutasyonel aktivasyonu

I1I- Tiimor baskilayici genlerin inaktivasyonu

I11- Hiicre siklus regiilasyonunda gorev alan genlerde ortaya ¢ikan degisiklikler
IV- DNA tamirinde gorev alan genlerde ortaya ¢ikan degisiklikler

V- Buyume faktorleri ve reseptorlerine iliskin degisiklikler.

Akciger Hucrelerinin Karsinogenezisi
1. Rasailes

Ras ailesi; H-ras, K-ras ve N-ras genlerinden olusmaktadir ve 6zellikle bu genlerdeki
nokta mutasyonlar kanser gelisiminde rol oynamaktadir. Bu mutasyonlar, ras ailesinin GTPaz
aktivitesini degistirebilmekte ve bunun sonucu olarak slrekli sinyal aktiviteleri ortaya
cikmaktadir. Sinyal kaskadinda olusan bu mitojenik uyarilar, malign transformasyona neden
olmaktadirlar (23, 24). Bunlardan K-ras mutasyonu ¢ogunlukla 12. kodonda gorulmektedir.
En sik goriilen K-ras mutasyonu kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanserlerinin (KHDAK) % 15-
50’sinde saptanmaktadir. K-ras mutasyonu gorilenlerde sag kalimda azalma, erken relaps ve

kotu prognoz gorulmektedir. K-ras mutasyonu sigara icimi ile iligkilidir. Sigara icen akciger



kanserli olgularda, hi¢ icmemis olanlara gore K-ras mutasyonu daha sik goriilmektedir (22,
23).
2. MycAiles

Myc genleri, DNA’ya baglanan U¢ nikleer fosfoproteini kodlar. Bu proteinler hiicre
proliferasyonu ve farklilasmasinda etkili olup DNA sentezinin baslamasinda rol almaktadirlar.
C-myc, N-myc ve L-myc’den olusan myc geni siklikla amplifikasyon ve transkripsiyonel
disregulasyon ile onkogen haline dontsmektedir. Kigik hucreli akciger kanserlerinin
(KHAK) % 18-31’i, KHDAK lerinin ise % 8-20’sinde myc aktivasyonu izlenmektedir. C-
myc’in, timor biiyiime hizinda artis ve sag kalimda kisalma ile iliskili oldugu 6ne
strtlmektedir (25, 26).

3. Retinoblastom (RB) Geni

Retinoblastom (RB) geni hicresel farklilasmada c¢ok ©Onemli bir role sahiptir.
Normalde RB ailesi hicre siklusunu G1 fazinda inhibe etmektedir. Bu yoldaki proteinlerin
fonksiyon bozuklugu mitojenik aktivite ile sonlanmaktadir. Retinoblastom protein yoklugu
KHAK’lerinin  hemen hepsinde gorulirken, KHDAK’lerinin sadece % 10-30’unda
gorilmektedir.  Retinoblastom gen inaktivasyonu, Ozellikle RB ve osteosarkom timoér
hlcrelerinde gosterilmistir.  Mutasyon ve delesyonlara bagl olarak inaktive olduklar1 diger

maligniteler arasinda 6zofagus ve meme kanserleri de sayilabilir (24, 27).

4. Apoptoz Genleri: p53 ve Bcl-2

Hiicre oluimiyle ilgili ilk bilgiler 1920 yilinda 1sik mikroskobunun ve yeni boya
yontemlerinin kesfiyle baslamig, ilk olarak nekroz tanimlanmistir. 1972 yilinda, ilk defa
Kerr, Wyllie ve Currie adindaki patologlar iskemiye maruz kalan dokunun etrafinda
nekrozdan daha farkli bir yolla 6len hicreleri fark etmisler ve buna, aga¢ yapraklarinin
koparak dokilmesi anlamina gelen apoptoz adimi vermislerdir (28). Nekroza giden hiicreler
plazma membran biitiinliglinii kaybederken, apoptotik hiicrelerin membran1 saglamdir.
Nekrozda hiicre siserken apoptotik hiicre tam tersine kiigiilir. Nekrozda hicrelerin kromatin
paterni hemen hemen normal iken apoptotik hiicrenin kromatini niikleus membraninin

cevresinde toplanmis ve yogunlagmis sekildedir. Apoptozun en 6nemli 6zgiin yonii DNA nin



interniikleozomal bolgelerden parcalanmasidir. Nekrotik hiicre sonradan lizise ugrar,
apoptotik hiicre kiigiik cisimciklere pargalanarak apoptotik cisimcikler olusur. Nekroz
sonucunda inflamatuvar yanit olusurken apoptoz inflamasyona yol agmaz (29-31).

Hicrenin apoptoza gidebilmesi i¢in ilk once ilgili genetik mekanizmay1 harekete
gecirecek bir uyaranla karsilasmast gerekir. Bu sinyal hiicre i¢inden veya disindan gelebilir
(32). Hiicre dig1 uyaranlar arasinda hiicre 6lim proteinleri, timoér nekrozis faktor, koloni
uyarici faktorler, néron biiyiime faktorii, insiilin benzeri biiyiime faktori, interlokinler gibi
maddelerin ortamdaki dizeylerinin degismesi, glukokortikoidler, radyasyon, ilaglar, gesitli
antijenler ve virusler vardir. Apoptozu etkileyen hiicre i¢i uyaranlar arasinda sitokinler, hiicre
i¢i kalsiyum miktarinda artis, timor nekrozis faktor (TNF), DNA hasari nedeniyle bir timor
stipressor gen olan p53°iin aktive olmasi, viral-bakteriyel enfeksiyonlar, glukokortikoidler ve
onkojenlerin yer aldigi bilinmektedir. Ayrica hipertermi, radyasyon, sitotoksik antikanser
ilaglart ve hipoksi gibi nekroz olusturabilen etkenler diisiik dozlarda apoptoza yol
acabilmektedir.  Apoptozda hiicre 6liimii gevreye rahatsizlik vermeksizin gelisse de bazen
apoptoz dolayli olarak c¢evre dokuda nekrozu baslatabilir ya da tam tersi nekroz apoptoz
gelismesine yol agabilir. Bunlara ilaveten organizmada apoptozu uyaran veya dizenleyen ¢cok
sayida gen bulunmaktadir (33).

Apoptoz surecinde belli basli ii¢ anahtar bilesen vardir. Bunlar; Bcl-2 ailesi
proteinleri, kaspazlar ve Apaf-1 proteinidir. Bu bilesenlerin biyokimyasal aktivasyonu,
apoptozda gozlenen mitokondriyal hasar, g¢ekirdek zari kirilmasi, DNA fragmantasyonu,
kromatin yogunlagsmasi ve apoptotik cisimlerin sekillenmesi gibi morfolojik degisikliklerden
sorumludur (34).

Kaspazlar, zimojen (inaktif prekirsor) olarak sitoplazmada bulunan ve aktif
merkezlerinde sistein igeren, sistein proteazlar olarak adlandirilan enzimlerdir. Su ana kadar
14 tanesi tanmimlanmistir ve ¢ogu apoptozda rol almaktadir. Bazilar1 (Kaspaz 2, 8, 9, 10)
baslatict kaspazlar olarak bilinirken, bazilar1 da (3, 6, 7) efektoér kaspazlar olarak bilinir.
Kaspazlar birbirlerini aktiflestirerek preteolitik bir kaskada (selale tarzi reaksiyon dizisi) neden
olurlar.

Hicre 6lim reseptorleri olarak bilinen Fas’in (diger isimleriyle APO-1, CD95) FasL ve
timor nekrozis faktor reseptori-1 (TNFR-1)’in TNF ile etkilesime girmesi (uyarilmalar)

sonucu apoptoz indiklenir. Fas lenfoid hiicrelerde, hepatositlerde, bazi tiimdr hiicrelerinde,



akcigerlerde, hatta miyokardda bulunur. FasL 0zellikle sitotoksik T hticreleri ve NK hicreleri
uzerinde bulunur. Fas ve TNFR-1, ligandlariyla baglandiklarinda o6lim uyarisi almis
olduklarindan bir seri protein-protein etkilesimi gerceklesir. Oncelikle kendilerine dogal
olarak bagli bulunan ve 6liim bolgeleri adi verilen TRADD ve FADD ile etkilesime girerler.
Bu oliim bolgeleri ise kaspaz 8’1 aktiflestirerek kaspazlarin kaskad tarzinda aktivasyonlarini
baslatirlar. Aktive olan kaspaz 8 daha sonra gelen diger uygulayici kaspazlari aktive eder
(35). Kaspaz 8, ya sitokrom c¢’nin mitokondriden salgilanmasina ya da kaspaz 3’0 aktive
ederek DNA fragmantasyonuna neden olur (36). Bu mekanizmalar kaspaz-bagimli apoptoza
Ozgudur, oysa kaspaz-bagimsiz apoptozun varligi da bilinmektedir. Kaspaz-bagimsiz apoptoz
yine mitokondriden salinan bir faktér olan apoptoz indukleyici faktorin etkisiyle
gerceklestirilir (37).

Bcl-2 ailesi; Uyelerinin bir kisminin apoptozu indiikledigi (pro-apoptotik: Bax, Bad,
Bid, Bcl-X), bir kisminin ise inhibe ettigi (anti-apoptotik: Bcl-2, Bcl-X)) genis bir ailedir. Bu
ailenin iyeleri kendi aralarinda homo veya hetero-dimerler olustururlar.  Hicrenin
yasayabilirlik durumu bu ailenin pro-apoptotik ve anti-apoptotik iiyelerinin rolatif oranina
baghidir. Ciinkii oranin artmasi ya da azalmasi1 apoptozun inhibisyonu veya aktivasyonu ile
sonuglanir.  Bax sitozolde bulunur ve apoptotik uyari alinmasi halinde mitokondri
membranina baglanir, burada kiiglik delikgikler olusumuna neden olur, béylece normalde
selektif olan iyon permeabilitesi kaybolur, sonugta sitokrom c ve apoptoz indukleyici faktorin
mitokondriden sitozole ¢ikmasini saglar.  Sitokrom C, mitokondri i¢ membraninda bulunan
elektron transport zincirinin bir proteinidir. Bu yizden de sitokrom c¢’nin mitokondriden
sitoplazmaya saliverilmesi apoptoz yoluna girmis bir hiicrede geri doniisiimsiiz bir doneme
girildiginin isaretidir. Sitokrom c sitoplazmik protein olan Apaf-1’e baglanir ve onu aktive
eder, ardindan ATP’nin de katilimiyla apoptozom adi verilen bir kompleks olusur. Bu
kompleks inaktif olan prokaspaz-9’un aktif kaspaz-9 haline doniismesini saglar. Aktif kaspaz
9 ise efektor kaspazlardan prokaspaz 3’0 aktive eder. Olusan aktif kaspaz 3 sayesinde
deoksiriboniikleaz serbestlesir ve bu da apoptozun karakteristik bulgularindan biri olan
kromatin kondensasyonuna ve oligonukleozomal DNA fragmantasyonuna neden olur.
KHAK’lerinin % 70-90’ninda Bcl-2 ekspresyonunun arttigi gosterilmistir. Bcl-2 saliniminin
kemosensitivite, uzun sireli sag kalim ile iligkisi ortaya konulmustur. Bcl-2/Bax orani,

hlcrenin apoptotik duyarliligini belirlemede de kullanilabilmektedir (24, 38).



Apoptoz p53 proteininin indiiklenmesi ile de baslatilabilmektedir. p53, hucrede bir
sekilde (radyasyon, kemoterapi etkisiyle) DNA hasar1 (tek ya da ¢ift zincir kiriklari, niikleotid
eksikligi) olustugunda, eger hasar onarilabilecek diizeyde ise hiicre siklusunu G1 fazinda
durdurur ve hiicreye DNA’sin1 tamir edebilmesi i¢in zaman kazandirir. Eger DNA hasari
tamir edilemeyecek kadar biytkse bu durumda p53 apoptozu indukler. p53’Un apoptozu
indiiklemesi Bax’in ekspresyonunu artirmasi bdylece Bcl-2/Bax oranini degistirmesi yoluyla
gerceklesir (Sekil -2).

Mitekondri BAK
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FLIP E l / DNA Hasan
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Sekil-2: Apoptozun molekiiler mekanizmalari (39).

