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Pankreas kanseri geleneksel tedavisinde meydana gelen ila¢ direnci ve periferik néropati
sebebiyle sag kalim siiresini ve yasam kalitesini diisiirmektedir. Pankreas kanseri tedavisinde
daha etkin, diren¢ gelistirmeyen ve ndropati olusturmayacak yeni kemoterapdtik ve
kemopreventiflerin bulunmasi énem arz etmektedir. Bu tez ¢alismasinda kemoterap6tik ilaglarin
indiikledigi NF-xB/ROS aktivitesi inhibe edilerek, néropatik agr1 gelisimini azaltmak ve kanser
kemoterapi sonuglarimi iyilestirmek amaciyla NDAT, XT199, OT-404 ve EGCG bilesiklerinin
etkilerinin klinik dncesi yontemlerle (in vitro ve in vivo) degerlendirilmesi amaglanmistir.

Kemoterapétik ilaglarin (sisplatin ve gemsitabin) ve LPS’in indiikledigi NF-kB/ROS aktivitesi
lzerine, avpB3 integrin reseptor antagonistleri (NDAT ve XT199) ve antioksidanlarin (EGCG ve
OT-404) anti-inflamatuar etkileri HeLa ve THP1 hiicrelerinde lusiferaz yontemi ile arastirildi.
NDAT, XT199, EGCG ve OT-404’n tek basina ve sisplatin ile kombine halde pankreas kanseri
tizerine antitumar etkileri, ortotopik pankreas kanseri fare timdér modelinde, in vivo goriintiileme
sistemi (IVIS) ve histopatolojik degerlendirme ile arastirildi. NDAT, XT199, EGCG ve OT-
404’0n tek basina ve sisplatin ile kombine halde anti-inflamatuar etkileri, néropatik agri
patogenezinde yer alan NF-kB ile iliskili sitokinlerin (IL-18, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-o ve IFN-
v) ortotopik pankreas tumaorli farelerin plazma drneklerinden Bio-Plex sitokin yontemi ile analiz
edilmesi sonucu belirlendi. NDAT, XT199, EGCG ve OT-404’0n kemoterapinin-indiikledigi
periferik ndropati (CIPN) tzerindeki noroprotektif etkilerini belirlemek adina farelerin arka-
ayaklarinin davranigsal durus degerlendirmesi yapildi.

Bu tez calismasinda, NDAT ve XT199’un pankreas kanseri tedavisinde NF-kB sinyal yolagi
inhibitord olarak, antitimér ve anti-inflamatuar etkili potansiyel kemoterapétik ajanlar; OT-
404’ un ise kemoprotektif bir ajan olabilecegi in vitro ve in vivo ¢alismalarla gosterilmistir. Ayrica
bu bilesiklerin geleneksel kemoterapi ile gelisen ilag¢ direncinin istesinden geldigi ve CIPN’yi
azalttig1 da belirlenmistir. Sonug olarak bu tez, pankreas kanseri tedavisinde ilag direncini yikan,
periferik noropatiyi iyilestiren yeni tedavi segenegi sunan orijinal bir caligmadir.

Anahtar kelimeler: Pankreas kanseri, NF-xB, kemoterapi, avp3 integrin reseptdr antagonisti,
antioksidan, periferik noropati
2017, xiv + 276 sayfa
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Pancreatic cancer decreases the survival time and the quality of life because of the drug resistance
and peripheral neuropathy which occur during the conventional treatment. It is important to find
novel, more effective chemotherapeutic and chemopreventive agents which do not lead to drug
resistance or neuropathy in the treatment of pancreatic cancer. The aim of this thesis is to evaluate
the effect of the compounds NDAT, XT199, OT-404 and EGCG using preclinical methods (in
vitro and in vivo) in order to reduce the development of neuropathic pain and to improve the
cancer chemotherapy outcomes by inhibiting the NF-xB/ROS activity induced by
chemotherapeutic drugs.

The anti-inflammatory effects of the avp3 integrin receptor antagonists (NDAT and XT199) and
antioxidants (EGCG and OT-404) on the NF-kB/ROS activity induced by the chemotherapeutic
drugs (cisplatin and gemcitabine) and LPS was studied using the luciferase assay in HeLa and
THP1 cells. The antitumor action of NDAT, XT199, EGCG and OT-404, alone and in
combination with cisplatin, on the pancreatic cancer was studied in the orthotopic pancreatic
cancer mouse tumor model, using in vivo imaging system (IVIS) and histopathology assessment.
The anti-inflammatory effects of the NDAT, XT199, EGCG and OT-404, alone and in
combination with cisplatin, were evaluated by the analysis of NF-kB-related cytokines (IL-1f3,
IL-6, IL-10, IL-17, TNF-a and IFN-y) involved in the neuropathic pain pathogenesis, from
plasma samples of mice bearing orthotopic pancreatic tumors using Bio-Plex cytokine assay. To
determine the neuroprotective effects of NDAT, XT199, EGCG and OT-404 on the
chemotherapy-induced peripheral neuropathy (CIPN), the behavioral hind limb posture of mice
was evaluated.

Using in vitro and in vivo studies, this thesis demonstrates that in the treatment of pancreatic
cancer, NDAT and XT199 can be NF-kB signalling pathway inhibitors and the potential
chemotherapeutic agents with antitumor and anti-inflammatory effects; OT-404 can be a
chemoprotective agent. It was also determined that these compounds overcome the drug
resistance and reduce CIPN which develop during the conventional chemotherapy. In conclusion,
this thesis is an original study offering a novel treatment option which overcomes the drug
resistance and ameliorates peripheral neuropathy in the treatment of pancreatic cancer.

Key words: Pancreatic cancer, NF-xB, chemotherapy, avp3 integrin receptor antagonists,
antioxidan, peripheral neuropathy
2017, xiv + 276 pages.
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1. GIRIS

Pankreas kanseri, hastalarin <%5'inde 5 yillik sagkalim siiresi ile tiim onemli kanser
tarleri icerisinde en kot prognoza sahip, en agresif, ilaca-direncli ve oldiriicu kanser
tdrlerinden biridir (Siegel ve ark. 2013). Pankreas kanseri tedavisi; cerrahi, kemoterapi,

radyasyon ve hedefe yonelik terapi ile gergeklestirilmektedir (Anonim 2016a).

Ilerlemis ve/veya metastatik pankreas kanserinde ilk tedavi segenegi anti-metabolit
gemsitabindir. Gemsitabin (2',2"-difloro-2'-deoksisitidin), Ara-C ile yapisal olarak iligkili
olan bir niikleosid analogudur (Casper ve ark. 1994, Carmichael ve ark. 1996, Moore
1996, Burris ve ark. 1997). Pankreas kanseri tedavisinde tek basina gemsitabin ¢ok fazla
etkili bulunmamasindan dolay1 diger kemoterapotik ilaglar ile kombinasyon ¢alismalari,
timoOr yanitin1 arttirmak ve aymi zamanda toksisitesini azaltmak igin tasarlanmistir
(Warsame ve Grothey 2012, Schlafani ve ark. 2015). Son yillarda, ilerlemis ve/veya
metastatik pankreas kanseri tedavisinde, gemsitabin ve sisplatinin kombine kullanimi
klinik ve klinik O6ncesi arastirmalarda artis gostermistir (Colucci ve ark. 2002, 2010,
Philip 2002, Viret ve ark. 2004, Heinemann ve ark. 2000, 2006, 2008, Huang ve ark.
2016, Ouyang ve ark. 2016).

Sisplatin, cis-diamin-dikloro-platin (II), platin bazli ajanlarin ilk iyesidir. Sisplatin,
birgok farkli malignite (akciger, kolorektal, yumurtalik, meme, bas-boyun, serviks,
mesane, testis) tedavisinde yaygin olarak kullanilmakta olup (Bhagra ve Rao 2007,
McWhinney ve ark. 2009), ileri-evre pankreas kanseri tedavisinde de etkili bir ilagtir
(Wils ve ark. 1993). Sisplatinin pankreas kanseri htcrelerinde hicre 6limanin veya
apoptozun giiglii bir uyaricist oldugu bilinmektedir (Li ve ark. 2005, Chen ve ark. 2013).
Sisplatin kanser tedavisinde en yaygin kullanilan etkili bir kanser ilaci olmasina ragmen,
doz smirlayici ciddi norotoksik yan etkilerinden dolay1 terapdtik kullanimi sinirhidir
(Mollman ve ark. 1988, Mollman 1990, Cavaletti ve ark. 1992, Gregg 1992). Sisplatinin
temel yan etkileri nefrotoksisite, siddetli bulanti, kusma, periferik norotoksisite,
ototoksisite ve miyelosupresyondur (kemik iligi depresyonu) (Thompson ve ark. 1984,
McWhinney ve ark. 2009).



Giliniimiizde kanser tedavisi i¢in kullanilan ila¢ ve yontemlerin yliksek maliyetli
olmasinin yani sira bu ilaglarin hiicresel toksisiteye ve bir¢cok yan etkiye sahip oldugu
bilinmektedir. Ayrica kullanima giren bir¢ok kanser ilacina ragmen halen kanser
tedavisinde tam bir basar1 elde edilememistir. Bu nedenle toksisitesi ve higbir yan etkisi
olmayan yeni kemoterapi ilaglarinin liretilmesi ve yeni tedavilerin gelistirilmesi her gegen

giin 6nemini arttirmaktadir.

Integrinler, kanserin baslamasinda ve/veya ilerlemesinde o6zellikle tiimor hiicresi
sagkalimi, proliferasyonu, invazyonu, anjiogenezi ve metastazi gibi bir¢cok hiicresel
sliregte rol oynamaktadir (Kumar 2003, Liu ve ark. 2008, Lu ve ark. 2008). Dolayisiyla,
integrinleri hedef alan ajanlar, etkili antikanser terapotikler olma potansiyeline sahiptir
(Nemeth ve ark. 2007). Integrin avp3'in timor anjiyogenezindeki énemli rolii, timor
anjiyogenezini inhibe eden veya timor tedavisinin etkinligini arttiran antagonistler
tarafindan integrin sinyalinin bloke edilebilmesi i¢in yeni tedavi ajanlarinin
gelistirilmesine yol agcmistir (Brooks ve ark. 1994a, Kumar 2003, Liu ve ark. 2008).
Integrin avB3 sinyal yolunun, diisiik molekiiler agirlikli inhibitorler, kiigiik molekiiller,
siklik arginin-glisin-aspartik (RGD) peptidler, peptidomimetikler veya monoklonal
antikorlar gibi avp3 integrin antagonistleri tarafindan inhibe edilmesi, kanser tedavisinde
ciddi bir potansiyele sahiptir. avB3 integrin antagonistlerinin in vivo modellerde
antitimor ve anti-anjiyogenik etkilere sahip olmasinin belirlenmesi ile klinikte antikanser
terapotikler olarak sentezlenmekte ve etkileri arastirilmaktadir (Kerr ve ark. 2002, Mousa
2002). Kanser hicrelerinde kemoterap6tik uygulama sonucunda artmis oksidatif stres
insan hucrelerinin bir¢ok bilesenine (protein, lipid ve DNA gibi) zarar verir ve
karsinogenezde rol alir. Antioksidan 6zellige sahip ajanlarin oksidatif stresi onleyerek,
pankreas kanseri riskini azalttigi yoniinde c¢alismalar bulunmaktadir (Shankar ve ark.
2008, 2013, Han ve ark. 2013, Bimonte ve ark. 2015).

Kanser kemoterapisinin indiikledigi periferal noropati (CIPN), kemoterapdtik ajanlarin
yaygin yan etkilerinden biridir ve kanser hastalarinin klinik sonuglarini etkileyen bu
ajanlarin pek ¢ogu i¢in 6nemli bir sorundur (Wolf ve ark. 2008). CIPN son derece agrili
oldugundan kronik rahatsizliga ve hastalarin genel yasam aktivitelerinde 6nemli kayba
neden olabilir, dolayisiyla hastalarin yasam kalitesini diistirebilir. Bu durum kemoterapi

dozunda azalmalara, tedavi siresinde gecikmelere veya anti-timdr kemoterapinin



kesilmesine yol acabilir (Bhagra ve Roa 2007, Visovsky ve ark. 2007, Wolf ve ark. 2008,
Velasco ve Bruna 2010, Canta ve ark. 2015). Dolayisiyla, kanser hastalari CIPN gelisimi
nedeniyle kemoterapide tam veya optimal tedavi planlarini tamamlayamamaktadir
(Windebank ve Grisold 2008). Bu durum da ideal yaklasimlardan biri kemoterapi
ajanlarinin  tiimore kars1 etkinliginin azaltilmas1 degil, noéropati semptomlarinin
onlenmesi veya minimize edilmesidir. CIPN belirtileri, kalici veya geri doniisiimli
olabilir ve hangi néronun (otonomik, motor veya duyusal) etkilendigine bagli olarak
farklilik gosterir (Armstrong ve Grisdale 2006, Raffa ve Pergolizzi 2012). Platin
ajanlarin, periferik sinir sistemine zarar vererek ¢ogunlukla dorsal kok ganglionda
(DRG), duyusal sinir hiicreleri hasarmma yol agarak CIPN'ye neden oldugu
diistintilmektedir (Gregg ve ark. 1992, Meijer ve ark. 1999, McKeage ve ark. 2001, Park
ve ark. 2013). Kemoterapdtik ajanlarin CIPN'ye neden oldugu mekanizma tam olarak
anlagilamamigtir. Multidisipliner ¢aligmalar NF-kB'min kronik ndropatik agri
patogenezinde Onemli bir siire¢ olabilecegini gostermis ve kemoterapotik ajanlarin
tetikledigi NF-kB aktivasyonu CIPN ile iliskilendirilmistir (Sun ve ark. 2006, Popiolek-
Barczyk ve ark. 2014). NF-kB'nin aktivasyonu, kemoterapotik uygulama sonucunda
inflamatuar yolagmn stimiilasyonu yoluyla ya da kanser hicrelerinde kemoterapotik
uygulama sonucunda artmis oksidatif strese bagli olarak meydana gelebilir. Sisplatinin
kanser hiucrelerinde NF-kB aktivasyonunu indiiklemesi (Kim ve ark. 2006, Chung ve ark.
2008), kanser hiicrelerinde ilag¢ direcinin gelismesi ile iliskilidir, bu durum sisplatin ve
NF-kB inhibitorlerini igeren kombinasyon terapisinin kullanimindaki Onemi
gostermektedir. Bu nedenle toksisite olmaksizin NF-kB inaktivasyonunu hedeflemek,
kanser hiicrelerini kemoterapdtik ajanlara duyarlilastirmada rol oynayabilir (Chuang ve
ark. 2002, Yeh ve ark. 2002, Li ve ark. 2005, Venkatraman ve ark. 2005, Kim ve ark.
2006).

Bu tez calismasi, suanki tedavi secenekleri, hedef tedavinin degerlendirilmesi, yeni
ajanlar ve kemoterapi direncinin iyilestirilmesi i¢in potensiyel secenekler ve bu
seceneklerin  periferal noropati iizerine etkilerinin  degerlendirilmesi {izerine
odaklanmistir. Bu 6nemli sorunun arastirilmasinda kullanilabilecek yollardan biri,
kemoterapoétik ilaglarin indiikledigi NF-kB aktivasyonunu inhibe ederek, noropatik agri
gelisimini azaltmak ve kanser kemoterapi sonuglarini iyilestirmek amaciyla kullanilan

bilesiklerin etkisinin Klinik éncesi yontemlerle (in vitro ve in vivo) degerlendirilmesidir.



Dolayistyla tez ¢aligmasinda,

1. Kemoterapi ajanlarinin (sisplatin ve gemsitabin) indiikledigi NF-kB/ROS aktivitesi
Uzerine, avP3 integrin reseptdr antagonistleri (NDAT ve XT199), antioksidanlar
(EGCG ve OT-404) ve NF-kB inhibitorii (QNZ EVP4593) anti-inflamatuar etkileri
HeLa hiicrelerinde lusiferaz yontemi ile arastirildi.

2. LPS (Lipopolisakkarit)’in indiikledigi NF-«B/ROS aktivitesi tizerine avp3 integrin
reseptor antagonistleri (NDAT ve XT199), antioksidanlar (EGCG ve OT-404) ve NF-
kB inhibitori (QNZ EVP4593) anti-inflamatuar etkileri, THP1 hiicrelerinde lusiferaz
yontemi ile arastirildu.

3. avP3 integrin reseptor antagonistleri (NDAT ve XT199) ve antioksidanlarin (EGCG
ve OT-404), tek basina ve sisplatin ile kombine halde pankreas kanseri izerine anti-
timor etkileri, ortotopik pankreas tumor fare modelinde, in vivo goriintileme sistemi
(IVIS) ve histopatolojik degerlendirme ile arastiridi.

4. avp3 integrin reseptdr antagonistleri ve antioksidanlarin tek basina ve sisplatin ile
kombine halde anti-inflamatuar etkileri, néropatik agr1 patogenezinde yer alan NF-
kB ile iligkili sitokin ekspresyon seviyelerinin (IL-1, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-o ve
IFN-y), ortotopik pankreas timorli farelerin plazma drneklerinden, Bio-Plex sitokin
yontemi ile analiz edilmesi sonucu belirlendi.

5. avB3 integrin reseptor antagonistleri (NDAT ve XT199) ve antioksidanlarin (EGCG
ve OT-404), sisplatinin-indiikledigi noropati tizerindeki ndroprotektif etkileri

belirlemek adina farelerin arka-ayaklarinin davranigsal durus degerlendirmesi yapildi.

Bu c¢alisma, avf3 integrin reseptdr antagonistlerinin ve antioksidanlarin, NF-xB
aktivasyonunu inhibe ederek pankreas tiimorlerinde sisplatine karsi olusan ilag direncini
ve sisplatinin-indiikledigi periferik néropatiyi azaltarak pankreas kanseri tedavisine yeni

bir tedavi stratejisi saglamast amaciyla yapilmis original bir ¢caligmadar.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Pankreas Kanseri

Kanser, hiicrelerin normal yasam dongisiinii kontrol altinda tutan gen dengesinin
bozulmasi sonucu hiicrelerin kontrolsiiz yasam donglisiine ge¢cmesi ve vicut
homeostazisine zarar verir hale gelmesi olarak tanimlanabilmektedir (Rieger 2004).
Kanser hem diinyada hem de iilkemizde sebebi bilinen Oliimler siralamasinda
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci 6liim sebebi olmasi agisindan 6nemli bir
saglik problemidir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO, WHO) tarafindan 2012 yilinda diinya
capinda, yilda yaklagik 14 milyon yeni kanser vakasi ortaya ¢iktigi ve bu rakamin
ontimiizdeki 20 yil igerisinde yilda 22 milyona yiikselmesi beklendigi rapor edilmistir.
Ayni donemde, kanser Oltimlerinin yilda yaklasik 8,2 milyondan yilda 13 milyona
yukselmesi tahmin edilmektedir (Anonim 2014a). Diinya niifusunun artis1 ve yaslanmasi
diisiik ve orta gelir grubu iilkelerdeki ile insidans oranlarinin temelinde yatan siirekli artig
klresel kanser yukunde artislara katki yapmaktadir. Kanser %90 ¢evresel (diabet, yiksek
tansiyon, tatun, alkol, obezite, enfeksiyon, radyasyon, UV gibi), %10 genetik faktorlere
bagli olugsmaktadir (Boyle ve Levin 2008).

Pankreas kanseri, ABD'de kansere bagli 6liimlere dordiincii sirada yol agan bir kanser
tirtidiir ve diinya ¢apinda yilda yaklasik 227,000 6liime neden olmaktadir (Raimondi ve
ark. 2009). Pankreas kanserinin yillik insidansi, 2013 yili i¢in ABD'de 38,460 olarak
tahmin edilen yillik 6liim oranina neredeyse es degerdir (Siegel ve ark. 2013). Pankreas
kanserinin erken evrelerinde genellikle hicbir belirti gorilmez. Pankreas adenokarsinoma
hastalarda biiyiik ¢ogunlukla, metastatik veya bolgesel olarak ilerlemis 4. evrede ortaya
cikmaktadir.

2.1.1. Pankreas kanseri tedavisinde gemsitabinin rolt

Ilerlemis ve/veya metastatik pankreas kanserinde ilk tedavi segenegi antimetabolit
gemsitabindir. Gemsitabin (2',2'-difloro-2'-deoksisitidin, dFdC), Ara-C ile yapisal olarak
iligkili olan bir niikleosid analogudur (Casper ve ark. 1994, Carmichael ve ark. 1996,
Moore 1996, Burris ve ark. 1997) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Gemsitabin (2',2'-difloro-2'-deoksisitidin) kimyasal yapis1

Gemsitabinin etki mekanizmasi: Bir pirimidin antimetaboliti olan gemsitabin (dFdC),
hicre icinde nukleozid kinazlar yoluyla gemsitabin difosfat (dAFACDP) ve gemsitabin
trifosfat (dFACTP) nukleozidlere metabolize olur. Gemsitabinin sitotoksik etkisi dFdCDP
ve dFACTP'ye bagl iki ayr1 mekanizma ile DNA sentezinin inhibisyonuna baghdir. Ilk
olarak, dFdCDP DNA sentezi i¢in deoksiniikleosid trifosfat (dCTP) olusumunda sorumlu
enzim riboniikleotid rediiktazi1 inhibe eder. Ikinci olarak da, dFdCTP DNA'da yer almak
icin dCTP ile yarismaya girer (Carmichael ve ark. 1996). Aym yolla, az miktarda
gemsitabin RNA icinde de yer alabilir. Boylece, dCTP'nin hiicre i¢i konsantrasyonundaki
azalma dFACTP'nin DNA yapisina girmesini kolaylastirir. DNA polimeraz epsilon
gemsitabini uzaklastiramaz ve olusan DNA zincirini onaramaz. Gemsitabin trifosfat
(dFdCTP), DNA vyapisina girdikten sonra, DNA replikasyonu sonlanmadan, DNA
zincirinde bir niikleotidlik artis olur. Bu ilaveden sonra, esasen DNA sentezinde tam
inhibisyon olur (maskelenmis zincir sonlandirmasi). DNA'nin yapisina girdikten sonra,
gemsitabin apoptozis olarak bilinen programli hiicre 6liimiinii baslatir (Carmichael ve
ark. 1996). Gemsitabin, in vitro ¢alismalarda hiicre dongiisiinii G1/S evresinde durdurur
(Warsame ve Grothey 2012).

Pankreas kanseri tedavisinde tek basina gemsitabin ¢ok fazla etkili bulunmamasindan
dolay1r diger kemoterapotik ilaclar ile kombinasyon caligmalari tedavi etkinligini
arttirmak ve toksisiteyi azaltmak i¢in tasarlanmistir (Warsame ve Grothey 2012,
Schlafani ve ark. 2015).



Son yillarda yapilan arastirmalarda, FOLFIRINOX (oksaliplatin, irinotekan, 5-florourasil
ve lokovorin) (Conroy ve ark. 2011, Warsame ve Grothey 2012), nab-paklitaksel (Von
Hoff ve ark. 2013) ve GTX (gemsitabin, dosetaksel, kapesitabin) (Jesus-Acosta ve ark.
2012) tedavi rejimleri ile gemsitabin kombinasyon tedavisinin, tek basina gemsitabin
tedavisine gore yiiksek toksisite gosterdigi ve/veya genel sagkalimi Onemli Olcude
arttirdigr belirlenmistir. Tek ajan gemsitabinin ortalama genel sagkalimi, metastatik
hastalig1 olan hastalarda %10'luk yanit orani ile yaklasik 6 aydir (Burris ve ark. 1997).
Yakin zamanda, gemsitabinin FOLFIRINOX tedavi rejimi ile kombinasyonu faz Il
caligmalarda incelenmis ve %31,6'lik yanit oran1 ile 11,1 aylik ortalama genel sagkalim
elde edilmistir (Conroy ve ark. 2011). Jesus-Acosta ve ark. (2012) metastatik ve bolgesel
olarak ilerlemis pankreas kanseri olan hastalarda gemsitabin, dosetaksel ve kapesitabin
(GTX) kemoterapisi ile sirasiyla 11,3 ve 25 aylik ortalama sagkalim elde etmislerdir. Bu
tedavi rejimlerinin, basaris1 yiiksek degildir ve yillardir genel sagkalimda iyilesme
gerceklesmemistir (Jesus-Acosta ve ark. 2012). ilerlemis ve/veya metastatik pankreas
kanseri tedavisinde gemsitabin ve sisplatin kombinasyon tedavilerinin kullanimi klinik
(faz I11) ve klinik Oncesi arastirmalarda artis gostermistir (Colucci ve ark. 2002, 2010,
Philip 2002, Heinemann ve ark. 2000, 2006, 2008, Viret ve ark. 2004, Huang ve ark.
2016, Ouyang ve ark. 2016).

2.1.2. Pankreas kanseri tedavisinde sisplatinin rol

Sisplatin, karboplatin ve oksaliplatin gibi en yaygin kullanilan platin bazli ajanlar,
alkilleyici ajanlardir. Bu ajanlarin bazi yapisal benzerlikleri olmasina ragmen (Sekil 2.2),
terapotik kullanimlarinda, farmakokinetik ve advers etki profillerinde belirli farkliliklar
vardir (Hartmann ve Lipp 2003, Cavaletti ve Marmiroli 2004). Platin bazli ajanlar kanser
kemoterapisinde yaygin olarak kullanilmaktadir ve meme, kolorektal, akciger, testis,
yumurtalik, serviks, mesane, pankreas, bas ve boyun kanserleri olan hastalarda
gelistirilmis tedavi oranlar1 ve sagkalim siiresi ile iliskilendirilmistir (Thompson ve ark.
1984, Bhagra ve Roa 2007, McWhinney ve ark. 2009).
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Sekil 2.2. Platin bazli ilaglarin kimyasal yapist

Sisplatin olarak bilinen cis-diamin-dikloro-platin (I1) (CDDP), platin bazli ajanlarin ilk
tiyesidir; 1960l yillarda sitotoksik ozellikler tasidigi kesfedilmistir ve 1970'1 yillarin
sonunda, bir¢ok farkli malignitelerde kullanilmasina karsin, germ hiicresi kanserlerinin
sistemik tedavisindeki rolii ile 5nemli bir yer edinmistir. Platin ajanlarin sitotoksik etkileri
50 yildan uzun siireden beri bilinmektedir. Sisplatin bir antitimdér ajan olarak akciger,
yumurtalik, mesane, serviks, testis, 6zofagus, endometriyum, pankreas, bas ve boyun
kanserleri dahil ¢esitli solid tiimorlerin tedavisindeki etkinligi i¢in tek basina veya baska
kemoterapoétik ilaglar ile kombine edilerek yaygin olarak kullanilmistir (Rosenberg 1985,
Mollman ve ark. 1988, Cavaletti ve ark. 1992, Windebank ve Grisold 2008, McWhinney
ve ark. 2009).

Platin ilaglariin kemoterapétik aktivitesi biiylik 6l¢iide platin-DNA etkilesimlerinden
kaynaklanmaktadir. Platin ilaglar, DNA ile hem intrastrand hem de interstrand gapraz
baglar (Pt-DNA adduct) olusturacak sekilde reaksiyona girer ve bdylece niikleer ve
mitokondriyal DNA'da hasara yol acar (Hilkens ve van den Bent 1997, Jamieson ve
Lippard 1999, McDonald ve ark. 2005, Raffa ve Pergolizzi 2012). Platin ilaglarin neden
oldugu DNA hasarinin, DNA’nin transkripsiyonunu ve replikasyonunu inhibe
etmesinden yola cikilarak, bu ilaglarin ¢ogalan tiimor hiicrelerine karsi etkili bir rol
oynadig1 degerlendirilmistir (Harder ve Rosenberg 1970). Platin ilaglarin etki sekillerinin,
DNA hasarinin tespit edilmesine yanit olarak hiicresel sinyaller dretilmesi sonucu hiicre
siklusunun durmasina ve programli hiicre 6liimii (apoptoz) indiiksiyonuna yol a¢tigi ileri
strilmistiir (Gill ve Windebank 1998, Fink ve Howell 2000, Krarup-Hansen ve ark.
2007) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Sisplatin ile indlklenen sitotoksisite (Marullo ve ark. 2013)

Platin ajanlar1 tiimér ve normal hiicreler igerisine (Pt influx): (I) organik katyon
tastyicilart (OCT) (Ciarimboli 2012, Sprowl ve ark. 2013), (II) organik katyon/karnitin
tastyicilart (OCTN) (Jong ve ark. 2011), (IIT) bakir tasiyicilar1 (CTR) (Ishida ve ark. 2002,
Safaei 2006, Liu ve ark. 2012, Avan ve ark. 2015) tarafindan veya (IV) pasif difiizyon ile
taginabilir (Wang ve Lippard 2005). Pt-DNA adduct; DNA replikasyonunu,
transkripsiyonunu ve diger niikleer fonksiyonlar1 bloke eder ve ayni zamanda sinyal
iletimi yollarin1 aktive ederek tiimor hiicrelerinde apoptoza ve nekroza yol agcar. DNA
hasari, Pt bilesigine bagli olarak yiiksek mobilite histon-dis1 proteinler (HMG1 ve
HMG2) ve/veya c¢esitli DNA onarim yollari tarafindan taninir. MTN (metallotiyonein
protein) ve GSH (glutatyon), Pt bilesiklerini nétralize edebilir (Avan ve ark. 2015,
Carozzi ve ark. 2015). Platin bilesikleri, MRP'ler (¢coklu ilag direnci ile iligkili proteinler,
orn. ABCC2 olarak da bilinen MRP2) ve diger disa atim tasiyicilar1 (ATP7A ve ATP7B)
tarafindan atilabilir (Pt efflux) (Guminski ve ark. 2006, Ip ve ark. 2010, Yamasaki ve ark.
2011). DNA hasar1 onariminda ve GSH ile hiicreleri korumada artigin yani sira; apoptoz
yollarinin bozulmasi, Pt ice alimda azalma ve Pt disa atim da artis Pt direncini

indikleyebilir (Avan ve ark. 2015) (Sekil 2.4).



Bolinen tumor hiicrelerinde, Pt-DNA adduct olusumunun biiyiime inhibisyonuna neden
oldugu ve hicreleri o&ldirdigii dolayisi ile tiimor hiicrelerini elimine ettigi
diistiniilmektedir (Avan ve ark. 2015). Pt-DNA adducts hidroliz stireci nedeni ile hiicre
icinde olusur ve platinin DNA ile interstrand (zincirler arasi) ve intrastrand (zincir igi)
capraz baglanmasina ve/veya DNA-protein ¢apraz baglanmasina neden olarak, kanser

hiicrelerindeki DNA sentezini etkiler ve apoptoza aracilik eder (Chvalova ve ark. 2007).
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Sekil 2.4. Platin bilesiklerinin tiimor hiicrelerindeki etkileri ve potansiyel etki
mekanizmalar1 (Avan ve ark. 2015)

2.1.2.1. Sisplatin tedavisinin yan etkileri

Sisplatin kanser tedavisinde kullanilan ilk platin tiirevidir ancak doz smirlayict ciddi
norotoksik yan etkileri nedeniyle kullanimi sinirhidir (Mollman ve ark. 1988, Mollman
1990, Cavaletti ve ark. 1992, Gregg 1992). Baslica sisplatin toksisiteleri nefrotoksisite,
siddetli bulanti, kusma, ototoksisite ve noérotoksisitedir (Thompson ve ark. 1984,
Rosenberg 1985, McWhinney ve ark. 2009).
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Sisplatin norotoksisiteleri (Cersosimo 1989):

NOropati

Lhermitte’s sign

Otonom néropati

Grandmal veya fokal epilepsi
Ensefalopati

Gegici kortikal korlik
Retrobulber norit

Vokal kord paralizisi

YV V.V V V V V V V

Retinal hasar

Cogu durumda, norotoksisite aksonal duyusal noropati ve ototoksisite ile sinirlidir.
Ototoksisite yiiksek frekans araligindaki isitmeyi etkiler; klinik spektrumu kulak
cinlamasi ile siddetli sagirlik arasinda degiskenlik gosterir. Ototoksisite sisplatinin doza
bagli bir etkisidir, 200 mg/m? iizerindeki dozlar1 alan hastalar risk altindadir (Schaefer ve
ark. 1985). Sisplatinin neden oldugu ototoksisite kiimiilatiftir ve irreversibl olabilir; bu
nedenle odyogramlar ile gozlem yapilmalidir. Sisplatin ile tedavi edilen hastalarin %75'i
ila %100'Unde belirli dizeyde ototoksisite gortlir (McWhinney ve ark. 2009). Sisplatin
toksik etkilerini doza bagimli olarak Corti organ1 ve bobreklerde gostermektedir.
Sisplatin ciddi renal tiibiiler hasara neden olabilir ve glomeriiler filtrasyonu azaltir.
Sisplatinin bdbrekler Gzerinde potansiyel olarak 6limciil hasar olasiligini en aza
indirgemek i¢in ayni anda salin hidrasyon ve mannitol diiirezi ile uygulanmasi
gerekmektedir (McKeage 1995). Sisplatin hafif siddette hematolojik toksisiteye neden
olur (Cavaletti ve Marmiroli 2004). Seyrek olarak diger norotoksik etkiler bildirilmistir:
su anda klinik kullanimda olan tedavi programina uygun sisplatin uygulamasi
noroduyusal isitme kaybi, retrobulbar optik nevrit, fokal ensefalopati, subakut miyelopati
ve periferik néropatinin timune neden olabilir. Periferik ndropati sisplatin ile iliskili en
yaygin doz sinirlayici faktordiir (McKeage 1995, Hilkens ve van den Bent 1997, Plotkin
ve Wen 2003, McWhinney ve ark. 2009).
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2.1.3. Pankreas kanserinde ila¢ direnci

TUmor hiicrelerinin ilaca karsi direnci; onkogenlerdeki mutasyonlar, tiimor baskilayict
gen (timdr slipresor gen) kaybr ve DNA onarimi, huicre dongusu, hucre proliferasyonu,
sinyal iletimi, anjiogenez veya apoptozda rol oynayan genlerin diizenlenmesinin

bozulmasi sonucu artabilmektedir (Cui ve ark. 2012).

Ilag direncinin (hem i¢sel/de novo hem de kazanilmis/tedavi ile indiiklenmis), ¢ogu
pankreas kanseri tedavisinin yararini sinirlayici baslica nedenlerden biri oldugu
diistiniilmektedir. Pankreas kanserinde ila¢ direncine; anormal gen ekspresyonu, gen
mutasyonlar1 (6rn. K-ras, p53), sinyal iletim yolundaki farkli diizenlemeler (6rn. NF-«B,
Notch, Hedgehog, PI3K/Akt ve apoptoz yollar1), epitelyal-mezenkimal doniisim (EMT),
tiimor mikrogevresinin etkisi, stroma hiicrelerinin varligi, yliksek dirence sahip hiicrelerin
varlig1 ve kanser kok hiicrelerin varligini da igeren gesitli mekanizmalar neden olmaktadir
(Olive ve ark. 2009, Long ve ark. 2011, Warsame ve Grothey 2012, Singh ve ark. 2015)
(Sekil 2.5). ilag tasima etkinliginin arttirilmasi ve ilag direncinin azaltilmas:1 pankreas
kanseri tedavisinin ana hedefini olusturmaktadir. Tek bir molekuliin veya spesifik sinyal
iletim yolun hedef alinmasi1 pankreas kanserinde ila¢ direncinin asilmasi icin yeterli
olmayabilir. Birden fazla yolu hedef alan kombinasyon terapileri pankreas kanseri
tedavisinde daha fazla etkinlige sahip olabilir (Long ve ark. 2011, Karandish ve Mallik
2016).