Hicrelerin normal apoptotik 6limden kagmalarini saglayan bir yetenek kazanmalari
hemen butun kanser hiicrelerinde gozlenen bir 6zelliktir. TUmor hiicreleri ya anti-apoptotik
proteinlerin asir1 tiretimi ya da pro-apoptotik proteinlerin Uretim ya da etkilerinin azalmasiyla
apoptoza direncli bir nitelik kazanirlar. p53 yoluyla baslatilan apoptoz yolundaki proteinlerin
Uretim ya da islevlerindeki bozukluklar insanlardaki kanserlerin neredeyse yarisinda etkili
olmaktadir (40). Bu gen insan kanserlerinde goriilen en sik mutant gen olup, 17p13 lokusunda
yerlesmistir. p53 mutasyonlart tim kanserlerin % 50’sinde gorulirken, KHAK’lerinin %

90’1nda, yass1 hiicreli akciger kanserlerinin % 65’inde, biiyiik hiicreli kanserlerin % 60°inda ve
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adeno kanserlerin % 33’Unde g0sterilmistir. Genellikle karsinogenezin erken basamaklarinda
goriilen p53 mutasyonlarinda hiicreler boliinmeye devam ederler. K-ras geninde belli bir
noktada mutasyon olurken, p53 mutasyonlar1 17. kromozom iizerinde tim gen boyunca
olusabilmektedir.  Bunlar genellikle allelik kayiplar ve somatik missense mutasyonlar
seklindedir. Bu mutasyonlar sonucunda, hem tiimor siipresyon fonksiyonlarinda kayip, hem
de onkojenik fonksiyon kazanma seklinde c¢ift etki ortaya ¢ikabilmektedir (26, 27).
Calismalarda klinik olarak akciger kanseri tanisi konmadan bir yil 6nce alinan balgam
orneklerinde p53 ve ras mutasyonlarinin varlii gosterilmistir. Bu nedenle erken tanida 6nem
tasidiklar ileri siiriilmektedir (26, 27). Akciger kanserindeki pS3 mutasyonlari sigara i¢imi ile
iligkilidir. ~ Sigara dumani maruziyeti, p53 mutasyonu gelisme riskini artirmaktadir.
Mutasyonlarin ¢ogu sigara dumanindaki karsinojenlerin olusturdugu G-T transversiyonudur.
Sigara icen akciger kanserli olgularda G-T transversiyonu icmeyenlere gore daha yuksek
bulunmustur (24, 27).

5. Nikotin ve Opioid Reseptorleri

Akciger kanseri hicrelerinde nikotin ve opioid reseptor ekspresyonu mevcuttur.
Opioidler, kanser hiicrelerini baskilamakta ve apoptozisi uyarmaktadirlar. Aksine nikotin
reseptorleri, opioidlerin apoptotik etkilerini antagonize etmektedirler.  Nikotin-opioid
etkilesiminin, akciger kanserinin 3/4'inde goruldigu ileri surtlmektedir (24, 38).

6. Gastrin Salan Peptid (GRP)

Akciger kanserinin en iyi tanimlanan otokrin sistemi, gastrin salan peptid (GRP), diger
bombesine benzer peptidler (GRP/BN) ve bunlarin reseptorlerini icermektedir.  Bunlar
bilyiime ve noéromodilasyon gibi fizyolojik etkilere sahiptir.  Imminohistokimyasal
calismalar, KHAK lerinin yaklasik % 20-60’1mnin GRP eksprese ettigini, oysa KHDAK’lerinde
bunun ¢ok az oldugunu gostermektedir. Uzun siire sigara dumanina maruz kalan bireylerin
solunum sistemi epitelinde GRP reseptor mRNA’nin ekspresyonunun artmasi ve BN- benzeri
peptidlerin in vitro mitojenik etkilere karsi solunum yolu epitel hiicrelerinin verdigi yanita
eslik etmesi, bu sistemin akciger kanseri patogenezinin erken déneminde roll oldugunu ortaya

koymaktadir. Bu etkilerin sigara i¢imi birakildiktan sonra da siirdiigi gosterilmistir (27, 38).
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7. ERBB-2

KHDAK’inde norogulin reseptorleri olan ERBB-1 ve ERBB-2, transmembran
reseptori tirozin kinazlarin bir ailesidir. NOrogulinler ve ERBB ailesi akciger kanserindeki
diger potansiyel biiyiimeyi uyaran halkalar1 olusturabilirler. KHDAK’lerinin % 30’undan
fazlasinda, oOzellikle adeno karsinomlarda ERBB-2 oldukca ylksek diizeyde eksprese
edilmektedir. Yiksek ERBB-2 duzeyleri ¢oklu ilag direnci fenotipi ve KHDAK ’lerinde artmis
metastatik potansiyel ile iligkilidir (27, 38).

Akciger Kanserinin Patolojisi

Primer akciger tiimorlerinin % 95’1 adenokarsinom, epidermoid karsinom, KHAK,
biiyiik hiicreli karsinom ve bunlarin kombinasyonlarindan olusmaktadir (41).

Akciger kanseri insidansimin aniden artmaya basladigi 1930°lu yillardan itibaren
skuamo6z hucreli karsinom en ¢ok gorulen histolojik tiptir. Adenokarsinoma ise 1970’li
yillardan itibaren her iki cinsiyette ve her tli¢ rkta artis gostermistir. Glnlmuzde Avrupa’da
skuamoz hucreli karsinom, Amerika Birlesik Devletleri ve Japonya’da en sik adenokarsinoma
gortlmektedir (11).

Akciger kanserleri genis bir histopatolojik siniflamaya sahip olsa da temelde iki tipe
ayrihir:  Kiguk hicreli akciger kanserleri (KHAK) ve kiigiik hiicre dis1 akciger kanserleri
(KHDAK).

Kiiciik Hiicreli Akciger Kanserleri (KHAK)

Tiim akciger kanserlerinin %15-25"ini olusturur. Lokalize kabul edilen timdrlerde bile
cogunlukla subklinik sistemik yayilim vardir. Timor hizla biiyiir ve kisa surede metastaz
yapar. En sik kemik, kemik iligi, karaciger, beyin, adrenal bez, mediastinal ve retroperitoneal
lenf bezlerine metastaz yapar. Ancak, her organa metastaz mumkunddr.

Tedavi primer olarak kemoterapidir ve %80-90 oraninda yanit alinir. Ancak bunlarin
yaklasik %40-50°si tam yanit seklindedir. Sinirli hastalik olan kisilerde kismi cevap
sonrasinda timor yatagina 5000cGy dozunda kiiratif amagli RT verilir. Bu uygulama ile lokal
niks azalir. KT ve RT ile genel sag kalim uzar ancak tedavinin toksisitesi yiksektir. KT

sonrast kismi cevap goriilen hastalarin bir kismina cerrahi uygulanabilir. Tam cevap halinde
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ise profilaktik kraniyel 1sinlama yapilarak sag kalim uzatilir. Yaygmn hastalik durumunuda

uygun KT yapilir. Tiiméor yerlesimine ve semptomlara gore palyatif RT de yapilabilir (42).

Kiguk Hucre Dis1 Akciger Kanserleri (KHDAK)

Insidans1 100.000°de 40’dir. Epidermoid tipte karsinom erkekte yaygin ve sigara
etiyolojisi kesin iken, kadinlarda adenokarsinom siktir ve sigara ile iliskisi gosterilememistir.

Tercih edilecek tedavi oncelikle cerrahidir. Yaygin N2 beraberliginde Evre I11A varsa,
Evre IIIB ve IV hastalar inoperabl kabul edilerek KT ve/veya RT uygulanir. Evre IIIB

hastalarda neoadjuvan KT ve/veya RT sonrasi tiimér kiigiiliirse cerrahi denenir (42).

Akciger Kanseri Tedavisinde Kullamlan Ilaclarin Far mosttik Ozellikleri
1. Sisplatin

Bir platin diaminoklorurdir (cis-diamindikloroplatinum, CDDP). DNA c¢ift
zincirlerine zincir aras1 ve zincir i¢i ¢apraz baglanir. Bu nedenle etki mekanizmasi
bifonksiyonel alkilleyici ilaglara benzemektedir. DNA’nin replikasyon ve transkripsiyonunu
bozar. Sadece intravendz olarak uygulanir. Plazma proteinlerine %90 oraninda kismen
irreversibl olarak baglanir. Plazma yarilanma 6mrii 60 saattir. Bobrek yoluyla vicuttan atilir.
Ancak uygulanmasindan 4 ay sonra bile bobrek dokusunda varligi saptanabilir. Genis
spektrumlu bir antineoplastik ajandir. Testis, over, mesane, prostat, serviks, 6zefagus, akciger,
bas-boyun, osteojenik osteosarkom ve noéroblastom gibi solid tiimoérlerin tedavisinde kullanilir.
Miyelosiipresif etkisi orta derecede olup kombinasyonlar igin elverisli bir ilagtir. En ciddi yan
etkisi doza bagimli nefrotoksisitedir.  Bunun disinda ototoksisite, hipomagnezemi,
hipokalsemi, periferik noropati gibi yan etkileri mevcuttur. Doza bagimli bulanti kusma
yapabilir. Ayrica mutajenik, teratojenik ve karsinojenik bir ilagtir. Alerjik reaksiyonlara da
neden olabilir (43).

Sisplatine karsi diren¢ mekanizmalart:

1- [lacin membrandan tasiniminda degisiklik

2- Glutatyon’un hiicre i¢i diizeyindeki degisiklik

3- Siilfidril igeren proteinlerin diizeyindeki degisiklik

4- Sisplatinin neden oldugu DNA hasarinin onarimi diizeyindeki degisiklik (44)
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2. Karboplatin

Sisplatin kadar gii¢lii bir antineoplastik ilagtir. Ancak renal toksisite, ototoksisite,
norotoksisite ve emetik etkisi daha diistiktlr. Miyelosipresif etkisi sisplatine nazaran daha
fazladir ve Gzellikle trombositopeniye yol agar. Sisplatinin etkin oldugu tiim hastaliklarda

kullanilabilir (43). Klinik olarak sisplatin ile karboplatin ¢apraz direng gosterebilir.

3. Gemsitabin

Bir nukleozid analogudur. Hiicre dongiisii fazina spesifik olup 6zellikle S fazindaki
hicreleri 6ldurar. Hucreleri S fazinda tutarak G1 fazina ilerlemesine engel olur. Hiicre i¢inde
aktif difosfata ve trifosfata metabolize olur. Riboniikleotid rediiktazi inhibe eder. DNA
yapisina katilmak i¢in deoksisitidin trifosfatla (dCTP) yarisir. Hemen hemen tamami aktif ilag
ve metabolitleri seklinde idrarla atilir. Miyelosiipresyon doz kisitlayici toksisitesidir. Bunun
disinda grip benzeri tabloyla beraber ates, bulanti, kusma, daire, stomatit, dokiintii gibi yan
etkilere neden olabilir (44). On ilacin hiicre icine tasmma sistemlerinde ve/veya ilag
metabolizmasinda rol oynayan enzimlerin diizeylerinde meydana gelen degisiklikler bu ilaca

kars1 direng gelismesinde rol oynayabilir (43).

4. Paklitaksel

Taxus brevifolia bitkisinden elde edilmis taksan tiirevi kompleks diterpen esterleridir.
Tumor hicrelerinde tubilin sentezinin temel taslari olan oligomerik ve polimerik substratlara
baglanarak tiibiilin polimerizasyonunu hizlandirir. Hucrede mikrotubulin sentezini arttirirlar.
Olusan ek mikrotiibiiller mevcut olan mikrotiibiillere baglanarak onlar1 stabilize eder. Sonucta
tibulin-mikrotlbdlin dengesi bozulur ve sitotoksik etki ortaya ¢ikar. Genis spektrumlu bir
antineoplastik ajandir, birgok solid tiimorde kullanilir (43). Notropeni, hipersensitivite,

periferik noropati ve alopesi gibi yan etkilere yol acar (44).

5. Dosetak sel

Porsuk agacinin ignelerinden elde edilen 6nciil maddelerin semisentetik tirevidir.

Mikrotiibiillere baglanir ayrica mikrotlbdllerin toplanmasini arttirarak depolimerizasyona
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direncli hale getirir.  Yan etkileri paklitaksele benzer miyelosiipresyon ve ciddi sivi

retansiyonuna neden olur (43, 44).

6. Vinorebin

Vinca rosacea bitkisinin dimerik alkaloidlerinin yari-sentetik  bir tdrevidir.
Mikrotlbdiler proteinlere baglanarak mikrotiibiil toplanmasini inhibe eder. Sonugta mitotik

iplikcik yapisi dagilir. Belirgin miyelotoksik etkisi vardir.

Tumor Mikrogevres

Timor dokulart (6zellikle solid tiimorler) normal dokulardan farkli mikrogevre
Ozelliklerine sahiptir (45). Kanser hiicrelerinin ve kanser dokusundaki zayif damarlanmanin
etkilesimi sonucu sekillenen tiimor mikrogevresinin 3 karakteristik 6zelligi vardir:

1- Yiiksek Interstisyel Sivi Basinci (1SB)

2- Hipoksi

3- Diisiik ekstraselliiler pH

Normal dokularda vaskdiler sistem, organizmanin ihtiyacina gbre proanjiyojenik ve
antianjiyojenik molekiiller tarafindan diizenlenir. Vaskiler sisteme ek olarak intertisiyumdan
metabolik ve hiicresel atiklar1 uzaklastiran bir lenfatik ag bulunur. Kanserli dokularda
blyume faktorlerinin etkisiyle diizensiz ve yapisal anormallikler igeren bir vaskiiler sistem
bulunur, fakat lenfatikler yoktur (46, 47). Bu farkli yapi tiimér dokusunun besinsel
ihtiyaglarmin karsilanmasi ve atiklarin uzaklastirilmas: agisindan yetersiz kalmasina neden
olmaktadir. TUmOr damarlar1 ¢ogunlukla devamlilik géstermeyen endotel yapisina ve perisit
tabakasina sahiptir. Intakt bir bazal membran yapisindan yoksundurlar ve diizensiz bir yap1
gosterirler.  Bu durum tiimoér damarlarimin normalden daha gecirgen olmasina neden
olmaktadir (45, 48). Tiimor damarlarinin diizensiz yapisina ¢ogunlukla uzun ve genis gapli
olmalar1 gibi 6zellikler de katilir. Heterojen yapiya sahip bu damarlara zaman zaman kor
sonlanmalar, arterioventz santlar ve eritrositten yoksun plazma kanallar1 eslik eder (49).
Interstisyum, dokudan damara damardan dokuya cesitli molekiilerin transportu icin hayati
onem tasir. Normal interstisyel basing atmosferik basinca yakin iken, normal transkapiller
basing ¢oziilmiis maddelerin damarlardan interstisyuma gegmesine izin verecek sekilde hafifge

yuksektir (1-3 mmHg). Solid tiimoérlerin 6nemli oranda artmis bir ISB’agv sahip oldugu uzun
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zamandan beri bilinmektedir (50). Timor damarlarinin fenestrali yapisi, lenfatiklerden
yoksunlugu vaskiiler icerigin, atik maddelerin dokuda birikimine ve ISB’nin artmasina neden
olur (51, 52). Bu artisa, dokuya sizan solutlerin yarattigi osmotik gucler ve tiimor stromasinin
karakteristik 6zelligi olan kontraktil yap1 da katkida bulunur (52, 53). Bu slire¢ trombosit
derive blyume faktori (Platelet Derived Growth Factor; PDGF) (54), transforme edici
blylme faktori-B (Transforming Growth Factor-f ; TGF-pB) reseptorleri (55), B1 integrin ve
kollajen iliskisi (56) araciligiyla ger¢eklesmektedir. Tiim bu faktorler tiimor dokusu ISB’nin
100 mmHg kadar artmasina yol agar (57-59).

Bozulmus kan akimi tiimér hiicrelerine giden oksijenin azalmasina ve hipoksik alanlar
olugsmasina da neden olur. Normal doku parsiyel oksijen basinct (pO;) doku tipine gére 10-80
mmHg arasinda iken, tumor dokusundaki pO, yaklasik 5 mmHg’dir (60, 61). Bu kronik
hipoksik alanlar tiimor hiicrelerinin en yakin damardan diffiizyonla oksijen alabilecekleri
mesafeden (100-200 pum) daha uzakta bulunmalarindan kaynaklanmaktadir ve bu mesafe
timorler arasinda hatta tiimor igerisinde de ¢ok degiskenlik gosterir (62, 63).

Solid timorlerin pH’sinin direkt olarak elektrod-temelli tekniklerle olgiildiigiinde
normal dokulara kiyasla daha asidik oldugu gézlenmistir (64). Kanser progresyonunda ve
timor kemosensitivitesinde hipoksi ve asiditenin rolii olduguna dair kanitlar giderek
artmaktadir. Hipoksik ve asidik olan tumor mikrogevresi bu tercih edilmeyen ortamda
varhigim1 stirdiirebilen hiicrelerin se¢ilmesine yol agmakta, dolayisiyla benignden maligne
dogru doniistimii tetiklemektedir.

Asiditenin 1) Kemoterapi direncinde (65)

2) Proliferasyonda (66)
3) Metastatik doniisiimde (67) rol aldig1 gésterilmistir.

Asidik timor mikrogevresinin olusmasma neden olan en 6nemli fakt6r, anaerobik
metabolizma sirasinda hipoksi ile faktor 1-alfanin indiklenmesi ve laktat Gretimine izin veren
glikolitik fenotip adaptasyonunun gergeklesmesidir (68). Ancak laktat Uretiminin azalmis
oldugu durumlarda da asidik tiimor mikrogevresi gozlenebilmektedir (69, 70).

Timor hiicrelerinin  eksprese ettigi ¢esitli iyon degistiricilerin de asidik tumor
mikrogevresinin olusumunda anahtar rol oynadigi diisiiniilmektedir. Bu transmembrantz
proteinler, iyonlar1 hiicre i¢inden disina pompalar bazen de ekstraselliiler ve intraselliiler

ortamdaki iyonlar1 birbirileriyle degistirmektedirler. Bu sayede tumor hucreleri, hicre iginde
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birikerek kendileri igin toksik olabilecek ve litik enzim kaskadini baslatabilecek tehlikeli H*
iyonlarini hiicre disina atarak kurtulmaktadir. Bu mekanizmadan en ¢ok sorumlu tutulan ve

proton pompalari iginde iizerinde en ¢ok ¢alisilan vakuoler H*ATPaz’lardir (V-ATPaz).

Vakuoler H*'ATPaz lar (V-ATPaz)

V-ATP’azlar ATP bagimli H* iyonu tastyicilaridirlar. H™ iyonlarmi sitoplazmadan
ekstraselliler kompartmana veya intraselliler organellerin igine, liimenine tagir. V-ATP’azlar
periferal kisim (V1) ve integral kisim (V0) olmak (zere 2 6nemli pargadan olusur. Periferal
kisim 8 subiiniteden meydana gelir ve ATP hidrolizini gerceklestirir. Integral kisim ise 6
subliniteden olusur ve proton degisiminden sorumlu olan ana kisimdir (71-74).

V-ATPaz aktivitesinin in vivo regiilasyonundan sorumlu iki 6nemli mekanizma

mevcuttur:
1- V1 ve VO pargalarin geri doniisiimlii olarak ayrigmasi ve proton tasinmasinin
etkilenmesi

2-  ATP hidrolizi (75-82).

V-ATPaz larin Tiimér Yayihmindaki Rolu

Ekstraselliiler matriks yikiminin engellenmesinin hedeflenmesi kanser tedavisinde
diistiniilen yeni stratejilerden biridir. Ancak yapilan ¢alismalara gore matriks metalloproteinaz
(MMP) inhibitorleri yeterli derecede iyi sonuca yol agamamustir.  Bunun nedenlerinden biri
de MMP ailesinin 20 {iiyesinin bulunmasi ve tim MMP’lar1 engelleyen bir inhibitérin
bulunamamis olmasidir (19). Calismalara goére kanser metastazlarindaki artmis proteaz
aktivasyonunun baskilanmasiin bir yolu da ekstraselliiler ortamdaki pH’y1 arttirmaktir
(8,11,16). Nitekim yapilan bir calismada V-ATPazlarin gen diizeyinde ekspresyonunun
inhibisyonu ile proteaz aktivasyonunun asagi ¢ekilmesi ve proton ¢ikisinin azalmasi ile kanser
metastazlarinin etkili bir sekilde baskilandigi gésterilmistir (16). Metastaz malign timorlerin
tedavisini imkansiz kilan bir durumdur (17). Kanser metastazlarinin tiim siirecinde
ekstraselliiler matriksin yikim ve yeniden yapilanmasi gerceklesmektedir (18). Degisik iyon
degistiricilerin, tiimdr hiicrelerinin metastatik davranisin1 degistirebildigi gosterilmistir (9).

Meme kanseri hiicreleri gibi baz1 diisiik metastaz potansiyeline sahip kanserler Na*/H" iyon
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degistiricileri veya HCO3-H" gibi tasiyic1 mekanizmalari tercih etse de gogu yiiksek metastatik
potansiyele sahip hticreler plazma V-ATPazlar kullanirlar.

V-ATPazlar, intraselliiler rolatif notral pH nin, ekstraselliiler ve liiminal asidik pH’nin
idamesinde iyon degistirici mekanizmalarla veya H* iyonlarmin daha sonra atilmak iizere
organeller igerisine pompalanmasi yoluyla etkili olur (83). Pek ¢ok kanserde V-ATPazlarin
ekspresyonlarindaki artig, timdriin metastaz ve invazyon yetenegi ile iliskili bulunmustur (9-
10). Kanser dokularinda protonlar V-ATP’azlar araciligiyla hiicre disina atilarak,
ekstraselliiler ortam asidifikasyonu gergeklesmektedir. Bu da alkali sitozol ile asidik olan

ekstraselliiler ¢cevre arasindaki biiylik pH gradiyentinin idamesini saglamaktadir (84)(Sekil-3).

- 0

Normal hiicre

s
P
y

. TITIY
ic Intraselliler Kompartman 4y Plazma membrani

i H-V ATP'az
EC Ekstraselliler kompartman O Lizozom &

Sekil-3: Normal hiicrelerde ve timor hiicrelerinde pH gardienti ve V-ATPaz aktivitesindeki
farkliliklar. Tiimdr hiicreleri normal hiicrelerden farkli olarak alkalen bir sitozolik pH ve
asidik bir hiicre dis1 pH ile karakterizedir. Bu pH gradienti protonlarin V-ATPazlar araciligiyla
hiicre digina atilamasi sonucu olugmaktadir (84).

Timor invazyonu, tiimoriin ¢esitli sinif proteazlarin salinimi ve aktivasyonuna neden
olan asidifikasyon kabiliyetine baglidir (85, 86). Tiumoér mikrogevresindeki asidik pH artmis
proteaz aktivasyonuna ve sekresyonuna yol acarken ekstraselliler matriksin degradasyonunu
ve yeniden sekillendirilmesini de destekler. Bdylece kanser invazyonu ve metastazina zemin
hazirlar (3,11). Ekstraselliiller matriksin tiim yapisal komponentlerini yikma ve yeniden
yapilandirma yetenegine sahip MMP’lar da dahil olmak (zere pek ¢ok proteaz optimum

aktivasyon i¢in diisiik pH’ya ihtiya¢ duyar (12-15).
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V-ATPazlar sadece potansiyel anti-kanser ilaglarin hedefi degildir. TUmOr
biyopsilerinde immiinohistokimyasal analiz ile hiicresel dagilimlarmin ve ekspresyonlarinin
degerlendirilmesi kanserin davranisini ve progresyonunu 6n goérmede ve izlemede yararli
olabilir (87-89).

Ekstraselltler ile intraselliler kompartmanlar veya sitoplazma ile intrasellller
organeller arasinda meydana gelen pH degisiklikleri sonucu gelisen asidik tiimdr mikrogevresi
ila¢ direncinde de 6nemli rol oynayabilir (90, 91). Asidik mikrogevre nedeniyle gelisen ilag
direncine yol acabilecek cesitli mekanizmalar: Ila¢ alimmin azalmasi, zayif bazik ilaglarin
notralizasyonu ve lizozomal vezikiillere ilaglarin sekestrasyonudur (91-94).

Tumor pH’sim1 daha iyi karakterize etmek igin hayvan modellerinde c¢ogunlukla
goruntileme yontemlerine dayanan ¢esitli galismalar yapilmistir (95, 96). Sonugta diisiik pH
ortamini1 degistirerek ilag etkinligini arttirmaya yonelik yeni yaklasimlar gelistirilmistir (65,
97-99). Tum bu yeni in vitro ve in vivo bulgular V-ATPazlarin, kanser tedavisinde timor
mikrocevresindeki pH gradiyentini direkt olarak regule etme ve indirekt olarak ekstraselliler
matriks proteazlarin aktivasyonunu onleme  Ozelligi ile yeni bir hedef olabilecegini

diistindiirmektedir.