Pankreas kanserinde ila¢ direncinin molekdler ve hiicresel temelini anlamak, pankreas
kanserini kemoterapiye duyarli hale getirme ve ¢esitli kanserlerdeki mevcut tedavilerin
etkinligini arttirma potansiyeline sahip yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesine yol
acacaktir. Son gelismelere ragmen, uzun vadeli sonuglarla getirilen sinirh fayda, standart
terapiye karsi diren¢ mekanizmalarimi tanimlamak ve terap6tik potansiyeli olan yeni

bilesikleri tanimlamak i¢in halen devam etmekte olan arastirmalar1 zorunlu kilmaktadir.
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Sekil 2.5. Pankreas kanserinde ilag¢ direnci yollar1 (Long ve ark. 2011)
2.1.4. Kanser tedavisinde integrinlerin rolu

Integrinler, hiicre-hiicre ve hiicre-hiicre dis1 matriks (ekstraseliiler matriks, ECM)
etkilesimlerine aracilik eden ve farkli hiicre fonksiyonlarinin (hiicre biiytimesi, sagkalim,
adezyon, morfoloji, polarite, migrasyon, tromboz, proliferasyon, farklilasma ve apoptoz
dahil) diizenlenmesini saglayan sinyalleri koordine eden hiicre adezyon reseptorleridir
(Schwartz ve ark. 1995, Humphries 2000, van der Flier ve Sonnenberg 2001, Hood ve
Cheresh 2002, Hynes 2002, Mousa 2002, Pozzi ve Zent 2003, Liu ve ark. 2008, Srichai
ve Zent 2010, Santulli ve ark. 2011, Weis ve Cheresh 2011). integrin sinyal yolag: kanser
gelisiminde, 6zellikle tumor hicresi sagkalimi, biliylimesi, invazyonu, anjiyogenezi ve
metastazinda 6nemli rol oynamaktadir (Kumar 2003, Hsu ve ark. 2007, Liu ve ark. 2008,
Weis ve Cheresh 2011). Bu nedenle, integrin fonksiyonunu hedef alan ajanlar etkili

antikanser terapiler olma potansiyeline sahiptir (Nemeth ve ark. 2007).

Integrinler, non-kovalent bagl iki o ve B altbirimlerinden olusan heterodimerlerdir.
Hicre iskeleti, sinyal molekdlleri [integrin bagli kinaz (ILK), fokal adezyon kinaz (FAK)]
ve diger hiicresel proteinler ile etkilesime girebilen kisa bir sitoplazmik domaine sahiptir
ve ECM ligandlari igin reseptor igeren daha uzun hiicre dis1 domaine sahiptir (Humphries
2000, van der Flier ve Sonnenberg 2001, Hynes 2002, Pozzi ve Zent 2003).
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Integrinler plazma membranindan iki yone de (disaridan iceriye ve iceriden disariya)
sinyal yollarlar. Sitoplazmik domainlerin, hiicre iskeleti proteinleri ile veya diger hiicre
ylizeyi reseptOrlerinin (0rn. biiylime faktorii veya G proteini esli reseptorler)
aktivasyonuyla Uretilen hiicre i¢i sinyaller ile etkilesimi integrinleri aktive ederek,
adezyon i¢in ECM proteinlerine baglanmalarini saglar. Hiicre dis1 domainin baglanmasi,
birden ¢ok biyolojik stireci diizenleyen sitoplazmik sinyal kaskadini baglatir (Hynes 2002,
Srichai ve Zent 2010, Millard ve ark. 2011) (Sekil 2.6).

a ' b . C
Inactive Active Active Extrinsic ligand
(bent) :  (extended) 5 (Clustered) “Outside-in"
' (collagen, laminin, fibronectin)

5 oLigand

alt bridge:
\'. kindlin Talin kindlin
S PIPKly Intrinsic ligand F;Ecg:;: sre c;mlin
talin “Inside’out” ILK

(talin, kindlins)

(Assembly of the actin cyloskeletonj A (Activation of signaling pathways)

Sekil 2.6. Integrin aktivasyonu (Srichai ve Zent 2010)

a) Integrinler baglanmamus, inaktif dinlenme durumunda. Integrinler bu durumdayken
biikiilmiis konformasyondadirlar, transmembran ve sitoplazmik bdlgeler yakin
iliskidedir.

b) Talinler ve kindlinler tarafindan aktive edilmeleriyle birlikte sitoplazmik ve
transmembran alt birimleri ayrilir ve integrinlerin hiicre dis1 bolgeleri uzar. Hiicre dist
ligand baglanmasi bu konformasyonda gerceklesebilir.

) Aktive edilmis integrinler liganda baglandiginda plazma membraninda kiimelenirler.
Kimelenme; fokal adezyon (FA) kompleksi olusturulmasi igin hiicre i¢i sinyallerin
gonderilmesi, aktin hiicre iskeleti olusumu ve cesitli hiicresel fonksiyonlarin kontrol
edilmesi amaciyla sinyal yollarinin aktivasyonu i¢in gereklidir.
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Integrinler spesifik ligandlar ile etkilesime girdiklerinde, fokal adhezyon kinaz1 (FAK)
B alt birimleri araciligiyla baglarlar. FAK, integrinler tarafindan uyarilan sinyal iletimi
yollarinin 6nemli bilesenlerinden biridir. FAK'in otofosforilasyona ugrayarak Src (Proto-
onkojen tirozin-protein kinaz) ile baglanmasi her iki kinazin aktivasyonu ile sonuglanir.
Daha sonra, aktif FAK/Src kompleksi CAS ve paksillini baglar ve bu da daha sonra Crk'yi
baglayarak Ras iligkili C3 botulinum toksini substrati 1 (RACI1), PAK, Jun amino-
terminal kinaz (JNK) ve NF-kB aktivasyonuna yol agar (Seguin ve ark. 2015). Alternatif
olarak, FAK/Src kompleksi Ras-proximate-1'i (RAP1) baglayip aktive edebilir ve bu da
daha sonra v-Raf murin sarkom viral onkogen homologu B (B-Raf) ile ERK ve MAPK'yi
aktive eder. FAK/Src kompleksi ayn1 zamanda GRB?2 ile baglanabilir ve bu da RAS"1
aktive ederek Raf-MEK-ERK yolunun aktivasyonuna yol agabilir. Ayrica PI3K'nin
FAK'a baglanarak PI3K ve downstream efektorlerinin aktivasyonuna yol acgtigi
gosterilmistir (Seguin ve ark. 2015). Birden fazla sinyal kaskadinin aktivasyonunu

izleyen yollar komplekstir (Sekil 2.7).

Growth Factor
Receptors

Clustered
Integrins

FA complex

Talin kindlin

vineulin a-actinin

FAK Cas Src paxillin
ILK

Cell proliferation
Cell survival
Cell migration

Sekil 2.7. Integrinlerin aktin hiicre iskeletinin kurulumu ve sinyal yolu aktivasyonunda
rolu (Srichai ve Zent 2010)



Integrinler;  kollajenler,  fibronektinler, fibrinojen, osteopontin,  vitronektin,
trombospondin, lamininler, von Willebrand faktéri ve hucresel reseptorler [vaskuler
hlicre adezyon molekiili-1 (VCAM-1) ve hiicreler arasi hiicre adezyon molekiili (ICAM)
ailesi] gibi ligand olarak tanimlanan ECM proteinlerine baglanabilir (Plow ve ark. 2000,
Hynes 2002, Weis ve Cheresh 2011). ECM bilesenlerine integrin baglanmasinin
spesifikligi o ve B integrin alt birimlerinin hiicre dis1 domainlerine baghdir (Srichai ve
Zent 2010). Integrinler Sekil 2.8'de gosterilen sekilde, ligand seciciliklerine gére genel

olarak dort kategoriye ayrilir.

o v

al

ea

X al0

: O
@@= ®

BEE EEE

7

O Leukocyte-specific receptors
O Collagen receptors

O RGD receptors

. Laminin receptors

Sekil 2.8. integrin heterodimer ailesinin siniflandiriimasi (Srichai ve Zent 2010)

avp integrinleri Arg-Gly-Asp (arjinin-glisin-aspartik asit) (RGD) baglanan baslica
fibronektin reseptorleridir (van der Flier ve Sonnenberg 2001). Ozellikle, av integrinler,
farkli B alt birimleri ile kombine halde anjiyogenik siirece katilirlar. Bu reseptor sinifinin
kapsamli sekilde arastirilmis olan iiyelerinden biri de integrin avf3'tir (Santulli ve ark.
2011). integrin avp3'iin timorle indiiklenen anjiyogenezin bloke edilmesi icin en 6nemli

terapotik hedef oldugu goriilmektedir (Brooks ve ark. 1994a, Kumar 2003).
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Vitronektin reseptort (VnR) olarak bilinen integrin avp3, 125-kDa av alt biriminden ve
105-kDa B3 alt biriminden olusur (Wilder 2002, Liu ve ark. 2008). Integrin avB3, Arg-
Gly-Asp (RGD) tripeptit dizini eksprese eden ECM proteinlerini taniyan glikoprotein
membran reseptérudir (Srichai ve Zent 2010) (Sekil 2.8). integrin avp3 aktive edilmis
endotelyal hiicreler Gzerinde blyik 6lglde eksprese edilir ancak dinlenme durumundaki
endotelyal hiicrelerde ve ¢ogu normal organ sisteminde mevcut degildir, bu durum avp3'i
anti-anjiyogenik terapi icin uygun bir hedef yapar. Ayrica, diiz kas hiicreleri, trombosit
ve osteoklast gibi hematopoietik hiicre tiplerinde bulunur. avp3 timaor hicreleri tizerinde
de eksprese edilir, bu durum anti-integrin terapinin hem tumor hticresini hem de timor
damarlanmasini hedef almasimi mimkin kilar (Cai ve Chen 2006, Hsu ve ark. 2007, Liu
ve ark. 2008, Lu ve ark. 2008). Bir dizi ECM proteini (kanstatin, tumstatin, endostatin,
anjiyostatin) ile etkilesime girmesine ek olarak, integrin avp3'iin fibroblast biiyiime
faktori-2 (FGF-2), metalloproteinaz-2 (MMP-2), aktive edilmis trombosit kokenli
biytime faktori (PDGF), insilin ve vaskiler endotelyal buyume faktori (VEGF)
reseptorleri ile, hiicre proliferasyonu ve invazyonunun aktivasyonu, ve apoptozun
Onlenmesini kolaylagtirmak i¢in baglantili oldugu gosterilmistir (Kumar 2003, Weis ve

Cheresh 2011).

Integrinler, cogu insan hiicresinin yiizeyinde eksprese edilmektedir. Patolojileri,
trombosit bozukluklari, ateroskleroz, kanser, osteoporoz, fibroz, bobreklerde diyabetik
noropati, yasa bagli makula dejenerasyonu (YBMD) ve ¢esitli otoimmiin ve kronik
inflamasyon hastaliklar1 dahil insanlardaki pek c¢ok hastaligin baglamasmma ve
ilerlemesine katkida bulunur. ilag hedeflemede integrinlerin rolii uzun siiredir
bilinmektedir ve bes enjektabl integrin inhibitorii Gida ve Ilag Dairesi (FDA, Food and
drug administration) tarafindan inflamatuvar bagirsak hastaligi (Entyvio®, Tysabri®),
multipl skleroz (Tysabri®), psoriyazis-sedef hastaligi (Raptiva®) ve akut koroner
sendrom (Reopro®, Aggrastat®, Integrilin®) tedavisi icin  onaylanmistir
(https://morphictx.com/our-technology/integrins-in-human-disease/).

Integrin avp3, kanser tedavisinde biiyiik bir potansiyele sahiptir. Integrin avp3'iin timor
anjiyogenezinde 6nemli rol(, teorik olarak timor anjiyogenezi inhibe eden veya timor
terapisinin etkinligini arttiran antagonistler tarafindan sinyalinin bloke edilmesi igin umut

verici bir stratejiye yol agmistir (Brooks ve ark. 1994a) (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. Integrin avP3 inhibisyon yollar1 (Liu ve ark. 2008)

Integrin avp3'iin yeni timor kan damarlar1 ve bazi tiimor hiicreleri iizerindeki asiri
ekspresyonu, integrin avp3'i sitotoksik terapdtiklerin kanseri hedef alan sekilde
tasinmasi igin uygun bir belirte¢ (marker) yapmaktadir (Liu ve ark. 2008). Integrin avp3
reseptérinun romatoid artrit (Wilder 2002), osteoporoz (Teitelbaum 2000, Coleman ve
ark. 2004), osteoklast aracili kemik rezorpsiyonu (Nakamura ve ark. 1999, McHugh ve
ark. 2000), patolojik neovaskilarizasyon (Brooks ve ark. 1994a), melanom (Albelda ve
ark. 1990, Sanders ve ark. 1992, Felding-Habermann ve ark. 2002), néroblastom
(Gladson ve ark. 1996, Erdreich-Epstein ve ark. 2000), meme kanseri (Brooks ve ark.
1995, Felding-Habermann ve ark. 2001, Zhao ve ark. 2007), yumurtalik kanseri (Landen
ve ark. 2008, Shinderman-Maman ve ark. 2016), prostat kanseri (Zheng ve ark. 1999,
Copper ve ark. 2002, McCabe ve ark. 2007) ve pankreas kanseri (Hosotani ve ark. 2002,
Desgrosellier ve ark. 2009, Chuang ve ark. 2013) gibi tiimorlerin metastazi gibi gesitli
patolojik stiregler ile baglantili oldugu gosterilmistir. Gegtigimiz on yilda, kanserin
Onlenmesi ve/veya tedavi edilmesinde avf3 antagonistlerinin kullanimini ele alan ve pek
cok antagonistin pozitif klinik 6ncesi anti-anjiyogenik ve anti-tiimor sonuglar gosterdigi
cok sayida patent diizenlenmistir ve yayinlanmistir. Integrin avf3 sinyallemesinin;

monoklonal antikorlar (LM609/Avastin/Vitaxin/MEDI-523, CNTO 95/Centocor, 17E6,
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Abciximab/ReoPro/c7E3 Fab, Abegrin/Etaracizumab/Vitaxin II/MEDI-
522/MEDImmune, 23C6, 27.1/VNR-1, BV3), disintegrinler (6rnegin yilan zehri
proteinleri), kiiciik molekdl inhibitorler, kiicik interferaz RNA (siRNA), peptitler (siklik
RGD peptit inhibitérleri:  EMD66203, Cilengitide/EMD121974, ST1646),
peptidomimetikler (SC-68448, SCH221153, BCH-14661, BCH-15046), diisiik molekiil
agirlikli inhibitorler ve diger antagonistler (Kerr ve ark. 2002, Tucker 2003, Cai ve Chen
2006, Delbaldo ve ark. 2008, Liu ve ark. 2008, Lu ve ark. 2008, Millard ve ark. 2011,
Goswami 2013) ile inhibisyonunun anjiyogenik endotelyal hicrelerin apoptozunu
indlkledigi (Brooks ve ark. 1994a, Meerovitch ve ark. 2003) ve anjiyogenezi inhibe ettigi
gosterilmistir (Kumar 2003). Vitaxin, vaskiiler integrin avp3'e karsi humanize bir
monoklonal antikordur, romatoid artrit ve ilgili romatizmal hastaliklarin tedavisi igin
arastirtlmaktadir (Wilder 2002). Yeni bir protein (ProAgio), avp3 integrinin olagan disi
bir bolgesine baglanmak ve kaspaz 8 aktive ederek apoptozu indiiklemek amaciyla

tasarlanmistir (Turaga ve ark. 2016).

Integrinler hiicre yiizeyinde bulunan ve hiicrenin gevresine tutunan ve gevresi ile etkilesen
proteinlerdir. Integrinler ile "disaridan iceriye" ve "iceriden disariya" sinyallemenin,
kanser hiicrelerine ¢evrelerine tutunmakta yardimci oldugu bilinmektedir. Aragtirmacilar,
kanser hucreleri yuzer haldeyken (0rn. metastaz sirasinda oldugu gibi) integrinlerin
adezyon rollerinden, daha 6nce hi¢ goriilmemis olan tamamen yeni bir iletisim sekli
"iceriden iceriye" sinyallemeye (hiicre igi integrin sinyalleri) ge¢mek i¢in degistiklerini
ileri sirmektedir (Barrow-McGee ve ark. 2016). Arastirmacilar integrin beta-1 (B1)'in
c-Met olarak adlandirilan diger bir protein ile eslestigini ve bunlarin hiicre icerisinde
birlikte hareket ettiklerini kesfetmistir. Iki protein daha sonra hiicre iginde bulunan,
normalde hicre materyalinin bozulmasi ve geri kazanilmasi igin kullanilan beklenmedik
bir lokasyona giderler. Yeni lokasyon, hiicre iletisiminin yeni rolii i¢in kullanilir ve iki
protein hicrenin geri kalanina metastaz sirasinda 6liime karsi direnme mesaji yollar.
Arastirmacilar hem meme hem de akciger kanserlerini kullanarak, 1 ve c-Met'nin
hiicreye birlikte girisi bloke edildiginde veya hiicre igerisindeki 6zel lokasyona dogru
hareketleri engellendiginde metastazlarin meydana gelme olasiliginin daha diistik

oldugunu bulmuslardir (Barrow-McGee ve ark. 2016).
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Integrinler klinikte kullanimda olan veya hali hazirda test edilmekte olan ilaclar ile kanser
tedavisi i¢in ana hedefler konumundadir. Cogu integrin inhibitorii ilag, bunlarin adeziv
fonksiyonunu hedef alir ve bunlar1 kanser hiicrelerinin yizeyinde bloke eder. Bu bilgiler
metastaza karsi tiimoriin hem biliylimesini hem de invazyonunu Onleyebilecek veya
yavaglatabilecek daha 1iyi terapilerin ve daha etkili tedavi kombinasyonlarinin

tasarlanmasinin Oniinii a¢abilir.
2.1.4.1. avp3 integrin reseptor antagonistleri NDAT ve XT199

Onkolojik farmakolojinin giincel ilgi alani; normal hiicreleri koruyarak, ilacin dogrudan
kanser hiicrelerini hedef almasidir (Arosio ve Casagrande 2016, Soudy ve ark. 2016,
Yang ve Yu 2016). Plazma membrani integrin avf3'iin hiicre dist domaininde bulunan
spesifik bir reseptoriin ligandi olan ve spesifik reseptorii hedef alan yeni bir
tetraiyodotiroasetik asit (tetrac) nanopartikiil formiilasyonu gelistirilmistir (Davis ve ark.
2016). Integrin avp3, kanser hiicreleri ve hizli bdliinen endotelyal hiicrelerin plazma
membranlarinda bol miktarda eksprese edilir (Somanath ve ark. 2009, Desgrosellier ve
Cheresh 2010) ve hiicre dis1 domaininde tiroit hormonu ve tiroit hormonu analoglar i¢in
bir reseptor bolge bulunur (Bergh ve ark. 2005, Davis ve ark. 2011, Davis ve ark. 2015).
Bu reseptorden, tiroit hormonu analoglar1 [L-tiroksin (T4) ve 3,3',5-triiyodo-L-tironin
(T3)] ve tetrac non-genomik baslatilan bir mekanizma ile spesifik genlerin ekspresyonunu
duzenlerler (Davis ve ark. 2015, 2016). L-tiroksin (T4) ve 3,3',5-trityodo-L-tironin (T3)
kanser hicresi proliferasyonunu, sagkalim yollarini ve ayrica anjiyogenezi avp3 integrin
reseptoru tzerinden tesvik eder (Mousa ve ark. 2008, Yalcin ve ark. 2009, Davis ve ark.
2011, 2015). Tiroit hormonu igin reseptor bolgesi integrin tzerindeki Arg-Gly-Asp
(RGD) tanima bolgesinin proksimalindedir (Bergh ve ark. 2005), bu bdlge integrinle
ECM proteinlerinin ve VEGF’in etkilesimleri agisindan énem tasir (Plow ve ark. 2000,
Gahmberg ve ark. 2009). integrin ile VEGF reseptorleri (Masson-Gadais ve ark. 2003)
ve bazik FGF reseptorleri (Sahni ve Francis 2004) arasinda karsilikli etkilesim iligkileri
bulunmustur. Tetrac'in tiroit hormonu yoklugunda biiylime faktdrleri (VEGF ve FGF)
tarafindan indiiklenen anjiyogenezi inhibe ettigi gosterilmistir (Mousa ve ark. 2008).
Tetrac dogal olarak olusan bir L-tiroksin (T4) analogudur ve L-tiroksinin (Ts) integrin
reseptoriine baglanmasini ve ayni zamanda 3,3°,5-triiodo-L tironinin (T3) etkilerini bloke

ederek integrin reseptorunde bir antagonist olarak hareket ettigi bulunmustur (Bergh ve
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ark. 2005, Mousa ve ark. 2008). Tetrac'in bir diaminopropan baglayict araciligiyla 150-
200 nm'lik poli(laktik-co-glikolik asit) (PLGA) nanopartikillere (Nanotetrac, nano-
diamino-tetrac [NDAT]) kovalent baglanmasi tetrac'in hiicre igine erisimini engeller ve
dolayisi ile, etkisini integrin avB3'de arttirir. Ayrica, kanser hedefine yonelik ilag
taginmasi ve sistemik toksisitede azalma beklentisi ile, nanopartikiiliin bir kemoterapdtik
ajan ile ylklenmesine de firsat tanir (Davis ve ark. 2011) (Sekil 2.10). PLGA'ya baglanan
kanser hiicresi hedefleme kisimlari; folat reseptorii, DNA antikoru, transferin, kemokin
hedefleme peptidi, modifiye edilmis EGF ve RGD peptid’dir (Sudha ve ark. 2017a). Yeni
formilasyon, tetrac'dan daha fazla antikanser potensiyele sahiptir, ve T4 ve T3'Un
integrine baglanmasini inhibe etmesinden dolayi anti-timor ve anti-anjiogenik 6zelliklere
sahiptir (Davis ve ark. 2011, Davis ve ark. 2014).

Yeni sentez ilag adayt NDAT'in etkili bir anti-proliferatif, pro-apoptotik ajan oldugu
cesitli kanser hiicre hatlarinda gésterilmistir (Davis ve ark. 2006, Lin ve ark. 2007, 2009,
2011, Rebbaa ve ark. 2008). NDAT'in etkili bir antikanser ve anti-anjiyogenik ajan
oldugu in vitro ve insan kanser xenograft ¢calismalarinda gosterilmistir (Glinskii ve ark.
2009, Yalcin ve ark. 2009, 2010a, b, 2013, Mousa ve ark. 2008, 2012, 2014, Bharali ve
ark. 2013, Davis ve ark. 2014, Sudha ve ark. 2016, Sudha ve ark. 2017a, b).

C g 0 0
SN[ *¥pobeg:

- =0, 21= =0, 79

Sekil 2.10. NDAT'in (Nanotetrac) kimyasal yapis1 (Sudha ve ark. 2017b)
Not: Kimyasal ad1 {4-[4-(3-(3-(poli-2-(2-hidroksiasetotoksi))propanamido)aminopropoksi)-3,5-
diiyodofenoksi]-3,5-diiyodofenil }asetik asittir.
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XT199 [3-(3-(3-(4,5-dihidroimidazol 2-ilamino) propiloksilizoksazol-5-il)
karbonilamino)-2-(fenilsulfonilamino) propiyonik asit], kii¢lik bir molekil, non-peptit
secici avpB3 integrin reseptéru antagonistidir (DuPont Pharmaceuticals Co, Wilmington,
Del) (Bishop ve ark. 2001) (Sekil 2.11). avp3 antagonisti XT199'un aterosklerotik
tavsanda balon anjiyoplastinin ardindan, damar daralmasinin 6nemli Olglide
inhibisyonuna ve damar duvarindan smirli  makrofaj infiltrasyonuna ve
neovaskiilarizasyona neden oldugu bulunmustur (Bishop ve ark. 2001). XT199'un etkili
bir anti-anjiyogenik ajan oldugu civciv koryoallantoik membran (CAM) modelinde

gosterilmistir (Mousa ve ark. 2006, Bridoux ve ark. 2011).

H
N N._~_0
- T

Sekil 2.11. XT199'un kimyasal yapisi (Bridoux ve ark. 2011)

Brooks ve ark. (1994b) tarafindan integrin avp3'iin insan yara grandlasyon dokusunda
kan damarlari iizerinde eksprese edildigi ancak normal deride eksprese edilmedigi, ayrica
anjiyogenez sirasinda ekspresyonunda dort kat artis oldugunu CAM modeli iizerinde
gosterilmistir. Integrin avB3'iin, siklik peptit veya monoklonal antikor antagonistinin tek
bir intravaskiler enjeksiyonu CAM (zerinde devam eden anjiyogenezi bloke etmistir. Bu
anti-anjiyogenik etki CAM iizerine transplante edilmis cesitli insan timdr hiicresi
xenograftlarinin hizli regresyonu ile iligkili bulunmustur. Bunun aksine, anjiyogenezin
timor veya sitokin tarafindan indiiklenmesi vaskiiler hiicrenin hiicre siklusuna girmesini
ve integrin avp3 ekspresyonunu tesvik etmistir. Integrin avp3 antagonistlerinin,
proliferatif anjiyogenik vaskuler hicrelerin apoptozunu indiikledigi ancak dnceden var

olan kan damarlarini etkilemedigi gézlenmistir (Brooks ve ark. 1994a).
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Bridoux ve ark. (2011), tetrac ve XT199 bilesiklerinin anti-anjiyogenik biyoaktivitesinin,
FGF'nin pro-anjiyogenez etkinligi iizerindeki degerlendirmesini CAM modelinde
gostermislerdir, sonug olarak sirasiyla 1 ve 0,5 pg/ml doz diizeylerinde yaklasik %86
inhibisyon go6zlenmistir. Mousa ve ark. (2006), XT199'un, dallanmis siilfath
hekzasakkaritin pro-anjiyogenez etkinligi iizerindeki anti-anjiyogenik etkisini CAM
modelinde gdstermislerdir, sonu¢ olarak 4,8 pg/ml doz diizeyinde %67 inhibisyon

gbzlenmistir.
2.1.5. Kanser tedavisinde antioksidanlarin rolii

Serbest radikaller son ydringelerinde bir veya birden fazla eslesmemis elektron
icermeleri nedeniyle kararsiz yapida olan, ylksek enerjili, kisa 6miirlii, molekiil agirlig
diistik, hiicreye zarar verme potansiyeline sahip molekdllerdir. Serbest radikaller gesitli
dis etkenlerin etkisi ile olusmanin yaninda (eksojen), insan metabolizmasinin dogal bir
sonucu olarak da olusabilmektedir (endojen). Serbest radikaller yuksek
konsantrasyonlarda DNA, protein, lipit ve hiicre membranlari dahil olmak tizere hiicrenin
temel hicresel bilesenlerine zarar verebilir. Serbest radikallerin neden oldugu hiicre
hasar1, 6zellikle oksidatif DNA hasar1 (mutajenite), karsinojenite ve yaslanmaya yol
acmaktadir (Diplock 1998). Serbest radikallerin DNA {izerinde bu hasar mekanizmasi,
karbon merkezli seker radikallerinin OH- veya H- bagli olarak bulunan heterosiklik baz
radikallerinin olusumuna neden olan, serbest radikallerin ayrilma ve birlesme

tepkimelerinden ibarettir (Atmaca ve Aksoy 2009).

Serbest radikallerin neden oldugu oksidasyonlar1 onleyen, serbest radikalleri yakalama
ve stabilize etme yetenegine sahip maddelere antioksidan adi verilir. Hicreler serbest
radikallerin zararli etkilerinden korunmak igin serbest radikallerin etkilerini ortadan
kaldiran antioksidanlar iiretmektedir. Metabolik yollarla olusan serbest radikallerin
olusum hizi ile miktari ile bunlarin antioksidanlar tarafindan nétraliz edilme hizi arasinda
bir denge bulunur. Boylece hiicre serbest radikallerin olumsuz etkilerinden korunur. Bu
denge bozuldugunda olusan serbest radikaller ortadan kaldirilmazsa hiicrede reaktif
oksijen tlrevlerinin (ROS) miktarlar artar ve hiicreyi olumsuz etkileyecek oksidatif stres

durumuna yol acar (Diplock 1998).
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Oksidatif stresin, farkli mekanizmalar ile DNA iizerinde baz ve seker modifikasyonlari,
tek ve ¢ift zincir kiriklari, abazik bolgeler, DNA-protein ¢apraz baglanmasi gibi bir takim
lezyonlara neden olarak hasara yol actig1 bilinmektedir (Atmaca ve Aksoy 2009). Cesitli
nedenlere bagli olarak niikleer DNA (nDNA)nin yani sira mitokondriyal DNA
(mtDNA)'da da oksidatif hasar sekillendigi belirtilmektedir. Memeli hiicrelerindeki en
onemli ROS kaynaklarindan biri mitokondriyal elektron tagima zinciridir (Hoffmann ve
ark. 2003). Niukleer DNA'nin aksine mtDNA mitokondride serbest radikal olusturan
bolgelere ¢cok yakin yerlesim gosterir ve histonlar tarafindan korunmaz. nDNA'ya gore
MtDNA'da oksidatif baz hasarinin fazla sekillenmesinin olast nedenleri, mtDNA'nin en
onemli hiicre i¢ci ROS kaynagi olmasi, DNA hasar1 onarim sisteminin NnDNA'ya gore
yetersiz olmasi ve yasa bagli olarak mtDNA'da mutasyonlarda artis goriilmesi olarak

bildirilmektedir (Lim ve ark. 2005).

ROS ve sitokinler pankreas kanseri patogenezinde Onemli faktorler olarak kabul
edilmektedir. ROS kaynagi olan nikotinamit adenin dinukleotit fosfat (NADPH) oksidaz
(NOX, dual oksidaz 2/DUOX2) pankreas kanseri gelisiminde yer almaktadir. ROS, kanser
hlcresi apoptozunu inhibe eden, sitokin ekspresyonunu ve epitelyal-mezenkimal
dontigimii (EMT) indiikleyen MAPK, NF-kB ve JAK/STAT aracili sinyal yollarini
aktive etmektedir (Yu ve Kim 2014) (Sekil 2.12).

Extracellular matrix protein Growth factor
(fibronectin, laminin) (IGF-1, TGF-B)

NADPH oxidase Cytokines
‘ (NOX, DUOX2) ‘ (IFN=-y, TNF-ct)
Protein tyrosine Reactive oxygen species Bioactive compounds
phosphatase 1B (ROS) (Curcumin, resveratrol,
(PTP1B) genistein)

v v v

( pBSMAPKl ( NF-kB ] { JAK2-STAT1/3 J

N ~ v

( Epithelial-mesenchymal J‘ Cytokines ” Apopotosis l

transition (EMT) (IL-1p3/6/8, TNF-c, TGF-f3)

Sekil 2.12. ROS’un kanser gelisimindeki rolii (Yu ve Kim 2014)
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Antioksidanlar mekanizmalarina gore, birincil ve ikincil antioksidanlar olmak iizere ikiye
ayrilmaktadir. Birincil antioksidanlar; mevcut radikallerle reaksiyona girerek bunlarin
daha zararli formlara doniismelerini ve yeni serbest radikal olusumunu oOnleyen
bilesiklerdir. Birincil antioksidanlar; stperoksit dismutaz (SOD), glutatiyon peroksidaz
(GSHPx) ve katalaz gibi enzim sistemleri serbest radikalleri yok etme yetenegindedir. Bu
enzimler genel olarak serbest radikallerin DNA, proteinler ve lipidler gibi htcresel
bilesenlere zarar vermesini sinirlandirarak bir hiicresel bolgeden digerine gecisini de
onleyebilmektedirler. Ikincil antioksidanlar; oksijen radikalini yakalayan ve radikal zincir
reaksiyonlarini kiran C vitamini, E vitamini, B-karoten, trik asit, bilurubin ve polifenoller
gibi bilesiklerdir (Koca ve Karadeniz 2003).

2.1.5.1. OT-404 (antioksidan)

OT-404, bir piperidin nitroksid olan tempol (4-hidroksi-2,2,6,6-tetrametilpiperidin-N-
oksil, TPL)'dan turetilen antikanser (Du ve ark. 2010, Rebbaa ve ark. 2013) ve
antioksidan (Schubert ve ark. 2004, Erker ve ark. 2005) fonksiyonlar1 ile bilinen kiigiik
bir molekildur. OT-404, 379 g/mol molekiil agirhigina ve yuksek lipofiliklige (log P = 3)
sahiptir, pH 7.4'de stabildir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, tempoliin Atm-eksikligi
olan farelerde (insan kanserine yatkinlik sendromu ataksi-telenjektazi (AT) fare modeli)
sagkalimi, tiimor gelisimindeki gecikmeyi uzatarak arttirdigini gostermistir. Tempol
tedavisi ROS'u azaltir, mitokondriyal membran potansiyelini eski haline getirir ve
antioksidan etkileri ile uyumlu olarak dokulardaki oksidatif hasar1 ve oksidatif stresi
azaltir (Schubert ve ark. 2004, Erker ve ark. 2005). Stabil nitroksid (NO) bilesigi olan
tempol, siiperoksit dismutaz (SOD) benzeri trans-membrandz radikal stplriict olarak
islev goriir, hidrojen peroksit ve oksijen liretmek ic¢in siiperoksit anyonlariyla (02)
etkilesime girer (Wilcox 2010). Tempol, 172.25 g/mol molekiil agirliginda, hicre igi
stiperoksit anyonlarini stiplrmek icin kolayca huicresel zarlara niifuz eder (Laight ve ark.
1997). Cesitli arastirmalar, tempol'iin ROS (NO ve O2 gibi) olusumunun inhibisyonunu
arttirdigini géstermis ve antioksidan tempol'iin septik sok (Liaw ve ark. 2005, Yuksel ve
ark. 2009), hemorajik sok (Mota-Filipe ve ark. 1999), iskemi-reperfiizyon yaralanmasi
(Thiemermann 2003), inflamasyon ve oksidatif stres (Gonzalez ve ark. 2015) tedavisinde

potansiyel terapotik madde oldugunu ortaya koymustur.
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Tempol’ln, kan beyin bariyerine (KBB) diger antioksidanlardan daha kolay niifuz ettigi
ve travmatik beyin hasari, iskemik inme ve Parkinson hastaligi deneysel modellerinde
noroprotektif etkiler gosterdigi belirlenmistir (Liang ve ark. 2005, Deng-Bryant ve ark.
2008, Wanyong ve ark. 2015). Ahmed ve ark. (2014) tarafindan tempol'iin, sisplatinin-
indiikledigi nefrotoksisitenin dnlenmesindeki potansiyel rolii, farelerde oksidatif stres ve
mitokondriyal disfonksiyonun iyilestirilmesi yoluyla gosterilmistir. Khabour ve ark.
(2014) tarafindan tempol’n, insan lenfositlerinde sisplatin kaynakli DNA hasarina karsi

koruyucu etkisi gosterilmistir.

Tempol'in timar hicre proliferasyonunu (Gariboldi ve ark. 1998, 2003) ve anjiogenezi
(Polytarchou ve Papadimitriou 2004) inhibe ettigi ve diger antikanser ajanlara duyarliligi
arttirdigi bildirilmistir (Gariboldi ve ark. 2006). Son ¢alismalar, tempol'iin sisplatin gibi
kemoterapoétik ajanlarla iliskili oksidatif strese karsi koruyucu bir ajan olarak kullanilma
potansiyeline sahip oldugunu gdstermistir. Youn ve ark. (2016), sisplatin tedavisi 6ncesi
tempol 6n tedavisinin, sisplatinin indiikledigi sitotoksisiteyi [artan ROS birikimi,
mitokondriyal disfonksiyon, apoptotik 6zellikler ve belirtecler, korti organ1 (HEI-OC1,
House Ear Institute-Organ of Corti 1) hiicre hasar1 gibi] 6nemli 6lgilide inhibe ettigini ve

sisplatinin indiikledigi ototoksisiteye karst koruyucu bir rol oynadigint géstermistir.

OT-404'0n, kemoterapiye duyarli ve/veya kemoterapiye direncli insan ndéroblastoma
(SKN-SH) ve osteosarkom (SaOS2) hucrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi ve
hicrelerin kemoterapétik ilaglara (etoposid ve/veya doksorubisin) karsi duyarliligini
arttirdigr gosterilmistir (Rebbaa ve ark. 2013). Arastirmacilar, OT-404’Gn timor
anjiogenezi Uzerinde etkisini CAM kanser matrigel modelinde test ederek, OT-404'ln
osteosarkom (SaOS-2), pankreas (Panc-1), akciger (H-1299) ve meme (MCF-7) kanseri
timorlerinde hemoglobin seviyelerini diisiirerek in vivo anjiogenezi inhibe ettigini
gostermistir. Ayrica, OT-404’lin bFGF ve VEGF tarafindan indiiklenen pro-anjiogenezi
inhibe ettigi ancak biliylime faktdrleri veya pro-anjiogenik uyaranlar olmadiginda
anjiogenez lizerinde herhangi bir etkisi olmadigi CAM modelinde gosterilmistir (Rebbaa
ve ark. 2013). OT-404"ln, timor hiicrelerinin yan sira destekleyici endotel hiicrelerinin
de proliferatif davranisini etkileyebilecek potansiyele sahip olmasi, oral olarak
uygulanabilen toksik olmayan bu bilesigi daha ileri klinik dncesi ve klinik arastirmalar

icin uygun bir aday yapmaktadir (Rebbaa ve ark. 2013).
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Ahmed ve ark. (2014), sisplatin tedavisi 6ncesi tempol 6n-tedavisinin farelerde tumor
biiyiimesinin baskilanmasi tizerine etkisinin, tek basina sisplatin ile tedavi edilen
farelerde gozlenen etkiye benzer oldugu gosterilmistir. Ilging olarak, tempol'in solid
karsinomlarin biliyiimesine karsi sisplatin'in antikanser etkisi ile interfere olmadigini
gostermislerdir. Du ve ark. (2010), tempoliin insan pankreas kanseri hicrelerinin (MIA
PaCa-2) in vivo ve in vitro biiylimesini inhibe etme yetenegine sahip oldugunu

gostermistir.
2.1.5.2. EGCG (antioksidan)

Yesil cay (Camellia sinensis) ekstrakti, epigallokatesin-gallat (EGCG), epigallokatesin
(EGC), epikatesin-gallat (ECG) ve epikatesin (EC) dahil bir dizi katesin i¢cermektedir
(Sekil 2.13). EGCG, yesil cayda en fazla bulunan katesin tiiriidir. EGCG; anti-
inflamatuar, anti-oksidan, anti-diyabet, anti-obezite ve anti-timor etkilere sahiptir (Min
ve Kwon 2014).

EGCG'in kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, norodejeneratif hastaliklar
(Parkinson ve Alzheimer hastaliklari) ve karaciger hastaliklari tedavisinde faydali etkileri
oldugu bilinmektedir (Min ve Kwon 2014). Son yillarda yapilan bir¢ok ¢alisma, yesil cay
polifenollerinin ve EGCG'nin cilt, akciger, agiz boslugu, 6zofagus, duodenum, meme,
kolon, mide, karaciger, ince bagirsak ve prostat kanserlerine kars1 kemopreventif etkiye
sahip oldugunu gostermistir. Yesil cay tliketiminin ateroskleroza, koroner kalp
hastaligina, yiiksek kan kolesterol konsantrasyonlarina ve yiiksek tansiyona karsi
koruyucu etkisi oldugunu gosteren arastirmalarda bulunmaktadir (Mukhtar ve Ahmad
2000, Yang ve ark. 2002, Khan ve Mukhtar 2013).

EGCG'nin insan pankreas kanseri hiicrelerinde (AsPC-1), hlcre blylmesi, invazyonu,
metastazi ve anjiogenezi inhibe edici etkileri, xenograft fare timor modelinde
gosterilmistir (Shankar ve ark. 2008). Shankar ve ark. (2013) tarafindan, EGCG'nin
PI3K/AKT ve ERK yolaklarinin inhibisyonu ve FKHRL1/FOXO3a'nin aktivasyonu ile
iligkili olarak pankreas kanseri ortotopik fare tiimor gelisimini, anjiyogenezini ve

metastazini inhibe ettigi gosterilmistir.
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Sekil 2.13. EGCG'nin kimyasal yapis1 (Min ve Kwon 2014)

EGCG, kimyasal yapisina dayanilarak genellikle antioksidan olarak siniflandirilir.
Hiicrelerin EGCG ile tedavi edilmesi, Fe (III) varliginda hidrojen peroksit ve hidroksil
radikallerinin iiretimi ile sonuglanmaktadir. Dolayisiyla, EGCG baz1 hiicresel yapilarda
pro-oksidan olarak etki gostermektedir (Min ve Kwon 2014, Kim ve ark. 2014). Yesil
cay polifenolleri, ROS veya gecis metal selat komplekslerini siipiirerek dogrudan
antioksidan etki gostermektedir, ayn1 zamanda hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve
stiperoksit anyon olusumuna neden olarak pro-oksidan etki de gosterebilmektedir
(Forester ve Lambert 2011).

EGCG'nin plazma zarindaki proteinler ve fosfolipitler ile dogrudan etkilesime girdigi ve
sinyal iletim yollarini, transkripsiyon faktorlerini, DNA metilasyonunu, mitokondriyal
fonksiyonu ve otofojiyi diizenleyerek yararli biyolojik etkiler gosterdigi bilinmektedir
(Kim ve ark. 2014). EGCG; karsinojen aktiviteyi, timorogenezi, timaor proliferasyonunu,
anjiogenezi, metastazi ve invazyonu inhibe ederek ve hucre 6liminu indikleyerek
antikanser etki gostermektedir. Bu etkiler ROS tretiminin modulasyonu, NF-«xB sinyal
yolunun inhibisyonu ve MAPK (ERK, p38 MAPK, JNK) aktivasyonunun down/upregtle
olmasi ve epigenetik degisikliklerin diizenlenmesi ile iliskilidir (Min ve Kwon 2014).
Dolayistyla, EGCG ile NF-kB sinyal yolunun diizenlenmesi, EGCG'nin kemopreventif
potansiyeline katkida bulunabilmektedir (Khan ve ark. 2006, Singh ve ark. 2011) (Sekil
2.14).
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Sekil 2.14. EGCG’nin NF-kB sinyal yoluna etkisi (Singh ve ark. 2011)
2.1.6. Hidrojen peroksit (H202)

Siiperoksit anyonlari, hidroksil radikalleri ve hidrojen peroksit (H202) gibi reaktif oksijen
tirleri (ROS); DNA, protein ve lipidlerin ciddi hasarina neden olabilmektedir. Normal
hiicresel siiregler (mitokondrial elektron tasima) sirasinda veya ¢evresel uyaranlar sonucu
(sitokinler, UV, radyasyon) ROS iiretiminin artmasi normal redoks dengesini bozmakta
ve hicreleri oksidatif strese sokmaktadir (Bai ve ark. 2005). Kanser kemoterapisi
sirasinda ROS'un (Fidanboylu ve ark. 2011) ve devaminda ROS ile iliskili NF-xB
aktivasyonunun (Morgan ve Liu 2011) arttig1 bilinmektedir (Sekil 2.15). Dolayisiyla,
kanserli hiicrelerde hidrojen peroksitin indiikledigi inflamatuar etkiyi notralize etmek i¢in

katalaz veya antioksidanlar gibi ¢esitli tedavi stratejilerinin kullanilmasi gerekmektedir.
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Sekil 2.15. ROS aracilt NF-«kB sinyal yolu aktivasyonu
ttp://www.thalwave.com/networkantioxidants/n .ntm
(http:// hai / kantioxidants/nfkb.htm)
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2.2. Periferik Sinir Sistemi

Periferik sinir sistemi (PSS), merkezi sinir sistemi (MSS-beyin, beyincik ve omurilik) ile

viicudun diger kisimlar1 arasinda bilgi iletimini gergeklestirir (Anonim 2014b) (Sekil

2.16a). PSS ve MSS, dis ve i¢ ortamlardan gelen bilgileri alir, iletir, entegre eder,

degerlendirir ve yamitlar (Wickham 2007). Ug ana tip noron: duyusal néronlar (PSS),

interndronlar (MSS) ve motor néronlar (PSS) sinir sisteminin temel impuls iletim yolunu

olusturur. Bu yol birbiriyle ortiisen {i¢ fonksiyona bagimlidir: duyusal girdi, entegrasyon
ve motor ¢ikt1 (Ryerson 2011) (Sekil 2.16b).

1. Duyusal girdi: Duyusal noéronlar, duyusal reseptorlerden bilgileri alirlar ve bu

impulslar1 MSS'deki interndronlara iletirler.

2. Entegrasyon: Interndronlar biitiiniiyle MSS biinyesinde bulunur. Duyusal ve motor

noronlar arasinda bir baglanti iglevi goriirler. Gelen duyusal bilgileri isler, entegre

eder ve ¢ikan motor bilgileri aktarirlar.

diger organlara tagirlar (efektorler).

b)

. sensory input

sensary receptor

brain and spinal cord
[ )

periphefS[nemus
system (PNS)

central nervous
system (CNS)

effector

Motor ¢ikti: PSS'deki motor noronlar bilgileri MSS'den kaslara, salgi bezlerine ve

Sekil 2.16. a) Sinir sistemi (http://www.cancer.org/peripheral-neuropathy-caused-by-

chemotherapy-pdf) b) Sinir

impuls

iletim yolunda noronlara genel

bakis

(http://highered.mheducation.com/sites/dl/free/0070960526/323541/mhriib_ch11.pdf)
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MSS; biiylik molekiiller, ¢cok yiiklii iyonlar ve bir¢ok ilag dahil olmak iizere zararl
maddelerin kandan beyin ve omurilige difuzyonunu 0nleyen kan-beyin bariyeri (KBB)
tarafindan korunur. KBB miikemmel degildir ve secili ilaglar 6zellikle yiiksek dozlarda
uygulandiklarinda bariyeri gegerler. Kiiglik molekiil veya yiiksek derecede lipofilik olan
bazi ilaglar KBB'yi gecebilir. Diger yandan, ayn1 KBB, afferent (duyusal) ve efferent
(motor) noronlar ve spinal sinirlerin dorsal kok ganglionlar1 (DRG) dahil olmak {izere
PSS'yi korumaz. PSS, MSS ¢evresinde bulunan bariyerden farkli kan-sinir bariyeri (KSB)
tarafindan korunur, bu durum bir ilacin sinir sisteminin bir kismina etki ederken neden
baska bir kismina etki etmedigini veya PSS'nin kemoterapinin norotoksik etkilerine
MSS'den neden daha fazla duyarli oldugunu agiklar (Almadrones ve ark. 2002, Willis
2006, Wickham 2007).

PSS; beyin ve omurilik disinda kalan sinirlerden ve ganglionlardan olusur. Spinal sinirler
PSS'nin bir pargasidir ve olduk¢a komplekstirler, saglam bir epindryum ile ¢evrelenmis
cok sayida duyusal ve motor sinir lifi demetlerinden veya aksonlardan, arterlerden,
venlerden ve bag dokulardan olusur (Sekil 2.17a). Spinal sinirler; omurilik ve viicudun
diger kisimlar1 arasinda motor, duyusal ve otonom sinyalleri tasir. Her bir periferik sinir
lifi veya n6ron; miyelin kilifi olusturan Schwann hiicreleri ile gevrili tek bir aksondan, bir
hlicre gévdesinden (soma) ve diger sinir hiicreleri ile sinaps olusturan degisen sayida
dendritten meydana gelir (Sekil 2.17b). Duyusal néronlarin hiicre gévdeleri DRG'de bir
arada demet halinde bulunurken, motor ndronlarin hiicre gdvdeleri KBB igerisinde
ventral omuriligin gri maddesinde bulunur. Her bir spinal sinirin dorsal (afferent duyusal)
ve ventral (efferent motor) kokleri omurilikten g¢iktiklarinda birlesirler (Willis 2000,
Wickham 2007) (Sekil 2.18a, b).

2.2.1. Periferik néropati

Periferik noropati PSS'deki hasar sonucunda gelisen nérolojik bir rahatsizliktir. Noropati
etkilenen sinire bagh olarak duyu, hareket, salgi bezi veya organ fonksiyonunu
bozabilecek veya sagligi baska acilardan etkileyebilecek sinirlerdeki hastaliklar1 veya
sinir hasarin1 belirtir. Periferik sinirler beyin ve omuriligi kaslara, cilde, i¢ organlara ve
diger viicut dokularina baglayan kompleks bir ag olusturur. Bu sinirlerdeki hastalik veya

hasar; MSS ve viicudun diger boliimleri arasindaki iletisimi kesintiye ugratir, kas
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hareketini bozabilir, kol ve bacaklarda normal duyuyu onleyebilir ve agriya neden

olabilir. Noropati riski, fazla kilolu olan, yiksek kan basincina sahip olan, 40 yas

tizerindeki ve diabeti olan kisilerde artar (Hughes 2002, Torpy ve ark. 2010, Anonim

2014b, 2017).
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Periferik noropati semptomlari; periferik sinir liflerinin hasari, inflamasyonu veya
dejenerasyonu olarak tanimlanmustir. Periferik sinir lifleri fonksiyonlara gore 3 gruba
ayrilmigtir (Willis 2000, Almadrones ve ark. 2002, Armstrong ve ark. 2005, Wickham
2007, Anonim 2014b, 2016b).

1. Duyusal (afferent) sinir lifleri duyusal PSS'nin, impulslar1 viicuttan MSS'ye tasiyan,
uzunluklari birkag millimetre ila bir metrenin tizerinde degisen aksonlaridir. Duyusal sinir
lifleri; deriden eskteroseptif impulslar1 (6rnegin dokunma, agri, sicaklik, pozisyon ve
vibrasyon duyusu), kaslardan proprioseptif impulslar1 ve ayrica organlardan gelen
impulslar1 omurilige tasir ve dorsal boynuzda sinaps yapar. Duyusal ndronlarin hiicre
govdeleri DRG'de bir kiime olusturur (Sekil 2.18a, b). Duyusal bilgiler ciltten, visseral
ve kraniyal sinirlerden ortaya ¢ikar. Visseral sinirler i¢ organlardan ve kan damarlarindan
gelen duyusal mesajlar tasirken; kraniyal sinirler gorme, isitme, koku alma ve vestibuler
duyu organlarindan gelen duyusal mesajlar tasir.

Hasar olusturma potansiyeline sahip uyaranlara iliskin duyusal bilgileri ileten, agrinin
algilanmasina yol agan noronlar "nosiseptorler" olarak bilinir. Bu nosiseptif duyusal
noronlar sinir lifi tiplerine gore iki alt gruba ayrilir: (1) ilk nosisepsiyon uyaranini tagiyan
(mekanik-duyarli veya mekanik-termal), hizli iletken, ince miyelinli Ad-lifleri ve (2) daha
az yogun nosiseptif duyuyu ileten, yavas iletken, miyelinsiz C-lifleri (Miller ve ark.
2009). Periferik sinir hasari bu liflerin duyarlilasmasina ve spontan aktivitesine yol agar
(Pachman ve ark. 2011).

2. Motor (efferent) sinir lifleri motor PSS'nin aksonlaridir ve impulslart MSS'den
ventral omurilige ve ardindan motor sinir sisteminin -somatik veya -otonom (sempatik
veya parasempatik) dallarindan birine veya her ikisine tasirlar. Motor impulslar1 MSS'den
istemli somatik sinirlere ve istemsiz otonom sinirlere tasiyan motor liflerinin hiicre
govdeleri omuriligin ventral boynuzunun gri maddesinde bulunur (Sekil 2.18a, b). Motor
sinir lifleri 6rnegin yiiriimek, nesneleri tutmak veya konusmak i¢in kullanilan kaslarin
istemli hareketini module eder, kas tonusu ve koordinasyonundan sorumludur.

3. Otonom sinir lifleri kaslarin istemsiz hareketini modiile eder, intestinal motiliteyi, kan
basincini, kalp atig hizini, sindirim ve mesane, viseral ve vaskiiler olaylar1 kontrol eder.
Otonom sinirler nefes alma, yemeklerin sindirilmesi, kalp ve salgi bezi fonksiyonlar1 gibi

otomatik olarak regile edilen organ aktivitelerini kontrol eder.
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Periferik noropati; periferik duyusal, motor ve otonom ndronlarin yapisinda ve

fonksiyonunda, periferik ndropatik semptom ve bulgulara yol agan bir bozulma olarak

tanimlanabilir (Riaz ve Tomlinson 1996) (Cizelge 2.1). Periferik noropati ile iliskili

terimler Cizelge 2.2'de gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Periferik ndropatinin semptom ve bulgular1 ¢cogunlukla hasar gérmiis olan
periferik noronlara (otonom, duyusal veya motor) baglidir (Almandrones ve ark. 2002,
Quasthoff ve Hartung 2002, Armstrong ve ark. 2005, Visovsky ve ark. 2007, Wilkes

2007, Izycki ve ark. 2016)

Otonom sinir hasari

Duyusal sinir hasar1

Motor sinir hasari

= Bas donmesi

= Bulanik goriis

= Bayima

= Yeme ve yutma
problemleri

= Tat almada degisiklik

» Isitme kayb1

= Bagirsak, mesane veya
sindirim problemleri

= Diyare, kabizlik veya
inkontinans (idrar
kacirma)

= Kalp ritmi problemleri
(kalp atisinda
dizensizlik)

= Kan basincinda
degisiklikler

= Cinsel fonksiyon
bozuklugu

= Is1intoleranst

= Terleme fonksiyonu

bozuklugu

Dokunma, agr1 ve
sicaklik duyusu (kiiciik
lif)

Pozisyon ve vibrasyon
algisi (biiytk lif)
Dokunma ve sicakligin
ayirt edilmesinde kayip
Koordinasyon eksikligi
ve diisme

Ayaklarda ve ellerde,
yukar1 yonde bacaklara
ve kollara dogru
yayilabilecek olan

kademeli uyusma ve

karincalanma baslangici

Keskin, batici veya
yakict agri
Ignelenme hissi
(parestezi)

Disestezi, hipoestezi,
hiperestezi, arefleksi

Propriosepsiyon kaybi

Kas giigsiizliigii
Kas atrofisi (kas
boyutunda ciddi
kigilme)

Kas kayb1
Fasikulasyonlar
(deri altinda
gorinen kontrolsiiz
kas segirmesi)
Agrili kramplar
Spazmlar

Paralizi

Ince motor
becerilerde zorluk
(6rn. diigme
ilikleme, giyinme,
yazma)

Yiiriiyiis ve/veya
dengede bozukluk
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Cizelge 2.2. Periferik noropati ile iligkili terimler (Wickham 2007)

Terim Tanim

Allodini Agrili olmayan uyaranin agri olusturmasidir.

Ataksi Koordinasyon kayb1 ve becerisizlik; ekstremiteleri, govdeyi,
konusmay1 ve goz hareketlerini etkileyebilir.

Kozalji Siklikla deride anormal otonom degisiklikler ile iliskili, sicak veya
soguk ile yogunlagan yakici agr1

Disestezi Deride spontane olabilen veya agrisiz temassal uyaran tarafindan

Corap-eldiven
sendromu

Hiperestezi

Hipoestezi

Hiporefleksi

Hipotoni
Lhermitte

bulgusu

Noropatik agr1

Parestezi

Propriosepsiyon

uyarilabilen hos olmayan anormal duyular; deride agrili elektriksel
duyular, karincalanma, ignelenme veya kesilme hissi verebilir.
Eldiven uzun spinal sinirler daha korunmasiz oldugundan, belirtiler
ayak ve el parmaklarinda simetrik olarak baslar.

Duyusal uyaranlara kars1 duyarlilikta artis beklenenden daha fazladir,
agrisizdir ancak krampli olabilir, geceleri daha kotiidiir.

Temassal duyarlilikta bozulma (azalma), korelme

Derin tendon refleklerinde azalma; duyusal veya motor néron
iletimindeki azalmadan kaynaklanabilir.

Kas tonusunda azalma veya eksilme; motor ndropatiden kaynaklanir.
Boynun 6ne egilmesi sirasinda indiiklenen, omurgadan asagi dogru
yayilan ve ekstremitelerde zonklama seklinde hissedilen elektriksel,
sok benzeri his

Periferik sinir hasar1 veya sinir kokii hasar1 veya omurilik diizeyinde
hasar ile meydana gelebilir. Hastalarin ¢ogu yanici, zonklayic,

keskin-kesici veya delici olarak tarif edilen agrilardan yakinirlar.

Uyarilmis spontane duyular (uyaran ile meydana gelir); sicaklik veya
yanma hissini, karincalanma, sogukluk, igne batmasi hissini, uyusma
hissini icerebilir.

Vicudun veya vicut boliminin pozisyonunu, lokasyonunu,

oryantasyonunu ve hareketini hissetme yetisi
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Periferik noropatiler, beyin ve omurilik disindaki sinirlerde (periferik sinirler) meydana
gelen hasara gore smiflandirilir. Tek bir sinirdeki hasarin rol oynadigi ndropati
mononoropatidir, viicudun farkli bolgelerindeki iki veya daha fazla sayida farkl
sinirlerde aym1 anda meydana gelen hasarin rol oynadigi néropati multipl
mononoropatidir veya pekcok sinir viicudun iki yaninda asagi yukari ayni bolgelerde
etkilendiginde polindropati olarak adlandirilir. Normal periferik sinir iki ana fonksiyonel
boliime sahiptir: akson ve Schwann hiicreleri tarafindan tretilen miyelin kilif (Sekil
2.19a). Baz1 periferik néropatiler aksonlardaki (aksonopati), bazilari ise miyelin kiliftaki
hasarlardan kaynaklanir (miyelinopati) (Sekil 2.19b). Periferik noropatilere aksonal
hasarin ve demiyelinasyonun kombinasyonu da neden olabilir (Hughes 2002, Anonim

2014b, 2016b).

b)

DAMAGED MYELIN SHEATH
PATHWAYS DOESN'T WORK
LOSS OF FEELING

< .

Sekil 2.19. a) Saglikli periferik sinir hiicresi b) Sagliksiz periferik sinir hucresi
(https://robinatownmedicalcentre.com.au/laser-therapy/nerve-pain/)

Noropatik bozuklar, néronun hicre gdvdesini (néronopatiler) ve periferik surecleri
(periferik noropatiler) etkileyenler olarak siniflandirilabilir. N6ronopatiler ayrica duyusal
ndronopatiler (ganglionopatiler) ve motor ndronopatiler olarak alt gruplara ayrilabilir.
Periferik noropatiler genellikle 'sensorimotor'dur ve genel olarak miyelinopatiler ve

aksonopatiler seklinde alt gruplara ayrilabilir (Ocean ve Vahdat 2004) (Cizelge 2.3).
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Cizelge 2.3. Noropatilerin patolojik siniflandirmasi

> Noronopatiler (saf duyusal veya saf motor):

e Duyusal néronopatiler (ganglionopatiler)

e Motor noropatiler

> Periferik néropatiler (genellikle sensorimotor):
e Miyelinopatiler

e Aksonopatiler

Periferik noropatinin birden ¢ok etiyolojisi bulunmakla birlikte, sinirin hasara kars1 tepki
gostermesinde sinirli sayida yolu vardir. Kemoterapi ile iliskili toksik ndropatilerin en
yaygin formlarinin, 6ngériilen ii¢ hiicresel tutulum noktas1 vardir (Poncelet 1998, Kimura
2001, Hughes 2002, Stillman ve Cata 2006, Raffa ve Pergolizzi 2012, Miltenburg ve
Boogerd 2014).

1. Aksonopatiler (sinir iletiminde bozulma): Hasar akson diizeyinde meydana gelir.
Aksonlardaki bir hasar (6rn., travma), genellikle sinirin distal bolimiinde aksonun ve
miyelin kilifin dejenerasyonuna yol agar (6rn., Wallerian dejenerasyonu) (Sekil 2.20b, d).
Cogu toksik ve metabolik hasarlarda, aksonlarin en distal (uzak) boliimlerinin
dejenerasyonu, miyelin kiliftaki bir yikim ile birlikte seyreder (dying-back veya distal-
simetrik aksonal veya uzunluga bagimli néropatiler olarak da bilinir). Primer akson hasar1
sinirin en savunmasiz oldugu bdliimde, yani en uzun sinirlerin sonundan baglar ve

ardindan merkeze yayilir.
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Sekil 2.20. Periferik sinir hasarinin tipleri a) Normal sinir hicresi b) Wallerian
dejenerasyonu c) Segmental demiyelinasyon d) Aksonal dejenerasyon
(http://www.itfnoroloji.org/mertas/anatomofizy.htm)



2. Noronopatiler (ganglionopatiler): Hasar motor néron veya DRG diizeyinde meydana
gelir ve bunu periferik ve merkezi streclerin dejenerasyonu takip eder. Hasar hicre
govdesi diizeyinde gercgeklestiginden, iyilesme genellikle tam degildir. Noronopatiler
genel olarak hiicre govdelerini ve 6zelliklede DRG'yi etkiler. DRG'deki noronal hiicre
govdelerinde meydana gelen hasar, distal aksondaki hasar tarafindan indiiklenen
retrograd veya 'dying back' aksonal dejenerasyonun aksine, anterograd aksonal
dejenerasyona yol acan duyusal néronopatiye neden olur (Sekil 2.21). Aksonlar
impulslar1 diger néronlara veya efektor hiicrelere (6rnegin kas ve salgi bezlerinin
hiicrelerine) tasir. Aksonun impuls iletimine ek diger bir 6nemli fonksiyonu materyallerin
hiicre govdesi ile akson terminalleri arasindaki aksonal transportudur (Oztas 2003).
Anterograd transport akson terminali yoniindedir; retrograd transportun yonu ise akson
terminalinden hiicre govdesine dogrudur. Ayrica, noéronal hiicre govdelerinin korunmasi
iyilesme icin kritik oldugundan, bu ayrim noéroprotektif bilesiklerin tasarlanmasi
acisindan oldukca onem tasir. Bu nedenle, aksonal hasar tedaviye daha fazla yanit
verebilirken, néropatik hasar genellikle onleyici bir yaklasimi gerekli kilar (Park ve ark.

2008).

Neuronopathy ‘

@ Spinal Cord
Distal Axon
Dorsal Root
Ganglion

Axonopathy Retrograde
_’.

-€
Anterograde

Sekil 2.21. Norotoksisite orijini: Noronopati veya aksonopati

Kemoterapi distal aksonda aksonopatik hasari ve bunun sonucunda da aksonda 'dying
back' olgusunu indukleyebilir; alternatif olarak, ilk hasar DRG diizeyinde meydana
gelerek noronopati olusturabilir (Park ve ark. 2008)
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3. Miyelinopatiler (sinir hicresinin segmental demiyelinasyonu): Hasar Schwann
hiicreleri veya miyelin kilif diizeyinde meydana gelebilir ve inflamatuvar veya herediter
(kalitsal) olabilir. Kazanilmis demiyelinizan noropatilerde, hasar siklikla yamali veya
segmental sekilde olabilir (Sekil 2.20c). Aksonlar nispeten korunmus oldugundan,
iyilesme genellikle hizli (haftalar ila aylar siirer) ve tamdir. Herediter miyelin

anormallikleri genellikle yaygindir ve yavas ilerleyen bir seyre sahiptir.

Miyelin, aksonlar1 izole ederek sinir impulslarinin iletim hizini artiran lipit ve protein
acisindan zengin bir membrandir (Glardini ve ark. 2012). Miyelin kilif yapisinda genetik
defektlerden (Auer-Grumbach 2004, Carter ve ark. 2008), metabolik bozukluklardan
(Tracy ve Dyck 2008), enfekiyonlardan, inflamasyon veya toksik ajanlardan (Windebank
ve Grisold 2008) kaynaklanan degisiklikler periferik sinir hasarina yol acabilir.

2.2.2. Periferik sinir sisteminin savunmasizhgi ve hassasiyeti

Kemoterap6tik ajanlar, hizli gogalan hiicreleri yok etmek igin 6zel olarak tasarlanmis
(Cavaletti ve Marmiroli 2004, Windebank ve Grisold 2008) oldugundan bu tiir ajanlarin
cogalmayan veya yalnizca ¢ok diisiik ¢ogalma hizina sahip olan néronlarda ve glia
hiicrelerinde hasar olusturmasi beklenmeyebilir (Cavaletti ve Marmiroli 2006). Bununla
birlikte, periferik sinir hiicreleri kemoterapi ilaclarina kars1 oldukca korunmasizdir.

Ilaglarin nérotoksik potansiyelini belirleyen 3 faktér; ilacin sinir sistemine ulasabilme
yetisini, ilacin sinir sistemi Uzerindeki etkisini ve Onceden var olan periferik sinir
fonksiyon bozuklugu ile etkilesimini igerir (Almadrones ve ark. 2002). Cesitli 6zgiin
Ozelliklerinden dolay1 periferik sinir hiicreleri kemoterapotik ajanlara karst oldukca
savunmasizdir. Bir ajanin periferik ndropatiye neden olabilmesi i¢in dncelikle KSB'yi
gecebilmesi ve sinir sisteminin ajana kars1 duyarl olmasi gereklidir (Armstrong ve ark.
2005). PSS hiicreleri (primer duyusal ve otonom noéronlar) KBB disinda bulunan DRG'da
yer alirlar ve ajan molekiillerinin dolasimdan DRG'deki hiicre dis1 siv1 igerisine kolaylikla
gectigi, serbest gecisi miimkiin kilan fenestre (daha gecirgen) kilcaldamar yoluyla kan ile
beslenirler (Windebank ve Grisold 2008). KBB disinda bulunduklarindan ve zararh
ekzojen ajanlara karst MSS kadar iyi korunmadiklarindan periferik néronlar, MSS
toksisitesine neden olmayan kemoterapdtik ajanlarin toksik etkisine karsi savunmasiz

olabilirler (Raffa ve Pergolizzi 2012).
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Kemoterapi ile indiiklenen norotoksisitenin hedefi, agirlikli olarak sinir lifleri (akson
veya miyelin) veya ndronal govdeler (genellikle primer duyusal néronlarin bulundugu
DRGQG) iizerine etki edebilen ajanin tiiriine baglidir. Norotoksisitenin klinik 6zellikleri: (I)
ilgili ajanin tiirtine ve (IT) bayik miyelinli veya kicuk miyelinsiz liflerin motor veya
sensorimotor periferik sinir hasarindan, otonom bozuklugu isaret eden klinik bulgularin
varliginda veya yoklugunda neredeyse tamamen duyusal ndropatilere kadar degisen etki
alanlarina baglidir. Nadiren, kraniyal sinir tutulumu meydana gelir (Cavaletti ve
Marmiroli 2004, Park ve ark. 2008, Argyriou ve ark. 2012, 2014). Duyusal sinir
fonksiyon bozuklugu, belki de DRG'deki duyusal ndronal hiicre govdelerinin toksik
hasara kars1 savunmasizligini yansitacak sekilde, genellikle motor sinir bozukluguna gore
daha yaygindir. DRG'nin belirgin vaskiilarizasyonu ve KSB'nin permeabilitesi toksik

bilesiklerin duyusal néronlarda birikmesini de destekleyebilir (Park ve ark. 2008).

Aksonal transport faydali farmasdtiklerin, niikleik asitlerin ve fizyolojik olarak aktif diger
bilesiklerin periferdeki kolay erisilebilen noktalardan KSB ve KBB arkasinda kalan
onemli hedeflere tasinmasi icin etkili bir yol saglar (Oztas 2003). Noronlarda aksonal
transport, maddeleri hlicre govdesi (soma) ile akson terminalleri arasinda tasir (Oztas
2003) ve mikrotiibiil altyapisina dayanir. Aksonal transport néron sagliginin korunmast
ve dogru sekilde fonksiyon gostermesi agisindan ¢ok dnemlidir (Windebank ve Grisold
2008) ve aksona hasar veren veya mikrotiibiil diizenegini bozan norotoksik
kemoterapOtik ajanlar noropatiye yol acabilir. Aksonal transport maddeleri néronlar
icinde tasir. Sitoplazmada ¢oziinmiis haldeki maddeler (6rn., proteinler), aksondan hiicre
govdesine metabolik enerji gerektiren ve kalsiyum iyonlarini igeren hizli aksonal
transport ile veya yavas aksonal transport sirasinda ¢oziinme ile hareket eder (Riaz ve
Tomlinson 1996). Bir uyaran duyusal veya motor néronun dinlenme esik degerini
astiginda, sodyum ve potasyum iyonlar1 noral hiicre membranlar1 boyunca elektrik
yiiklerinin akisini degistirmek i¢in hiicre membranindan gegerken bir sinir impulsu
meydana gelir. Sinir membranlar1 depolarize oldugunda voltaj kapili sodyum-potasyum
kanallar1 gegici olarak agilir ve hiicrelerin uyarilabilirligini diizenler (Wickham 2007).
Grolleau ve ark. (2001) noropatinin, aksiyon potansiyelinin olusumunda rol oynadigi
bilinen voltaj kapili sodyum kanallarindaki degisiklikler ile ilgili oldugu varsayiminda
bulunmustur ¢iinkii ‘oksalatin (oksaliplatin metaboliti) noronal voltaj kapili sodyum

kanallarinin fonksiyonel 6zelliklerini degistirerek kanallarin uzun siireli aktivasyonuna
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yol agmast, asir1 Ca*2 girisi ile duyusal sinir hiicrelerinde hiicresel stresi indiikler’ (Lersch
ve ark. 2002). Salinan okzalat etkisi, voltaj bagimli sodyum kanallarinin gegici ve yapisal
olmayan bir islev bozuklugu ile depolarizasyonlarina miidahale ederek, sodyumun
duyusal néronlara girisini inhibe eden hiicre disi kalsiyumun selatlanmasina yol agar
(Grolleau ve ark. 2001). Mitotik igciklerin mikrotiibiillerini bozarak etki eden ilaglar
mikrotiibiile dayali aksonal transportu da bozar. Noronlar DNA hasarina duyarl
oldugundan, kemoterapdtik ajan bir noronda DNA hasarina yol agabiliyorsa, programli
hicre 6lumunu de (apoptoz) indikleyebilir (Windebank ve Grisold 2008, Raffa ve
Pergolizzi 2012).

Impuls iletiminin hiz1 bir néronun biiyiik 6l¢iide miyelinli (en hizl iletim), hafif miyelinli
(daha yavas iletim) veya miyelinsiz (en yavas iletim) olup olmamasina baglidir
(Wickham 2007). Sinirler farkli tiplerde aksonlardan olusur: Motor néronlar ve vibrasyon
duyusu, propriosepsiyon ve hafif dokunma igin duyusal néronlar biyik miyelinli
aksonlara sahiptir. Otonom ndronlar ve agri, sicaklik ve hafif dokunmadan sorumlu olan
duyusal noronlar kiiciik miyelinli aksonlara sahiptir, baz1 agr1 ve sicaklik impulslar1 ise
kicuk miyelinsiz aksonlara sahiptir (Poncelet 1998). Periferik sinirler: kraniyal sinirleri,
spinal sinir koklerini, dorsal kok ganglionunu, periferik sinir kordonlarint ve bunlarin
terminal dallarim1 ve periferik otonom sinir sistemini igerir. Anatomik olarak, iki tip
periferik sinir lifi mevcuttur (Almandrones ve ark. 2002, Armstrong ve ark. 2005, Wilkes
2007, Wolf ve ark. 2008) (Sekil 2.22):

1. Buyuk sinir lifleri miyelinlidir ve pozisyon, vibrasyon ve propriosepsiyon duyularini
tasirlar, biiyiik lifler ayrica motor fonksiyonlari da kontrol ederler. Buyuk lif sinirleri
esasen akson cergevesi olarak islev goren norofilamentlerden olusur. Platin analoglari
bliylik ¢apli aksonlardaki noérofilamentlerin agregasyonuna neden olur, bu durum bu
ilaglarin neden biiyiik sinir liflerine, kii¢iik sinir liflerine gore daha fazla hasar verdigini

agiklar.

2. Kuguk sinir lifleri miyelinli degildir ve agri, igne batmasi ve sicaklik hislerini
tagidiklar1 deri yiizeyi yakininda pek ¢ok ayri sinir ucuna sahiptir; kiiciik lifler ayrica
otonom fonksiyonlar1 da kontrol eder. Kuguk lif sinirleri esasen proteinler icin transport
mekanizmasi olarak islev géren mikrotiibiillerden olusur. Hafif dokunma hissi hem biyuk

hem de kiiciik sinir lifleri tarafindan taginir. Duyusal lifler deri ve kas diizeyinde sonlanir.

42



Akson daha sonra kaudal olarak hiicre govdesinin bulundugu DRG'ye dogru uzanir.
Ardindan omurilikte dorsal kolona (biiytlik duyusal lifler) veya spinotalamik yola (kiiciik
duyusal lifler) baglanir. Bu yollar daha sonra beynin duyusal bdlgelerine bir aktarma
istasyonu olarak islev goriirler (Poncelet 1998, Almadrones ve ark. 2002, Armstrong ve
ark. 2005). Cizelge 2.4'te bu rahatsizliklar ve semptomlar ile iligkili noropati tiplerinin bir

Ozeti sunulmustur.