Anti-tiimor ila¢ Olarak Proton Pompa Inhibitérleri (PPI)

Proton pompa inhibitérleri (PPI) asit iliskili bozukluklarin tedavisindeki yerini 1980
sonlarindan bugiine kadar korumaktadir. PPI’ler asit sekresyonunu, pariyetal hiicrede asit
sekresyonunun son basamagimi Ustlenen H*/K*ATPaz enzimini inhibe ederek bloke ederler.
En potent mide asit sekresyonunu inhibe eden ajanlar olup bugiin kullanilan PPI’ler
omeprazol, lansoprazol, pantoprazol, rabeprazol ve esomperazol’dir (100). Kullanim alanlar1
arasinda gastroozofajiyal reflii hastaligi, peptik iilser, eroziv 6zofajit, Helicobacter pylori
eradikasyonu, non-steroid anti-inflamatuvar ilaglara bagli gastrik {ilser riskinin azaltilmasi,
ilser dis1 dispepsi, yogun bakim hastalarinda gastrointestinal kanama riskinin azaltilmasi ve
Zollinger-Ellison sendromu gibi hastaliklarin yani sira mast hiicre tiimorleri sayilabilir (101,
102). Calismamizda kullanilan esomeprazol (Nexium™), omeprazollin S izomeridir ve mide
asit sekresyonunu 6zgiin bir etki mekanizmasiyla azaltir. Esomeprazol, pariyetal hiicrelerdeki

asit pompasinin spesifik bir inhibitoéradir. Saglikli insanlarda kararli konsantrasyonlarda
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dagilim hacmi 0,22 L/kg’dir. Proteinlere %97 oraninda baglanir. Esomeprazol sitokrom P450
sistemi ile tamamen metabolize olur (103).

Tumor hucrelerindeki V-ATP’azlar proliferasyon, timdérogenezis, ilag direnci, timor
progresyonu Ve anti-kanser ilaclarla indiiklenmis direngli fenotiplerin ortaya ¢ikmasi gibi
bircok fonksiyonda rol almakta ve arastiricilar igin potansiyel hedef haline gelmektedir (104-
106). PPI V-ATPazlan in vitro etkili bir sekilde inhibe ettigi, sican ve fare modellerinde
yapilan calismalarda da iyi tolere edildigi, tiimor kontroliinii ve kemoterapi etkinligini
arttirdigr gosterilmistir (107-109).

Kanser hiicrelerinin PPI ile tedavisi H® iyonlarmin kanser hiicreleri igerisinde
birikimine yol acarak 6limiine neden olmaktadir Neredeyse tim kanser hiicreleri PPI ile
tedaviye kemosensitizasyon veya sitotoksisite yaniti gostermektedir. Bu konuda yapilan

calismalar Tablo-2’de 6zetlenmistir. Mekanizma da Sekil-4’de gosterilmistir.

Tablo-2: Insan timor hiicreleri ve proton pompalarina duyarli tiimérler.

TUmor histotipi K emosensitizasyon Anti-tumor etki Referandlar
Sisplatin/5- Kaspaz bagimli
Melanoma FU/Vinblastin/Doksorubisin | sitotoksisite (107, 109, 111)
B Hicreli Lenfoma | Vinblastin/Doksorubisin K.aSpaZ jb‘rf‘glmh (107, 108)
sitotoksisite
Meme Kanseri Sisplatin/5-FU/Vinblastin (93, 107)
Kolon Kanseri Sisplatin/5-FU/Vinblastin (107)
) Sisplatin/ Sitotoksisite ve
Gastrik Ca 5-FU/Doksorubisin apoptoz (110, 112)
Over Kanseri Sisplatin/5-FU/Vinblastin (107)
Karaciger Kanseri -- I_Dro_hferasyonun (113, 114)
inhibisyonu
Kolanjiyokarsinom -- Sitotoksisite ve (115)
apoptoz
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Sekil- 4: Asidik timor mikrogevresinin PPI ile modifikasyonu (116).

Bu calismanin amaci, bir PPI olan esomeprazol ile akciger kanseri tedavisinde
kullanilan ilaglar birlikte kullanildiginda A549 huicrelerinin (akciger kanseri hiicre dizisi ) bu
ilaglara olan duyarliliginin artip artmadigini arastirmaktir. Bu amagla akciger kanseri
tedavisinde kullanilan klasik ilaglar olan sisplatin, karboplatin, paklitaksel, dosetaksel,
gemsitabin ve vinorelbin’in esomeprazol ile kombinasyonlart A549 hiicreleri Uzerine
uygulanmis, olusturdugu sitotoksisite farkli metodlarla arastirilmistir. Ayrica esomeprazol ile
kanser kemoterapisinde kullanilan ilaglar kombine edildiginde saglikli normal lenfositler

iizerine sitotoksik etkilerinin olup olmadigi da incelenmistir.
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GEREGC VE YONTEM

Hucre Kultur G

Hucre kaltdrd, hicrelerin kontrollii sartlar altinda yetistirilmesi siirecidir. Ticari olarak
Amerika Hiicre Kiiltiir Koleksiyonundan satin alinan A549 insan akciger kanseri hiicreler
soylart (ATCC CCL-185, ABD) kriyovial (Cryogenic vial, Corning, ABD) denen kaplar
icerisinde s1v1 nitrojen tankinda (yaklasik -196 °C) sakland.

Hiicreler ¢ogaltilmak amaciyla sivi nitrojen tankindan alinarak 56 OC’deki sicak su
banyosunda hizli bir sekilde ¢6ziildii. Kriyovialin i¢indeki hiicre siispansiyonu 5 ml besiyeri
iceren falkon tlpe (15 ml sterile polypropylene conical bottom Screw cap tube 92159, Biolab,
Macaristan) yavasca aktarildi. Tiip 800 rpm’de 5 dk santrifiij (Hettich Rotina 35R, Almanya )
edildikten sonra {ist s1vi kismi atildi. Hiicre pelleti 1 ml hiicre besiyeri ortami igerisinde iyice
karistirilarak siispansiyon haline getirildikten sonra tzerlerine 4 ml besiyeri eklendi. 5 mI’lik
hiicre siispansiyonlar1 25 cm®lik kiiltiir kabina (25 cm?, Tissue culture flasks, TTP, isvicre)
aktarildi. 37 °C’de, %5 CO’li etiivde (Sanyo, Japonya) inkiibasyona birakildi. Ertesi giin
hiicre besiyeri ortami yenilenerek hiicrelerin biiyiimeleri saglandi. Kiiltiir kabi1 her giin
mikroskop (Inverted microscope, CKX41, Olympus, Almanya) altinda kontrol edildi ve
hicrelerin kultir kap ylzeylerini tamamen kaplamis (konfluent) olduklarinda tripsinizasyon
islemi ile (bakiniz ekler) daha biiyiik hacimli 75 cm? kiiltiir kaplarma (75 cm?, Tissue culture
flasks, TTP, Isvigre) aktarildi. Bu sekilde hiicrelerin istenilen sayiya ulasincaya kadar
cogalmalar1 saglandi.

Hiicre kiiltiirii deneylerinin tiimii laminar akim kabinlerinde (Esco Airstream Class 11

Biological Safety Cabinet, Singapur) gerceklestirilmistir.

Kullanilan Besiyerleri, Sivilarin Hazirlanmasi

A549 insan akciger kanseri hiicreleri, %1 penicillin G (100 U/ml)/streptomycin (100
pg/ml) (Hyclone, USA ), %1 L-glutamine (292.3 mg/ml) (EuroClone Europe), ve %10’luk
newborn calf serum (Hyclone USA) iceren Ham’s / F12 (Ham’s/ F12 without Glutamine,
PAN, Biotech, GmbH, Almanya) besiyerinde 37 °C’de, %5 CO;’li etlivde klasik yontemlerle
kiltire edildi.
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Hiicrelerin Sayilmasi ve Ilaclarin Uygulanmasi

Hiicreleri sayabilmek amaciyla tripsinizasyon islemi sonucunda elde edilen hiicre
suispansiyonundan 20 ul almarak ependorf tiipe alindi. Uzerine esit miktarda Tripan Mavi
(Trypan Blue Solution % 0.5, Biological Industries, Israil) boyasi konarak iyice karigmasi
saglandi. Bu karigimdan 12 pl alip Toma lamina konarak thoma laminin ortasinda bulunan 16
bdlme sayildi. Bulunan say1 sulandirma katsayisi ile garpilarak 1 ml medyumda ne kadar hiicre

oldugu bulundu.

Esomeprazol’iin i1k Toksik Dozun Belirlenmesi

Esomeprazoliin uygulama konsantrasyonlar1 daha once yayinlanmis veriler (107) ve
zaman-konsantrasyon yanit deneyleri 1518inda belirlendi. Baslangi¢c deneyinde esomeprazol’iin
farkli konsantrasyonlarinin (1000, 500, 250, 125, 62.5 uM) A549 hicrelerinde olusturdugu
inhibisyon (%) saptand: (Sekil-5). ila¢ uygulamasindan 72 saat sonra hiicre o6limi
(sitotoksisite) Metil Tiazol Tetrazolium (MTT) metodu ile degerlendirilerek hiicrelerin
%50’sinin ¢ogalmasini inhibe eden konsantrasyon (IC50) ve subletal dozlar belirlendi.
Sonraki deneylerde esomeprazol igin IC50 dozu olarak saptanan 500 uM’mn klinikte
uygulanabilecek dozun ¢ok iizerinde (suprafarmakolojik) olabilecegi diisiiniilerek subletal doz
olan 250 uM esomeprazol tek basina veya akciger kanseri tedavisinde siklikla kullanilan
ilaglarla (Gemsitabin, Vinorelbinin, Paklitaksel, Dosetaksel, Karboplatin, Sisplatin) kombine
edilerek, akciger kanseri hiicrelerine uygulanmasina ve tiimor hiicrelerindeki sitotoksisitenin

(% inhibisyon degerleri) karsilastirilmasina karar verildi.

Belirlenen dozlarda MTT metodu ile sitotoksisite ¢alisildi.
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Sekil-5: Cesitli konsantrasyonlarda esomeprazoliin A549 hiicreleri iizerinde yarattig1
inhibisyonlar (%) gosterilmektedir.

Uygulanan Tla¢ Gruplar

1. Kontrol Grubu

2. Sadece esomeprazol (Nexium® infuizyon soliisyonu, AstraZeneca, Turkiye), iceren
grup

3. Sadece anti-kanser ilag iceren grup

-Sisplatin (Sisplatin® iv flakon, Kogak Farma, Turkiye)
-Karboplatin (Carboplatin® flakon, Eczacibasi, Tiirkiye)
-Paklitaksel (Taxol® flakon, Bristol-Myers Squibb, Turkiye)
-Dosetaksel (Taxotere® flakon, Sanofi-Aventis Farma, Turkiye)
-Gemsitabin (Gemzar®, Lilly, Tirkiye)

-Vinorelbin (Navelbine® enjektabl flakon, Pierre Fabre, Turkiye)
4. Antikanser ilag + esomeprazol grubu

-Sisplatin + esomeprazol

-Karboplatin + esomeprazol

-Paklitaksel + esomeprazol

-Dosetaksel + esomeprazol

-Gemsitabin + esomeprazol

-Vinorelbin + esomeprazol
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MTT metodu ile etkili oldugu gozlenen kombinasyonlarda (250uM esomeprazol ve
antineoplastik ilag) etkinin nasil gerceklestigini saptamaya yonelik (nekroz mu apoptoz mu?)

ileri arastirmaya gegildi.

Deneylerde Kullanilan ila¢c Konsantrasyonlar

Esomeprazol ; 250uM, 125uM, 62,5uM dozlarinda kullanildi.

Antikanser Ila¢ Konsantrasyonlar1; Kan konsantrasyonuna tekabiil eden 100 Test ilag
Konsantrasyonu (TiK) temel alinarak 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25 TiK’larinda uyguland1. Tim
ila¢c konsantrasyonlar1 besiyerinde seyreltilerek hazirlandi.