Lagtba
Small fiker

Sekil 2.22. Kigclk ve biyk lifleri iceren PSS (Almandrones ve ark. 2002)

Cizelge 2.4. Kanserli hastalarda periferik néropatinin ayirict tanis1 (Almadrones ve ark.
2002)

Nedeni Norotoksik Etki

Vitamin B eksikligi Biiyiik lif hasar1

Kaseksi Difiiz gigsuzlik

Kemoterapi Kiiciik ve/veya biiyiik lif hasari
Charcot-Marie-Tooth hastaligi Biiyiik lif hasar1

Diyabet Kiigtik lif hasar1

Aterosklerotik iskemik hastalik Alt ekstremitelerde duyusal noropati
Paraneoplastik sendrom Distal duyusal veya sensorimotor eksikligi

o . Proksimal ve distal gu¢stizlik; karpal tiinel
Tiroit fonksiyon bozuklugu
sendromu

Alkolizme bagli néropati Uyusma, paresteziler
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Yiiziin lizerinde sinir hasari tipi vardir ve her biri kendine ait bir takim semptomlar ile
iligkilidir. Periferik noropatiye genetik hastaliklar, metabolik hastaliklar, toksik ajanlar,

kemoterapi ve fiziksel travma gibi farkli faktorler neden olabilir (Cizelge 2.5).

Cizelge 2.5. Periferik noropatiye neden olabilen faktorler (Poncelet 1998, Hughes 2002,
Hausheer ve ark. 2006, Wickham 2007, Chamberlain 2010, Anonim 2014b, 2015, 2016b)

Genetik hastalik

Metabolik hastalik

Toksik ajanlar

Fiziksel travma

Kanser tedavileri

Kemoterapi

Enfeksiyonlar

Vitamin eksiklikleri

Otoimmiuin
hastaliklar

Kemik iligi
hastaliklar

Kanser

Amiloid polinéropati, Charcot-Marie-Tooth (CMT) hastaligi

Diabetes mellitus, bobrek yetmezligi, hipotiroidizm, bobrek ve
karaciger bozukluklari, aterosklerotik iskemi hastaligi, primer
(ve ailesel) amiloidoz

Zehirlere maruz kalmak (toksik maddeler; kronik arsenik
intoksikasyonu, kursun, civa, altin, talyum gibi agir metalleri
veya kimyasallar1 igerir), alkol kullanmak, cevresel veya
endustriyel toksinler

Yaralanma veya ani travma (kesi veya gerilme, omurilik
yaralanmalart), tekrarlayan stres

Radyasyon tedavisi, cerrahi, kemoterapi, sinirlere baski yapan
timorler

Platin bilesikleri, vinka alkaloidleri, taksanlar, bortezomib,
talidomid ve analoglar

Lyme hastalig1, zona (varisella-zoster), Epstein-Barr virisu,
hepatit C, herpes, clizzam, difteri, HIV, Mycobacterium leprae,
Camphylobacter jejuni dahil belirli viral veya bakteriyel
enfeksiyonlar

Diisiik vitamin diizeyleri (B-1, B-6 ve B-12, pantotenik asit,
vitamin E niasin)

Sjogren sendromu, lupus, romatoid artrit, multipl skleroz,
myasthenia  gravis, Guillain-Barre  sendromu,  kronik
enflamatuvar demiyelinizan polintéropati (CIDP) ve nekrotizan
vaskdlitler (poliarteritis nodoza; Churg Strauss sendromu)

Kanda anormal protein (monoklonal gammopatiler), bir kemik
kanseri formu (osteosklerotik miyelom), lenfoma ve amiloidoz

Multipl miyelom, vb.
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2.3. Kemoterapi ile Indiiklenen Periferik Noropati (CIPN)

Kemoterapi ilaglarinin ve kanseri tedavi etmek icin kullanilan diger ilaglarin bazilari
periferik sinirlerde hasara yol agabilir. Bu durum gergeklestiginde kemoterapi ile
indiklenen periferik ndropati (CIPN) olarak adlandirilir. CIPN kanser tedavisindeki en
yaygin norolojik komplikasyondur. CIPN olduk¢a yaygindir ve kemoterapi uygulanan
bitiin hastalarin yaklasik {igte birini etkiledigi tahmin edilmektedir, {igte birinde kalict
sinir hasar1 olusabilir (Bhagra ve Roa 2007, Cavaletti ve ark. 2008).

Kemoterapinin uygulanmasi sagkalimin uzamasi agisindan kritik oldugundan,
norotoksisite riski kanserlerin basarili bir sekilde tedavi edilmesinin 6niinde énemli bir
siirlama teskil eder (Park ve ark. 2008). CIPN son derece agrili ve/veya engelleyici
olarak kronik rahatsizliga ve genel yasam aktivitelerinde 6nemli kayba neden olabilir ve
hastalarin yasam kalitesini diisiirebilir (Postma ve Heimans 2000, Fossa ve ark. 2003,
Abramowski 2010, Miltenburg ve Boogerd 2014, Schloss ve ark. 2015). Bu durum dozda
gecikmelere, azalmalara veya kemoterapinin kesilmesine yol acabilir ve pek c¢ok
kemoterapoétik ajanin kanser ile iliskili sonuglar iizerinde advers etkiye sahip olabilecek
doz-sinirlayici yan etkilerinden biridir (Bhagra ve Roa 2007, Visovsky ve ark. 2007, Wolf
ve ark. 2008, Velasco ve Bruna 2010). Dolayis ile, kanser hastalar1 CIPN gelisimi
nedeniyle kemoterapide tam veya optimum tedavi planlarin1 tamamlayamamaktadir. Bu
durumda ideal yaklagimlardan biri kemoterapétik ajanlarin tiimorlere karsi etkinliginin
azaltilmasi degil, ndropati semptomlarinin 6nlenmesi veya minimize edilmesidir. En
yaygin ve en ¢ok rapor edilen kemoterap6tik ajanlar platin bazli ilaglar, vinka alkaloidler,
taksanlar ve yan1 sira bortezomib, lenolidamid, talidomid ve epotilonlardir ancak baska
ilaclar da periferik sinir hasarina neden olabilir (Cizelge 2.6) (Windebank 1999,
Quasthoff ve Hartung 2002, Kannarkat ve ark. 2007, Walker ve Ni 2007, Wilkes 2007,
Windebank ve Grisold 2008, Kaley ve DeAngelis 2009, Velasco ve Bruna 2010,
Argyriou ve ark. 2011, Raffa ve Pergolizzi 2012, Fehrenbacher 2015).

Bu kemoterapdtik ajanlar meme, akciger, kolorektal, mesane, 6zofagus, bas ve boyun,
pankreas, yumurtalik ve mide kanserleri dahil diinyadaki en yaygin kanserler i¢in birinci

basamak tedavi olarak kullanilmaktadir (Parkin ve ark. 1999, Pisani ve ark. 1999).
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Cizelge 2.6. CIPN'ye neden olan kemoterapdtik ajanlar

Platin bazli ajanlar

Sisplatin (CDDP)

Karboplatin (CBDA)

Oksaliplatin (OXL)

Anti-ttbalin ajanlar

Taksanlar, 6rnegin paklitaksel (Taxol), dosetaksel (Taxotere), kabazitaksel
(Jevtana)

Vinka alkaloidleri (vinblastin, vinkristin, vinorelbin, vindesin)

Epotilonlar, 6rn. iksabepilon (Ixempra)

Dolostatin-10

Alkilleyici ajanlar (prokarbazin, ifosfamid)

Antimetabolitler (metotreksat (MTX), 5-florourasil (5-FU), kapesitabin,
gemsitabin, fludarabin, sitarabin)

Immiinomodiilatér ve antianjiyogenik ajanlar, 6rn. talidomid (Thalomid),
lenalidomid (Revlimid), pomalidomid (Pomalyst), bevasizumab

Proteazom inhibitorleri, 6rnegin bortezomib (Velcade), karfilzomib (Kyprolis)
Topoizomeraz inhibitoru (etoposid (VP-16))

Antiprotozoal ve antihelmintik

Suramin (bliylime faktorii antagonisti, biliyiime faktorlerinin baglanmasini
inhibe eder)

Farnesil transferaz inhibitorleri (tipifarnib)

Metaloidler (arsenik)

Eribulin (Halaven)

5-Azasitidin

Teniposid

Mitotan

Hekzametilmelamin

Misonidazol (radyoduyarlastirici)
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Literattirde CIPN insidansi oldukg¢a degiskendir; ancak ¢alismalara bagli olarak standart

kemoterapi dozlar1 verilen hastalarin %10'u ila %20'sinde ve ylksek dozlar ile tedavi

edilen hastalarin neredeyse %100'1inde meydana geldigi tahmin edilmektedir (Cata ve
ark. 2006, Balayssac ve ark. 2011, Fallon 2013, Park 2014). Tum kanser hastalarinin
%30'u ila %40"min CIPN'den etkilendigini bildirmistir (Anonim 2016a).

Bu degiskenligi etkileyen faktorler arasinda asagidakiler sayilabilir:

a)
b)

d)

f)

9)
h)

kemoterapotik ajanin tiiri

uygulanan tedavi plami (toplam doz, doz yogunlugu (Cavaletti ve ark. 1992),
kimdalatif doz, her siklustaki doz, siklus sayist, inflizyon siiresi) (Hilkens ve van den
Bent 1997, Cavaletti ve ark. 2001, Quasthoff ve Hartung 2002, Park ve ark. 2013)
farkli kemoterapotik ajanlarin kombinasyonlar: (Chaudhry ve ark. 1994, Winton ve
ark. 2005, Pergolizzi ve LeQuang 2012)

tumor tard

hasta 6zellikleri (0rn. hasta yas1)

birlikte uygulanan diger tedaviler; 6rn. cerrahi islem, radyoterapi (Burton ve ark.
2007, Rose 2012, Zadik ve ark. 2012) veya baska norotoksik ilaclar ile yapilan daha
onceki tedaviler

CIPN ig¢in tan1 teknigi veya kriterleri ve degerlendirme

PN gelisimi i¢in 6nceden mevcut olan risk faktorlerini tasiyan hastalar (6rn., tip II
diabetes mellitus, hiperglisemi, alkolizm, hipotiroidizm, kalitsal noropati, nérolojik
paraneoplastik sendrom, vitamin B, eksikligi (Quasthoff ve Hartung 2002,
Armstrong ve ark. 2005, Hausheer ve ark. 2006, Wilkes 2007, Windebank ve Grisold
2008, Velasco ve Bruna 2010, Seretny ve ark. 2014).

NOropatinin tipi farkli ilaglara bagli olarak degisebilir ve yaygin sorumlu ajanlar ile hangi

noropati tiplerinin iliskili oldugunu bilinmesi 6nemlidir (Quasthoff ve Hartung 2002,
Wilkes 2007, Park ve ark. 2008, Windebank ve Grisold 2008, Kaley ve DeAngelis 2009)
(Cizelge 2.7).
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Cizelge 2.7. Noropati tipine gére CIPN (Hausheer ve ark. 2006, Windebank ve Grisold
2008’den modifiye edilerek alinmistir)

Duyusal Sensorimotor Otonom iirﬁinrilﬁl néar\g;;ti
Platin bazli ilaglar | Sisplatin Dosetaksel | Vinkristin Oksaliplatin
e Sisplatin Sitarabin Vinkristin

e Karboplatin Hekzametilmelamin

e Oksaliplatin Epotilonlar

Taksanlar Paklitaksel

Bortezomib Dosetaksel

Talidomid Vinkristin

Misonidazol Vinblastin

Prokarbazin Vinorelbin

Gemsitabin Vindesin

Etoposid Suramin

[fosfamid Talidomid

Interferon-y Lenalidomid

Cizelge 2.7'de Ozetlendigi iizere, bu bilesikler farkli kimyasal yapilara ve etki
mekanizmalarina sahip olmalarina karsin, periferik noropati gelisimi hepsinin yaygin yan

etkilerinden biridir.

CIPN'ler hangi noronlarin (duyusal, motor veya otonom) etkilendigine bagli olarak
farklilik gosterir. CIPN'de siklikla duyusal semptom ve bulgular belirgindir. Erken
donemde siklikla agr1 ile iligkilendirilen hassasiyet kayb1 veya parestezi meydana gelir.
Genel olarak, CIPN'de otonomik semptomlar nispeten nadirdir. Her iki sinir tipinde de
hiicre govdelerinin KBB disinda bulunmasina karsin otonom semptomlarin seyrek ve
duyusal semptomlarin yaygin olmasinin nedenleri hakkinda diisiinmek ilgingtir. Bunun
nedeni olasilikla otonomik sistemin bilingli kontrol veya duyu olmadan islev
gostermesidir. Bu nedenle, noron kaybi; ortostatik hipotansiyon, siddetli kabizlik ve
erektil disfonksiyon gibi fark edilebilir semptomlara yol agmak i¢in yeterli olmalidir
(Windebank ve Grisold 2008, Brewer ve ark. 2016). Bunun aksine, duyusal semptomlar,
ozellikle agr1 veya karincalanmanin pozitif semptomlari, az sayida aksonun veya néronun

fonksiyonundaki anormallik sonucunda ortaya ¢ikacaktir (Windebank ve Grisold 2008).
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Norotoksik kemoterapotik ajanlar periferik sinirlerde yapisal hasara neden olarak,
merkezi veya periferik sinir sisteminde somatoduyusal algi anormalligine yol agabilir ve
bunun sonucunda "pozitif" semptomlar (6rn. allodini, kozalji, parestezi, disestezi,
hiperaljezi ve 6rnegin "zonklayic1" veya "yanic1" gibi ¢esitli rahatsiz edici 6zellikler
tasiyan agr1), "negatif' semptomlar (anestezi, gii¢siizliikk, uyusma veya duyuda azalma)
veya ikisinin bir kombinasyonu ortaya ¢ikabilir (Bhagra ve Roa 2007, Wolf ve ark. 2008).
CIPN'ler genellikle kullanilan ilacin kiimiilatif dozuna ve tipine bagh olarak degisen
uzunluga bagimli, duyusal néropatilerdir. Nadiren motor semptomlar, otonom fonksiyon
bozuklugu ve tesadifi kraniyal sinir tutulumu meydana gelebilir (Xiao ve ark. 2011,
Grisold ve ark. 2012, Miltenburg ve Boogerd 2014). Kullanilan ilaca baglh olarak, saf
duyusal ve agrili noropati (platin smifi alkilleyici ajanlar ve taksanlar ile) veya
sensorimotor noropati (otonom sinir sistemi tutulumu ile veya olmadan) (vinkristin,
taksol, suramin ile) ortaya ¢ikabilir (Quasthoff ve Hartung 2002, Bhagra ve Rao 2007,
Wickham 2007). Kemoterapi hastalarinda sik tarif edilen bir ndéropati, immiinomodiilator
ajanlarin (O6rn., talidomid, lenalidomid) veya ig zehirlerinin (6rn., vinka alkaloidleri,
epotilonlar veya taksanlar) neden oldugu aksonal, sensorimotor néropatidir (Chamberlain
2010). En yaygin gorilen CIPN formlarmin klinik Ozellikleri Cizelge 2.8'de

Ozetlenmistir.
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Cizelge 2.8. Kemoterapotik ajanlar ile iliskili CIPN’nin klinik bulgu ve semptomlar1 (Quasthoff ve Hartung 2002, Hausheer ve ark. 2006,
Walker ve Ni 2007, Wickham 2007, Windebank ve Grisold 2008, Velasco ve Bruna 2010, Park ve ark. 2013, Miltenburg ve Boogerd
2014’dan modifiye edilerek alinmistir)

Klinik semptomlar

edebilir. Agri yaygindir.
Parestezi, el ve ayaklarda
karincalanma, tendon
reflekslerinin kaybu,
vibrasyon ve eklem pozisyon
hissinde bozulma, ataksi,
Lhermitte bulgusu

Ajan Norotoksisiteye Morfolojik . .
(timor) neden olan doz Duyusal Motor néropati Otonom degisiklikler Etki mekanizmast
noropati noropati
Sisplatin >300-400 mg/m? Stk Seyrek Seyrek Aksonopati ve Alkilleyici ajan
Akciger kumulatif doz Hastalarin %SO'u ila %40’1. _Ortostatik nbron(_)pat_i _ benzeri platin iceren
Meme Tam modalitelerde distal disregulasyon _ Buyuk miyelinli bile;igil? tiibiilindeki
Testis baskin, simetrik, iist ve alt liflerde hasar, dorsal belirli bolgelere
Mesane ekstren?ite kaybu (biiyiik lifte kok - b.ag'lanarak
Yumurtalik kuctik life gore daha yuksek). gﬂanglioﬂnlarmd_akl mikrotubdlin
Ozofagogastrik llacin kesilmesinden sonra hiicre govdelerinde ayrismasma neden
birkac ay suireyle devam hasar olmasu.

DNA'ya irreversibl
baglanma, noronal
apoptoz
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Karboplatin >400mg/m? Daha diisiik siklikta Daha diisiik siklikta Seyrek Aksonopati ve DNA'ya irreversibl
Akciger kumulatif doz h_fastalqrm %10'u ila %20'si. .!’l('?.ron(_)pat_i _ baglanma, néronal
Meme Sisplatine benzer ancak daha _ Bulyik miyelinli apoptoz
Yumurtalidlar az belirgin. Agri sisplatin ile liflerde hasar, dorsal
oldugundan daha az kok
yaygindir. Parestezi, el ve ganglionlarindaki
ayaklarda karincalanma, hlicre gévdelerinde
tendon reflekslerinin kaybt, hasar
vibrasyon ve eklem pozisyon
hissinde bozulma, ataksi,
Lhermitte bulgusu
Oksaliplatin >550 mg/m? Her zaman Daha diigiik siklikta Seyrek Bilinmiyor Kronik:
Kolorektal kumulatif do_z Akut dl_JyusaI semptomlar_ve Aku_t kramplar ve Sisplatine benzer,
Gastrik (>14 gin kronik) kronik duyusal ndropati fasikulasyonlar. DNA'ya capraz
(<14 giin akut) Kronik: Hastalarin %80'i. Kas kramplar, baglanan ve DNA
Agiz, bogaz ve iist miyotoni, tetanik sentezini bloke eden
ekstremitelerde soguk ile spazmlar, nadiren platin iceren

indiklenen disestezi.
Sisplatin ile gorilen tipik
bulgular gibi, neredeyse son
derece soguk ile indiiklenen
ve/veya kétiilegsen parestezi,
disestezi ve daha sonra agri

kas gii¢siizltigti

alkilleyici ajan.
DNA'ya irreversibl
baglanma, néronal
apoptoz
Akut: Voltaj bagiml
sodyum kanallarinin
disfonksiyonu
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Dosetaksel Dosetaksel: >175 Stk Daha diisiik siklikta Seyrek Kombine ndronopati Dosetaksel:
Paklitaksel mg/m? kimulatif Distal simetrik parestezi, Progresif distal Ortostatik ve aksonopati, Hicrelerde
Akciger doz pallhypaesthesia, eklem ve/veya proksimal disregulasyon siddetli sinir lifi mikrotiibiil aginin
Meme Paklitaksel: >200 pozisyon hissinin kaybt, parezi; miyalji, nadir kaybi, aksonal atrofi | agregasyonuna neden
Yumurtaliklar mg/m? kuimulatif agrily disestezi, Lhermitte miyopati olgular ve sekonder olan yar1 sentetik
doz bulgusu agrisi. demiyelinasyon, taksan. Mitotik ve
kiiglik aksonal interfaz hiicresel
rejenerasyon fonksiyonlar
acisindan temel
oneme sahip.
Mikrotibllerin
aracilik ettigi
hiicresel ve aksonal
transportun
disfonksiyonu
Paklitaksel:
Mikrotubal
diizenegini destekler
ve stabilize eder.
Mikrottbullerin
aracilik ettigi
hicresel ve aksonal
transportun
disfonksiyonu
Vinkristin >5 mg = hafif Her zaman Seyrek Stk Aksonopati Intraseliiler tiibiilini
Hematoloiik siddette Hastalarin %30'u ila %40'". Hastalarin %5'i ila paralitik ileus, demiyelinasyonu ile baglar ve mitozu
) >15 mg = siddetli Alt ekstremitelerde tim %10'u. Alt postirel seyreden metafaz asamasinda
neoplazmlar LS : - . . . LA <
kumdilatif doz modalitelerde distal duyusal | ekstremitelerde ayak hipotansiyon, demiyelinasyon, durdurur.
Yumurtalik - . . .. ; y N . . L . et
- kaywp. Ust ekstremitelerin diismesine dogru irogenital dying back tipi akson Mikrotibllerin
Testis ; . . - :
. etkilenmesine sik rastlanmaz. ilerleyen distal fonksiyon kaybi ve DRG hasari aracilik ettigi
Akciger . AN . ,
El ve ayaklarda erken ortaya | simetrik glicsizlik. bozuklugu hiicresel ve aksonal
Kolorektal
transportun

¢tkan uyusma ve
karincalanma, asil tendonu
refleksinin kaybi, agri.

Kas kramplar, distal
kaslarda siddetli
gucsuzlik

disfonksiyonu.
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Suramin >350 mg maks. Stk Daha diisiik siklikta Seyrek Aksonopati ile Bulylme faktorlerinin
plazma duzeyi Hastalarm %30'u. Alt Hastalarin %10 ila seyreden baglanmasini inhibe
ekstremitelerde tiim %20'si. Alt demiyelinasyon, sural eder.
modalitelerin distal simetrik | ekstremitelerde hafif sinir biyopsilerinde
kaybi. Hafif hipestezi ve siddette distal segmental
parestezi, el ve ayaklarda gucsuzlik. Nadiren, demiyelinasyon
karincalanma, tendon siddetli, subakut,
reflekslerinin kayb, distal ve proksimal
vibrasyon ve eklem pozisyon | glcstzlik. Guillain-
hissinde bozulma Barre sendromu
benzeri bir tablo ile
siddetli parezi
Talidomid >20 g dozlarda Stk Seyrek Seyrek Sensorimotor agrili Bilinmiyor
Hematolojik Hastalarin %Z_O’Si ila %40’1. Haﬁ]isiaf.de{te distal ndropati
neoplazmlar Alt ekstremitelerde tim gucsuzlik ve
modalitelerin hafif ila orta kramplar
siddette distal simetrik kaybu.
Bortezomib >16 mg/m? Stk Seyrek Seyrek Sensorimotor aksonal Bilinmiyor
Multipl Hastalarin %__?O’u ila %40’1. Hastalarin %5 ila ni)'rop_ati,_ngdiren
miyelom Alt e!<strer.n|tele_rd.e tim %1.0'u. Alt _ demiyelinizan.
Mantie hicreli modalitelerin hafif ila orta | ekstremitelerde hafif
lenfoma siddette distal simetrik kaybu. siddette distal
Agrily kigk lif duyusal gucsuzlik. Nadir,
ndropatisi. siddetli distal
gucsuzlik.
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2.3.1. CIPN patolojisi ve patogenezi

Kemoterapdtik ilaglarin kullanimi kanser hastalarinda prognozu belirgin derecede
tyilestirmistir. Ancak, cesitli kemoterapdtik ajanlarin yan etkileri, bu ajanlarin
uygulanmas1 ile ortaya ¢ikan ve klinik ag¢idan O6nem tasiyan bir sorundur. EtkKi
mekanizmalar dikkate alindiginda, kemoterapotik ajanlarin ¢cogu yalnizca hizli gogalan
kanser hiicreleri iizerinde degil, normal hiicreler iizerinde de toksiktir; ancak, etkili
ajanlarin 6nemli bir kism1 ayn1 zamanda noérotoksik de olabilir. Bu tlr durumlarda, MSS
etkili bir KBB tarafindan korundugundan, DRG ve periferik sinirler en yaygin hasar
goren noktalardir. Cesitli kemoterapotik ajanlarin periferik norotoksisiteyi indiikledigi
yonundeki klinik ve deneysel gozlemlere karsin, 6zellikle normal yetiskin néronlarda
bunlar1 antimitotik ilaglara kars1 koruyacak olan hiicre replikasyonunun olmadigi goz
Oniine alindiginda, bu yan etkinin ayrintili mekanizmalarinin anlasilmasi zordur
(Cavaletti ve ark 2008). Kemoterapinin toksik etkileri, aksonlar, miyelin kiliflar, n6ronal
hiicre govdeleri ve destekleyici glial yapilar dahil olmak tlizere PSS'deki c¢esitli yapilari
ve fonksiyonlar1 hedef alir (Poncelet 1998, Stillman ve Cata 2006, Bhagro ve Roa 2007).
CIPN'nin patogenetik mekanizmalar1; dying-back akson hasari yoluyla aksonopati ve
DRG’nun hiicre govdelerinin dahil oldugu noronopatidir. Toksik noropatilerin ¢ogu
aksonlar etkileyerek bir aksonopatiye yol agar ve 'dying-back’ paterni sergileyen, distal,
simetrik, duyusal agirlikli ndropatiye neden olurlar. Primer akson hasari sinirin en
savunmasiz oldugu boliimde, yani en uzun sinirlerin distal ucunda baglar ve ardindan
merkezi olarak yayilir (dying-back néropati) (Stillman ve Cata 2006, Podratz ve ark.
2011, Miltenburg ve Boogerd 2014). Distal dallar en ¢ok; simetrik, uzunluga-bagiml
"corap ve eldiven" dagilimli duyu kaybina yol agan, aksonal transport akisinda meydana
gelen bozulmadan etkilenir (Stillman ve Cata 2006). En yaygin olarak buytk duyusal
sinir lifleri etkilenirken, daha kuctik duyusal liflerde hasar secili kemoterapiler ile nadiren
meydana gelir (Park ve ark. 2013). ilk etkilenenler en uzun aksonlardir, dolayis1 ile
duyusal degisiklikler genellikle ayak parmak uglarindan parmaklara dogru ilerler,
proksimal olarak eklemlere ve ardindan alt bacaklara ilerler (¢orap dagilimi). Ust
ekstremitelerde CIPN tipik olarak daha sonra olusur ve parmak uglarindan parmaklara,
ardindan ellere ve devamina ilerler (eldiven dagilimi). Ancak, bazi hastalar CIPN'yi 6nce
ellerinde fark ederler (Wilkes 2007, Wickham 2007, Fehrenbacher 2015). CIPN agri,

parestezi ve disestezi ile bir "¢orap-eldiven" dagilimi paterni gosterir (Wolf ve ark. 2008).
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Kemoterapdtik ajanlar toksisiteye sinir sistemi iizerine etki ederek dogrudan veya
metabolik anormalliklere veya serebrovaskiiler bozukluklara yol agarak dolayli olarak
neden olurlar ve toksinler proksimal olarak akson boyunca hiicre gévdesine dogru taginir
(Wickham 2007, Lee 2010).

Kanser kemoterapisi ajanlarinin neden oldugu kronik artislt hasar en sik olarak DRG'deki
duyusal sinir hiicre govdelerini (6rn. sisplatin) ve/veya omuriligin disinda bulunan
afferent ve efferent aksonlar1 (6rn. paklitaksel, oksaliplatin) etkiler (Quasthoff ve Hartung
2002). CIPN agirlikli olarak duyusal semptomlardan olusur, bununla birlikte nadiren
motor veya otonom sinir tutulumu gercgeklesir (Grisold ve ark. 2012). Kemoterapiye bagh
olarak motor ve otonom noropatik semptomlar da gelisebilir (Park ve ark. 2013).
Hausheer ve ark. (2006), motor néronlarin korunakli olmasinin nedeninin bu néronlarin
daha yogun sekilde miyelinlenmis olmasi ve ayrica, {ist ve alt motor noron hiicre
govdelerinin omurilikte korundugu gergegi oldugu varsayiminda bulunmustur. Sorumlu
ajanin uzaklastirilmasi durumunda aksonlar rejenere olabilir, ancak hiicre govdelerindeki

hasar genellikle geri doniislii degildir (Poncelet 1998).

CIPN en yaygin sekliyle tipik olarak uyusma, propriosepsiyon kaybi, vibrasyon ve igne
batmasi algisinda azalma, karincalanma, yanici ve zonklayict agrilar, soguga veya
dokunmaya asir1 hassasiyet, hiperaljezi ve allodiniyi i¢eren simetrik semptomlara sahip
saf duyusal noropati olarak ortaya c¢ikar ve ¢orap-eldiven dagilimi ile uzunluga bagiml
bir néropati olarak goézlemlenir (Lee 2010, Fehrenbacher 2015, Zhang ve ark. 2016).
Uyusma, vibrasyon duyusunun ve derin tendon eklemi reflekslerinin kaybi kemoterapi
tedavisi alan hastalarda néropatinin ilk bulgularindandir ve bunlar1 parestezi gelisimi ve

pozisyon hissinin kaybi takip eder (Fehrenbacher 2015).

Periferik noropatiler c¢esitli formlarda baslayabilir ve farkli paternler izleyebilir.
Semptomlar, giinler, haftalar veya yillar boyunca yasanabilir. Periferik néropatiler akut
veya kronik olabilir. Kalic1 veya geri doniisiimlii olabilir. Ancak tersine ¢evrilebilecegi
durumlarda bile iyilesme ancak kismi olabilmektedir (Hughes 2002, Raffa ve Pergolizzi
2012). Guillain-Barré sendromu gibi (bu sendromda viicudun bagisiklik sistemi PSS'nin
baz1 boliimlerine saldirir ve sinir sinyallerinin yollanmasini ve alinmasini engeller) akut
noropatilerde, semptomlar aniden belirir, hizla ilerler ve sinirlerdeki hasar duzeldikge

yavas yavas iyilesir. Kronik formlarda semptomlar farkedilmeksizin baglar ve yavas
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ilerler. Bazi kisilerin semptomlarin ardindan rahatlama donemleri olabilir. Bazilarinda ise
semptomlarin aylar veya yillar boyunca ayni kaldig1 bir plato asamasina ulasabilir. Cogu
kronik noropati zamanla kotiilesir. Noropatinin agrili ve potansiyel olarak elden
ayaktan/giicten diistiriicii olmasina karsin ¢ok az sayida formu oliimciildiir (Anonim

2014b, 2016).

PSS hasara yanit olarak ¢ok yiksek yenilenme kapasitesine sahiptir. Yenilenmenin
gerceklesebilmesi icin hiicre gévdesinin korunmasi ve ila¢ uygulamasinin ardindan,
PSS'nin onarimi gergeklestirmesi adina yeterli siireye sahip olabilmesi i¢in hasarsiz uzun
bir siire gegmesine izin verilmesi gereklidir. Kullanilan dozaja ve kemoterapotik ajanlara
bagl olarak, bazi olgularda semptomlar tamamen iyilesir. Ne yazik ki, PSS'nin hasarin
ardindan yenilenme kapasitesinin ¢ok yiiksek olmasina karsin, ¢cogu durumda CIPN ilag
dozunun azaltilmasi veya ilacin kesilmesi halinde yalnizca kismen geri dontisliidiir ve en
kotii olgularda, hasar tamamen geri doniigsiizdiir (6rn. sisplatin). Dolayist ile, timor
kemoterapatik ajanlar ile basariyla tedavi edildiginde bile CIPN yasam kalitesi {izerinde
onemli ve kalict bir sinirlama olusturur (Cavaletti ve ark. 2001, Quasthoff ve Hartung
2002, Wilkes 2007, Wolf ve ark. 2008).

Noropatinin siddeti tedavi siiresiyle birlikte artar ve ilag¢ tedavisi tamamlandiginda
ilerleme durur. CIPN'nin olagan seyri kemoterapi sirasinda baslayan ve kemoterapinin
tamamlanmasinin ardindan iyilesme egilimi gosteren semptomlardir (Kannarkat ve ark.
2007). Cogu CIPN sorumlu ilacin durdurulmasinin ardindan, "coasting™ olarak
adlandirilan sekilde, iyilesir (yani, bortezomib, talidomid, vinka alkaloidleri, oksaliplatin,
taksanlar), ancak, sisplatin alan hastalarda CIPN'nin ilacin kesilmesinden sonra da
ilerleyebildigi bildirilmistir (Windebank 1999). Platin bilesikleri ile tedavinin
kesilmesinden sonraki birka¢ ay boyunca duyusal kaybin ilerleyebildigi belirlenmistir
(Windebank ve Grisold 2008).

Cesitli kemoterapdtik ilaclarin antikanser etki sekilleri biiylik 6l¢iide anlagilmistir, ancak
hasarin yalnizca duyusal noronlarda meydana gelmesine yol acan seciciligine ve
CIPN'nin klinik siddetine katkida bulunan ndérotoksik mekanizmalar heniiz anlasilir
degildir (Zhang ve ark. 2016). Bununla birlikte, sitotoksisiteden sorumlu mekanizmalar

siklikla norotoksisite gelisimi ile baglantilidir ve bu durum ndrotoksisitenin, tedavi
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etkinliginde istenmeyen bir diisiise neden olmadan azaltilmasini zorlagtirir (Park ve ark.

2008).

Kemoterapotik ajanlarin  hizli  boliinen hiicrelere saldirmak icin  kullandigi
mekanizmalarin bazilar1 sinir sistemini de etkileyebilir. Kemoterapotik ilaglarin ortak
ozelliklerinden biri KBB'yi gecemiyor oluslaridir ve bdylece MSS korunur. PSS bir
koruyucu bariyere sahip degildir ve bu durum onu ndrotoksisiteye karsi duyarli kilar,
dolayisi ile, norotoksik kemoterapi ajanlart néronun farkli béliimlerinde birikebilir ve
noronun farkli boliimleri hedef alabilir. Farkli kemoterapi ajanlari, DRG ndéronal hiicre
govdeleri, aksonal transport yollari, mitokondri calismasi, Ca*? diizenleyici sistemler ve
aksonal membran iyon kanallar: dahil PSS’nin farkl bilesenlerini hedef alir (Park ve ark.
2008, 2013, Schloss ve ark. 2013) (Sekil 2.23).

Farkli kemoterapotik ajanlar DRG'deki duyusal hiicre govdeleri diizeyinden distal aksona
kadar sinir sisteminin farkli bilesenlerini etkiler. DRG, KSB tarafindan daha az
korundugu ve norotoksik hasara karsi daha savunmasiz oldugu i¢in 6ne ¢ikan bir hedeftir,
bu durum CIPN'li hastalarda duyusal tutulumun agir basmasini agiklayabilir (Allen ve

Kiernan 1994).

Darsal raot ganglion

Platinum compounds| | +Taxanes | | + Oxaliplafin | +Taxanes « Taxanes

+ Paclitaxel *Vinca alkaloids (Nat, Cat+a2B-1, *Vinca alkaloids | | «Vinca alkaloids

+Vinca alkaloids (Vincristing) TRPME) {Vincristing) + Platinum compounds
* Bortezomib + Bortezomib

* Bortezamib + Bortazomib

K
i

--.‘ |

Small nerve fibars

« Taxanes

\\.___.-"} //I |
: ,/ v g __%ﬂ- = . & e + Vinca alkaloids
T T - O — — i [ Hortezomib
{ /° / = / '

Sekil 2.23. Periferik sinir sisteminde kemoterapi ile induklenen norotoksisite icin
ongorulen hedefler (Wang ve Lehky 2012)
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Kemoterapdétik ilaglarin cogu KBB'yi diisiik oranda geger ancak KSB'yi kolaylikla gecer
ve DRG ve periferik sinirlere baglanirlar (Jacobs 1978, Cavaletti ve ark. 2000). KSB;
KBB'den daha az etkilidir ve DRG ve sinir terminallerinde 6zellikle yetersizdir, bu durum
potansiyel norotoksinlerin perifere erisimini kolaylastirir (Wang ve Lehky 2012). Genel
olarak, nérotoksik kemoterapo6tik ajanlar periferik sinirlere, mikrotubullere zarar vererek
ve mikrotiibiil esasl aksonal transportu engelleyerek, mitokondrilerin iglevini kesintiye
ugratarak veya dogrudan DNA'y1 hedef alip daha sonra periferik sinir dejenerasyonuna
veya kugclk lif néropatisine yol acarak hiicresel diizeyde hasar verirler (Windebank ve
Grisold 2008). Periferik sinir dejenerasyonu veya kiguk lif noropatisinin genellikle CIPN

gelisiminin altinda yatan mekanizma oldugu kabul edilir (Wang ve Lehky 2012).