100 TIK Sisplatin = 7,6 pg/ml

100 TIK Karboplatin = 15,8 pug/ml

100 TIK Paklitaksel = 13,6 pg/ml

100 TIK Dosetaksel =11,3 pg/ml

100 TIK Gemsitabin= 25 pg/ml

100 TIK Vinorelbin=1,86 pg/ml

MTT Metodu

Yasayan hiicrelerdeki dehidrogenaz enzim aktivitesini saptamaya yonelik olan bu
yontemde Oncelikle A549 hucreleri sayilarak 5000 hiicre/200 ul kuyucuk olacak sekilde 96
kuyucuklu duz plaklara ( Tissue Cultue Testplates, 96 wells Flat, Orange Scientific, Belgika)
ekildi. 24 saat 37°C’lik %5 CO’li ortamda inklbasyonu takiben yapismis olan hiicreler
zedelenmeden zerlerinden 100 pl (mikrolitre) besiyeri aspire edildi. Cesitli dozlarda
kemoterapotikler ve esomeprazol (2581) 100 ul seklinde iizerlerine uygulandi. Ilag
uygulamasin1 takiben hicreler 72 saat inkiibasyona birakildi. 72. saatin sonunda MTT
soliisyonu (bakimiz ekler) 25 pl olacak sekilde tim kuyucuklara ilave edilerek karanlikta 37°C
ve %5 CO2’li etlivde 4 saat inkiibe edildi. Olusan koyu mavi renkli farmazon bilesiklerini
¢ozlnlr hale getirebilmek igin Gzerlerine Sodyum Dodecyl Silfat (SDS) sollisyonundan
(bakiniz ekler) 100’er pl batin kuyucuklara eklendi. 18 saat 37°C %5 CO>’li etlivde inkube
edildi. Olusturduklart renk siddeti spektrofotometre (FLASHScan S12, Analytik Jena AG,
Almanya) ile 570 nm dalga boyunda 6lculdi. Ayni sayida ekilmis ve hig ilag uygulanmamis

kontrol hcrelerindeki absorbans degeri ile tedavi uygulanmis hiicrelerdeki absorbans
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degerleri oranlanarak tedaviye maruz birakilmis hiicrelerdeki 6liim orani (yilizdesi) hesaplandi.
Hicrelerde 1M H,0,, 6limin negatif kontrolli (Minumum canlilik, MinC) olarak kullanildu.
Pozitif kontrol (Maksimum canlilik, MaksC) olarak sadece besiyeri ortami igerisinde ekilen

hicreler kullanildi.

% Inhibisyon hesabi:

MTT testi sonunda yasayan hiicrelerde koyu mavi farmazon kristalleri gozlendi, buna
karsilik 6len hiicrelerde bu kristaller gozlenmedi. ilag uygulanan hiicrelerin canliliklar: (Ornek
C) ila¢ uygulanmamis kontrol hiicreleri referans alinarak hesaplandi ve bu deger %100 canlilik
(MaksC) olarak belirlendi. Hidrojen peroksit (H,O,) uygulanan hiicreler, minumum canlilik
seviyesinin (MinC) hesaplanmasinda referans olarak alindi. Tiim bu degerler ile asagidaki
formiil kullanilarak hiicrelerde inkiibasyon siiresi sonunda olusan % canlilik oranlar

hesaplandi.

Canlilik (%) = [100 x (OrnekC - MinC)/(MaksC - MinC)].
Inhibisyon (% ) = 100- Canlilik (%)
Tim deneyler en az 6 kez tekrarlanmistir. Elde edilen sonuglar 6 numunenin

ortalamasi alinarak degerlendirilmistir.

Canh HUcrélerin Fotograflanmasi

Hiicreler 6 kuyulu plaklara (Cell culture test plate 6, TTP, Isvigre) 1 milyon hiicre/ 2ml
kuyu olacak sekilde ekildi. 24 saat siireyle hiicrelerin yapigsmasi temin edildikten sonra ¢esitli
konsantrasyonlarda (250uM, 125 uM, 62,5 uM) esomeprazol tek lyma; sisplatin tek basina
(25 TIK) dozunda ve esomeprazol ile kombinasyonu seklinde uygulandi. 48. saat ve 72. saat

gortntiileri 10 x objektif ile inverted mikroskop altinda fotograflandi.
M 30 Antijen Olclimii

Apoptoza 6zgii bir belirte¢ olan kirilmis sitokeratin 18 (CK18)’1 saptamak iizere
ELISA yontemiyle M30 antijen Ol¢limii yapildi. Total CK18, proliferasyon halindeki
hiicrelerde bol miktarda iiretilen ve nekroz sirasinda membran biitiinliigii bozulunca dolagima

salgilanan bir proteindir. Apoptoz esnasinda hiicre iskeletinin 6nemli bir bileseni olan CK18

26



sadece apoptotik hiicrelerde aktiflesen bir enzim grubu olan kaspazlarin etkisiyle kirilarak
kirilmig CK18’1 (CK18-Asp396) olusturmaktadir (117). M30 monoklonal antikor, 6zellikle
CK18’in Asp396°da kirilan fragmanin1 (M30 antijen) taniyarak CK’lerin apoptotik bir belirteg
olarak kullanimini saglamaktadir (118). Bu 6zel CK18’i taniyan M30 antikoru hiicrelerin
bulundugu ortamla temas ettirilirse ve eger ortamda apoptotik hiicreler de varsa, apoptozun
varlig1 gosterilmis olmaktadir. Bunun igin dncelikle A549 hiicreleri sayilarak 5000 hiicre/200
ul kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu diiz plaklara ( Tissue Cultue Testplates, 96 wells Flat,
Orange Scientific, Belcika) ekildi. 24 saat 37°C’lik %5 CO;’li ortamda inkibasyonu takiben
yapismis olan hiicreler zedelenmeden Uzerlerinden 100°er pul besiyeri aspire edildi. Takiben
100’er ul sisplatin (100 TIK), karboplatin (100 TiK) tek basina, esomeprazol (250, 125 ve
62,5 uM) tek bma ve kombinasyonlar1  (zerlerine uygulandi. Uygulamadan 48 saat (
37°C’lik %5 CO’li ortamda inklbasyon ) sonra tim kuyucuklara hiicre membranlarini
pargalamak amaciyla Triton X 100 (T8787 Sigma-Aldrich, ABD) (%10, distile suda) 10 pl
ilave edildi. 15 dk oda sicakliginda calkalayicida (Heidolph Titramax 1000, Heidolph
Instrumensts GmbH & Co0.KG, Almanya) 600 rpm’de inkiibasyona birakildi. Daha sonra
kuyucuklardaki sivilar ependorflara toplandi, 2000 rpm’de 30 sn. santriflij edilip (Minispin
plus, Eppendorf, Almanya) stipernatanlarda M30 antijen 6lctimi, M30 Apoptosense ELISA
(PEVIVA, Isvicre) kiti ile Kit prospektiisiine uygun olarak ¢alisilarak gergeklestirildi. Olusan
renk siddeti spektrofotometrik olarak 450 nm’de (FLASHScan S12, Analytik Jena AG,
Almanya) okundu. M30 c¢alismasinda pozitif kontrol olarak 200 TiK’larinda sisplatin
kullanildi.

ATP-TCA Metodu

ATP-TCA Tumor Kemosensitivite Testi kemoterapotik ilaglarin tiimor hiicre biiyiimesi
inhibisyonundaki etkinligini in vitro ortamda 6lgcmeye yonelik bir metoddur. Metodun prensibi
canlt hiicrelerdeki ATP’nin lusiferin ile reaksiyonunu takiben ortaya ¢ikan floresan 1simanin

Ol¢timiine dayanmaktadir.

Lusiferaz

ATP + Lusiferin + O, > > —»> —> —> —> —> — AMP + 2Pi + CO, + Foton (RLU)

27



Bu yontemde oncelikle A549 hiicreleri sayilarak 10000 hiicre/200 ul kuyucuk olacak
sekilde 96 kuyucuklu duz plaklara ( Tissue Cultue Testplates, 96 wells Flat, Orange Scientific,
Belcika) ekildi. 24 saat 37°C’lik %5 CO;’li ortamda inkiibasyonu takiben yapismis olan
hicreler zedelenmeden (zerlerinden 100 pl (mikrolitre) besiyeri aspire edildi. Sisplatin,
karboplatin 25, 50,100 TIK’nda tek basina, esomeprazol (250, 125 ve 62,51M) te k basina ve
kombinasyonlar1 100’er pl seklinde iizerlerine uygulandi. flag uygulamasini takiben hiicreler
72 saat 37°C’lik %5 CO;’li ortamda inkiibasyona birakildi. Takiben ATP olcimu ATP-TCA
kiti (DCS Innovative Diagnostica-Systeme, Hamburg, Almanya) ile gerceklestirildi. Bunun
icin dreticinin talimatlar1 dogrultusunda tiimor hiicrelerinin igerigindeki ATP’nin ortaya
¢ikarilmasi i¢in kuyucuk basina 50pul olacaksekilde tiimor hiicre ekstraksiyon ayiract  (Kit
icerisinde bulunmakta) ilave edildi. Oda sicakliginda 45 dakika inkiibasyonu takiben
kuyucuklarin igerisinden 50’ser pl mlip luminometrik Ol¢iime uygun beyaz  plaklara
(Microfluor 2 white,flat bottom 96 well microtiter plates, Thermolab Systems, Ingiltere)
aktarild1. Uzerlerine yine kitin igerisinden ¢ikan lusiferin-lusiferaz karisimi 50’er pl eklendi.
Beklemeden luminometrik olcim (FLX800 Mikroplak luminesans ve floresans okuyucu;
BioTek, ABD) yapildi. Elde edilen deger, ATP ve canli hiicre sayisi ile direkt orantili bir
degerdir.

Tim deneyler en az 3 kez tekrarlanmistir. Sonuglar ortalamalar (izerinden

degerlendirilmistir.

Periferik Kan Mononiikleer Hiicrelerinin izolasyonu

Yaglar1 25 ila 45 arasinda degisen herhangi bir hastaligi bulunmayan ve ilag
kullanmayan saglikli 20 goniillii kisiden 10’ar ml heparinli vendz kan alindi. Calismaya
katilan tim goniillillerden onam alinmustir. (Etik kurulu toplantisi, 19 Subat 2008, 2008-4/20
nolu karar, bakimz ekler) Ficoll (Biochrom, Berlin, Almanya) ile dansite gradient santrifij
yontemi kullanilarak mononiikleer hiicreler elde edildi. Hiicreler 3 kez yikandi ve

zenginlestirilmis RPMI-1640 (cCRPMI-1640) (Bakiniz Ekler) ile sulandirilarak hiicre sayimi

5
yapildi. Hiicre sayis1 5x10 / 500 pl olacaksekilde hazirlanan hiicre siispansiyonlarindan; 48
kuyulu mikroplaklara, her 6rnek igin 6 kuyu kullanilmak tizere 500’erpl dagitildi. Antikanser

ilaclar kuyulara belirtilen konsantrasyonlarda (Esomeprazol 250uM, Esomeprazol 125 pM,
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Esomeprazol 250uM + Sisplatin100 TiK, Esomeprazol 125uM+ Sisplatin100 TiK, Sisplatin
100 TIK) eklendi ve 37°C’lik %5 COz2 iceren etiivde 3 giin siireyle inkiibe edildi. ilag
icermeyen kuyudaki hiicreler ise kontrol amaciyla kullanildi. Apoptoza ugramis hicre
oranlart DNA siklus analiz kiti (Cycle TEST ™ PLUS DNA Reagent Kit Cat. No. 340242
BECTON DICKINSON, ABD) ile kit prospektine uygun olarak hazirlandiktan sonra akim
sitometrede (BD FACSCanto, Becton Dickinson, ABD) degerlendirildi. Apoptoza ugramis
hiicre oranlar1 ModFit LT (Becton Dickinson, ABD) bilgisayar programi1 kullanilarak saptandi.