Hicresel dizeyde, kemoterapinin kanser hiicreleri iizerindeki etkisine benzer sekilde,
noronlarin DNA replikasyonunu ve metabolik fonksiyonunu kesintiye ugratarak
apoptoza ve onarilamaz mitokondri hasarina yol actig1 bildirilmistir (Dunlap ve Paice
2006). Bu kemoterapotik ajanlarin CIPN'ye neden oldugu mekanizma hala tam olarak
bilinmemektedir, ancak mekanizmalarin her ajan i¢in farkli ve spesifik olmasi olasidir ve
bu nedenle, tedavilerin ajana 6zgii olmasi gerekebilir. Bu 6nemli sorunun arastirilmasinda
kullanilabilecek yollardan biri, kemoterapoétik ilaclarin toksisitesini azaltmak amaciyla
kullanilan bilesiklerin etkisinin klinik 6ncesi ve klinik ortamlarda degerlendirilmesidir
(Cavaletti ve ark 2008). CIPN'nin 6nlenmesi ve tedavi edilmesi amacli stratejilerin
gelistirilmesi igin ¢ok fazla arastirma yapilmistir. Fakat su anda CIPN'nin meydana
gelmesini Onlemek i¢in herhangi bir farmakolojik veya baska yol mevcut degildir. Bu
nedenle, dozun azaltilmasi ve sonug olarak, sorumlu ajanin kesilmesi CIPN gelisimini
yavaglatmak i¢in tek secenektir ve bu durumun potansiyel olarak optimum tedaviyi
etkilemesi mimkindur (Zhang ve ark. 2016). Bu sebeple, daha az yan etkiye ve CIPN
bulgusuna sahip alternatif kemoterapétik ajanlarin ve/veya tedavi yoOntemlerinin

gelistirilmesine acilen ihtiya¢ duyulmaktadir.
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2.3.2. Platin ilaclarin 6nerilen norotoksisite mekanizmasi

Hem in vitro hem de in vivo deneysel calismalarda ve klinik denemelerde cesitli
noroprotektif yaklagimlar arastirilmis olmasina karsin, etiyolojisi (nedeni) tam olarak
aydinlatilmadigindan kemoterapi ile indiiklenen ndrotoksisite i¢in dnleyici veya etkili bir
tedavi yoktur. Bu nedenle, CIPN'nin agr1 semptomlarinin altinda yatan mekanizmalarin
tanimlanmasi, koruyucu ve tedavi edici stratejilerinin gelistirilmesi kanserden sag
kalanlarin yasam kalitesinin artirilmasi agisindan biiyilk 6nem tasimaktadir (Wang ve
Lehky 2012). Farkli bilim insanlar1 tarafindan CIPN gelisiminde yer alan g¢esitli
mekanizmalar arastirilmistir. Kemoterapi ilaglariin sitotoksisiteden sorumlu etki
mekanizmalar1 genellikle norotoksisitesinin gelisimi ile de baglantilidir, bu durum
kemoterapi ilaglarinin antikanser etkilerini azaltmadan toksisitesinin diistirilmesindeki

zorlugu belirtmektedir.

Kapsamli DNA onarimi kemoterapi direncinin baslica mekanizmalarindan biri olarak
kabul edilmektedir, ancak DNA onariminin norotoksisite gelisimini nlemesi olasidir
(Avan ve ark. 2015). DNA-Pt adduct birikimi ve DNA onarim yollarinin inhibisyonu
[0rn. hiicre dist sinyal ile diizenlenen kinaz 1/2 (ERKI1/2), c-Jun N-terminal kinaz
(JNK)/stresle-aktive edilen protein kinaz (SAPK) ve p38 dahil mitojenle aktive edilen
protein kinaz yollar: (MAPK) ] sisplatin tedavisi sirasinda goriilen periferik sinir ve DRG
sinir hasarinin bagslica nedenleridir (Cavaletti ve ark. 2007, Avan ve ark. 2015). Platin ilag
tedavisi ile, noronal apoptozu diizenleyen ERK1/2 ve p38 aktivasyonu ile néronal
dejenerasyonu koruyan JNK/SAPK down regiilasyonu arasinda bir denge bulundugu
siganlarda kanmitlanmistir (Scuteri ve ark. 2009, 2010, Avan ve ark. 2015). Pt-adducts
periferik néronlardaki ana hedef olan DRG'de birikebilir ve kronik ndrotoksisiteye yol
acabilir. Bu hucreler post-mitotik oldugundan ve bolinmediginden, Pt-DNA adduct
olusumu ndronlar i¢in Oldiiriicii degildir. Belirli bir spesifik kiimiilatif dozda DRG
noronlarindaki Pt-DNA adduct miktar1 norotoksisite derecesi ile gili¢lii korelasyona
sahiptir (Dzagnidze ve ark. 2007). Organik katyon tasiyicilart (OCT) ve organik
katyon/karnitin tastyicilart (OCTN) ile Pt ige alim artisinin yani sira, Pt metabolizmasinda
(6rn, OCT, OCTN ve GSH'de) rol oynayan baz1 genlerin polimorfizmleri ve/veya asir1
ekspresyonu ve bozulmus voltaj kapili sodyum kanali kinetigi, sinir hiicrelerinde Pt ile
indiiklenen norotoksisiteye katkida bulunabilir (Avan ve ark. 2015) (Sekil 2.24).
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Sekil 2.24. Sinir hiicrelerinde akut ve kronik platin nérotoksisitesi mekanizmasi (Avan
ve ark. 2015)

DRG noronlarinda, tiimor hiicrelerine (6rn. hizli boliinen PC12 hiicre hatt1) gore daha
yuksek miktarda Pt-DNA baglanmasi ve platin birikmesi oldugu bilinmektedir, bu durum
platin ice aliminda artig, platin ¢ikisinda da azalma, platin detoksifikasyonunda azalma
ve DNA-adduct onariminda diisiis ile iliskili olabilmektedir (McDonald ve ark. 2005,
Raffa ve Pergolizzi 2012). Hicbir mekanizma platin ilaglarinin norotoksisitesini
kolaylikla agiklayamamaktadir, ¢linkii DRG'de bulunan duyusal ndronlar postmitotiktir
ve bu nedenle, DNA replikasyonu gerceklestirmezler veya hiicre siklusundan gegmezler

(McKeage ve ark. 2001).

Deneysel kanitlar platin ile indiiklenen PN'nin fizyopatolojisini agiklamak amaciyla ileri
stiriilmiis olan 2 farkli varsayimsal mekanizmayi isaret etmektedir ve ikisinin temelinde
de DRG noron apoptozu yer almaktadir (Gill ve Windebank 1998, Argyriou ve ark.
2012).

i) 1Ilk olarak, nDNA'nin tersiyer yapisim degistiren Pt-DNA inter-strand ve intra-strand
capraz baglarimin olugsmasi (McDonald ve ark. 2005, Ta ve ark. 2006). DNA
tizerindeki bu etki, hiicre siklusu kinetigindeki degismeleri diizenleyerek siklin D1
ekspresyonunun  upregilasyonuna  ve  retinoblastoma gen  Grundndn

hiperfosforilasyonuna yol agar ve farklilasmig postmitotik DRG noronlarin yeniden
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hiicre siklusuna girmesi ¢abasi sonucunda apoptozu indukler (Gill ve Windebank
1998, Scuteri ve ark. 2009). In vitro ve in vivo ¢alismalar, DRG néronlarinda sisplatin
ile indiiklenen apoptozun, hiicre siklusu proteinlerinin ekspresyonundaki degisiklikler
ile ilgili oldugunu gostermistir (Gill ve Windebank 1998, Fisher ve ark. 2001,
McDonald ve ark. 2005).

i) Ikinci olarak, mtDNA ile etkilesim ndronal apoptozun tetikleyicisi olarak mitokondri
disfonksiyonuna ve buna karsilik oksidatif stres olusumuna yol agmaktadir (Canta ve
ark. 2015). Periferik noropati (PN); DNA baz eksizyonunda, oksidatif hasarin
onariminda ve redoks regiilasyonunda bulunan enzimlerin aktivitesindeki azalma ile
dizenlenebilir (Jiang ve ark. 2008). Kemoterapétik ilaglarin gogunun neden oldugu
oksidatif stres, genel olarak, mitojenle aktive edilen protein kinaz (MAPK) yolaginin
aktivasyonu yoluyla ndronal apoptozunun aktivasyonu ile iligkilendirilmistir (Areti
ve ark. 2014). PN aym1 zamanda; mitokondriden sitokrom-c salinimi ve p53
aktivasyonunda artig, Fas reseptorii aktivasyonunun bagimsizligi (Windebank 1999,
Fischer ve ark. 2001, McDonald ve Windebank 2002) ve DRG ndéronlarda
JNK/SAPK down regulasyonu ile (Scuteri ve ark. 2010) p38 ve ERK1/2 aktivasyonu
(Scuteri ve ark. 2009, Grisold ve ark. 2012) tarafindan olusan apoptoz ile

iliskilendirilmistir.

CIPN gelisiminin altinda yatan spesifik mekanizmalar heniiz tanimlanmamis olsa da,
kemoterapoétiklerin herbirinin néron fonksiyonunu degistirme mekanizmasina iligkin
birden fazla teori mevcuttur. Orn. mitokondri hasari, sodyum (Na*?), kalsiyum (Ca*?),
potasyum (K*) kanallarinda fonksiyon bozuklugu, Ca*? sinyal degisiklikleri, oksidatif
stres olusumu, niikleer DNA hasari, iyon kanali modiilasyonu, aksonal transportun
bozulmasi, miyelin kilif hasart, apoptozun indiklenmesi, inflamasyon, néropatik faktorler
ve mikrotiibiil degisiklikleri, periferik vaskularizasyon modifikasyonlari, gecici
potansiyel reseptorlerin ekspresyonunda ve ayni zamanda glutamat sinyali ile iliskili
molekiillerde degisiklikler, ROS tiretimi gibi (Park ve ark. 2008, Raffa ve Pergolizzi 2012,
Areti ve ark. 2014, Canta ve ark. 2015, Fehrenbacher 2015) (Sekil 2.25).
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Inflammation of
neuronal cell bodies
and satellite cells
Taxanes, oxaliplatin

Nuclear DNA damage
Cisplatin, oxaliplatin,
carboplatin
ROS/RNS production

Taxanes, cisplatin, Disruption of

microtubule dynamics/
5% axonal transport
/I “@. Taxanes, epothilones,
vinca alkaloids, cisplatin,
bortezomib

Dorsal horn IENF degeneration
inflammation with Taxanes, epothilones,
microglial/astrocyte vinca alkaloids,
activation cisplatin, oxaliplatin, e
Taxanes, cisplatin bortezomib ﬁ’\\7 B

Mitochondrial DNA damage
Cisplatin, oxaliplatin
Mitochondrial permeability
changes
Taxanes, cisplatin, bartezomib
ROS/RNS production
Toxanes, cisplotin, oxaliplatin

lon channels
Taxanes, cisplatin,
oxaliplatin

Sekil 2.25. PSS'de tahmini kemoterap6tik toksisite bolgeleri (Fehrenbacher 2015)

Carozzi ve ark. (2015) tarafindan her bir kemoterapétik ilag icin PSS (zerinde toksik

etkilerini gosterdikleri en 6nemli mekanizmalar1 bildirilmistir (Sekil 2.26). Sisplatin ile

indiiklenen periferik néropatide rol oynayan olast mekanizmalardan bazilar1 asagidaki

gibidir:

Niikleer DNA ve onarim sistemi (nDNA)
Mitokondri ve mitokondriyal DNA (mDNA)
Oksidatif stres

Gegici potansiyel reseptorler

Reseptorler, néropeptitler ve glutamat

[lag¢ membran tasiyicilar: (OCT, CTR1)
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Serotonine
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Sinaptic plasticity

[VINCRI]
Opioid recepiors
[OHP, VINCRI]

Sekil 2.26. PSS lzerinde kemoterap6tik ilaglar (sisplatin) ile indiiklenen ndrotoksisite
mekanizmalari

(OCT=organik katyon tasiyicilari, CTR=bakir tasiyicilar, TRPV=gecici potansiyel
reseptor Vanilloid, TRPA=gegici potansiyel reseptor Ankyrin, NER=nikleotit eksizyon
tamiri, CDDP= sisplatin, OHP= oksaliplatin, VINCRI= vinkristin, PACLI= paklitaksel,
BTZ= bortezomib) (Carozzi ve ark. 2015).

Her ne kadar platin ilaglar ¢esitli kimyasal 6zellikleri agisindan farklilik gosterse de,
platin ile indiiklenen periferik noéropatide ilgili primer mekanizmalar1 muhtemelen
benzerdir (Cavaletti ve ark. 1998, 2001). Sisplatin, karboplatin ve oksaliplatin dahil platin
ilaclart ¢oziiniirliikleri, kimyasal reaktiviteleri, dikloriir veya alisiklik oksijenlenmis
ayrilan gruplari, farmakokinetikleri ve toksikolojileri agisindan farklilik gosterirler
(McKeage 1995). Her bir molekil (zerindeki ayrilan gruplar, her bir platin ilacin
niikleofiller ile reaktivitesinde farkliliklara yol acar ve bu durumun toksisitedeki
farkliliklarda rol oynamasi olasidir (Hah ve ark. 2006). Platin ilaglar hidroliz ugrar, bu
durum ilacin hedef DNA ile bir kompleks olusturmasinda 6nemli bir adimdir. Bu hidroliz
sonucunda, daha sonra DNA'ya ¢apraz baglanarak Pt-DNA adducts meydana getiren

pozitif yiiklii bir molekiil olusur (Zhu ve ark. 2005).
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Platin ilaglar, MSS'yi koruyan KBB'yi gecme sanslar1 neredeyse hi¢c olmadigindan ve
ancak PSS'ye erisebildiklerinden DRG'ye ve periferik sinirlere girme egilimindedirler
(Cavaletti ve Marmiroli 2004, Sul ve Deangelis 2006, Stillman ve Cata 2006, Malik ve
Stillman 2008, Avan ve ark. 2015). DRG'nin belirgin damarlanmasi1 ve KSB'nin
gecirgenligi, toksik bilesiklerin duyusal néronlarda birikmesini destekleyebilir (Park ve
ark. 2008). Ancak, sisplatinin KBB'yi gegtigini ve tekrarlanan dozlarda verildiginde

birikebilecegini gosteren verilerde bulunmaktadir (Namikawa ve ark. 2000).

Platin bazli ajanlar, duyusal noropatiye (ganglionopati) neden olduklar1 igin
kemoterapoétik ajanlar arasinda benzersizdirler (Quasthoff ve Hartung 2002, Windebank
ve Grisold 2008). Siganlardaki kapsamli morfolojik ve morfometrik ¢alismalar DRG
noronlarin platin ilaglarin ana hedefleri oldugunu géstermektedir; platin ilaglar DRG’de
duyusal noronlarda apoptoza ve niikleolusta Pt-DNA adduct olusumuna bagli DNA
hasarini yansitan morfolojik degisikliklere neden olurlar (Cavaletti ve ark. 1992, 1998,
2001, Gregg ve ark. 1992, Cece ve ark. 1995, McDonald ve Windebank 2002, Cavaletti
ve Marmiroli 2004).

Duyusal néropati, baytk miyelinli liflerin hasar gérmesi nedeniyle, muhtemelen DRG'de
bulunan duyusal sinir hiicre gévdeleri diizeyinde gergeklesir (Quasthoff ve Hartung
2002). DRG'ler kilcal damarlar yoluyla vaskiilarize edilmistir; bu durum onlar1 Pt ilaclar
gibi ekzojen toksik bilesikleri de igeren (dolasimda bulunan bilesiklerden daha fazla
etkilenebilir hale getirmektedir (Gill ve Windebank 1998, Price ve ark. 2008, Carozzi ve
ark. 2015). Sonug olarak, DRG,’nin KBB tarafindan korunmamasi, bu bariyer ile korunan
beyin ve omurilige kiyasla, bu bolgedeki 10 kat daha yiiksek sisplatin konsantrasyonunu
aciklamaktadir (Thomson ve ark. 1984, Gregg ve ark. 1992, McKeage ve ark. 2001).

Platin bilesiklerinin duyusal sinirleri ni¢gin motor sinirlerden daha fazla etkiledigi
bilinmemektedir. Bunun olasi agiklamalarindan biri, baryum veya talyum gibi bagka
metaller i¢in de gegerli oldugu bilindigi iizere, ilacin DRG noéronda birikme egiliminin
yiiksekligi olabilir. Sisplatinin, kiiltiire edilmis DRG ndéronlar {izerindeki etkilerinin
elektrofizyolojik incelemesi, voltajla aktive olan potasyum akimlarinda %50 oraninda ve
kalsiyum akimlarinda %60 oraninda bir azalma oldugunu gostermistir. Bu gdzlem
sisplatinin sinirin uyarilabilirligi iizerindeki dogrudan etkisini agiklayabilir (Scott ve ark.

1995).
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Sisplatin RNA, DNA ve proteinlere baglanarak bunlarla farkli tiplerde adduct olugturan
cok reaktif bir molekildir; nDNA ile olusturulan adduct sisplatinin sitotoksik etkisine
aracilik eden 6nemli lezyonlar olarak kabul edilmektedir (Marullo ve ark. 2013). Cesitli
hiicre ici DNA hasar onarim yollar1 bu lezyonlar1 onarabilir veya tolere edebilir.
Ozellikle, niikleotit eksizyon onartmi (NER) yolu sisplatin-nDNA adduct
uzaklagtirilmasinda 6nemli rol oynar (Furuta ve ark. 2002). Bu nedenle, NER aktivitesi
bozulmus hiicreler sisplatine karsi son derece duyarlidir. Onarilmamasi halinde, sisplatin
tarafindan olusturalan hacimli nDNA adduct, nDNA replikasyonunda ve/veya
transkripsiyonunda bir blokaja neden olarak apoptoza yol acar. nDNA hasarinin aracilik
ettigi bu hiicre 6liimii mekanizmasi, sisplatinin boliinen hiicrelerdeki yiliksek toksisitesini
aciklamaktadir. Sisplatine maruz kalinmasi postmitotik dokularda da siddetli hasara yol
acar (Marullo ve ark. 2013).

DRG duyusal noronlardaki sisplatin ile indiklenen nDNA hasar1 kapsamli sekilde
aragtirtlmistir (Windebank 1999). Sisplatin DRG'ye girdikten sonra DNA ipliklerine
kovalent olarak baglanir ve capraz baglar olusturur, hem DNA replikasyonunu hem de
transkripsiyonu bloke eder, hiicre boliinmesini bozar ve boylece, hizli béliinen hiicre
hatlarinda ve kanser hiicrelerinde hiicre 6liimiine yol agar ve apoptotik hiicre 6lumune
neden olur (Huang ve ark. 1995, Ocean ve Vahdat 2004). Apoptoz DRG néronlarinda,
hem in vitro hem de in vivo sisplatin tedavisinin ardindan gozlenmistir ve bu DRG
noronlarinda platin-DNA baglanmasindaki artis ile iliskilidir (Russell ve ark. 1995, Gill
ve Windebank 1998, Fischer ve Windebank 2001, McDonald ve Windebank 2002,
McDonald ve ark. 2005). Sisplatin-DNA adducts p53, Bcl-2 ailesi, kaspazlar, siklinler,
CDK'ler, pRb, PKC, MAPK ve PI3K/Akt'nin yer aldig1 birden ¢ok sinyal yolunu aktive
edebilmektedir (Cavaletti ve ark. 2008). Sisplatin ile indiklenen DNA hasar1 p53'i
upregiile eder ve DRG noéronlarda hiicre siklusu degisikliklerini indiikler. Hiicre siklusu
degisiklikleri: siklin D1 upregilasyonunu, CDK4/6 komplekslerinin aktivasyonunu ve
Rb fosforilasyonunu igerir. Bu olaylarin hepsi, mitokondrilere Bax (Bcl-2 ailesinin pro-
apoptotik bir tyesi) translokasyonuna, sitokrom-c salinimina, kaspaz aktivasyonuna ve
apoptoza yol acar (Windebank 1999). DNA ¢apraz baglanmasina ek olarak, sisplatin
hicre i¢ci ROS firetimini de artirir; bu durum Pt ilaglarin antikanser etkisine katkida

bulunabilir veya bulunmayabilir (Marullo ve ark. 2013) (Sekil 2.27a).
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Norotoksik ajanlarin neden oldugu, noropati bulunan kanser hastalarinda dolasimdaki
sinir biiyiime faktorii (NGF) diizeyleri azalir (De Santis ve ark. 2000). Schmidt ve ark.
(1995) sisplatin ile indiiklenen néropatiyi de igeren ¢esitli norotoksisite modellerinde,
NGF'nin, servikal DRG'de nosisepsiyon, agri ve duyu ile iligkili transmitterlerin
metabolizmasi {izerinde biiylik bir etki uyguladigini gostermistir. Dolayisi ile, yliksek
dozlardaki NGF sisplatin ile indiklenen periferik norotoksisiteye maruz kalan DRG
noronlar1 koruyabilmektedir. Arastirmacilarin varsayiminlara gore, bu etki NGF'nin
hiicre siklusunu GO fazinda bloke ederek dogru néronal farklilasmay1 koruyabilmesinden
kaynaklantyor olabilir. NGF diizeyinin azalmasi sisplatin ile indiiklenen ndropatinin
derecesi ile iliskilidir (Cavaletti ve ark. 2002). Kiiltiirde, DRG néronlarinin sagkalimi
NGF'nin diizeylerine baghdir. NGF konsantrasyonunun 10 kat artirilmasi, hem
mitokondrilere Bax translokasyonunu hem de sisplatin ile tedavi edilmis DRG

ndronlarinda gozlemlenen hiicre siklusu degisikliklerini onlemektedir (Podratz ve ark.

2011).

Podratz ve ark. (2011) sisplatinin nDNA ile aym1 baglanma afinitesi ile mtDNA’ya
dogrudan baglandigini gostermistir. Sisplatinin DRG néronlarinda mtDNA ile adduct
olusturdugunu ve mtDNA replikasyonunu ve transkripsiyonu inhibe edebilecegini, ve
DRG noronlarda mitokondriyal vakuolizasyona ve bozunmaya neden olabilecegini in
vitro ve in vivo gostermistir. Ana islevi oksidatif fosforilasyon ile enerji tiretmek olan
mitokondriler ayrica ROS’un en 6nemli endojen kaynaklarindan biridir (Marullo ve ark.
2013). Sisplatin ile indiiklenen mitokondri disfonksiyonlari hiicresel oksidatif stresi
indiikler, bu nedenle, sisplatin kullanimi1 ROS iireterek PSS'de oksidatif hasara yol
acabilir (Canta ve ark. 2015) (Sekil 2.27b). Bazi in vitro ve in vivo galismalarda,
sisplatinin: lipit peroksidasyonuna, glutatyon peroksidaz ve katalaz aktivitelerinde
azalmaya, nitrik oksit sentaz ekspresyonuna, nitrozamin olusumuna neden olan
stiperoksit anyonu gibi ROS diizeylerini artirabildigi ve indirgenmis ve yiikseltgenmis
glutatyon diizeylerini degistirdigi gosterilmistir (Carozzi ve ark. 2015). Ornegin,
membran lipit peroksidasyonu sisplatin kaynakli néropatinin patogenezinde ¢ok énemli
bir olgu olarak ileri siiriilmiistir (Weijl ve ark. 1997). Dolayisiyla, sisplatin ile indtklenen
mitokondriyal disfonksiyon, sisplatin ile indiklenen yeni bir ndrotoksisite
mekanizmasina yol acabilir (Podratz ve ark. 2011, Canta ve ark. 2015, Brewer ve ark.

2016). Ayrica DRG noronlarinin yiiksek diizeylerde sisplatin-DNA adducts biriktirdigi
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in vitro ve in vivo gosterilmistir (McDonald ve ark. 2005, Ta ve ark. 2006), bunun
sonucunda PSS'deki sisplatin konsantrasyonu timor dokusundaki konsantrasyonu ile

kiyaslanabilir diizeye gelmektedir (Screnci ve McKeage 1999).

Sisplatin-DNA adducts, nDNA'da bulunan niikleotit eksizyon onarimi (NER) sistemi
tarafindan uzaklastirilabilir ve DNA onarilabilir (McDonald ve ark. 2005, Podratz ve ark.
2011). Mitokondrilerde mtDNA i¢in NER mekanizmalari yoktur, Pt adducts
uzaklastirilamaz, bu nedenle sisplatin-mtDNA adducts, mtDNA replikasyonunu ve
mtRNA transkripsiyonunu inhibe ederek DRG néronlarinda mitokondriyal bozunmaya
neden olurlar (Podratz ve ark. 2011). Bu durum mitokondriyal protein sentezinde
sorunlara neden olur, DRG mitokondrisinde mitokondriyal solunum zinciri
fonksiyonunun bozulmasi ve enerji kaybi1 ndrotoksisite ile sonuglanir (Canta ve ark.

2015).
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Sekil 2.27. a) Sisplatin ile indiiklenen noérotoksisite mekanizmalarinin Gzeti:
somatosensory yol Uzerinde (Carozzi ve Chiorazzi 2015) b) Sisplatin ile induklenen
norotoksisite mekanizmalarinin 6zeti: mitokondriler tzerindeki temel etkiler (Canta ve
ark. 2015)

(TRPAl=gecici potansiyel reseptér Ankyrin 1, TRPV1=gecici potansiyel reseptor
Vanilloid 1, TRPM8=gecici potansiyel reseptdr Melastatin)
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Sisplatin hiicreye girmeden Once hiicre membranindaki fosfolipitlere ve fosfatidilserine
baglanabilir. Ayrica, sitoplazmada, RNA ve kiikiirt iceren biyomolekiiller dahil pek ¢cok
potansiyel platin baglanma noktalar1 da mevcuttur (Scott ve ark. 1995). Sisplatinin DNA
dis1 hedeflere (6zellikle proteinlere) baglanmasi ile indiiklenen sitotoksik etkilerin onun
biyokimyasal etki mekanizmasina katkida bulundugunu gosteren pek ¢ok kanit vardir
(Cavaletti ve ark. 2008). Hucresel hasarin nedeninin bu DNA-adduct olusumu oldugu
diistiniilmekle birlikte, platin antitiimor aktivitelerinin bir mekanizmasi olarak platin-
DNA-protein ¢capraz baglarindan olusan ilave bir kompleks 6nerilmistir ve spesifik olarak
sisplatin ile aragtirllmistir (Chvalova ve ark. 2007). Bu Pt-DNA-protein ¢apraz baglari,
DNA'y1 protein kompleksleri ile kovalent baglayarak niikleer metabolizmay1 ve
kromatinin uzaysal organizasyonunu bozabilmekte ayni zamanda DNA replikasyonunu
ve onarimini inhibe edebilmektedir (McWhinney ve ark. 2009). Sisplatin toksisitesinin
mekanizmas1 biiyiik olasilikla dogrudan DNA hasarina bagli olmayip, hiicre
metabolizmasindaki ve aksonal transporttaki bir soruna dayanabilmektedir (Scott ve ark.
1995, Russell ve ark. 1995, McDonald ve Windebank 2002). Ayrica, sisplatinin
noronlarda bir kalsiyum kanal blokorii olarak etki ederek hiicre i¢i kalsiyum homeostazini
degistirdigi ve bu durumun apoptoza yol actig ileri siiriilmiistiir (Hartmann ve Lipp
2003). Sisplatin ayn1 zamanda noronlarda morfolojik degisikliklere de neden olmaktadir.
Sisplatin ile tedavi edilmis siganlarin bazal ganglionlarin ultrason incelemesinde
noronlarin hiicre govdesinde, ¢ekirdeklerde ve ¢ekirdekgiklerde kiigiilme ve graniillii
endoplazmik retikulum ve golgi aygitinda degisiklikler bulunmustur, bu olgularin hepsi
protein sentezindeki bozulmanin kanitlar1 olabilmektedir (Cece ve ark. 1995). Bu
degisiklikler ayn1 zamanda organellerin hizli aksonal transportunda hasar oldugunu

belirtmektedir (Russell ve ark. 1995).

Sonug olarak, hicre ici efektorlerin sinyal iletimi ve aktivasyonunun downstreami ilk
olarak oksidatif stresi artirabilecek olan dejeneratif degisikliklere aracilik etmektedir
(Jaggi ve Singh 2012). Yakin zamanda anlasildig1 iizere, Niikleer Faktor Kappa B (NF-
kB) bu sinyal yollarinda 6nemle yer almaktadir. Multidisipliner ¢alismalar NF-xB'nin
kronik noropatik agr1 patogenezinde 6nemli bir siire¢ olabilecegini gostermistir (Sun ve
ark. 2006, Popiolek-Barczyk ve ark. 2014). Ma ve Bisby (1998) tarafindan yapilan bir
calismada kismi siyatik sinir hasarlarinin ardindan si¢gan lumbar DRG néronlarinda aktif

NF-xB yiizdelerinin anlamli olarak arttigini bildirilmistir.
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2.3.2.1. Sisplatin ile indiiklenen néropatinin patogenezi (insidans, siddet,

semptomlar ve risk faktorleri)

Kemoterapi ile indiiklenen periferik noropati ile klinik semptomlarinin gelisimi, insidansi
ve siddeti yalnizca tek tek risk faktorlerine degil, ayn1 zamanda toplam kiimiilatif ilag
dozuna, tedavi siiresine ve uygulama planina bagl olarak degisir (Cavaletti ve ark. 1992,
Gregg ve ark. 1992, Krarup-Hansen ve ark. 1993, McKeage 1995, Hausheer ve ark.
2006).

Sisplatin periferik norotoksisitesinin baslangi¢ semptomlar1 200 ile 400 mg/m? arasindaki
kimdulatif dozlarda (ikinci veya Uglincl dozdan sonra veya ilk birka¢ tedavi siklusu
sirasinda) tist ve alt ekstremitelerde (corap ve eldiven dagilimi ile) beliren uyusma,
karincalanma ve agrili parestezilerdir. Sisplatin, 400 ila 600 mg/m? dozlarinda, yiiriiyiiste
bozukluk ve proprioseptif duyusal ataksi ile koordineli sekilde vibrasyon ve pozisyon
duyularmin algilanmasinda azalma/kayip ve derin tendon reflekslerinde azalma/kayip
dahil periferik duyusal noéropatiyi indiiklemektedir (birkag tedavi siklusunun ardindan)
(Thompson ve ark. 1984, Mollman ve ark. 1988, Mollman 1990, Cavaletti ve ark. 1992,
von Schlippe ve ark. 2001, Quasthoff ve Hartung 2002, Plotkin ve Wen 2003, Cavaletti
ve Marmiroli 2004, Windebank ve Grisold 2008, Cavaletti ve ark. 2008, McWhinney ve
ark. 2009, Grisold ve ark. 2012, Park ve ark. 2013, Miltenburg ve Boogerd 2014).

Uzun sdreli uygulama (>5 giin), kisa inflizyon siirelerine kiyasla noropati insidansini
artirabilir (Mollman ve ark. 1998, Cavaletti ve ark. 1992). Riskin daha sik uygulama ve
diger norotoksik ajanlarla birlikte kullanimi ile arttigi goriiliir (Bhagra ve Roa 2007).
Sisplatin ndropatisi genellikle birkag tedavi siklusundan sonra asamali olarak meydana
gelir (aksonopati) ancak bazi hastalarda, dzellikle yiiksek dozda (&rn., 100 mg/m? veya
tizeri) tek doz sisplatin uygulamasindan sonra noropati semptomlarinin hizla basladigi
bildirilmistir (néronopati) (Hausheer ve ark. 2006). Norotoksisitenin klinik 6zellikleri
DRG'nin bir toksisite noktast oldugunu gostermektedir (Thompson ve ark. 1984, Gregg
ve ark. 1992). DRG'ler omurga yakininda bulunan ayri sinir dokusu yiginlaridir ve
periferik duyusal sinir hiicrelerinin hiicre gévdelerini icerirler. DRG'lerde KBB yoktur ve
bariyer tarafindan korunan beyin ve omurilik gibi dokulara kiyasla daha yiiksek
diizeylerde platin ilaci birikimi ger¢eklesir (Thompson ve ark. 1984, Gregg ve ark. 1992,
Screnci ve ark. 2000).
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Platin ilaglar1 6ncelikle DRG'deki duyusal noronlarin etkilerler (Cavaletti ve Marmiroli
2004). Platin ilac1 tedavisinin ardindan DRG'de duyusal sinir hiicrelerinde morfolojik
degisiklikler belgelenmistir (Cece ve ark. 1995, Cavaletti ve ark. 1992, 1998, Stacchiotti
ve ark. 1995, Holmes ve ark. 1998). Bu nedenle norotoksisite mekanizmasi, DRG’deki
duyusal sinir hiicrelerine hasar vermis gibi goriilmektedir (McKeage ve ark. 2001) ancak
hasarin nasil meydana geldigi agik degildir. Sisplatin periferik ndropatisi olan hastalardan
elde edilen sinir biyopsileri, uzunluga bagimli biiytik lif kaybi, aksonal atrofi ve sekonder
demiyelinasyon ile dikkat ceker (Thompson ve ark. 1984). Sisplatin ile induklenen
noropati duyusaldir, agirlikli olarak biiyiik miyelinli lif hasarinin semptomlar: ile
karakterizedir. Duyusal sinir iletimi degismistir ancak motor iletim hiz1 normal kalmigtir
(Mollman ve ark. 1998, Mollman 1990, Gilbert 1998, Stillman ve Cata 2006, Bhagra ve
Roa 2007, Cavaletti ve ark. 1992-2008, Windebank ve Grisold 2008, McWhinney ve ark.
2009, Grisold ve ark. 2012, Miltenburg ve Boogerd 2014).

McKeage ve ark. (2001) DRG duyusal sinir hticrelerinin ¢ekirdekgik boyutundaki azalma
ile platin ila¢ nérotoksisitesi arasindaki korelasyonu gostermistir. Deneysel ¢alismalarda,
kronik sisplatin uygulamasi spinal DRG’ye ciddi hasar vermistir. Ayrica siyatik ve
peroneal sinirlerde de aksonopati 6zellikleri tasiyan degisiklikler meydana gelmistir
(Cavaletti ve ark. 1992). Sisplatin tercihen periferik sinir dokularina yerleserek DRG'de
demiyelinasyon, aksonal sisme ve akson kaybina yol acar (McDonald ve ark. 2005).
Zaman zaman, omurilikte sisplatinin indiikledigi semptomatik demiyelinasyon ortaya
cikabilir ve omurilikteki DRG néron aksonlarinin merkezi dendritlerinin (sentripetal dal)
omurilige dahil olmas1 ile Lhermitte sendromuna (boynun egilmesi ile tetiklenen ve
boyundan ayaklara yayilan elektrik carpmasi benzeri bir hissin olugmast) yol acar (Gilbert
1998, Bhagra ve Rao 2007, Cavaletti ve ark. 2011, Avan ve ark. 2015). Sisplatin sekizinci
kraniyal sinirin vestibiiler bilesenini etkileyerek vertigo, ataksi, nistagmus ve kalorik
parezi ile saf vestibiler sendroma yol acabilir. EK olarak, sisplatin néronopatiye neden
olur (biiyiik lif demiyelinizan ndropati olarak ortaya ¢ikan dorsal kok girisi bolgesi
noronlarin1 etkiler) (Chamberlain 2010). Miyelin, aksonlar1 insiile ederek sinir
impulslariin iletim hizin1 artiran lipit ve protein agisindan zengin bir membrandir.
Miyelin  kilif yapisinda  genetik  defektlerden, metabolik  bozukluklardan,
enfeksiyonlardan, inflamasyon veya toksik ajanlardan kaynaklanan degisiklikler periferik

sinir hasarina yol agabilir (Gilardini ve ark. 2012).
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Platin kemoterapileri, platin ajanin kesilmesinden sonra meydana gelen ve "coasting"
fenomeni olarak bilinen bir CIPN'de koétiilesme ile iligkilendirilebilmeleri agisindan

benzersizdirler (Podratz ve ark. 2011, Brewer ve ark. 2016).

Sisplatin ile indiiklenen periferik noropati hastalarin yaklasik %30'unda meydana gelir
(Ta ve ark. 2006) ve sisplatin alan hastalarin yaklasik %20'si duyusal néropati nedeniyle
tedaviyi birakmak zorunda kalmaktadir (McDonald ve ark. 2005, Podratz ve ark. 2011).
Noropatinin agiklanmamis ve benzersiz 6zelliklerden biri de sisplatinin kesilmesinden
sonra birka¢ ay sireyle ilerlemeye devam edebilmesidir (Grunberg ve ark. 1989) ve
semptomlar kemoterapinin son dozundan sonra 3-6 hafta daha gelisebilmektedir
(Mollman ve ark. 1988).

Sisplatin kemoterapisinin tamamlanmasindan ii¢ ila dort hafta sonra, norotoksik
semptomlar1 olan hastalarin orani, tedaviden hemen sonraki orandan anlamli olarak daha
yuksektir (Grunberg ve ark. 1989, Cavaletti ve ark. 1994). Sisplatin tedavisinin
kesilmesinden sonra ilacin 96 saat i¢inde dolasimdan temizlenmesine karsin nérotoksik
semptomlar ve bulgular 2 aya kadar devam edebilmektedir. Sisplatin uygulamasi
sirasinda DRG néron hasarinin gergek siddetinin degerlendirilmesini zorlastirdigindan,
"coasting" olarak bilinen bu olay klinik agidan ¢ok onemlidir (Cavaletti ve Marmiroli
2004, Cavaletti ve ark. 2008, Windebank ve Grisold 2008). Ayrica, bu gecikmis ndron
toksisitenin mekanizmasimin platinin mtDNA'ya baglanmasi oldugu one siiriilmiistir
(Podratz ve ark. 2007). "Coasting" olay1 nedeniyle sisplatin ile indiklenen nérolojik
bozukluklar yalnizca tedavi sirasinda degil, kemoterapinin sonlandirilmasindan 2-4 hafta
sonra da dikkatle degerlendirilmelidir. Semptomlarin yatigmasi veya iyilesmesi hastalarin
cogunda (anormal norolojik muayene bulgulariin siklikla kalict olmasina karsin) takip
eden 12 ay icerisinde goriiliir ve sisplatin ile indiiklenen néropati bulgularina hafif
siddette sahip hastalarda, birka¢ ayin ardindan platin ilaglar ile yeniden tedavi
uygulanmasi genellikle miimkiindiir (Cavaletti ve Marmiroli 2004, Cavaletti ve ark.
2008).

Sisplatinden kaynaklanan nérotoksisite hastalar icin kronik bir sorun olabilir. Hastalarda
kademeli iyilesme goriilebilir; ancak, altta yatan patoloji bir néronopati (ganglionopati)
oldugundan, 6zellikle da daha siddetli durumlarda iyilesme tam olmayabilir. Bu durum

ve coasting olay1 nedeniyle, tedavinin sabit duyusal bozukluk bulgularinin ilk ortaya
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cikisi ile birlikte kesilmesi ¢ok dnemlidir. Pek ¢ok hasta, terapinin kesilmesinden sonra
noropatilerinde biraz iyilesme gergeklesmesinin ardindan birka¢ yil devam edebilecek
kalic1 agr1 meydana yasayabilirler (Windebank ve Grisold 2008). Bazi hastalarda
fonksiyonel iyilesme goriilmesine karsin, norofizyolojik anormallikler nadiren normale

doner (Mollman 1990).

Yakin zamanda, tedavinin sona ermesinden 23 ila 33 yil sonra yeniden degerlendirilen
testis kanseri hastalarindaki bir kesitsel calismada, CIPN'nin hastalarin %20'ye kadarinda
farkedilir sekilde kaldig1 ve %10'unda semptomatik oldugu goriilmiistiir (Glendenning ve
ark. 2010). Ortalama 15 yillik takip siiresinin ardindan sisplatin ile tedavi edilen
hastalardaki uzun dénem toksisiteyi degerlendiren basgka bir ¢alismada, benzer sonuglar
elde edilmistir ve hastalarin %38'inde asemptomatik, %28'inde semptomatik noropati
oldugu ve %6'sinda sakatlayici polindropati oldugu bulunmustur (Strumberg ve ark.
2002). Bu nedenle, tedaviye devam edilmese de CIPN'den kaynaklanan sorunlar zaman
icinde devam edebilmektedir (Ocean ve Vahdat 2004). 4179 hastanin katildig1 31 CIPN
caligmasinin yakin tarihli bir meta-analizinde, CIPN'nin toplam prevalans1 (goriilme
oran1) %48’dir. Kemoterapinin tamamlanmasindan sonraki ilk ay igerisinde CIPN
prevalanst %68,1 ve 3 ayda %60 idi, kemoterapinin tamamlanmasindan 6 ay veya daha
fazla slre sonra ise CIPN prevalanst %30'a diismiistiir (Seretny ve ark. 2014). Velasco ve
Bruna (2010)'ya gore, CIPN'nin uzun déonem komplikasyonlarinin olusumunun minimize
edilmesi icin en iyi yol semptomlarin erken fark edilmesi ve dozun azaltilmasi veya

terapinin kesilmesidir.

2.3.3. Gemsitabin ve periferik ndropati

Gemsitabin, neredeyse biitiin hastalarda diisiik derece ates (subfebril viicut sicakligi),
yorgunluk ve kirginlik, miyalji ve hastalarin yaklasik %10'unda parestezi ile birlikte
artralji seklinde sistemik semptomlara neden olur (Brzezinski 2012, Grisold ve ark.
2012). Gemsitabinin toksisite profili miyelotoksisite (anemi, trombositopeni ve notropeni
ile birlikte), kronik yorgunluk, karaciger fonksiyon testlerinde reversibl yiikselme, bulanti
ve seyrek olarak pulmoner toksisiteyi icerir (Voutsadakis 2011). Tek ajan/monoterapi
gemsitabin ile iliskilendirilmis periferik noropati bildirilmemistir. Tek ajan olarak
gemsitabin ile tedavi edilmesinin ardindan gastrointestinal parezi ve baska otonom

ndropati bulgular geligen bir hastaya iliskin tek bir olgu raporu vardir. Hasta daha 6nce
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karboplatin ve vindesin ile tedavi edilmis ancak genel periferik néropati bulgusuna sahip
degildir (Dormann ve ark. 1998). Gemsitabin en ¢ok, taksanlar, platin bilesikleri veya
vinka alkaloidleri ile birlikte kullanilir, bunlarin hepsi CIPN’ye neden olur. Gemsitabinin
bu ajanlar ile birlikte CIPN gelisimi olasiligini arttirdigr gériilmemektedir (Colomer ve
ark. 2004). Gemsitabinin, daha 6nce karboplatin ve vindesin tedavisi uygulanmis kiiciik
hiicreli akciger kanseri (NSCLC) olan hastanin tedavisinde kullanilmasi ile ilk kez
gemsitabin ve otonom noropati arasindaki iliski gézlenmistir. Gemsitabin uygulanan
NSCLC hastasinda, nadiren otonom néropati veya posterior I6koensefalopati meydana
geldigi gozlenmistir (Dormann ve ark. 1998, Russell ve ark. 2001). Gemsitabinin, beyin
metastazlart i¢in radyasyon terapisinin ardindan uygulanmasi norotoksisite riskini

artirabilmektedir (Jeter ve ark. 2002).

Verstappen ve ark. (2003); paklitaksel (taksol), gemsitabin ve sisplatin kombinasyonunun
ilerlemis yumurtalik kanseri olan hastalarda terapi sirasinda periferik noropati agisindan
iyi tolere edildigini bildirmislerdir. Louvet ve ark. (2005), metastatik pankreas kanseri
(MPC) olan hastalarda sadece gemsitabine kiyasla gemsitabin-oksaliplatin (GemOx)
tedavisinin etkililigini ve giivenliligini incelemistir. Noro-duyu semptomlar1 hastalarin
%95'inde goriilmiis, ancak bu semptomlarin hastalarin %76'sinda hafif ila orta siddette
(derece 1 ila 2) kaldig1 goriilmiistiir. Derece 3 periferik duyusal néropati (Ox-sinirlayict
toksisite) GemOx ile tedavi edilen hastalarin %19,1'inde ve sadece Gem ile tedavi edilen
hastalarin %0'1nda goriilmiistiir. Davies ve ark. (2009) ilerlemis NSCLC'si olan hastalarin
%?23'linde bortezomib + gemsitabin/karboplatin tedavilerinin ardindan duyusal
noropatinin meydana geldigini gostermistir. Goldstein ve ark. (2016)’nin raporunda,
metastatik prostat kanseri (MPK) olan hastalarda nab-paklitaksel + gemsitabin (nab-
P/Gem) tedavisi ile iligkili PN'nin sikligini, siiresini ve siddetini incelemistir. Faz III
calismasinda, nab-P/Gem MPK'si olan hastalarda Gem'e kiyasla daha yiiksek etkililik
ancak daha yiiksek PN oranlari gostermistir. nab-P/Gem ile tedavi edilen hastalarin

%17'sinde derece 3 PN goriilmiistiir.
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2.3.4. Integrinler ve CIPN

Integrinler, primer afferent noronlar iizerinde eksprese edilirler. ECM elemanlarina
baglanirlar ve hiperaljeziye aracilik ettigi bilinen sinyal sistemleri ile etkilesime girerler.
Inflamasyon ve sinir hasari, periferik sinirler etrafindaki ECM'de integrinlere énemli
sinyaller verebilecek olan degisikliklere neden olur (Jones 2004). Dina ve ark. (2004)
kanser kemoterapi ajani taksoliin sistemik uygulamasinin neden oldugu noropatik
hiperaljezinin, B1 integrinin antisens knockdown ile reversibl olarak inhibe edildigini
bulmustur. Bu sonuglar, inflamatuvar ve noropatik agr1 hayvan modelinde hiperaljeziye
yol agan nosiseptorlerin duyarlilagtirllmasinda, spesifik integrin alt birimlerinin yer
aldigin1 gostermektedir. Bu nedenle, ECM'nin hicre ylzeyi integrin reseptorleri ile
etkilesiminin degistirilmesi mekanik hiperaljezinin olusmasin1 tamamen inhibe
etmektedir (Dina ve ark. 2004). Bu etki ilgili hicre ici sinyal molekdillerine bagl olarak
farklilik gostermektedir (Hucho ve Levine 2007). Dina ve ark. (2005) spesifik
integrinlerin inflamatuvar hiperaljeziye yol acan primer duyusal ikinci haberci sistem
bilesenleri ile etkilesime girerek inflamatuvar agrida onemli rol oynadigimmi ve
inflamatuvar mediyator PGE (2) tarafindan aktive edilen yollar ile etkilesimin belki de

lipit yiginlar tarafindan diizenlendigini ileri stirmiiglerdir.

Norolojik muayeneleri de igeren bir ¢alismada kolorektal kanseri olan oksaliplatinle
tedavi edilmis bir dizi hastada, integrin B3 (hiicre adezyonuna ve hiicre yiizeyi aracili
sinyallemeye katildig1 bilinen bir integral hiicre ylizeyi proteini) Leu33Pro polimorfizmi
(ITGB3 L33P) incelenmistir ve C alelini iceren genotiplere kiyasla T/T genotipinin
kronik oksaliplatinle indiiklenen periferik ndoropatinin (OXLIPN) siddetindeki artisla
iligkisi  bildirilmistir (P=0,044). ITGB3 L33P'nin OXLIPN gelisimiyle ilgili
bulunmamasina karsin siddetiyle ilgili oldugu bulunmustur (Antonacopoulou ve ark.

2010).

Integrinlerin mekanik hiperaljezi ile baglantili oldugu gosterilmistir (Alessandri-Haber
ve ark. 2004, Dina ve ark. 2004). Paklitaksel ile indtklenen periferik noropatide, TRPV4
(gecici potansiyel reseptor vanilloid 4) aracili mekanik hiperaljezi esas olarak integrin/Src
tirozin kinaz sinyaline bagli olarak ortaya ¢ikar (Alessandri-Haber ve ark. 2004). TRPV4;

vinkristin kemoterapisi, alkolizm, diyabet ve insan bagisiklik eksikligi viriisii/kazanilmig
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bagisiklik yetmezligi sendromu (HIV-AIDS) terapisiyle indiiklenen agrili periferik
noropati gibi ¢esitli etiyolojilerin mekanik hiperaljezisinde temel bir rol oynar.
Paklitaksel ile tedavi edilmis farelerin DRG'sinde TRPV4 ekspresyonunda artig
gosterilmistir ve bu durum noéropatik agriya yol agmaktadir. Mekanik hiperaljezi
TRPV4'e antisense oligodeoksintkleotitlerin (ODN) spinal intratekal uygulamasi ile
biiyiik 6l¢iide azalmistir. Benzer sekilde, paklitaksel veya vinkristin ile indiiklenen
mekanik hiperaljezi TRPV4 knockout farelerde anlamli olarak azalmistir. TRPV4
knockout fare ¢alismalarinda néropatik agrida iyilesme gosterilmistir. Ayrica, TRPV4'in,
duyusal néronlardaki ¢ok cesitli hiperaljezik durumlarda mekanik iletime aracilik eden
ancak normal agrisizliga katkida bulunmayan molekiil kompleksinde 021 integrin ve Src

tirozin kinaz ile iliskili oldugu gosterilmistir (Alessandri-Haber ve ark. 2008).
2.4. NF-xB, inflamasyon ve CIPN

NF-«B, Rel transkripsiyon faktorii ailesinin bir iiyesi olarak kabul edilmistir. NF-xB/Rel
transkripsiyon faktori ailesi homo- veya heterodimerler olusturan yapisal olarak iliskili
cesitli proteinlerden meydana gelir (Baldwin 1996, Ghosh ve ark. 1998, Chen ve Ghosh
1999). Memeli hiicrelerinde, NF-xB/Rel ailesi bes liyeden olusur: RelA (p65), c-Rel,
RelB, NF-kB1 (p50 ve inaktif preklrsori p105) ve NF-kB2 (p52 ve inaktif prekirsori
p100) (Baldwin 1996, Chen ve Ghosh 1999, Pahl 1999). NF-«kB ailesi iiyeleri islevsel
acidan farkli iki protein sinifina ayrilabilir; 1) baslangicta inaktif prekiirsor proteinler
olarak sentezlenenler ve DNA'ya baglanma yetenegine sahip proteinler elde etmek icin
proteolitik islem gerektirenler: NF-kB1 (p105) ve NF-xB2 (p100) ve I1) transkripsiyonel
acidan aktif formlar seklinde iiretilenler: RelA, RelB ve c-Rel (Mercurio ve Manning
1999).

NF-«kB ailesi; dimerizasyondan, niikleer lokalizasyondan (N), DNA baglanmadan ve
inhibitdér kappa B (IkB) ile etkilesimden sorumlu sekanslari igeren yiiksek oranda
korunmus 300 amino asit Rel-homoloji domainin (RHD) varligi ile karakterizedir
(Baldwin 1996, Ghosh ve ark. 1998, Chen ve Ghosh 1999). RelA, c-Rel ve RelB ayrica
C-ucunda homolog olmayan bir transaktivasyon domaine (TD) sahiptir. RelB ayrica
RHD'nin amino ucunda tahmini bir 16sin fermuar1 motifi (LZ) igerir (Li ve Verma 2002)

(Sekil 2.28).
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NF-kB hemen hemen tiim hiicre tiirlerinin sitoplazmasinda eksprese edilir, burada
aktivitesi NF-«B inhibitorleri (IxB) olarak adlandirilan bir diizenleyici protein ailesi
tarafindan kontrol edilir. IxB ailesi Gyeleri (IkBa, I«Bp, 1kBe ve Bcl-3) ve islenmemis
NF-kB1 (p105) ve NF-kB2 (p100) proteinleri; sitoplazmada RHD ile stabil olarak
etkilesime giren ve sitoplazmada NF-xB dimerlerinin nikleer lokalizasyon sinyallerini
(NLS'ler) maskeleyerek niikleer translokasyonunu 6nleyen her biri yaklasik 30-33 amino
asit uzunluktaki 5 ila 7 ankyrin tekrar bolgesi ile karakterizedir (ANK) (Baldwin 1996,
Mercurio ve Manning 1999). NF-kB1 (p105) ve NF-kB2'nin (p100) islenmesi i¢in gerekli
olan glisin agisindan zengin bolge (GRR) de belirtilmistir (Lin ve Ghosh 1996) (Sekil
2.28). NF-«xB protein ailesinin iiyeleri arasindaki etkilesim; uyaranda, hucre tirlerinde
veya sinyal iletimi yollarinda varyasyonu yansitan farkli bilesimdeki NF-xB dimerini
olusturur. Bu NF-kB dimerleri, DNA baglanma bdlgesi spesifitileri/afiniteleri ve
transkripsiyon aktivasyon potansiyelleri acisindan degiskenlik gdsteren homodimerler
veya heterodimerler olabilir (Chen ve Ghosh 1999, Mercurio ve Manning 1999). En
baskin NF-kB formu p50/RelA heterodimeridir ve gen transkripsiyonunun kuvvetli bir
aktivatorudur (Schmitz ve Baeuerle 1991, Liu ve Malik 2006).
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Sekil 2.28. Memeli NF-«xB ve IkB ailesi tiyeler (Li ve Verma 2002)
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NF-xB, dinlenme durumundaki hiicrelerin ¢ogunun sitoplazmasinda bulunan ancak
aktivasyon tlizerine hizli niikleer translokasyona ugrayabilen ve gen ekspresyonunu
indikleyebilen dimerik transkripsiyon faktoriidir. Organizma agisindan bir tehdit
olusturabilecek sayisiz birbiriyle ilgisiz ekzojen ve endojen ajan NF-xB aktivasyonunu
indukleyebilmektedir (Baldwin 1996). Bu ajanlarin bazilari: inflamatuvar sitokinleri
(TNF ve IL-1), bakteriyel (lipopolisakkarit/LPS) ve viral enfeksiyonlar1, B veya T hiicresi
aktivasyonunu, cesitli mitojenleri, antijen reseptorlerini, bliylime faktorlerini, fiziksel
stres (UV veya y 1sinlamasi), fizyolojik stres kosullarini (iskemi ve hiperozmotik sok),
oksidatif stresi (serbest radikaller ve sigara dumani), ¢cevresel tehlikeleri, modifiye olmus
proteinleri, reseptor ligandlarini, apoptotik mediyatorleri, tiimoér promotorlerini,
kemoterapotik ajanlari ve DNA hasarini igermektedir (Baeuerle ve Henkel 1994, Baldwin
1999, Pahl 1999, Oeckinghaus ve Ghosh 2009) (Sekil 2.29). Bu bulgular NF-xB'nin
hiicresel stres mediyatorii/aracisi olarak yaygin Onemini isaret etmektedir. NF-xB
aktivasyonu; inflamatuvar yolagin uyarilmasi veya kemoterap6tik uygulama sonucunda
kanser hicreleri icerisinde artan oksidatif stres nedeniyle meydana gelebilir (Barrera
2012).

Chemotherapeutic Bacterial and
agents viral infections
Physical and
Antigen receptors Growth factors physiological
inducers

target genes
fmmlﬁf Regulators of Cytokines Stress response Early response Acute phase
. — apoptosis Chemokines genes genes proteins
> 3 Cell adhesion Cell surface
wth f Immure goons
‘ :

!
Development Inflammatory and Oxidative stress
opm: immune response responses

Sekil 2.29. NF-kB uyaranlar1 ve NF-kB bagimli hedef genler
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Kemoterapdtik ilaglarin  duyusal ndronlarin  duyarliligini  degistirdigi  bir diger
mekanizma, bagisiklik sisteminin aktivasyonu ve inflamasyonun indiiksiyonudur. Cesitli
arastirmacilar kemoterapotik uygulamalarin ardindan DRG'deki uydu glia hiicreleri
(Warwick ve Hanani 2013) ve omuriligin dorsal boynuzundaki mikroglialar gibi resident
bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonunu gozlemlemistir (Pevida ve ark. 2013). Ayrica, NF-
kB gibi bilinen inflamatuar sinyal yollarmin modiilasyonu, klinik 6ncesi modellerde
kemoterapi uygulamasinin yan etkilerini (nOropatik agr1 gibi) azaltmaktadir

(Fehrenbacher 2015).

NF-kB, ilk olarak B hiicrelerinde immiinoglobiilin kappa hafif zincir genlerinin
ekspresyonunu diizenleyen bir transkripsiyon faktorii olarak tanimlanmistir, ekzojen
uyaranlara yanit olarak aktivitesinin indiiklenebilirligi g¢esitli hiicre tiplerinde
gosterilmistir (Sen ve Baltimore 1986). NF-kB aktivasyonu ¢ogu hiicrede indiiklenebilir
olmakla birlikte, NF-kB ayrica olgun B hiicreleri, makrofajlar, ndronlar, vaskiiler diiz kas
hiicreleri ve ¢ok sayida tlimor hiicresi gibi belirli hiicre tiirlerinde yapisal olarak aktif bir
nlkleer protein olarak da saptanabilir (Oeckinghaus ve Ghosh 2009). NF-kB kesfinden
bu yana gegen 30 yil boyunca, immin ve inflamasyon yanitlarindaki ve timorogenezdeki

rolii kapsamli sekilde arastirilmistir (Nishikori 2005).

NF-xB; inflamatuvar ve immiin yanitlar, oksidatif stres yanitlari, belirli viral genlerin
ekspresyonu, hiicre sikluslari, hiicre proliferasyonu, biiyiimesi, gelismesi, farklilagmasi,
sagkalimi ve apoptozu gibi pek ¢ok kritik fizyolojik siiregte yer alan proteinleri kodlayan
genlerin transkripsiyonunu aktive eden bir transkripsiyon faktéri protein kompleksidir
(Pahl 1999, Li ve ark. 2000, Li ve Verma 2002, Gilmore ve Herscovitch 2006,
Oeckinghaus ve Ghosh 2009, Ledoux ve Perkins 2014). Ayrica NF-kB'nin embriyo
gelisimi, meme bezi, kemik, deri ve MSS dokular1 dahil dokularin
gelisiminde/fizyolojisinde hayati fonksiyonlar1 bu transkripsiyon faktérinin énemini
vurgulamistir (Hayden ve Ghosh 2004). Cok sayida onemli hiicresel siirecin NF-xB
bagiml transkripsiyon yoluyla diizenleniyor olmasindan dolayi, NF-xB yolunun yanlis
regulasyonu, mutasyon veya epigenetik mekanizmalarla, 6zellikle kronik inflamasyon,
immin yetmezlik veya kanser ile iligkili birgok hastaliga yol agmaktadir (Courtois ve
Gilmore 2006). NF-kB aktivasyonu ¢ok g¢esitli otoimmiin/inflamatuvar hastalik ile
iligkiili bulunmustur (Cizelge 2.9) (Tak ve Firestein 2001, Collins ve Cybulsky 2001,
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Mattson ve Camandola 2001, Tak ve Firestein 2001, Courtois ve Gilmore 2006,
Lawrence 2009, Shih ve ark. 2015). NF-«B, altta yatan inflamasyon sonucu veya kanser
gelisimi  sirasinda inflamatuvar mikro ortam olusmasi sonucu yalnizca lenfoid
kanserlerde degil, pek ¢ok solid tiimorde de aktive edilmistir (Karin 2009). Bu nedenle,
NF-kB sinyal yolu, 6ncelikle kronik inflamasyon veya kanserde, yolun genellikle yapisal
olarak aktif oldugu ve bu ciddi hastaliklarin patogenezinde 6nemli bir rol oynadigi
durumlarda, farmakolojik mudahale i¢in odak noktasidir (Mercurio ve Manning 1999, Li
ve Verma 2002, Gilmore ve Herscovitch 2006, Lin ve ark. 2014).

Cizelge 2.9. NF-kB aktivasyonuyla iligkili inflamatuvar hastaliklar

Insan inflamatuvar hastahklarinda NF-kB aktivasyonu

Astim

AIDS

Ateroskleroz

Kanser

Kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH)

Kronik inflamatuvar demiyelinizan poliradikilonevrit

Diyabet

Helicobacter pylori iliskili gastrit

Inflamatuvar bagirsak hastalign (IBH) (baslica tipleri Ulseratif kolit ve Crohn
hastaligidir)

Multipl skleroz

Norodejeneratif bozukluklar (6rnegin Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi,
noropati)

Osteoporoz

Romatoid artrit

Sistemik inflamatuvar yanit sendromu

Cekirdekte, NF-kB/Rel dimerleri hedef DNA elementlerine baglanir ve proinflamatuvar
sitokinler [IL-1, IL-6, timor nekroz faktori (TNF), kemokinler], blytme faktorleri, akut
faz proteinleri, immun sistem reseptorleri (IL-2 reseptorl o-zinciri, T hiicresi reseptori
B2), oksidatif stresle iliskili enzimler, erken yanit genleri, stres yanit genleri, hiicre siklusu
regulatoér molekadlleri, hiicre adezyon molekilleri (VCAM-, ICAM-1, E-selektin), hiicre
yuzeyi reseptorleri, viral genler (HIV-1, CMV), antijen sunumunda yer alan proteinler,
transkripsiyon faktorleri ve apoptoz regulatorleri (anti-apoptotik Bcl ailesi Gyeleri ve
apoptoz proteinleri inhibitorleri/IAP) dahil ¢esitli genlerin ekspresyonunu diizenlerler
(Chen ve Manning 1995, Kopp ve Ghosh 1995, Baeuerle ve Baichwal 1997, Pahl 1999,
Oeckinghaus ve Ghosh 2009, Lin ve ark. 2014).
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Rapor edilen hedef genlerin listesi Gilmore laboratuvari internet sitesi tarafindan
belgelenmistir (http://www.bu.edu/nf-kb/gene-resources/target-genes/). NF-«xB;
inflamasyonu,  hiicresel  Oliimsiizliigii, anti-apoptozu/sagkalimi,  anjiyogenezi,
proliferasyonu, timoér promosyonunu ve metastazini yoneten tiimor gelisimi ile iliskili
pek ¢ok geni hedef alir (Aggarwal 2004, Nishikori 2005, Karin 2006, Gupta ve ark. 2010)
(Cizelge 2.10). Dolayzsi ile, NF-kB aktivasyonunun baskilanmasi kanserin 6nlenmesinde

ve tedavisinde etkili olmalidir (Aggarwal 2004).

Cizelge 2.10. Tumor progresyonunun artisiyla ilgili NF-kB hedef genleri (Nishikori
2005)

Aktivite Genler

Inflamasyon TNF, IL-1, kemokinler

Hucresel 6lumsizlik telomeraz

Hiicre sagkalimi BCL-xL, clAP, XIAP, cFLIP
Anjiyogenez VEGF, TNF, IL-1, IL-8
Proliferasyon TNF, IL-1, IL-6, siklin D1, c-Myc
Tamor promosyonu COX2, iNOS, MMP-9, uPA
Metastaz ICAM-1, VCAM-1, ELAM-1

NF-«xB/Rel regiilasyonu birden fazla seviyede gerceklesebilir: (1) dimerizasyon, (2) kB
ile inhibisyon (dolayisi ile niikleer translokasyonunun kontrolii), (3) DNA’ya baglanma,
(4) diger transkripsiyon koaktivatorleri ile etkilesim ve (5) transkripsiyonel isleyis (Chen
ve Ghosh 1999). Uyarilmamis hiicrelerin ¢ogunda, NF-xB dimerleri, NF-xB
aktivasyonunu inhibe eden 1kB proteinlerine baglh sekilde sitoplazmada dolasir. IkB'nin
inhibe edici etkisi ¢esitli mekanizmalar1 igerir; Sitoplazmada dimerleri ayristirir,
DNA'dan ayrigmasini kolaylastirir ve NF-xB'yi nukleustan digar1 atar. Uyarildiginda,
IxB, IxB-kinaz kompleksi (IKK) tarafindan fosforillenir, ubikuitinlenir ve degrade olur.
NF-kB dimerleri aktive edildiginde, sitoplazmadan nukleusa translokasyonlari
gerceklesir ve burada, hedef genlerin ekspresyonunu diizenlemek iizere DNA'nin
promotdér bolgesindeki (toplu olarak «B bolgeleri olarak adlandirilan 10bp DNA
bolgeleri) spesifik dizinlere baglanirlar (Pahl 1999, Mercurio ve Manning 1999,
Oeckinghaus ve Ghosh 2009, Lin ve ark. 2014).
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NF-kB sinyal yolu iki tiir siniflandirilmistir: klasik/kanonik ve alternatif/nonkanonik
sinyal yolu (Hayden ve Ghosh 2004, Gilmore 2006).

1. Klasik/kanonik NF-kB sinyal yolu: timor nekroz faktor reseptorleri (TNF1 ve
TNF2), T hicresi reseptorleri (TCR), B hucresi reseptorleri (BCR), nikleotit
oligomerizasyon domain benzeri reseptorler (NLR), interlokin-1 reseptor ailesine (IL-1R)
ait Toll benzeri reseptorler (TLR) dahil ¢esitli hiicre ylizeyi reseptorlerine ligand
baglanmasi ile tetiklenir (Nishikori 2005, Lin ve ark. 2014, Yu ve ark. 2017). IkBa
proteinleri, aktive edilmis IKK kompleksi tarafindan IkBo’nin Ser32 ve Ser36'ya esdeger
spesifik bolgelerinde fosforillenirler. Fosforilasyon IkBa’nin Lys21 ve Lys22'ye esdeger
bolgelerinde poli-ubikuinasyonu ve 26S proteazom tarafindan bozunmayi tetikleyerek,
serbest NF-kB dimerlerini agiga ¢ikarir (Alkalay ve ark. 1995, Traenckner ve ark. 1995,
DiDonato ve ark. 1996, Karin ve Ben-Neriah 2000). kB kinaz (IKK) kompleksi IKKo
(IKK1 olarak da bilinir) ve IKKB (IKK2 olarak da bilinir) katalitik alt birimlerinden ve
IKKy duzenleyici alt biriminden (dizenleyici iskelet proteini NF-xB esansiyel
modiilator/NEMO) olusur. IKK bileseni klasik NF-kB sinyal yolagi ile sinyal iletimi
icin gereklidir. Aktive edilmis IKKf, IkBa'nin bozunmasina ve pS0/RelA dimerlerinin
hlcre nukleusuna translokasyonuna yol acar (Zandi ve ark. 1997, Gilmore 2006, Li ve
ark. 1999, Lawrence 2009, Lin ve ark. 2014, Yu ve ark. 2017) (Sekil 2.30). Bu yol
inflamasyonu, dogustan gelen bagisiklig, hiicre sagkalimini, proliferasyonu,
anjiyogenezi, tiimor promosyonunu ve metastazi kodlayan hedef genlerin
transkripsiyonundaki artig ile sonlanir (Nishikori 2005, Yu ve ark. 2017) (Cizelge 2.10).
2. Alternatif/nonkanonik NF-kB sinyal yolu: Lenfotoksin B reseptorii (LTBR), TNF
ailesi reseptorune ait B hiicresi aktive edici faktor (BAFF-R), NF-kB ligandinin reseptor
aktivatorii (RANKL), CD40 (CD40L) ve CD30 dahil baz1 TNF reseptor ailesi iiyelerinin
aktivasyonu tarafindan tetiklenir. NF-xB indikleyici kinaz (NIK) upstreami IKKa
homodimerini aktive eder; bu sinyal yolunda IKKf ve IKKy'nin her ikisi de gereksizdir.
NF-kB2 (p100), IKKo homodimeri tarafindan iki C-ucu serin kalintilarinda fosforillenir
ve ubikuitinlenir. Bu modifikasyon inhibitér C-ucu, proteazomal bozunma ve p100'in
aktif p52 formuna doniistimii i¢in hedef almaktadir. Ardindan, p52/RelB dimerlerinin
niikleusa translokasyonu gergeklesir ve burada transkripsiyonu aktive ederler (Hayden ve
Ghosh 2004, Nishikori 2005, Gilmore 2006, Lawrence 2009, Yu ve ark. 2017).
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Bu yol lenfoid organlarin gelisimini, adaptif bagisikligi, anti-inflamatuvar ozellikleri, B
hicresi  matlrasyonunu  ve  osteoklastogenezi  kodlayan  hedef  genlerin
transkripsiyonundaki artis ile sonlanir (Nishikori 2005, Lawrence 2009, Yu ve ark. 2017)
(Sekil 2.30).

Alternative (non-canonical) pathway  Classical (canonical) pathway
g @ eO®
Cp40  LTPR BAFFR
Receptor activation \ij R | LR TR Receptor activation
(such as CD40, LTfR, (such as antigen receptors,
BAFF-R, OX40, CD27) cytoplasm l eytoplasm cytokine receptors, TLRs)
IKK activation
p | IKK complex
IKKa activation l
IKKa
m(u IxBa phosphorylation
p100 phosphorylation
Pp
p100 ubiquitination pith IxBa ubiquitination
and proteosomal [w]lth RdB and proteasome
processing b P / \ degradation
pl00 C-term Translocation from I -
toplasm to nucleus .
eytop - {:? o
transeription transcription
Gene expression
. < Céll survival, proliferation

Lymphoid organ development >3 > o = : /AXZ’( Innate immunity
Adaptive immunity pncles KB site T KB site Inflammation

Sekil 2.30. Klasik (kanonik) ve alternatif (nonkanonik) NF-«xB yollar

Insan inflamatuvar hastaliklarim tedavi etmekte kullanilan cesitli bilesiklerin NF-kB
aktivasyonu iizerinde etkileri vardir (Yamamoto ve Gaynor 2001). Bu bilesikler 6rnegin
Th2 sitokinler (IL-4, IL-13 ve IL-10), interferonlar, endokrin hormonlar (LH, HCG, MSH
ve GH), fitokimyasallar, kortikosteroitler, immunosupresif ilaclar (Shih ve ark. 2015),
kicik molekuller (lvanenkov ve ark. 2011), antioksidanlar, peptitler, proteazom
inhibitorleri, kiigik RNA/DNA, bakteriyel/fungal ve viral proteinler, tasarlanmig
dominant-negatif veya yapisal olarak aktif polipeptitler, dominant-negative IKK( gen
terapisi, siklopentenon prostaglandinler; spesifik sinyal iletimini bloke ettigi ve NF-xB
aktivasyonunu baskiladig1 bilinen antiinflamatuvar ajanlar gibi ¢esitli dogal veya sentetik
ajanlardir (Yamamoto ve Gaynor 2001, Gilmore ve Herscovitch 2006, Gupta ve ark.
2010). Bu nedenle, NF-xB regiilasyonu ve disregiilasyonu hastalik kontroliinde ¢ok
6nemli rol oynar (Shih ve ark. 2015).
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Bu bilesiklerin birgogu NF-xB induksiyon genel inhibitorleri olarak etki ederken,
digerleri NF-xB indiiksiyon spesifik yollarim1 inhibe etmektedir. Ek olarak, bazi
bilesiklerin NF-kB yolundaki birden fazla adimi hedef aldig1 goriilmektedir. NF-xB
aktivasyonunun inhibisyonu i¢ mekanizma ile gerceklesebilir:

(1) gelen uyaric1 sinyalin erken bir agamada bloke edilerek (6rn., ligandin
reseptoriine baglanmasi) sinyalin etkisinin tamamen ortadan kaldirilmasi ile sonuglanir,

(2) kaskadin spesifik bir bilegseninin bloke edilmesi yoluyla NF-kB aktivasyon
yolundaki sitoplazmik bir adimin bozulmasi (6rn., IKK kompleksinin inaktivasyonu veya
IxB bozunmast),

(3) NF-kB niikleer aktivitesinin bloke edilmesi, yani, niikleusa translokasyonunu,
DNA'ya baglanmasini, NF-kB'nin aktivitesini veya spesifitesini etkileyen nukleer
modifikasyonunu veya NF-kB'nin DNA (zerinde spesifik veya bazal transkripsiyon
isleyisiyle etkilesimini inhibe eder.