DNA Siklus Analizi ve Apoptozun Degerlendirilmesi

Hiicreler 3. giinlin sonunda tripsinizasyon islemi (bakiniz ekler) ile toplandi. Taze
CRPMI-1640 ile toplam hacmi ~ 500 pl olacak sekilde yeniden siispanse edildi ve 12x75mm
polistren tiiplere aktarildi. Oda sicakliginda 300g’de 5 dk santrifuj edildi. Stpernatan, pellete
zarar vermeyecek ve yaklasik 5Qul svi kalacak sekilde as pire edildi. Uzerine 1 ml cRPMI
cozeltisi ilave edildikten sonra diisiik devirde vortekslendi. Takiben 300g.’de 5 dk santrifj
edilerek 2 kez yikandi. Hiicre sayist ml’ de 1x 10° hiicre olacak sekilde hazirlanan hiicre
stispansiyonu 400g’de 5 dk.oda sicakliginda santrifiij edildi. Siipernatan dikkatlice dokuldi.
Kalan pelletin {izerine oda sicakligina gelmis olan 250ul Solll syon A (Tripsin tampon) ilave
edilerek yavasca karigtirildi. Oda sicakliginda 10 dk inkiibe edildi. Takiben tizerine 200ul oda
sicakligina gelmis olan Soliisyon B (Tripsin inhibitor ve RNAaz tampon) ilave edilerek
yavasea karistirildi. Oda sicakliginda 10 dk’lik inkiibasyondan sonra 200 pl sgguk solii syon C
(Propidium iodid iceren boyama cozeltisi) ilave edildi. On dakika + 4°C’de karanlikta inkiibe

edildi. Akim sitometri degerlendirmesi i¢in hazir hale getirildi.
Istatistiksel Degerlendirme

Verilerin istatistiksel analizi SPSS16.0 istatistik paket programinda yapildi. Verilerin
normal dagilim gosterip gostermedigi Shapiro-Wilk testi ile incelendi. Normal dagilim
gostermeyen bagimli verilerin karsilastirilmasinda Wilcoxon Isaret Sira testi;. bagimsiz
gruplarin karsilastirilmasinda Kruskal Wallis Testi kullamldi. ilag gruplart ve dozlar
arasindaki istatistiksel farklilik iki yonlii varyans analizi ile incelendi. Istatistiksel anlamlilik
bulunmasi durumunda coklu karsilagtirma testlerinden Tukey testi kullanildi. Anlamlilik

duzeyi a=0.05 olarak belirlendi.
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BULGULAR
A549 Akciger Kanseri Hucrelerinin Gemsitabine Verdigi Yanit

A549 hiicrelerine cesitli TIK’larinda (200, 100, 50, 25, 12.5, 6,25) gemsitabin tek
basina ve esomeprazol (250uM) ile kombine edilerek uygulandi. Uygulamadan 72 saat sonra
hiicre oliimii (sitotoksisite) MTT metodu ile degerlendirildi. Gemsitabinin tek basina
uygulanmasi ile gemsitabintesomeprazol (G+E) kombinasyonlar1 karsilastirildiginda tiimor
hicrelerinin inhibisyon (%) degerleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi
saptand1 (p>0,05) (Sekil-6).
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Sekil-6: Gemsitabin ¢esitli TIK konsantrasyonlarinda tek basina ve 250uM esomeprazol ile
kombinasyonlarinin A549 hiicreleri Gzerindeki etkisi inhibisyon (%) olarak gosterilmistir
(p>0,05). G: Gemsitabin, E: Esomeprazol.
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A549 Akciger Kanseri Hiicrelerinin Vinorelbine Verdigi Yamt;

A549 hicrelerine vinorelbin (200, 100, 50, 25, 12.5, 6,25) dozlarinda tek basina ve
esomeprazol (250uM) ile kombine edilerek uygulandi. Uygulamadan 72 saat sonra hiicre
oliimii (sitotoksisite) MTT metodu ile degerlendirildi. Vinorelbinin tek basina uygulanmasi ile
vinorelbin+esomeprazol (V+E) kombinasyonlari karsilastirildiginda tiimor hicrelerinin A549
hiicreleri iizerinde % inhibisyon degerleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

olmadigi gorildi (p>0,05) (Sekil-7).
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Sekil-7: Vinorelbin cesitli TIK konsantrasyonlarinda tek basma ve 250uM esomeprazol ile
kombinasyonlarinin A549 hiicreleri {izerindeki etkisi % inhibisyon olarak gosterilmistir
(p>0,05). V: Vinorelbin, E: Esomeprazol.
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A549 Akciger Kanseri Hiicrelerinin Paklitaksele Verdigi Yamt;

A549 hiicrelerine 200, 100, 50, 25, 12.5, 6,25 TiK’inda paklitaksel tek basma ve
esomeprazol (250uM) ile kombine edilerek uygulandi. 72 saat sonra hicre 6limid MTT
metodu ile degerlendirildi. Paklitaksel’in tek basina uygulanmasi ile paklitaksel+esomeprazol
(P+E) kombinasyonlar1 karsilastirildiginda, tiimor hiicrelerinin = % inhibisyon degerleri

acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 goriildii (p>0,05) (Sekil-8).
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Sekil-8: Paklitaksel ¢esitli TIK konsantrasyonlarinda tek basina ve 250uM esomeprazol ile
kombinasyonlariin A549 hiicreleri tGzerindeki etkisi % inhibisyon olarak gdsterilmistir
(p>0,05). P: Paklitaksel, E: Esomeprazol.
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A549 Akciger Kanseri Hucrelerinin Dosetaksele Verdigi Yanit;

A549 hiicrelerine farkli dozlarda (200, 100, 50, 25, 12.5, 6,25 TiK) dosetaksel tek
basina ve esomeprazol (250uM) ile kombine edilerek uygulandi. 72 saat sonra hiicre 6lumu
MTT metodu ile degerlendirildi. Dosetakselin tek basina uygulanmasi ile
dosetaksel+esomeprazol (D+E) kombinasyonlar1 karsilastirildiginda timor hucrelerinin® %

inhibisyon degerleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 goriildi (p>0,05)

(Sekil-9).
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Sekil-9: Dosetaksel ¢esitli TIK konsantrasyonlarinda tek basina ve 250puM esomeprazol ile
kombinasyonlarinin A549 hiicreleri iizerindeki etkisi % inhibisyon olarak gosterilmistir
(p>0,05). D: Dosetaksel, E: Esomeprazol.
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MTT metodu ile A549 Akciger Kanseri Hiicrelerinin Karboplatine Verdigi Yanit;

A549 hiicrelerine cesitli dozlarda (200, 100, 50, 25, 12.5, 6,25 TIK) karboplatin tek
basina ve esomeprazol (250 uM) ile kombine olarak uygulandi. Ilag uygulamasindan 72 saat
sonra hiicre 6liimii MTT metodu ile degerlendirildi. Karboplatin, esomeprazol ile kombine
olarak uygulandiginda tiimor hiicrelerinin inhibisyonunda (%) anlamli oranda bir artisa yol
actigr gozlendi (p<0.001). Bunun {izerine, esomeprazoliin daha diisiik dozlar1 (125 ve 62,5
uM) ile karboplatinin cesitli TIK’lar1 kombine edilerek A549 hiicrelerine sitotoksik etkisi
arastirildi. Esomeprazol karboplatin ile kombine olarak kullanildiginda doza bagimli olarak
(artan dozlarda) % inhibisyonun arttig1 gézlendi (p<0.001) (Sekil-10). Hdcre élimindeki bu
artig Ozellikle diisiik dozlarda karboplatin kullanildiginda daha belirgindi. Esomeprazolin
karboplatin ile birlikte yol agtigi artmis hiicre Olimiiniin apoptozla mi nekrozla mi
gerceklestigi ATP-TCA ve M30 metodlar1 kullanilarak arastirildi.
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Sekil-10: Karboplatin cesitli TIK konsantrasyonlarinda tek basma ve 250, 125, 62,5uM
esomeprazol ile kombinasyonlarinin A549 hiicreleri tizerindeki etkisi % inhibisyon olarak
gosterilmistir. K-250 E (p<0.001), K-125 E (p<0.001) ve K-62,5E (p<0.001). K: Karboplatin,
E: Esomeprazol.
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ATP-TCA Metodu ile A549 Akciger Kanser Hiicrelerinin Karboplatine Verdigi
Yanit;

A549 hiicreleri tizerine karboplatin 25, 50 ve 100 TiK’nda tek basina, esomeprazol 250
uM, 125 uM ve 62,5 uM konsantrasyonlarinda tek basina ve kombinasyonlar1 uygulandi. 72
saatlik inkuibasyonu takiben ATP 6lclimii yapildi . Ilag gruplari timor hiicreleri tizerindeki %
inhibisyon degerleri agisindan istatistiksel olarak incelendiginde karboplatinin tek basina
kullanimu ile karboplatin + 250 pM esomeprazol ile kombinasyonu arasinda anlamli bir fark

oldugu gozlendi (p<0.05) (Sekil-11).
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Sekil-11; A549 hiicrelerinin, karboplatinin cesitli TIK konsantrasyonlarinda ( 25, 50,100) tek
basina ve 250, 125 ve 62,5 uM esomeprazol tek basina ve K-E ile kombinasyonlarinin A549
hlcreleri Gzerindeki etkisi % inhibisyon olarak gosterilmistir.

K= Karboplatin, E= Esomeprazol,
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A549 Akciger Kanseri Hiicrelerinin Karboplatin Uygulamasi1 Sonras1 M30
Antijen DUzeyleri ;

Esomeprazoliin karboplatin ile birlikte yol actig1 artmis hiicre dliimiiniin apoptozla m1
yoksa nekrozla m1 gergeklestigini ortaya koymak amaciyla M30 uygulandi. A549 hucrelerine
karboplatin (100 TiK) kan diizeyine denk gelen dozda tek basina, esomeprazol (250 uM) ve
(125 uM) konsantrasyonlarinda tek basina ve iki ilacin kombinasyonlart uygulandi.
Uygulamadan 48 saat sonra M30 diizeylerine bakildi1 (M30 dlizeyi ne kadar yiiksekse o kadar
cok apoptotik Olim vardir). Karboplatin ile esomeprazol 125 puM ve 250 uM
konsantrasyonlar1 tek basina uygulandiklarinda M 30 diizeyleri agisindan fark gdézlenmedi.
Karboplatin ve 250 uM esomeprazol birlikte uygulandiginda gézlenen M30 diizeylerinin tek
basina karboplatin veya esomeprazol (250 uM) uygulanmasina nazaran ¢ok daha ylksek
oldugu gozlendi (Sekil-12). Bu sonuglar 1s1ginda esomeprazoliin apoptoz yoluyla timor
hlcrelerinin 6liimiine katkida bulundugu yada karboplatinin apoptotik etkisini arttirdigi ve bu

etkinin de 250 uM ‘lik dozda belirgin oldugunu séylenebilir.
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Sekil-12: A549 hiicrelerinin, karboplatinin 100 TIK konsantrasyonunda ( kan konsantrasyonu)
tek basina ve 250, 125 uM esomeprazol tek basina ve K-E ile kombinasyonlarinin M30 Ag
duzeyleri tzerindeki etkisi (U/L) gosterilmistir. K: Karboplatin ve E: Esomeprazol.
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MTT metodu ile A549 Akciger Kanseri Hicrelerinin Sisplatine Verdigi Yanit;

A549 hiicrelerine cesitli dozlarda sisplatin (200, 100, 50, 25, 12.5, 6,25 TiK) tek basina
ve esomeprazol (250 uM, 125 uM, 62.5 uM) ile kombine edilerek uygulandi.
Uygulanmadan 72 saat sonra hiicre 6liimii MTT metodu ile degerlendirildi. TUmor hiicreleri
tizerine sisplatinin ¢esitli TIK’larda tek basma uygulanmasi ve esomeprazolin degisik
konsantrasyonlart olan 250 uM, 125 uM, 62.5 puM dozlar ile kombinasyonlarinin etkisi tek
tek karsilastirildiginda sisplatin + 250 puM esomeprazol kombinasyonlarinda istatistiksel
olarak anlamli oranda bir artmis inhibisyon gézlendi (p<0.001) (Sekil-13). Bu artis sisplatinin
en diisiik dozu olan 6,25 TiK’da belirgindi. 6,25 TIKda sisplatin uygulamas1 A549 hiicreleri
uzerinde ortalama -%3’lik (inhibisyonun aksine proliferatif bir etki) inhibisyona yol agarken,
250 uM esomeprazol ile aynit dozda sisplatin kombinasyonunda ise bu degerin %83 gibi

yuksek bir orana ulastigi saptandi.
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Sekil-13: Sisplatinin gesitli TIK konsantrasyonlarinda tek basina ve 250, 125, 62,5uM
esomeprazol ile kombinasyonlarinin A549 hiicreleri tizerindeki etkisi % inhibisyon olarak
gosterilmistir. S-250 E (p<0.001), S-125 E (p>0.05), S-62,5E (p>0.05). S: Sisplatin, E:
Esomeprazol.
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ATP-TCA Metodu ile A549 Akciger Kanser Hlcrelerinin Sisplatine Verdigi Yamt;