Ayrica, spesifik NF-xB inhibitorleri olarak tasarlanan bilesikler heniiz klinik kullanimda
degildir ancak bunlarin belirli kanserler, inflamatuvar ve nérodejeneratif hastaliklar i¢cin

tedaviler olarak gelistirilmesi olasidir (Gilmore ve Herscovitch 2006).
2.4.1. NF-xB'nin nérolojik hasardaki rolii

NF-kB'nin inflamasyon patogenezindeki dnemli rolinin belirlenmesi, NF-kB hedefli
terapOtiklerin néroinflamasyonla iligkili hastaliklarin patogenezinde etkili olabilecegini
gostermektedir. Beyindeki/omurilikteki kimyasal/mekanik stimiilasyon (6rnegin
glutamat eksitotoksisitesi, bakteri/viris enfeksiyonu, iskemik/hemorajik inme veya
oksidatif stres gibi) noroinflamatuar yanitla baglantili oksidatif stresi arttiran sitokin
aracili inflamasyon da dahil olmak iizere ilk hasarla sonug¢lanir (Sekil 2.31) (Shih ve ark.
2015). Noroinflamasyon CIPN'nin altinda yatan baslica mekanizmalardan biridir. CIPN
modelleri, gesitli periferik ve merkezi glial aktivasyonu ve pro-inflamatuvar sitokin

ekspresyon artigint gostermektedir (Lees ve ark. 2017).

NF-kB transkripsiyon faktorleri beyinde bol miktarda bulunurlar ve burada ndron, glia ve
endotelyum (serebral kan damarlar1) arasinda ¢esitli fonksiyonlara sahiptirler. Yapisal
NF-kB transdiiksiyon faktorleri nérogenez, sinaptik plastisite, 6grenme ve hafizadan
sorumludur. Glial veya endotelyal induklenebilen NF-kB aktivasyonu, sekonder néron

hasartyla ilgili ndroinflamasyonla iligkili patogenezde yer alirken, aktive edilmis NF-xB
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dimerleri bunyesindeki p50/RelA ve p50/c-Rel alt birimleri nérondaki ndéronal
patogenezde farkli roller oynar (Shih ve ark. 2015). p50/RelA, hasar sonrasinda néronal
hiicre 6liimiine katkida bulunan divalent metal tasiyici-1 (1B/DMT1)’in 1B izoformunun
ekspresyonunu indiikleyerek hasari artirir (Ingrassia ve ark. 2012). Ek olarak, p50/c-Rel,
Bcl-xL geninin transkripsiyonunu veya mangan siiperoksit dismutazi (MnSOD)
indiikleyerek hasara kars1 koruma saglar (Bernard ve ark. 2001, Pizzi ve ark. 2005).
p50/c-Rel  dimerlerinin  inhibisyonu ve p50/RelA aktivasyonu beyin hasarinin
patogenezinde 6nemli olaylardir. NF-xB transkripsiyon faktorleri NF-kB kompleksinin
bilesimine ve hiicre tiplerine baglh ¢esitli fonksiyonlara sahiptir (Shih ve ark. 2015).
Sisplatinin NF-kB aktivasyonunu indiikledigi yoniinde kanit vardir (Kim ve ark. 2006).
Chung ve ark. (2008) sisplatin tedavisi sirasinda, niikleusa translokasyonu ile NF-kB
aktivasyonunu gostermislerdir. Diger bir ¢alismada, NF-xB'nin sisplatine karsi timor
direncinde histon yapisint modifiye ettigi bulunmustur (Almeida ve ark. 2014). CIPN'de
6nemli bir mediyator olarak NF-kB'nin hedef alinmasi, muhtemelen kemoterapétikler ile

sinerji olusturarak anti-kanser aktivitesine ilave yarar saglayarak gelisimini iyilestirir.

_ Constitutive NF-kB signaling Neurogenesis
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Sekil 2.31. NF-kB'nin nérolojik hasardaki rolii (Shih ve ark. 2015)

84



2.4.2. Gemsitabin ve NF-kB iliskisi

Gemsitabin terapisini optimize etmek ve baska kemoterapoétik ilaglar ile kombine ederek
etkinligini arttirmak amaciyla ¢ok sayida ¢alisma tasarlanmistir. Kombinasyon tedavisi

icin degerlendirilen hedeflerden biri NF-xB'dir.

NF-kB, pankreas kanserleri de dahil ¢ogu kanserde yapisal olarak aktive edilir ve bu
durum NF-xB'nin pankreas kanserinin timér gelisimi ve kemoterapi direncinde kritik bir
role sahip oldugunu gosterir (Fujioka ve ark. 2003, Long ve ark. 2011, Arlt ve ark. 2012).
Warsame ve Grothey (2012), pankreas kanserinde NF-kB'min gemsitabin direncini
arttirdigin1 gostermistir. Bu nedenle, NF-xB sinyal yolunun hedeflenmesi, gemsitabin
terapisinin etkinliginin arttirilmasi1 agisindan onemli bir stratejidir, ayni zamanda

pankreas kanseri hastalarinin tedavi sonuglarini iyilestirir (Husain ve ark. 2011).

NF-kB aktivasyonunun apoptozu baskiladigi, hiicre biiylimesini ve anjiyogenezi
arttirdigl, dolayisiyla kemoterapi direnci ve tiimorogenez olusumunu arttirdigi
bilinmektedir (Wang ve ark. 1999a, Bharti ve Aggarwal 2002). NF-«kB tarafindan
diizenlenen gen iiriinleri kanser hiicrelerinin invazyonunu ve metastazini arttirmaktadir
(Rayet ve Gelinas 1999). Dolayisiyla, NF-xkB aktivasyonunun inhibisyonu pankreas
timorogenezini, pankreas kanserinin anjiyogenik potansiyelini ve metastazini
baskilamak icin yeterlidir (Fujioka ve ark. 2003). Biitin bu bulgular, NF-xB
aktivasyonunu baskilayan kemoprevantif ajanlarin, NF-kB sinyal yolunun inhibisyonu ile
gemsitabine karsi kemorezistansi azaltabilecegini isaret etmektedir. Bu nedenle,
kemoprevantif ajanlarin gemsitabin ile kombine kullanimi pankreas kanseri i¢in yeni bir

tedavi yaklagimi saglayacaktir (Qanungo ve ark. 2014).

Cesitli caligmalarda, NF-kB aktivasyonunu ve NF-xB tarafindan diizenlenen gen
ekspresyonunu inhibe eden, drn. resveratrol, genistein, kirkiimin, fisetin, tokotrienoller,
pristimerin, yesil ¢ay polifenolleri (EGCGQG), siilforafan, sarimsak, benzil izotiyosiyanat
ve piperlongumin gibi dogal bilesikler, pankreas kanseri tedavisinde sinerjiyi aragtirmak

amactyla gemsitabin ile kombine edilmistir (Yu ve Kim 2014, Singh ve ark. 2015).
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Kunnumakkara ve ark. (2007) kirkumin’in, pankreas kanseri hucreleri (MIA PaCa-2)
enjekte edilmis ortotopik fare modelinde, proliferasyonu, anjiogenezi, NF-kB ve NF-kB
tarafindan diizenlenen gen iiriinlerinin aktivasyonunu [6rnegin: siklin D1, c-Myc, Bcl-2,
Bcl-xL, hiicresel apoptoz inhibitor protein-1 (clAP-1), siklooksijenaz-2 (COX-2), matriks
metalloproteinaz-9 (MMP-9) ve vaskuler endotelyal buyime faktérinu (VEGF)]

baskilayarak gemsitabinin anti-tUmor etkisini artirdig1 géstermistir.

Banerjee ve ark. (2005b) pankreas kanseri hiicrelerinin (COLO 357 ve L3.6pl), esasen
soya fasulyesinde ve soya fasulyesi ile zenginlestirilmis triinlerde bulunan dogal bir
izoflavon olan genistein ile 6n tedavisinin ardindan gemsitabin ile tedavi edilmesinin,
gemsitabinin tek basina kullanimi ile elde edilen %25 ila %30 biiyiime inhibisyonuna
kiyasla %60 ila %80 oraninda biiyiime inhibisyonuna yol actigini gdstermistir.
Arastrimacilar, blylme inhibisyonunun NF-kB sinyal yolunun genistein tarafindan
inaktivasyonu ile dogrudan korele oldugunu ve bu durumun, ayrica, gemsitabin ile
indiklenen NF-kB aktivasyonunu ortadan kaldirarak fare pankreas tlmdrlerinin

gemsitabine karsi hassasiyet kazandigini bildirmislerdir.

Mohammad ve ark. (2005) genisteinin, NF-kB’nin DNA’ya baglanma aktivitesini inhibe
ederek Bcl-2, Bcl-xL, VEGF, MMM-9 ve uPAR" (iirokinaz tipi plazminojen aktivator
reseptoriil) down regiile ettigini ve BXPC-3 insan pankreas kanseri hucrelerinin
biiyiimesini inhibe ettigini gostermistir. EK olarak, (-)-gossypol (pamuk tohumlarindan
izole edilen dogal bir polifenolik bilesik; Bel-2 ve Bcl-xL proteinlerinin peptit olmayan
kigiik molekill inhibitoriidiir) ile genistein kombinasyonu ajanlarin tek basina

kullanilmasina kiyasla anlamli olarak daha fazla biiyiime inhibisyonu gostermistir.

Husain ve ark. (2011), 4 dogal tokotrienoliin (a-, -, 6-, y-tokotrienol), doymamis dogal
olarak bulunan vitamin E bilesiklerinin, pankreas kanserini ve NF-kB aktivasyonunu
inhibe etmekteki biyoaktivitesini in vitro ve in vivo incelemistir. Pankreas kanseri
hlcreleri ve tumérlerinde d-tokotrienoliin gemsitabin aktivitesini arttirmasinin, NF-xB
aktivasyonunun ve NF-«xB ile diizenlenen gen iiriinleri (Bcl-XL, X-bagl apoptoz
inhibitorii/XIAP ve survivin) ekspresyonunun 6nemli derecede baskilanmasi ile iligkili

oldugunu gostermislerdir. Hussein ve Mo (2009), d-6-tokotrienollin insan pankreas
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kanseri hticrelerinin (Panc-1, MIA PaCa-2, BxPC-3) proliferasyonunu baskiladigini

gostermistir.

Kunnumakkara ve ark. (2010), yapisal olarak aktif NF-kB ve NF-«kB ile diizenlenen gen
uranlerinin (6rn. siklin D1, c-Myc, VEGF, MMP-9, CXCR4) &-tokotrienol tarafindan
inhibisyonunun; 5-tokotrienoliin gemsitabin ile indlklenen apoptozu giclendirmesinin
yani sira gemsitabinin, nude farelerde insan pankreas tiimorlerine (MIA PaCa-2) karsi

anti-ttimor etkileri ile iliskili oldugunu gostermistir.

Wang ve ark. (2012) pristimerinin, Celastraceae ve Hippocrateaceae'den izole edilen,
dogal olarak olusan bir kinonmetid triterpenoid bilesigi, G1-fazinda hiicre siklusunun
durdurulmasin1t ve apoptozu indiikleyerek pankreas kanseri hiicrelerinin (BxPC-3,
PANC-1 ve AsPC-1) biiylimesini baskiladigini ve gemsitabin ile indiiklenen hiicre
Olimiine kars1 duyarlilagtirdigini gostermistir. Bu sonugclar, pristimerinin pankreas
kanseri hucrelerindeki etkilerinin  NF-xB aktivasyonunun inhibisyonu ile iligkili

oldugunu géstermistir.

Kurbitz ve ark. (2011), CG (katesin gallat) ve ECG'nin (epikatesin gallat) pankreas
kanseri hucrelerinde (PancTu-1) potansiyel antikanser ve anti-inflamatuvar 6zelliklerini
EGCG (epigallokatesin gallat) ile karsilagtirmali olarak gostermistir. Katesinlerin,
Ozellikle ECG'nin TNF-a ile indliklenen NF-kB aktivasyonunu neredeyse tamamen bloke

ettigini bulmuslardir.

Banerjee ve ark. (2005a), timokinon, ¢orek otu (Nigella sativa) yagindan ekstrakte edilen
aktif bir bilesik, 6n-tedavisinin gemsitabin ve/veya oksaliplatin ile kombinasyonunun,
ilaglarin tek basina verilmesine kiyasla daha fazla antitiimor aktiviteye neden oldugunu
gostermistir. Bu sonuglar, fare pankreas timorlerinde (HPAC) NF-«kB aktivasyonunun,
Bcl-2 ailesinin ve NF-kB-bagimli antiapoptotik genlerin (6rn. survivin, Bcl-xL, XIAP ve

COX-2) down regulasyonu ile iliskilendirilmistir.

NF-kB inhibisyonu NSCLC'yi gemsitabin ile indiiklenen apoptoza maruz kalmasi i¢in
duyarhlastirir (Jones ve ark. 2000). Onceki raporlarda NF-xB'nin, c-IAP'lerin (apoptoz
proteinlerinin inhibitért) ve Bcl-2 homologu Al'nin transkripsiyonel regulasyonu ile

anti-apoptotik sagkalima katkida bulunabilecegi gosterilmistir (Wang ve ark. 1998,
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1999a, b). Buna karsin, NF-xB, Fas ve FasL dahil bazi apoptotik molekiillerin
ekspresyonuna katildigi i¢in ayni zamanda bir pro-apoptotik faktor olarak da kabul
edilmektedir (Kasibhatla ve ark. 1998).

Chang ve ark. (2004), gemsitabininin insan NSCLC (H1299) hucrelerinde p53'ten
bagimsiz bir sekilde NF-kB baglanma aktivitesini indiiklendigini bulmustur. NF-xB
inhibisyonunun gemsitabin ile tetiklenen apoptoz uUzerindeki etkisini belirlemek
amaciyla, NF-kB inhibitérii olan pirolidin ditiyokarbamat (PDTC) etkisini
incelemislerdir (Wright ve ark. 2002). PDTC ile tek basina tedavi apoptoz insidansini
degistirmemistir. Ancak, PDTC tedavisi hiicreleri gemsitabine duyarli hale getirmistir.
Apoptotik hiicrelerin fraksiyonu, PDTC/gemsitabin kombinasyon tedavisinde tek basina
gemsitabin tedavisine kiyasla anlamli olarak artmistir. pS3-bagimsiz ERK (hiicre dis1
sinyalle dlzenlenen kinaz) aktivasyonunun, H1299 ve H1299/p53 hicrelerinin
gemsitabin ile indiiklenen apoptoza aracilik edilmesinde onemli rol oynadigini ve
apoptotik sinyali baslatmak {izere Bcl-2 proteininin indirgenmesinin ve sitozolik
sitokrom-c'nin birikmesinin 6ncesinde islev gosterdigini ileri siirmiislerdir. Ayrica, Akt
inaktivasyonu da gemsitabin ile indiiklenen apoptoz ile agiklanmistir (Chang ve ark.

2004).

Arlt ve ark. (2003) pankreas karsinoma hiicre hatlarinin gemsitabin ile indiiklenen hiicre
6liimiine kars1 direncinde NF-kB ve PI3K/Akt'nin roliinii aragtirmistir. Gemsitabin (0,04—
20 uM) ile 24 saat siireyle tedavi, duyarli hiicre hatlar1 PT45-P1 ve T3M4 hicrelerinde
apoptozu indlklerken, BxPc-3, Capan-1 ve PancTu-1 hiicrelerinde indiiklememistir. Bu
direngli hiicre hatlar1 duyarh hiicre hatlarinin aksine yiiksek bazal NF-kB aktivasyonu
gostermistir. Ayrica, gemsitabin doza bagimli NF-kB indiiksiyonu gostermistir. NF-
kB'nin MG132, sulfasalazin veya IkB-a super-repressor tarafindan inhibisyonu
gemsitabine (0,04-20 uM) kars1 direnci 6nemli 6l¢iide azaltmistir. NF-xB aktivasyonu ile
gemsitabin direnci arasindaki belirgin korelasyonun aksine, PI3K/Akt aktivasyonu

pankreas kanseri hiicre hatlarinda gemsitabin direnci ile korelasyon gdstermemistir.

Cascinu ve ark. (2007) pankreas kanserinde gemsitabin ve oksaliplatin ile baglantili bir
COX-2 inhibitoriiniin (selekoksib) kullannomina iligkin olarak COX-2 ve NF-xB

ekspresyonunun roliinii arastirmistir. COX-2 inhibitoriiniin kullanilmasi, COX-2 ve NF-
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kB'yi asir1 eksprese eden tiimdrleri olan hastalarda bile gemsitabin/oksaliplatin

kombinasyonuna herhangi anlamli bir etki katmamustir.

Banerjee ve ark. (2009) turpgiller familyasi bitkilerinden elde edilen dogal bir bilesik olan
3,3’-diindolilmetanin (DIM), konstitiitif ve kemoterapotik ilagla indiiklenmis NF-xB
aktivasyonunu ve sonrasindaki genleri (survivin, Bcl-xL, XIAP ve c-IAP) down regiile
ederek pankreas kanseri hiicrelerinin 6liimiinii arttirdigi in vivo ve in vitro deneylerle

gosterilmistir.

Ortotopik fare modelinde (PANC-1), DIM oksaliplatin ile birlikte verildiginde timor
boyutu monoterapiye kiyasla anlaml olarak azalmstir. Ilave analizler DIM tedavisinin
pankreas timaorlerinde phospho-p65 kaybina, NF-kB aktivasyonunun ve sonrasindaki
genlerin down regiilasyonuna neden oldugunu gostermistir, bu durum hiicre
proliferasyonunda azalma ve apoptozda artis ile koreledir. Bu sonuglar DIM'in
kemoterapotik ilagla (sisplatin, gemsitabin ve/veya oksaliplatin) indiiklenen NF-«B
aktivasyonunu ortadan kaldirarak pankreas tiimorlerinin aligilageldik terapilere kemo-

sensitizasyonuna yol agtigin1 gostermektedir (Banerjee ve ark. 2009).

Arora ve ark. (2013), CXCR4 sinyallemesinin pankreas kanseri hiicrelerinin gemsitabin
direncinde 6nemli rol oynadigini gostermistir. Gemsitabin tedavisinin, ROS'a bagimli,
NF-kB ve HIF-1a aracili CXCR4 upregiilasyonu yoluyla pankreas kanseri hiicrelerinin

(MIA PaCa-2 ve Colo357) invazivligini artirdigini gostermislerdir.

Qanungo ve ark. (2014), glutatyon (GSH) prekirsori olan N-asetil-_-sisteinin (NAC),
insan pankreas kanseri hucrelerinde (MIA PaCa-2) p65-NF-kB'nin S-glutatyonilasyonu
yoluyla NF-xB aktivasyonunu onledigini ve gemsitabin tedavisinin pankreas
tiimorlerindeki etkinligini artirdigin1 géstermislerdir. Gemsitabin ve NAC tek baslarina
in vivo MIA PaCa-2 tiimér biiylimesini azaltmakta etkili bulunmamigtir. Ancak, NAC ve
gemsitabin ile kombinasyon tedavisi timor biiylimesini yaklasik %50 oraninda azalttigi
ve NAC tedavisinin gemsitabin ile tedavi edilen farelerde apoptotik hicre 6limuini

indiikledigi gosterilmistir.

Yukarida gosterilen g¢alisma sonuglarina gore, gemsitabin ile indiiklenen NF-xB

aktivasyonu kemoterapi direncine neden olmaktadir. Yeni bir tedavi stratejisi olarak,
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Horiuchi ve ark. (2016), kuvvetli bir NF-xB inhibitorii olan nafamostat mesilatin (NM),
National Comprehensive Cancer Network guidelines (NCCN) tarafindan onerilen
metastatik pankreas duktal karsinomu tedavisinde birinci derecede tavsiye edilen
gemsitabin (GEM) + nab-paklitaksele (nPTX) ilavesinin, metastatik pankreas duktal
karsinomu tedavisinde NF-«kB aktivasyonunu inhibe ederek antitiimor etkiyi arttirdigini

gostermistir.

Biitiin olarak ele alindiginda, bu gézlemler NF-kB'nin kimyasal koruyucu ve kimyasal
hassaslastirici etki icin ideal bir hedef oldugunu isaret etmektedir (Bharti ve Aggarwal
2002). Bu nedenle, spesifik NF-xB inhibitorleri ve NF-kB yolunu hedef alan diger

molekiiler terapiler pankreas kanseri icin kuvvetli antikanser tedavi saglayabilmektedir.
2.4.3. NF-xB inhibitorii (QNZ EVP4593)

QNZ EVP4593, transkripsiyon faktorii NF-kB'nin aktivasyonunu inhibe etmektedir ve
NF-kB sinyal yolaginin aragtirilmasi i¢in kullanilmaktadir. QNZ, kalsiyum depolari
tarafindan isletilen Ca*? girisini (SOC, store-operated calcium) inhibe ederek etki
gosteren, NF-kB sinyal yolu aktivasyonunun yiiksek afiniteli kismi bir antagonistidir
(http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/sml0579?lang=en&region=TR,
2017) (Sekil 2.32).

H,N

Sekil 2.32. QNZ EVP4593 (6-amino-4-(4-fenoksifenetil-amino)kinazolin) kimyasal
yapisi
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2.4.4. Periferik néropatiyle ilgili sitokinler

Birden ¢ok klinik ve deneysel g¢alisma, pro-inflamatuvar sitokinlerin/kemokinlerin
kemoterapotik ajanlarla ilgili agrili periferik noropatinin patogenezinde yer aldigina
iliskin kanit saglamaktadir. inflamatuvar kaskad aktivasyonu, pro-inflamatuvar sitokin
up regulasyonu ve néro-immiin iletisim CIPN'nin baslamasinda ve ilerlemesinde 6nemli
rollere sahiptir (Wang ve Lehky 2012).

Kemoterapotik ajanlarla indiiklenen agri, biiyiik olasilikla ajanin sinir dokular tizerindeki
dogrudan etkisinden veya kemoterapotik ajanlarla indiiklenen inflamasyonun aracilik
ettigi bir etkiden kaynaklanmaktadir. Kemoterap6tik ajanlar Schwann hucrelerinde,
DRG'lerde ve periferik sinirlerde matriks metalloproteinazlarin (MMP'ler) up
regiilasyonunu indiikler. Cok sayida calisma, MMP'lerin sinir hasarii takiben
inflamatuvar ve dejeneratif siiregclerde 6nemli rol oynadigin1 gostermektedir (Lakhan ve
Avramut 2012, Wang ve Lehky 2012) (Sekil 2.33).

MMP'ler CIPN patogenezinde farkli roller uygularlar:

i) MMP'ler bazal membranin hiicre dis1 matris bilesenlerini bozarak KSB'yi bozabilen
tek proteazlardir,

i) MMP'ler miyelin kilifin1 dogrudan bozarlar,

iii) MMP'ler DRG ve periferik sinirlerde inflamatuvar hucrelerin migrasyonunu,
infiltrasyonunu ve aktivasyonunu indukler,

Iv) MMP'ler inflamatuvar hicreleri TNF-a, IL-13, IL-6, IL-8 inflamatuvar sitokinlerini
ve CCL2 kemokini salmalar1 ve aktive etmeleri i¢in indiikler.

V) MMP'ler primer afferent (duyusal) noronlar {izerinde dogrudan veya dolayli olarak
etki ederek, kemoterapi inflizyonu sonrast periferik ndropatik agrinin islenmesine
katkida bulunan periferik sinirlerin asir1 duyarliligini indiiklerler (Wang ve Lehky

2012).
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Sekil 2.33. CIPN patogenezindeki sitokin ag1 i¢in 6nerilen bir diyagram (Wang ve Lehky
2012)

Son yillarda, bagisiklik hiicreleri (6rn., makrofajlar, lenfositler, nétrofiller, mast
hicreleri) ve PSS'deki glia hicreleri (6rn., Schwann hiicreleri ve satellit hiicreleri) ve
MSS'deki glia hticreleri (6rn., astrositler ve mikroglia) gibi néronal olmayan hiicrelerin
de kronik noropatik agri siirecinde kritik rol oynadigi giderek artan sekilde kabul
goérmektedir (McMahon ve ark. 2005, Moalem ve Tracey 2006, Thacker ve ark. 2007,
Gao ve Ji 2010). Kemoterapoétik ajanlarin uygulanmasindan sonra periferik sinirler ve
DRG'de noronlar ve gevresindeki satellite hlicreler; DRG, periferik sinirler ve Schwann
hiicrelerindeki aktif makrofaj sayisindaki artisa da yol acan belirgin patolojik
degisiklikler gosterirler (Peters ve ark. 2007a, b).

CIPN patogenezinde hem noronal hem de noronal olmayan hiicrelerin yer almasina
karsin, noro-immiin etkilesimin altinda yatan molekiler mekanizmalar ve
sitokinlerin/kemokinlerin CIPN baglamindaki etkileri tam olarak anlagilmamistir.
Bagisiklik sistemi ile sinir sistemi arasindaki fonksiyonel etkilesimin ndéropatik agrinin

altinda yatan mekanizmalarda ¢ok 6nemli rollere sahip oldugu yoniindeki kanitlar giderek
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artmaktadir. Sinir hasarinin ardindan, inflamatuvar yanit kademeli olarak baslatilir ve
cesitli inflamatuvar hiicreler sinir hasari bolgesine toplanir (Kim ve Moalem-Taylor
2011). Bagisiklik hiicrelerinin PSS'ye girisine ek olarak, hem makrofajlar hem de T
lenfositler, DRG'deki néronlar ve satellite hiicreleri ile ve ayrica Schwann hiicreleri ile
iletisim kurar. Kemoterapi tedavisinin néropatik agri modellerinde, aktive edici
transkripsiyon faktori 3 (ATF3; hicresel hasar markert) makrofaj girisi ile aym
lokasyonlarda kuvvetli sekilde eksprese edilir (Peters ve ark. 2007b, Hunt ve ark. 2012).
Genel olarak, néronal olmayan hiicrelerin/agirlikli olarak bagisiklik hiicrelerinin ve glia
hlcrelerinin, pro-inflamatuvar sitokinler/kemokinler gibi kuvvetli néromodulatorler
Ureterek ve salarak noropatik agriyr artirdigr ve devam ettirdigi diistiniilmektedir, bu
noron-immiin iletisimini kolaylastiran primer mekanizmalardan biridir (McMahon ve

ark. 2005, Zhang ve An 2007, Gao ve Ji 2010, Wang ve Lehky 2012).

Kemoterapiyle indiiklenen sinir hasarina yanit olarak, inflamatuvar hucrelerin girisi ayni
zamanda mevcut bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonu: pro-inflamatuvar sitokinler (TNF-
a, IL-1pB, IL-6, IL-8, IFN-y), ¢esitli kemokinler (CCL2, CXC ailesi), biiyiime faktorleri
ve Ornegin bradikinin, prostaglandinler (PG), serotonin, histamin, eikosanoidler, ATP,
ROS ve nitrik oksit (NO) gibi inflamatuvar aract molekuller dahil ¢esitli mediyatorlerin
uretilmesine ve salgilanmasina yol agar (Scholz ve Woolf 2002, McMahon ve ark. 2005,
Moalem ve Tracey 2006, Costigan ve ark. 2009, Gao ve Ji 2010, Wang ve Lehky 2012)
(Sekil 2.34). Bu mediyatorler hasar gormiis sinirde artan inflamatuvar yanit mekanizmasi
olarak islev goriir, nOro-immiin aktivasyonunu tesvik eder, primer afferent néronlari
duyarhilastirir ve noropatik agr1 asirt duyarliliginin olusturulmasimi ve sirddrilmesini
saglar (Moalem ve Tracey 2006). Bu mediyatorler dogrudan DRG noéronal hiicre
goOvdeleri, periferik sinir uglar1 ve aksonlar {izerinde bulunan néronal reseptorlere etki
ederek periferik duyarlilasmaya yol agabilir (Moalem ve Tracey 2006, Gao ve Ji 2010,
Kim ve Moalem-Taylor 2011).

Pro-inflamatuvar sitokinlerin/kemokinlerin agr1 iizerindeki aljezik etkileri, afferent lifler
tizerinde dogrudan reseptdr aracili etkiler olabilir veya kendileri agr1 hissine yol agan
ajanlarin (6rn., PGE2) ekspresyonunu indiiklemek gibi baska mediyatdrleri iceren dolayli
etkiler olabilir (Sommer ve Kress 2004). Bir sitokinin veya kemokin ligandinin

reseptoriine baglanmasi reseptoriin aktivasyonuna yol acar ve bu da sitokin salimi, hiicre
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adezyonu, fagositoz, hiicre aktivasyonu, hiicre proliferasyonu, hiicre sagkalimi, hiicre
6lumu, apoptoz, anjiyogenez ve proliferasyon gibi ¢esitli hiicresel fonksiyonlar
diizenleyen bir dizi sinyal olaym tetikler (Ramesh ve ark. 2013). Bu nedenle, aktive
edilmis makrofajlar, DRG'deki satellite hiicreleri ve Schwann hiicreleri tarafindan pro-
inflamatuvar sitokinlerin/kemokinlerin salinmasi CIPN'deki agri semptomunun primer
nedeni olabilir, bu semptom kemoterapi tedavisi almakta olan ¢ogu kanser hastasindaki
baslangigtaki periferik noropati bulgusudur. Ayrica, pro-inflamatuvar sitokinlerin
dretimini  hedeflemek, 6zellikle agr1 semptomu i¢in CIPN'min Onlenmesi ve

giderilmesinde umut verici bir terapdtik strateji olabilir (Wang ve Lehky 2012).

( endothelial cell ) + ( endothelial cell )*

Mast |
cell

Noci-

ceptor hist, PGE2, PGEZ2,
TNFa 8R,15S TNF
[I|7 diHETE
b } cytokines *
: TNF, IL-1, IL-6 | NGF, PGE2, ATP
Injury
(  schwann )

Sekil 2.34. Periferik sinir hasar1 mevcut bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonunu ve
inflamatuvar hiicrelerin sinir hiicresine alinmasi (Moalem ve Tracey 2006)

Schwann hcreleri; TNF-a, IL-1B, IL-6, PGE2, adenozin trifosfati (ATP), sinir biiyiime
faktori (NGF), I6semi inhibitor faktori (LIF) ve CCL2 salar (Moalem ve Tracey 2006).
Bu molekuller, makrofaj girisini ve néroinflamasyonu tesvik ederek periferik néropatinin
gelisimi icin potansiyel mediyatdrler olarak bilinmektedir. Schwann hiicreleri, pro-
inflamatuvar sitokinleri dengelemek ve aksonlar1 daha fazla hasardan korumak i¢in ayrica
anti-inflamatuvar faktérler IL-10, IL-4, TGF-B, IL-1RA (interlokin-1 reseptor
antagonisti), CAMP, biytme faktorleri ve eritropoietin retirler (Wang ve Lehky 2012).
Bu bulgular; pro-inflamatuvar sitokinlerin, hiperaljezi (zararli bir uyaran tarafindan
uyarilmis agr1) ve allodini (zararsiz bir uyaran tarafindan uyarilan agri) dahil néropatik

agr1 ve inflamatuvar agriy1 indiikledigine veya kolaylastirdigina ancak anti-inflamatuvar
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sitokinlerin (6rnegin IL-10, IL-4, TGF-B) kanser kemoterapisi almakta olan hastalarda
periferik ndropati gelisimini ve ilerlemesini yavaslatma potansiyeline sahip olduguna dair
kanit saglamaktadir (Sommer ve Kress 2004, Schafers ve Sorkin 2008, Miller ve ark.
2009, Gao ve Ji 2010).

2.4.5. Periferik sinir hasarinda inflamatuvar sitokinlerin rolii

Sitokinler; inflamasyonu ve metabolizmay1 diizenlemek ve biiyiime, sagkalim ve
farklilasma gibi hiicresel aktiviteleri modiile etmek igin pikomolar (10? M) veya
nanomolar (10° M) konsantrasyonlarda hiicre sinyal molekiilleri olarak davranan kiigiik
bir protein sinifidir (yaklagik 5-20 kDa) (Ramesh ve ark. 2013, Roshani ve ark. 2014).
Sitokinler varsayilan fonksiyonlarina, salgilandiklari hiicrelere veya etki hedeflerine gore
kemokin, interferon, interldkin, lenfokin, monokin ve tiimér nekroz faktori (TNF) olarak
simiflandirilmigtir.  Sitokinler makrofajlar, B lenfositler, T lenfositler, nétrofiller,
bazofiller, eozinofiller ve mast hiicreleri gibi bagisiklik hiicrelerinin yani sira endotelyal
hiicreler, fibroblastlar ve ¢esitli stromal hiicreler tarafindan salinir (Zhang ve An 2007).
Sitokinler yapisal homolojilerine veya reseptorlerine gore familyalar seklinde
gruplandirilmis genis ve ¢esitli pro- veya anti-inflamatuvar faktor grubudur. Kemokinler,
hiicre migrasyonunu indiiklemek i¢in 6nemli islevlere sahip ayrica glia ve noronlar
tarafindan salinan, sitokin ailesi i¢inde salgilanan proteinlerin bir grubudur (Ramesh ve

ark. 2013).

Sitokinler reseptorler araciligi ile etki ederler ve oOzellikle bagisiklik sisteminde
6nemlidirler; htiimoral ve hiicresel immun yanitlari arasindaki dengeyi modiile ederler ve
belirli hicre populasyonlarinin olgunlagsmasini, biiyiimesini ve cevap verme yetenegini
diizenlerler. Sitokinler saglikta ve hastalikta 6nemlidir; enfeksiyona, immin yanitlarina,
inflamasyona, travmaya, sepsise ve kansere yanit verir. Bu nedenle, sitokin ve
kemokinlerin disregilasyonu hem merkezi hem de periferik sinir sisteminde
ndroinflamasyon, nérodejenerasyon ve demiyelinasyon gelisiminin ve noropatik agri

patogenezinin merkezinde yer alan bir 6zelliktir (Ramesh ve ark. 2013).

Wang ve ark. (2009), sitokin (IL-6, IL-8) ve kemokin (CCL2) gen ekspresyonunun up
regiilasyonunun akut inflamasyon ve inflamatuvar agr1 gelisimine katkida bulundugunu

gostermislerdir. Uceyler ve ark. (2010) IL-6 ve IL-8 gen ekspresyonunun agrili periferik
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ndropatisi olan hastalardan alinan etkilenmis deri biyopsilerinde anlamli olarak up regiile
edilmis oldugunu gostermistir. Bu bulgular pro-inflamatuvar sitokinlerin/kemokinlerin
insanlarda ve hayvanlarda akut ve kronik periferik agr1 patogenezinde yer aldigina iligskin

kanit saglamaktadir (Wang ve Lehky 2012).

Sinir hasarmin, noropatik agr siirecinde yer alan IL-1f, IL-6, IL-17, TNF-a ve IFN-y
dahil bazi pro-inflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunu ve salgilanmasini artirdigini
gosteren ¢ok sayida kanit vardir (Uceyler ve ark. 2007, Zhang ve An 2007, Costigan ve
ark. 2009, Fregnan ve ark. 2012, Lees ve ark. 2013, Ramesh ve ark. 2013, Sykam ve ark.
2015, Allison ve ark. 2016).