A549 hiicreleri tizerine sisplatin 25, 50 ve 100 TiK’nda tek basia, esomeprazol 250 uM, 125
uM ve 62,5 uM konsantrasyonlarinda tek basina ve kombine edilerek uygulandi. 72 saatlik
inkiibasyonu takiben gergeklestirilen ATP o6lgiimii sonucunda ila¢ gruplari arasinda timoér
hlcreleri Gzerindeki % inhibisyon degerleri karsilastirildiginda sisplatinin tek basina kullanimi
ile 250 uM esomeprazol ile kombinasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
oldugu gozlendi. (p<0.05). Sisplatinin 25 TIK’nda tek basina kullaniminda akciger kanseri
hlcrelerinin % inhibisyon degerleri ortalama 33 iken 250 uM esomeprazol ile kombinasyonda

bu degerin % 88’lere varan oranda arttig1 g6zlendi (Sekil-14).
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Sekil-14: A549 hiicrelerine, sisplatinin (25, 50, 100) TiK konsantrasyonlarinda tek basina ve
250, 125 ve 62,5 uM esomeprazol tek basina ve S-E ile kombinasyonlarinin etkisi ATP-TCA
metodu ile % inhibisyon degerleri olarak gosterilmistir. S= Sisplatin, E= Esomeprazol,
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A549 Akciger Kanseri Hiicrelerinin Sisplatin Uygulamasi Sonras1t M30 Antijen
Duzeyleri

A549 akciger kanseri hiicrelerine sisplatin (100 TiK) tek basina, esomeprazol 250 uM
ve 125 uM konsantrasyonlarinda tek basina ve kombine edilerek uygulandi. Sisplatin tek
basina ve sisplatin+esomeprazol kombinasyonlari uygulamasindan 48 saat sonra M30
diizeylerine bakildiginda sisplatinin tek basina kullanilmasinin veya esomeprazol ile
kombinasyonlarinin  M30 diizeyleri {izerine herhangi bir katkisinin olmadigi hatta
esomeprazollin tek basina uygulanmasiyla 6zellikle 250 uM’lik dozda M30 diizeyinin diger
seceneklere gore artmis oldugu gozlendi. Her nekadar veri sayisinin azligi nedeniyle
istatistiksel anlamlilik analiz edilememis olsa da pozitif kontrolle kiyaslandiginda bu artisin

pek anlamli olmadigi sdylenebilir (Sekil-15).
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Sekil-15: A549 hiicrelerinin, sisplatinin 100 TIK konsantrasyonunda tek basina, 250, 125 uM
esomeprazol tek basina ve S-E ile kombinasyonlarinin M30 Ag dlzeyleri Gzerindeki etkisi
(U/L) gosterilmistir. S: Sisplatin, E: Esomeprazol.
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Saghkh Kontrol Lenfositlerde Sisplatin ve Esomeprazol Uygulamasi Sonras1 %
Apoptoz;

Saglikli kontrol vakalardan izole edilen lenfositlere esomeprazol 250 uM ve 125 uM
konsantrasyonlarinda ve sisplatin 100 TiK’larinda tek basia ve kombine edilerek uygulandi.
72 saatlik inklbasyonu takiben akim sitometri ile % apoptoz degerlendirildi. Ilag
uygulanmayan kontrol grubuna (K) ve sisplatinin tek basina kullanimina kiyasla hem
esomeprazol 250 uM (Sekil-16), hem de 125 uM (Sekil-17) ile kombinasyonlarinda
istatistiksel olarak anlamli oranda artmis bir apoptoz saptandi (p <0.05).

Sisplatin, esomeprazol ve sisplatin + esomeprazol kombinasyonlarinin saglikli

lenfositlere olan apoptotik etkisinin akim sitometrik hiicre siklus analizi sekil-18’de

gosterilmistir.
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Sekil-18: Sisplatin, esomeprazol ve sisplatin + esomeprazol kombinasyonlarinin saglikli
lenfositlere olan apoptotik etkisinin akim sitometrik hiicre siklus analizi
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Sekil-16: Sisplatin 100 TIK konsantrasyonunda tek basina, 250 uM esomeprazol tek basina
ve S-E ile kombinasyonlarmin lenfosit hucreleri Uzerindeki etkileri (%) apoptoz olarak
gosterilmistir.S-(S+E 250)(p <0.05). (K: Kontrol S: Sisplatin, E: Esomeprazol).
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Sekil-17: Sisplatin 100 TiK konsantrasyonunda tek basina, 125uM esomeprazol tek basina ve
S-E ile kombinasyonlarinin lenfosit hticreleri tzerindeki etkileri (%) apoptoz olarak
gosterilmistir. S-( S+E 125)(p <0.05) K: Kontrol S: Sisplatin, E: Esomeprazol.
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Saghikh Kontrol Lenfositler’de Sisplatin ve Esomeprazol Uygulamasi Sonrast MTT
M etodu ile % Canhlik;

Saglikli kontrol vakalarinin lenfositlerine esomeprazol 250 uM ve 125 uM ve sisplatin
100 TIK dozlarinda ve kombine edilerek uygulandi. MTT metodu ile % canlilik
degerlendirildi. Ilag uygulanmayan kontrol grubuna gére ve sisplatin tek basma kullanimina
kiyasla hem 250 uM hem 125 uM esomeprazol ile olan kombinasyonlarda istatistiksel olarak
anlamli oranda azalmis bir % canlilik saptandi (p <0.000) , (p <0.000) (Sekil-19, Sekil- 20).
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Sekil-19: Sisplatin 100 TIK konsantrasyonunda tek basina, 250 pM esomeprazol tek basina
ve S-E ile kombinasyonlarinin lenfosit hucreleri Gzerindeki etkisi (%) canlilik olarak
gosterilmistir. K: Kontrol S: Sisplatin, E: Esomeprazol.
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Sekil-20: Sisplatin 100 TIK konsantrasyonunda tek basina, 125 pM esomeprazol tek basina
ve S-E ile kombinasyonlarin lenfosit hiicreleri tizerindeki etkisi (%) canlilik olarak
gosterilmistir. K: Kontrol, S: Sisplatin, E: Esomeprazol
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Ilag uygulanan hiicrelerdeki hiicre 6limii inverted mikroskopta ile 10X objektif

altinda goértntiilenmistir (Sekil-21- 28).

o

¥ Toh _ o ' A

Sekil 21: Tlag uygulanmamis A549 kontrol Sekil 23: 125uM esomeprazol

hicreleri (x10) uygulamasindan 72 saat sonra A549
Hucreleri (x10)

Sekil 22: 62,5uM esomeprazol Sekil 24: 250uM esomprazol
uygulamasindan 72 saat sonra A549 uygulamasindan 72 saat sonra A549
Hucreleri (x10) Hucreleri (x10)
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Sekil 25: Minumum canlilik (MinC) Sekil 26: Maksimum canlilik (MaksC)
gorulen A549 Hucreleri (x10) gorilen A549 Hucreleri (x10)

Sekil 27: 25 TIK’da sisplatin

Sekil 28: 25 TIK sisplatin+250uM
uygulamasindan 72 saat sonra A549 esomeprazol uygulamasindan 72 saat sonra
Hicreleri (x10) A549 Hucreleri (x10)
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TARTISMA VE SONUC

Malign timorlerde hiicre ici ile hiicre disi ortam arasindaki belirgin pH gradiyent
varligini ortaya koyan ¢aligmalar (93, 119, 120) ve asidik mikrogevrenin ve asidik vezikullerin
(90, 91, 94, 97, 121) tiimor hiicrelerinin sitotoksik ilaglara karsi rezistansinda major rol
oynadiginin gosterilmesi tiimor mikrogevredeki sartlarin  degistirilerek kemoterapiye
duyarliligin arttirilabilecegi fikrini giindeme getirmistir. Calismamizdaki ana hipotez akciger
kanser hiicrelerinin sitotoksik ilaglara karsi olan direncinin nedeni olarak gosterilen hiicresel
pH gradiyentlerinin PPI yardimiyla asilabilececegi fikrine dayanmaktadir.

Bu c¢alismada tiimor hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese oldugu (83, 87, 93, 120,
122) saptanan V-H ATPazlar inhibe ettigi bilinen (123-125) PPi’den biri olan esomeprazol
kullaniimstir.

Baslangi¢ deneylerinde Luciani ve arkadaslarinin (107) kullandigi esomeprazol dozu
temel alinarak optimal dozu saptamaya yonelik 6n deneyler yapilmistir. Bu deneylerde
ilaglarin yol agtig1 sitotoksisiteyi 6lgmek igin hucrelerdeki dehidrogenaz aktivitesini 6lgen
kolorimetrik bir yontem olan MTT metodu uygulanmistir. Total dehidrogenaz aktivitesi ile
hiicre sayis1 arasinda dogru iliski oldugu ilk kez Mossmann ve ark. tarafindan gosterilmis
(126) ve glinlimiize kadar hem proliferasyon hem de sitotoksisite deneylerinde yaygin olarak
kullanilmigtir. Bu ilk deneylerimizin sonucunda A549 hiicrelerini %50’sinin tremesini inhibe
eden konsantrasyon (IC50) 500 uM olarak belirlenmis ancak bu dozun suprafarmakolojik
olabilecegi diisliniilerek 250 puM veya daha diisiik esomeprazol dozlari ile deneylerin
yapilmasina karar verilmistir. Esomeprazol tek basimma veya akciger kanseri tedavisinde
siklikla kullanilan ilaglarla (gemsitabin, vinorelbin, paklitaksel, dosetaksel, karboplatin,
sisplatin) kombine edilerek deneylerimizde kullanilmigtir. Elde edilen sonuglar hiicre
icerisindeki intraseliiler ATP igeriginin dlglilmesi esasina dayanan yiiksek duyarliliga sahip bir
yontem olan ATP-TCA kullanilarak dogrulanmistir. Metodun prensibi canli hiicrelerdeki
ATP’nin lusiferin ile reaksiyonunu takiben ortaya ¢ikan luminesan 1simanin Ol¢limiine
dayanmaktadir. Olusan ATP canli hiicre sayisi ile direkt orantili bir degerdir (127).

Calismamizin ilk sonuclar1 olarak gemsitabin, vinorelbin, paklitaksel ile dosetaksel
yapilan esomeprazol kombinasyonlarinda herhangi bir etki gézlenmemistir. Sadece sisplatin
veya karboplatin ile yapilan esomeprazol kombinasyonlarinda etki gézlenmistir. Esomeprazol

ile sisplatin veya karboplatin kombine edildiginde sitotoksisitede belirgin ve istatistiksel
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olarak anlamli bir artig izlenmistir. Luciani ve arkadaglarinin (107) akciger kanserinin yer
almadig solid tiimor hiicre dizilerinde (22 melanoma, 2 kolon adenokarsinoma, 2 meme
kanseri, 2 over kanseri, 1 endometrium kanseri ve 1 T-lenfoblastoid hiicre dizileri) yaptiklari
bir ¢alismada diger bir PPI olan omeprazol kemoterapétiklerden 24 saat dnce uygulanmis ve
kemoterapétiklere olan duyarlilign belirgin sekilde arttirdigi  gdsterilmistir. Bizim
bulgularimizdan farkli olarak, bu ¢alismada omeporazol ilaglarla ayn1 anda uyguladiginda
ilag duyarliligi iizerinde bir etki goriilmemistir. Bu durum kanser tipleri arasinda V-
ATPazlarin PPI’ne verdikleri cevaplar agisinda farkliliklar olabilecegini diisiindiirdii.

Bizim ¢alismamiz da onceki c¢aligmalarda gosterildigi gibi (94, 97, 121, 128-131)
timor hiicrelerinin etkisiz hale getiren birbiriyle iliskili iki mekanizmadan olusan
hipotezlerini destekler niteliktedir. Bunlardan biri zayif bazik o6zellik gosteren kanser
ilaglarinin tiimor hiicrelerinin mikrogevresindeki asidik ortamla nétralizasyonu ve digeri
kanser ilaclarn asidik vezikiillere sekestrasyonu yoluyla eliminasyonudur. Bir PPI olan
esomeprazol ile sisplatin ve karboplatin gibi zayif bazik 6zellik gosteren kanser ilaglarinin
(107) kombinasyonlarinda hiicre 6liim artig1 gozlenmistir. Bu artmis 6liim zay1f asidik 6zellik
gosteren ilaclar olan gemsitabin, vinorelbin, dosetaksel ve paklitaksel ile kombinasyonlarda
gozlenmemistir.  Ozellikle akciger kanseri hiicre dizilerinde zayif asidik ozellige sahip
ilaglarla PPI kombinasyonlarmin additif bir etki saglamadig1 diisiiniilmiistiir.

Calismamizda ard1 ardina yapilan deneylerle esomeprazoliin olusturdugu sinerjik etki
kanitlandiktan sonra tiimor hiicre 6liimiiniin mekanizmasini konusunda fikir sahibi olmak icin
kan konsantrasyonlar1 diizeyinde karboplatin ve sisplatin tek basina ve esomeprazol ile
kombinasyonlar seklinde A549 hiicrelerine uygulandi. Apoptoza 6zgu bir belirte¢ olan
kirilmig sitokeratin 18 (CK18)’i saptamak tizere ELISA ile M30 antijeni arastirildi. Total
CK18, proliferasyon halindeki hiicrelerde bol miktarda Uretilen ve nekroz sirasinda membran
biitiinliigli bozulunca dolasima salgilanan bir proteindir. Calismamizda karboplatinin tek
basina ve 250 uM esomeprazol ile kombinasyonunda goézlenen M30 artis1 karboplatinin
apoptoz yoluyla hiicre 6liimiine neden oldugunu diisiindiirmistiir. 250 uM Esomeprazoliin
sisplatin ile kombinasyonunda ise M30 artis1 gozlenmemesi sisplatinin karboplatinden farkli
olarak nekroz yoluyla hiicre 6liimiine yol a¢tigin1 destekler niteliktedir. Ancak, zaman ve doza
bagimli olarak apoptotik yolaklarin devreye girebilecegi ve bu durumun degisebilecegi akilda

tutulmalidir. Nitekim sisplatin’in zamana ve doza bagimli olarak akciger kanser hiicrelerinde
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apoptozla hiicre liimiine yol agtig1 bir¢ok ¢aligmada rapor edilmistir (132, 133).  Sisplatin
tarafindan indiiklenen apoptozda iki olasi yolagin rol aldigi gosterilmistir. Bunlardan biri
sisplatine yanit olarak hiicrelerin yiizeyinde CD95 ve TRAIL denen o&lim reseptor
sistemlerinin ekspresyonlarinin artis1 (134-136) ve sonugta kaspaz-8’in aktive olarak apoptozu
tetiklemesidir  (137-139). Ikinci olast yolak ise sisplatin tarafindan mitokondriyal
fonksiyonlarin bozulmasi (140, 141) sonucunda sitokrom c¢ ve Apaf-1’in salinarak pro-kaspaz
9’un aktivasyonudur (142). Calismamizda ilging olarak pozitif kontrol olarak kulanilan 200
TIK dozunda sisplatin ile ¢ok yiiksek M30 diizeyleri elde edilirken 100 TIK dozlarinda M30
saptanamamasi buna karsin MTT ile yiliksek hiicre olimii goriilmesi, yiiksek dozlarda
sisplatinin apoptozu indiikledigi daha diisiikk dozlarda ise nekrotik Oliimii baglattigini
diistindiirmiistiir.

Her ne kadar PPI’leri milyonlarca peptik iilserli hastanin tedavisinde minimal yan etki
ve ilag etkilesimi ile giivenle kullanilan bir ilag grubu olmasina ragmen (83, 143) ve bazi
calismalarda PPI’lerinin (lansoprazol ve omeprazol) lenfosit apoptozuna yol actigi rapor
edilmistir (144, 145). Bir baska ¢alismada ise omeprazoliin insan makrofaj ve lenfositlerinin
fonksiyonunu bozucu etkisi olmadigi iddia edilmistir (93). Bizim ¢alismamizda da sisplatin
ve karboplatin ile kombinasyonda kullandigimiz esomeprazol dozunun periferik kan
lenfositleri iizerinde toksik etkilerinin bulunup bulunmadiginin incelenmesi amaglanmistir.
Saglikli kisilerden izole edilen periferik kan mononiikleer hiicrelerine plazma diizeylerine
karsilik gelen konsantrasyonda sisplatin ile esomeprazoliin ¢esitli dozlarin1 tek basina ve
kombine olarak uygulandiktan sonra apoptoza ugrayan hiicrelerin oranlar1 akim sitometrisi ile
saptanmistir. Herhangi bir ila¢ uygulanmayan kontrol grubu veya tek basina sisplatin
kullanimi ile karsilastirildiginda esomeprazol kombinasyonlarinda dozun artisina bagl olarak
apoptotik hiicrelerde artis oldugu gosterilmistir. Esomeprazol ile ilgili bu ilk verinin daha
sonraki c¢alismalarimizda farklt apoptoz saptama yontemleri ile de dogrulanmasi
amaglanmaktadir.

Bu tezde elde edilen veriler, esomeprazolin tumoérin kemoterapotiklere karsi
duyarhiligimm arttirdigin1 ve kanser ilaglariin yiiksek dozda kullanilmasinin yaratacagi yan
etkilerden koruyabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak, saptamis oldugumuz lenfositlerdeki

artmis sitotoksik etki esomeprazoliin kemoterapdtiklerle birlikte kombine kullanilmasini
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siirlayict bir durumdur. Bu konuda hiicre 6liim mekanizmalarini ortaya koymaya yonelik

deneyler ileriki ¢aligmalarimizda gergeklestirilecektir.
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EKLER

Zenginlestirilmis RPMI-1640 (CRPM [-1640)
Zenginlestirilmis RPMI-1640, 5080 ml RPMI 1640 besiyeri (Biochrom Ag, Almanya,
Katalog no: F 1215) icerisine;
* 50 ml Fetal Calf Serum (FCS) (Biologial Industries,Israel, Katalog no:04-001-
1A)
*10 ml Penicillin/Streptomycin/Kanamycin karisimi (5 ml Penicillin/
Streptomycin, (10000), Gibco Katalog no: 15140-122+ 5 ml Kanamycin (100x) Gibco,
Katalog no: 15160-047)
* 10 ml MEM Vitamin/L- Glutamine karistimi (5 ml Vitamin (100x), Gibco
Katalog n0:11120-037+ 5 ml L- Glutamine 200mM, Gibco, Katalog no: 25030-024)
* 10 ml Na-Pyruvate/Non essential AS (MEM non essential amino acids (100x)
Gibco, Katalog no: 11140-035+5 ml Na pyruvate MEM 100mM, Gibco, Katalog no: 11360-
039)

ilave edilerek kullanim hazir hale getirildi.

PBS Hazirlanmasi:

1 X PBS hazirlamak ig¢in ticari temin edilen Dulbecco’s Tuzlu Fosfatli Tamponu
(Dulbecco’s Phosphat Buffered Saline 10x; Sigma, D1283, ABD) steril distile su ile 10 kat

sulandirild.

Tripsinizasyon Islemi ve Pasaj:

Tripsinizasyon islemi i¢in 25 cm?®lik kiiltiir kabindaki konfluent hiicrelerin tizerindeki
besiyeri aspire edilerek uzaklastirildi. Hiicreler 5ml steril PBS (bakiniz ekler) ile yikandi. PBS
aspire edilerek uzaklastirildiktan sonra hiicrelere 0.5 ml tripsin sollsyonu (Tripsin/EDTA,
Multicell, Wisent Inc, Quebec, Kanada) eklenerek 37°C’de, %5 CO,’li ortamda inkiibe edildi.
Mikroskop altinda hiicre kabindan ayrildigi kontrol edilen hiicrelere 5 ml besiyeri ortami
eklenerek hiicre stispansiyonu falkon tiipe aktarildi. Tiip 800 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten

sonra st sivi kismi atildi. Elde edilen hiicre pelleti 1 ml hiicre besiyeri ortami igerisinde iyice
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coziildiikten sonra lizerlerine 13 ml besiyeri eklendi. 14 ml’lik hiicre siispansiyonlar1 75

cm?’lik kiiltiir kabina aktarildi. 37°C’de, %5 CO,’li etiivde kiltiire edildi.

MTT Cozdtisi:

MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide, M5655, Sigma, ABD) kimyasali 5 mg/ml
PBS tamponu igerisinde pH 7.2 olacak sekilde hazirlandi. Hazirlanan MTT ¢ozeltisi 0,22
um’lik  filtreden (Sterile, endotoxin-free, hydrofilic cellulose asetat memebrane GyroDisc
CA-PC, Cat No: 1520012, Orange Scientific; Belcgika) gecirilerek steril hale getirildi.

SDS Cozdltisi:

Sodyum Dodecyl Silfat (SDS, Molecular grade, AppliChem, Almanya) kullanilarak
0,01N HCl iceren %10’luk soliisyon distile su ile hazirlandi.
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TESEKKUR

Doktora egitimim siiresince bilgi ve deneyimlerini esirgemeyen ve bizi destekleyen
degerli hocam sayin Prof. Dr. Giiher Goral’a, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dali Baskanimiz saymn Prof. Dr. Okan Tore’ye her zaman bilgilerini bizimle paylasan,
egitimim ve tezimin olusumu ve yliriitiilmesinde emegi olan tez danismanim sayin Prof. Dr. H.
Barbaros Oral’a ve saym Prof. Dr. Engin Ulukaya’ya, doktora egitimim boyunca ¢ok sey
Ogrendigim tiim hocalarima tesekkiir ederim.

Tez calismalarim esnasindaki yardimlari i¢in Dog. Dr. Ferah Budak’a , Aras Gor. Dr.
Seniz Kale’ye, Dr. Ferda Ari’ya tuim immunoloji teknisyenlerine ve verileri degerlendirmede
yardimlar1 icin Dr. Gliven Ozkaya’ya tesekkiir ederim.

Bolimimiuzdeki caligma arkadaslarima da dostluklar igin tesekkiir ederim. Bu
caligmaya katilmayi kabul eden tiim goniilliilerimize tesekkiir ederim.

Hicbir zaman sevgi ve desteklerini esirgemeyen canim aileme, kardeslerime, benim
Icin pozitif enerji kaynagi olan biricik kizima tesekkiir ederim.

Son olarak da doktora egitimime basladigim sirada sadece danigman hocam olan
sevgili esime tiim doktora egitimim sirasindaki bilimsel ve manevi her tiirlii destegi i¢in cani

gontilden tesekkiir ederim.
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OZGECMIS

20 Mart 1974 Bursa’da dogdum. Ilkokula 1980 yilinda Hildesheim’de (Almanya)
basladim, 1983 yilina kadar “Drispenstadt Ganztag Schule” de okudum. Bursa’ya dondukten
sonra devam ettigim Hiirriyet Ilkokulu’ndan 1985 yilinda mezun oldum. Ortaokul ve lise
Ogrenimimi gordiigiim Bursa Kiz Lisesi’nden 1991 yilinda mezun oldum. Ayni yil Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi’nde tip egitimime basladim. 1998’de tip doktoru {invanini aldim.
2000 yilinda U.U.T.F. Tibbi Biyokimya Anabilim Dali’nda uzmanlik egitimime basladim.
Uzmanlik egitimim sirasinda “Akciger Kanserlerinde Dokudaki VEGFR-1 ve TRAIL-R1
Ekspresyonlar1 ile Serum Solubl VEGFR-1 Diizeylerinin Tedaviye Yanitla iliskilerinin
Incelenmesi” isimli tez ¢alismasim1 degerli hocalarim Prof. Asuman Tokullugil ve Prof. Dr.
Engin Ulukaya’nin danigsmaliginda tamamlayarak 2004’de Tibbi Biyokimya Uzmani linvanina
sahip oldum. 2004-2010 yillar1 arasinda U.U.T.F. Tibbi Biyokimya Anabilim Dali’nda uzman
olarak gérev yaptim. 2010 yili sonunda ayni anabilim dalinda yardimci dogent kadrosuna
atandim. Uzman olarak gorev yaptigim 2005 yili subat ayinda Tibbi Biyokimya Anabilim
Dalr'mizin destegi ve tesvikiyle Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda Immunoloji Doktora
programinda egitimime basladim. Halen Tibbi Biyokimya Anabilim Dali’nda &gretim {iyesi
olarak gorev yapmaktayim.

Evli ve bir kiz annesiyim.
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