Cesitli caligmalarda pankreas kanseri hastalarindan elde edilen plazma ve/veya serum
numunelerinde hem pro-inflamatuvar sitokinlerinin (IL-6, IL-8, TNF-a, IL-1B, MIF
(makrofaj migrasyonu inhibe edici faktor) hem de anti-inflamatuvar sitokinlerin (IL-10
ve TGF-p) saglikli kontrollere kiyasla asir1 eksprese edildigi gosterilmistir (Friess ve ark.
1999, Wigmore ve ark. 2002, Li ve ark. 2008, Talar-Wojnarowska ve ark. 2009, Miron
ve ark. 2010, Blogowski ve ark. 2014). Sitokinler, tiimor mikro ortamini modiile ederek
ve ayn1 zamanda biiyiime, yayilma, metastaz, anjiyogenez ve bagisikliktan kagma igin
kanser hiicreleri Uzerinde dogrudan etki gostererek pankreas timor hiicresi ilerlemesini
destekler (Roshani ve ark. 2014) (Sekil 2.35).
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Sekil 2.35. Pankreas tiimorii mikro ortamindaki sitokinlerin hiicresel kaynagi (Roshani
ve ark. 2014)




Tiimoér mikro ortami igerisindeki c¢esitli hiicre tipleri ¢esitli sitokinler iretirler. Bu
sitokinler kompleks bir ag lizerinden diger hiicre tipleri ile etkilesime girerler (Roshani
ve ark. 2014). Interldkinler (IL) ilk olarak beyaz kan hiicreleri (I6kositler) tarafindan
eksprese edildigi gozlenen bir grup sitokindir. Bagisiklik sisteminin fonksiyonu biylk
Olglide interlokinlere baglidir ve hepside otoimmiin hastaliklar veya bagisiklik
eksikliginde ortaya ¢ikmaktadir. interldkinlerin biiyiik bir kismi yardimei CD4+ T
lenfositler ve ayrica monositler, makrofajlar ve endotelyal hiicreler tarafindan
sentezlenmektedir. T ve B lenfositlerinin ve hematopoietik hiicrelerin gelisimini ve

farklilagsmasini destekler (https://en.wikipedia.org/wiki/Interleukin).
2.45.1. I1L-1

Interlokin-1 ailesi (IL-1 ailesi), bagisiklik ve inflamatuar yanitlarinin diizenlenmesinde
merkezi rol oynayan, 11 sitokinden olusan bir gruptur. IL-1 hiicre hasari, enfeksiyon,
invazyon ve inflamasyon sirasinda yogun olarak makrofajlar, monositler, fibroblastlar,
dendritik hucreler tarafindan iretilir, ayn1 zamanda B lenfositler, NK (dogal 6ldiiriicii)
hlcreler, endotelyal hiicreler ve epitelyal hlcreler tarafindan eksprese edilir (Zhang ve
An 2007, Dinarello 2009, Weber ve ark. 2010a, Contassot ve ark. 2012). Yapilan
caligsmalar IL-1'in akut (6rn. inme, travmatik beyin hasari, epilepsi) ve kronik (6rn.
multipl skleroz, Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligl) noérodejeneratif MSS
bozukluklarinda yer aldigini gostermektedir (Allan ve Rothwell 2003, Allan ve ark. 2005,
Lucas ve ark. 2006, Simi ve ark. 2007).

IL-1o ve IL-1pB, IL-1 reseptor tip | (IL-1RI) olarak adlandirilan ayni reseptor molekiile
baglanirlar. Uciincii bir spesifik ligand, 1L-1 reseptor antagonisti [(IL-1Ra, ticari olarak
Anakinra olarak bilinmektedir (marka adi Kineret)] IL-1RI'ye benzer spesifite ve afinite
ile baglanir ancak reseptorii aktive etmez ve downstream sinyal olusumunu tetiklemez.
Dolayist ile, IL-1a ve IL-1p ile reseptdriin baglanma boélgeleri i¢in yaristigindan, IL-1a
ve IL-1f sinyal olusumu i¢in bir inhibitor olarak etki eder (Weber ve ark. 2010a, Dinarello
2011). Rekombinant IL-1Ra (Anakinra) insanlarda terap6tik olarak kullanilir ve romatoid

artrit tedavisi i¢in onaylanmistir (Dinarello 2004, Brzustewicz ve Bryl 2015).
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IL-1a veya IL-1B; monositler, makrofajlar, epitelyal ve endotelyal hicreler, kondrositler
veya fibroblastlar gibi ¢ok sayida farkli hiicre tipinde ylizlerce genin mRNA
ekspresyonunu hizla indiikler. IL-1a ve IL-1B'nin giiglii pro-inflamatuvar etkileri i¢ ana

kontrol duzeyinde kisitlidir:

(i) Baslangigta interlokin-1f doniistiiriicii enzim (ICE) olarak adlandirilmis olan, IL-
1B siirecinde proteaz kaspaz-1 aktivasyonunu kontrol eden bir multiprotein
kompleksi olan NALP3-inflamazom tarafindan sentez ve salimin kontroli,
(NALP3 PAMP'lerin yani sira DAMP'leri algilayan biiyiik NOD benzeri reseptor
(NLR) ailesine aittir) (Weber ve ark. 2010b).

(ii) membran reseptorlerinin kontrol,

(i)  aktive edilmis reseptorlerden sonra hiicre i¢i sinyal iletiminin diizenlenmesi.

Bu yol, IL-1 yamitim1 artiran veya sonlandiran pozitif ve negatif geri bildirim
mekanizmalar1 dahil IL-la veya IL-1f'min hiicre disi ve hiicre i¢i sinyal yolunu

Ozetlemektedir (Weber ve ark. 2010a).

IL-1 tipi sitokinlerin esas fonksiyonu, patojenlerle iligkili molekiiler paternler (PAMP'ler,
Ornegin viral veya bakteriyel iirtinler, LPS, viral DNA'lar, bakteriyel peptidoglikanlar ve
toksinler) veya hasarla iligskili molekiiler paternler (DAMP'ler, 6rnegin iirik asit
kristalleri, ATP, sitoplazmik DNA, ROS, 1s1 sok proteinleri/HSP90, aliiminyum tuzlari,
amiloid, diisiik potasyum, asbest ve silika kristalleri, deri irritanlari, UV 1ginlamasi) ile
doku hasarina yanit olarak pro-inflamatuvar reaksiyonlarin kontrol edilmesidir (Dinarello

2009, Weber ve ark. 2010b, Contassot ve ark. 2012).

IL-1a ve IL-1P aktivitesini neredeyse biitiin hiicre tipleri tarafindan eksprese edilen IL-
1RI'e baglanma ve sinyal iletim yoluyla gerceklestirir. Bunun ardindan, IL-1/IL-1RI
komplekslerinin sinyal iletimi i¢in gerekli olan ko-reseptor IL-1RACP (IL-1 reseptor
aksesuvar protein)’nin baglanmasi izler. Reseptor heterodimerik kompleks IL-1, IL-1RI
ve IL-1RAcP'den olusur. Her IL-1RI'nin sitoplazmik kismi1 bir Toll-IL-1 reseptér domaini
(TIR) tasir, bu domain ayni zamanda biitiin Toll benzeri reseptorlerde de (TLR'ler)
bulundugundan, IL-1'in inflamasyon ve dogustan bagisikliktaki dnemli roliine isaret eder.
Heterodimerik kompleks, TIR bolgeleri olarak adlandirilan korunmus sitoplazmik

bolgeler araciligyla hizla iki hiicre i¢i sinyal iletim proteinini, MyD88 (miyeloid
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farklilagma primer yanit proteini 88) ve IRAK'lar1 (IL-1 reseptor iliskili protein kinazlar)
birlestirir ve ardindan transkripsiyonel ve posttranskripsiyonel mekanizmalarla IL-1a, IL-
1B, IL-6, IL-8, TNF-a, IxkBa, INOS (indiiklenebilir nitrik oksit sentaz), MCP-1 (monosit
kemoatraktan protein 1), COX-2 (siklooksijenaz 2), MKP-1 (MAP kinaz fosfataz-1)] gibi
cesitli hedef genlerin ekspresyonunu up regiile eden hiicre igi sinyal iletim yollarini (NF-
kB, c-Jun N terminal kinaz (JNK) ve p38 mitojenle aktive edilen protein kinaz (MAPK)
yollari) aktive eder (Dinarello 2011, Pahl 1999, Simi ve ark. 2007, Weber ve ark. 2010a,
Contassot ve ark. 2012, Murray ve ark. 2015) (Sekil 2.36).
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Sekil 2.36. IL-1 sinyal iletim yolu (Murray ve ark. 2015)

IL-1a ve IL-1j ekspresyonu, 6rnegin makrofajlarin ve dendritik hiicrelerin TLR4 agonisti
LPS'ye (lipopolisakkarit) maruz kalmasiyla ayn1 zamanda IL-1'in kendisi tarafindan NF-
kB'nin aktivasyonu ile indiiklenir (Schindler ve ark. 1990). IL-1a ve IL-1p proproteinler
(pro-IL-1a ve pro-IL-1B) olarak eksprese edilir. IL-1f inflamatuvar yanitin 6nemli bir
mediyatoriidiir ve hiicre proliferasyonu, farklilasmamsi ve apoptoz gibi c¢esitli hiicresel
aktivelere katilir. Pro-IL-1B’nin reseptére baglanmasi ve aktivasyonu, propeptidin
baslangicta IL-1B doniistiirici enzim (ICE) olarak kesfedilmis proteaz kaspaz-1
(CASP1/ICE) tarafindan dncelikle proteolitik isleme tabi tutulmasini gerektirdiginden,
IL-1RI'e baglanamaz. Pro-IL-1p aktif formu liretmek ve hiicresel salima izin vermek i¢in

kaspaz-1 enzimi tarafindan kesilmelidir. Kaspaz-1'in delesyonu, inhibisyonu veya
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inaktivasyonu deneysel olarak indiiklenmis néronal hiicre 6liimiinii inhibe eder. Pro-IL-
1B'nin aksine pro-IL-1a, her ne kadar pro-dizisinin proteolizi biyolojik aktivitesini
artirabilecek olsa da, IL-1RI'e baglanabilir ve onu aktive edebilir. (Simi ve ark. 2007,
Weber ve ark. 2010a, Contassot ve ark. 2012, Murray ve ark. 2015).

Cesitli caligmalar, IL-1 sinyal yolunun néropatik agrida 6nemli bir role sahip oldugu
gosterilmistir. IL-1, IL-1a ve IL-1p'nin her ikisi de hasar gérmiis periferik sinirde up
regiile edildiginden, noropatik agri ile iliskilidir (Okamoto ve ark. 2001, Shamash ve ark.
2002). Noropatik agri, sinir hasar1 olan farelerde IL-1R'ye nétralize edici antikorlarin
uygulanmasi ile (Sommer ve ark. 1999) ve sinir hasari olan siganlarda anti-allodinik etki
goOsteren ¢ozinur TNF reseptoru ile IL-1Ra’nin kombine intratekal uygulamasi ile
hafifletilmektedir (Sweitzer ve ark. 2001). Hem IL-1R knockout farelerde hem de IL-
1Ra'y1 asir1 eksprese eden transgenik farelerde spinal sinir hasarinin ardindan mekanik ve

termal agr1 hassasiyetini azaltmaktadir (Wolf ve ark. 2006).

Cesitli noropatik agri hayvan modellerinde, hasar goren siyatik sinirde, DRG'de ve
omurilikte IL-1B ekspresyonu artmistir (Ren ve Torres 2009). Periferik sinir hasarimnin
hemen ardindan, Schwann hiicreleri aktive edilir ve makrofajlar hasar bolgesine toplanir

ve her ikisi de IL-1f salgilar (Scholz ve Woolf 2007).

Norman ve ark. (2010) tarafindan farelerde spared nerve injury (SNI) modelinin (stres ile
guclendirilen bir etkidir) ardindan frontal korteksteki IL-1B ekspresyonunun arttigi
gozlenmistir. Ayrica, SNI modeli ile indiiklenen IL-1p ekspresyonunda artigin, artan
depresyon benzeri davranis ile paralellik gostermesinden dolay1 arastirmacilar sinir hasari
sonrasindaki noéroinflamasyonun, kronik ndropatik agrinin yaygin bir semptomu olan

depresyona katkida bulunabilecegini ileri siirmiistiir (Norman ve ark. 2010).

IL-1B'nin siyatik sinirdeki hasar bolgesinde up regiilasyonu, kronik konstriksiyon hasari
(CCl, Chronic Constriction Injury) modeli farelerde 1 saat gibi kisa siirenin ardindan
saptanmistir (Uceyler ve ark. 2007). Siyatik sinir transekte edilmis sigan modelinde,
cerrahiden sonra 35 gune kadar IL-1p up regiilasyonu saptanmigtir (Ruohonen ve ark.
2005). Farelerde CCI modelinde, IL-1R nétralize edici antikorlarin siyatik sinirine
epindral enjeksiyonlarinin hem termal hiperaljeziyi hem de mekanik allodiniyi azalttigi

gosterilmistir, bu durum up regiile edilmis IL-1B'nin néropatik agrinin indiiksiyonunda

100



rol oynadigini gostermektedir (Sommer ve ark. 1999). Ek olarak, ayn1 CCI modelinde,
mekanik allodini intratekal uygulanan IL-1B nétralize edici antikor tarafindan
azaltilmistir (Kawasaki ve ark. 2008), bu durum ¢esitli bolgelerde IL-1p aktivitesinin
noropatik agriya aracilik ettigini gostermistir. Copray ve ark. (2001) IL-1B'nin nosiseptif
DRG néronlarda eksprese edildigini bulmustur. IL-10 ekspresyonu periferik sinirde ezici
yaralanmanin ve MSS'de mikroglia ve astrositlerde travmanin ardindan artmaktadir (Yan
ve ark. 1992). Ayrica, IL-1B'nin bir dizi néron ve glia hiicresinde prostaglandin E2
(PGE2) seviyelerinin tiretimini arttirdigi belirlenmistir (Schweizer ve ark. 1988). MSS'de
siklooksijenaz-2'nin (COX-2) IL-1pB tarafindan indiiklenmesinin inflamatuvar agrinin
asirt duyarliligina katkida bulundugu gozlenmistir (Samad ve ark. 2001). Gui ve ark.
(2016) periferik sinir hasarinin ardindan hasar gormiis siyatik sinirde IL-1B'nin asir
iiretilmesinin, kemirgenlerde noropatik agrinin, hafiza eksikliginin ve depresyonun
olusmasinin altinda yatan mekanizmalar olabilecegini ileri siirmistiir. Ayrica,
ndropatinin hayvan modellerinde agriya asir1 duyarlilik IL-1Ra'min (Milligan ve ark.
2001) veya IL-1B'ya (Kiguchi ve ark. 2010) ve IL-1R'ye (Sommer ve ark. 1999) kars1

noétralize edici antikorlarin uygulanmasi ile hafifletilmektedir.

Kuyrukluyildiz ve ark. (2016) Anakinra'nin si¢anlarda paklitaksel ile indiiklenen periferik
ndropatik agriyla iliskili IL-1B"nin azaltilmasinda faydali olabilecegini gostermislerdir.
IL-Ra'nin, Anakinra, kullanimi klinik olarak romatoid artrit tedavisi i¢in onaylanmistir
(Nuki ve ark. 2002). IL-1R'yi hedef alan terapétikler, ornegin Anakinra, IL-1Ra'nin
rekombinant formu, ¢ozindr reseptor rilonasept ve anti-IL-1p nétralize edici antikor
kannikumab gibi terapdtikler bir takim inflamatuvar hastaliklarin tedavisinde kullanim
igin giincel olarak onaylanmis durumdadir (Lees ve ark. 2013). IL-1B, otoenflamatuvar
hastaliklar olarak adlandirilan giderek artan sayidaki sistemik ve lokal inflamatuvar
durumlar i¢in terapdtik bir ajan olarak ortaya cikmistir. Bu nedenle, IL-1B'nin
notralizasyonu hastalik siddetinde hizli ve siirekli azalmaya yol agmaktadir (Dinarello
2011, Contassot ve ark. 2012). Ling ve ark. (2012) Kras®¥?P'nin IL-1o. sekresyonunu
indikledigini ve bunun TRAF6'nin ubikuitinasyonuna ve IKKf'nin aktivasyonuna yol
actigint gostermistir. Bu durum p62 dahil hedef genlerini indiklemek igcin NF-«xB'yi
aktive edecektir. p62 proteini, TRAF6 ubikuitinasyonunu pozitif olarak diizenleyerek
konstititif NF-kB aktivasyonuna ve duktal pankreas adenokarsinomu gelisimine yol

acgacaktir.
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2.45.2. 1L-6

Interldkin-6 (IL-6) cok cesitli biyolojik etkileri olan inflamatuvar sitokindir (Zhou ve ark.
2016). IL-6 enfeksiyon ve inflamasyon sirasinda rejeneratif ve koruyucu olabilir.
Bagisiklik sisteminin ve sinir sisteminin diizenlenmesinde islevleri vardir (Rose-John
2012). IL-6 sadece inflamasyon ve enfeksiyon yanitlarinda degil, metabolik, rejeneratif
ve noral siireglerin diizenlenmesinde de yer alir. IL-6 cogunlukla pro-inflamatuvar sitokin
olarak degerlendirilmesine karsin, IL-6'nin pek cok rejeneratif veya anti-inflamatuvar
aktiviteye de sahip oldugu kabul edilmektedir ve klinik miidahale i¢in dnemli bir hedef

olarak degerlendirilmektedir (Scheller ve ark. 2011, Hunter ve Jones 2015).

IL-6 noronlar, astrositler, mikroglia, mast hicreleri, monositler, lenfositler ve endotelyal
hiicreler dahil pek ¢ok hiicre tipi tarafindan sentezlemektedir (Moalem ve Tracey 2006,
Erta ve ark. 2012). IL-6; klasik sinyal yolunda membran-bagli 1L-6 reseptoriine (mlL-
6R: hepatositler, nétrofiller, monositler/makrofajlar, diger 16kositler ve epitelyal hiicreler
gibi belirli hicrelerde eksprese olurlar) veya trans sinyal yolunda IL-6 reseptorinin
¢6zlnlr formuna (sIL-6R) baglanir; bunlarin her ikisi de gp130 (glikoprotein 130, biitiin
hlcreler tizerinde eksprese edilir) ile etkilesim sonucu sinyal yollayabilmektedir. IL-6 ve
IL-6R gp130 i¢in oOlgiilebilir bir afiniteye sahip degildir; gp130'a yalnizca kompleks
baglanir. IL-6, reseptorii ile etkilesime girdiginde, bir kompleks olusturmak tizere sinyal
iletimi membran proteini gpl30'a baglanir ve bdylece reseptori aktive eder. Bu
kompleksler gp130'un hiicre ici bolgelerini bir araya getirerek (gp130'un dimerizasyonu)
hiicre i¢i sinyal kaskadlarini1 baslatir: 6rnegin Janus ile aktive edilen kinaz/sinyal iletimi
transkripsiyon aktivatorii (JAK/STAT), mitojenle aktive edilen protein kinaz/hiicre dis1
sinyalle diizenlenen kinaz (MAPK/ERK) ve fosfatidil inositol-3 kinaz/protein kinaz B
(PI3K/AKT) sinyal yollar1 (Heinrich ve ark. 1998, Rose-John ve ark. 2006, Scheller ve
ark. 2011, Chalaris ve ark. 2012, Erta ve ark. 2012, Rose-John 2012). IL-6 trans sinyal
yolunda, sIL-6R, mIL-6R'nin smirli proteolizi ile iiretilir (mIL-6R membran bagl
metalloproteaz ADAMI17 tarafindan sIL-6R olusturacak sekilde kesilir) veya farelerde
degil ancak insanlarda, sIL-6R ayni zamanda alternatif olarak kesilmis mRNA'dan
translasyonu yoluyla da dretilebilir. IL-6R eksprese etmeyen hiicreler, gp130 tek basina
IL-6 icin olcgulebilir bir afiniteye sahip olmadigindan sitokine yanit veremez. ilging bir

sekilde, reseptoriin hiicre dig1 boliimiinii igeren sIL-6R, IL-6'yi mIL-6R ile benzer bir
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afiniteyle baglayabilmektedir. IL-6 ve SIL-6R kompleksi, IL-6R eksprese etmeyen ve IL-
6'ya yanit vermeyen hiicreler tizerindeki gp130'ye baglanabilir. Bu siire¢ trans sinyal yolu
olarak adlandirilmistir ve kanseri de igeren c¢esitli patolojik pro-inflamatuvar
durumlarinda major IL-6 sinyal yolu islevini gormektedir. IL-6 trans sinyal yolu pro-
inflamatuvardir, bununla birlikte, sitokinin rejeneratif veya anti-inflamatuvar aktiviteleri
icin membran bagli IL-6R yoluyla IL-6 klasik sinyal yolu gereklidir (Rose-John ve ark.
2006, Scheller ve ark. 2011, Chalaris ve ark. 2012, Rose-John 2012, Calabrese ve Rose-
John 2014) (Sekil 2.37). Bu sonuglar romatoid artrit, peritonit, diyabet, multipl skleroz,
astim, inflamatuvar bagirsak hastaligi (Crohn hastaligl) gibi otoimmiin ve kronik
inflamatuvar hastaliklarin yani sira inflamasyonla iligkili kolorektal kanserde (Rose-John
ve ark. 2006, Srirangan ve Choy 2010, Neurath ve Finotto 2011, Chalaris ve ark. 2012,
Erta ve ark. 2012, Rose-John 2012), meme kanserinde (Starkweather 2010), yumurtalik
kanserinde (Lo ve ark. 2011) ve pankreas kanserinde (Lesina ve ark. 2011) IL-6

sinyallemesini inhibe etmek amagli terapotik stratejiler agisindan onemlidir.

mIL-6R'ye ek olarak, sIL-6R insan serumu ve idrar1 gibi viicut sivilarinda da bulunmustur
(Rose-John 2012). Pek ¢ok noronal hiicre tek basina IL-6 ile stimiilasyona yanitsizdir
ancak sIL-6R'nin etkisi néronlarin farklilagsmasina ve sagkalimina aracilik edebilir. sIL-
6R/IL-6 kompleksi noritlerin biiylimesini uyarabilir ve ndronlarin sagkalimini tegvik
edebilir ve dolayisi ile, remiyelinasyon yoluyla sinir rejenerasyonunda dnemli olabilir
(https://en.wikipedia.org/wiki/Interleukin_6). gp130'un ¢6zunudr formu (sgpl30)
biyolojik sivilarda da bulunabilir, bu form IL-6 trans sinyal yolu lzerinde inhibe edici
etkiler uygularken, mIL-6R yoluyla IL-6 klasik sinyal yolunu etkilemez (Rose-John ve
ark. 2006, Chalaris ve ark. 2012, Erta ve ark. 2012, Calabrese ve Rose-John 2014).
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Sekil 2.37. IL-6 klasik ve trans-sinyal iletim yolu (Chalaris ve ark. 2012)

IL-6'nin periferik sinir hasar1, omurilik hasari, CIPN ve kanserle iliskili patolojik agrida
onemli bir rol oynadig1 gosterilmistir (Zhou ve ark. 2016). IL-6 sinir sistemi hasar1 olan
farelerde noronlarin, astrositlerin ve mikroglianin aktivasyonunda yer alir (Klein ve ark.
1997). IL-6 knockout farelerde, termal ve mekanik uyaranlara verilen nosiseptif yanitlar
wild-tip farelerdekiler ile aynmidir (Bianchi ve ark. 1999) ancak spinal sinir lezyonunun
ardindan mekanik allodini gelisimi IL-6 knockout farelerde wild-tip farelere kiyasla
azalir ve gecikir (Ramer ve ark. 1998). Benzer sonuglar CCI modeli kullanilan IL-6—/—
farelerde bildirilmistir (Murphy ve ark. 1999). Endojen IL-6 periferik noropatik agriy
karakterize eden kiitandz uyarilara karsi asir1 duyarlilia bir 6l¢iide katkida bulunur ve
farelerde konstriksiyon hasariyla iligkili néronal peptit ekspresyonunu etkiler (Murphy ve
ark. 1999). IL-6'nin periferik ndropatide yer aldig ilk olarak siyatik kriyondroliz (SCN-
sciatic cryoneurolysis) sican modelinde bulunmustur; bu sempatik olarak bagimsiz
noropatik agr1 modeli, siyatik sinirin bir kesitinin tekrarl1 olarak dondurulmasi ve
¢oziilmesi ile ilgilidir ve bu durum omurilikte normal sicanlara kiyasla IL-6
immiinoreaktivitesinde bir artisa yol acar. Ek olarak, intratekal rekombinant insan IL-6
uygulamasi, normal siganlarda dokunmayla uyarilan allodiniyi ve daha 6nce lezyonu olan

SCN siganlarda termal hiperaljeziyi indiikler (DeLeo ve ark. 1999).
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IL-6 knockout farelerden elde edilen sonuglar IL-6'nin sinir hasartyla indiiklenen agrida
ve DRG'deki sempatik filizlenmede kolaylastirici bir rol oynadigini gdstermektedir
(Ramer ve ark. 1998).

In vivo ¢alismada, IL-6'nin agrili CIPN'deki periferik rollerini arastirmak amaciyla {i¢
CIPN hayvan modeli (sisplatinle ve vinkristinle tedavi edilen siganlar ve paklitaksel ile
tedavi edilen fareler) kullanilmigtir. Bu ¢alismada ilk 6nce IL-6 tedavisinin CIPN'nin
agrili davranisini bu kemoterapotik rejimlerin - antitimoér aktivitesini  bozmadan
Onleyebildigi bildirilmistir, bu durum IL-6'nin CIPN iizerindeki potansiyel néroprotektif
etkisini gostermektedir (Callizot ve ark. 2008). Kigushi ve ark. (2008) periferik makrofaj
tirevli IL-6'nin farelerde vinkristinle indiiklenen mekanik allodinide 6nemli rol
oynadigini ileri stirmiistiir. Yakin zamanda, Starkweather (2010) IL-6 ve sIL-6R
diizeylerinin kemoterapinin ardindan CIPN'si olan meme kanseri hastalarinda CIPN
semptomlar1 olmayan kadinlara kiyasla anlamli olarak daha yiiksek oldugunu bildirerek

IL-6'nin CIPN'de yer almasina iligkin ilk klinik kanit1 saglamistir.

Anti-1L-6R antikorlarin uygulanmasi ile IL-6 ve IL-6R baskilanmasi farelerde rejeneratif
etkilerin azalmasina yol agmistir (Hirota ve ark. 1996). IL-6R'ye karsi humanize
monoklonal antikor olan tocilizumab, Gida ve ilag Dairesi (FDA, Food and Drug
Administration) tarafindan onaylanmis immiinsiipresif ilagtir ve ¢ogunlukla romatoid
artrit (RA), castleman hastaligi ve sistemik jlvenil idyopatik artrit (Yokota ve ark. 2008,
Singh ve ark. 2010, Brzustewicz ve Bryl 2015, Ogata ve ark. 2015) tedavisinde
kullanilmaktadir. IL-6R nétralize edici antikor, omurilik hasar1 agrisiyla (SCIP, spinal
cord injury pain) iligkili mekanik allodiniyi tek bir intraperitoneal enjeksiyondan 2 hafta
sonra ortadan kaldirmistir (Guptarak ve ark. 2013). Baska bir ¢caligmada, Murakami ve
ark. (2013) anti-IL-6R antikorunun farelerde omurilik hasar1 (SCI) sonrasindaki
noropatik agr1 tizerindeki yararh etkilerini bildirmistir. SCI'den sonraki 24 saat ile 72 saat
arasindaki IL-6 dizeylerinin anti-IL-6R antikoruyla tedavi edilen farelerde anlamli olarak
azaldig1 gozlenmistir. Ek olarak, elde ettikleri davranigsal veriler anti-1L-6R antikorunun
SCI farelerde hiperaljeziyi hafifletebildigini gostermistir. Bu iki ¢alismadan elde edilen
bulgular IL-6/IL-6R trans sinyal yolunun SCIP tedavisi icin potansiyel bir hedef
olabilecegini gostermektedir. Ayrica, anti-lL-6R antikoru tocilizumabin, optik

noromiyelit (Araki ve ark. 2013) ve siyatik (Ohtori ve ark. 2012a) ile iliskili agrinin
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azaltilmasinda etkili oldugu bildirilmistir. Anti-IL-6 terapisi baslangigta otoimmun
hastaliklarin tedavisi i¢in gelistirilmistir ancak IL-6'nin kronik inflamasyondaki roliinden
dolay1, IL-6 blokaji kanser tedavisi i¢in de degerlendirilmistir (Anestakis ve ark. 2015,
Korneev ve ark. 2017).

Ilerlemis/metastatik kanser hastalarinin kaninda yiiksek diizeylerde IL-6 bulunur. Buna
ornek olarak, hastalarda diisiik sagkalim oranlariyla korele belirgin IL-6 yukselmesinin

goriildiigii pankreas kanseri gosterilebilir (Bellone ve ark. 2006).

Lesina ve ark. (2011) IL-6 trans-sinyal yolunun aktivasyonuna bagimli Stat3/Socs3
aktivasyonunun pankreas intraepitelyal neoplazilerin (PanIN) progresyonunu inhibe
ettigini ve pankreas duktal adenokarsinomun (PDAC) gelisimini azalttigini1 gostermistir.
Masoumi-Moghaddam ve ark. (2015) epitelyal yumurtalik kanseri (EOC) olan hastalarda
IL-6'nin  6nemli Ol¢iide upregiilasyonunu gozlemlemislerdir. Lo ve ark. (2011)
yumurtalik kanseri hastalarindan elde edilen malign asitlerde bulunan artmig sIL-6R
duzeylerinin 1L-6 trans sinyal yolunu endotelyal hicreler lzerinde strdirmesinin
kanserin ilerlemesine katkida bulundugunu bildirmistir. IL-6 trans sinyal yolunun sgp130
ile segici blokaji intraperitoneal yumurtalik kanseri fare modelinde malign asit

olusumunu azaltmis ve tiimoriin Taxol'e (paklitaksel) duyarliligint artirmistir.

IL-6 diizeyi CIPN'li farelerde siyatik sinirde ve DRG'de yiikselmistir ve siyatik sinire IL-
6 antikorlarinin uygulanmasi mekanik allodiniyi biiyiik dl¢iide azaltmistir. Ek olarak,
kemoterapiyle induklenen mekanik allodini 1L-6 knockout farelerde wild-tip farelere
kiyasla daha distktiir (Kiguchi ve ark. 2008).

Su anda sirukumab antikoru major depresif bozukluklara karsi klinik caligsmalarda
arastirtlmaktadir (https://www.clinicaltrials.gov/show/NCT02473289). Sirukumab anti-
sIL-6 monoklonal antikoru ve Sarilumab anti-IL-6R monoklonal antikoru klinik agidan
test edilmektedirler ve faz Il klinik calismalarda anlamli etkililik gésterdigi belirlenmistir.
Kanakinumab IL-1'i hedef alan yeni bir molekildir, tamamen insan anti-IL-18
monoklonal antikorudur (Brzustewicz ve Bryl 2015). Bu nedenle, hem IL-6'y1 hem de
onun reseptoriinii hedef alan terapdtik antikorlarin gelistirilmesi belirli noropatik

rahatsizliklarin hedeflenmesinde faydali olabilir.
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2.4.5.3. 1L-10

Interldkin-10 (IL-10), aktive edilmis T hiicrelerinden, B hiicrelerinden, Dogal &ldiiriicii
(NK) hucrelerden, makrofajlardan, monositlerden, mast hiicrelerinden, grantlositlerden
ve dendritik hicrelerden salinan kuvvetli bir anti-inflamatuvar sitokin olarak kabul
edilmektedir. IL-10 bagisiklik hiicreleri disinda keratinositler, epitelyal hiicreler ve hatta
timor hiicrelerinden de salinmaktadir (Mosser ve Zhang 2008, Ogawa ve ark. 2008,
Uceyler ve ark. 2009, Austin ve Moalem-Taylor 2010, Verma ve ark. 2016). Bu
hlcrelerin; lipopolisakkaritler (LPS), katekolaminler ve ¢cAMP'yi arttiran ilaglar gibi
endojen ve ekzojen mediyatorler tarafindan aktivasyonlari iizerine salinir (Verma ve ark.
2016). IL-10 endojen anti-sitokinleri up regile eder ve TNF-a, IL-6 ve IL-1pB gibi pro-
inflamatuvar sitokinleri down regule eder (Poole ve ark. 1995, Austin ve Moalem-Taylor
2010, Fioranelli ve Roccia 2014), makrofajlar deaktive eder, Th1 sitokinler IL-2 ve IFN-
y salgilanmasini inhibe eder ve makrofajlarin, T hiicrelerinin ve B hiicrelerinin
farklilasmasini ve proliferasyonunu kontrol eder (Fregnan ve ark. 2012). Bunlar g6z
Oniine alindiginda, IL-10 inflamatuvar ve otoimmiin bozukluklarda ve ayrica noropatik
agr1 durumlarinda 6nemli bir role sahiptir (Austin ve Moalem-Taylor 2010). IL-10 ayrica
Burkitt lenfoma, Hodgkin dis1 lenfoma ve kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri gibi
cesitli kanserlerin sagkalim, proliferasyon ve anti-apoptotik etkileri ile de iliskilidir.
Calismalarda IL-10'un asir1 eksprese edilmesinin antitimdr immun yanit1 baskilayarak
belirli lenfomalarda ve melanomlarda tiimor gelisimini tesvik ettigi bildirilmistir (Verma

ve ark. 2016).

IL-10, her biri IL-10R1 ve IL-10R2'nin ikiser kopyasindan olusan bir reseptor kompleksi
yoluyla sinyal verir. IL-10R1, yuksek afiniteli IL-10 baglanmasina ve sinyal iletimine
aracilik ederken, IL-10R2 yalmizca sinyal vermek i¢in gereklidir. Sonug¢ olarak,
fonksiyonel reseptor dort IL-10 reseptor molekiilinden olusur. 1L-10 baglanmasi, IL-
10R1 ve IL-10R2'in sitoplazmik domainlerinin sirastyla Janus tirozin kinaz JAK1 ve
Tyk2 tarafindan fosforilasyonu yoluyla JAKI1/STAT3 sinyal yolunu indiikler. Bu
STAT3'Un IL-10R1'e baglanmasina yol acar. STAT3 homodimerlerinin niikleus icerisine
translokasyonu gergeklesir ve IL-10'un kendisi ve SOCS3 (sitokin sinyal stipresorleri 3)
genleri dahil olmak iizere cesitli immiin yanit genlerindeki STAT elemanlarina

baglanirlar ve sonug olarak anti-inflamatuvar aktiviteye yol acarlar (Mosser ve Zhang
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2008, Milligan ve ark. 2012, Fioranelli ve Roccia 2014, Verma ve ark. 2016) (Sekil 2.38).
IL-10R'den asagi sitokin siipresyonu mekanizmasi, normalde JAK/STAT3 yolu
tarafindan aktive edilen genleri inhibe eden SOCS3'in indiiksiyonu ve ayrica,
transkripsiyon faktérii NF-kB'nin inhibisyonu yoluyladir (Driessler ve ark. 2004, Austin
ve Moalem-Taylor 2010). IL-10 tedavisi; makrofajlar, dendritik hiicreler, NK hiicreler ve
Th-1 ve Th-2 hiicreleri tarafindan pro-inflamatuvar sitokin (6rn. IL-1p ve TNF-a) ve
kemokin (CCL2) iiretimi i¢in gerekli olan immiin yanit genlerinin {iretiminin azalmasina
yol acan NF-«kB aktivasyonunda azalmaya neden olur. Gergekten de, IL-10'un en genis
caplhh karakterize edilmis biyolojik fonksiyonu, immiin yanitlarimi baskilayabilme
ozelligidir (Milligan ve ark. 2012, Verma ve ark. 2016). Bu durum inhibitor NF-xB (IxB)
kinaz (IKK) aktivitesinin IL-10 tarafindan baskilanarak NF-kB alt birimlerinin
sitoplazmada alikonmasi sonucu olugabilir. IL-10 ayrica NF-kB'nin niikleusa
translokasyonunu ve DNA’ya baglanmasini da inhibe edebilir ve bu inhibisyon p65 alt
birimine spesifik olabilir. Ayrica, p65 gibi spesifik Rel ailesi tiyelerinin inhibisyonu, IL-
10'un inflamatuvar genleri inhibe ederken digerlerini aktive edebilmesini agiklayabilir.
Insan monositlerinde, IL-10 inhibisyonu NF-xB inhibisyonu diizeyinde etki
gostermeyebilir ve bu nedenle, baska molekiiler mekanizmalarin yer aliyor olmasi
miimkiindiir. Bu olasiliklar MAPK'lerin inhibisyonunu ve/veya inhibitér PI3K/AKT

yolunun aktivasyonunu igerebilir (Mosser ve Zhang 2008).
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Sekil 2.38. IL-10 sinyal iletim yolu (Fioranelli ve Roccia 2014)
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Periferik sinir hasarmin ardindan, I1L-10 ekspresyonu, siyatik sinirdeki hasardan 1 saat
sonra ve DRG'lerdeki hasardan 24 saat sonra olmak {izere hizl1 bir sekilde artar (Taskinen
ve ark. 2000, Uceyler ve ark. 2007, Austin ve Moalem-Taylor 2010). Ancak, Okamoto
ve ark. (2001) bir noropatik agrinin kronik konstriksiyon hasar (CCI) modelinde énemli
pro- ve antiinflamatuvar sitokinlerin roliinii bildirmislerdir ve CCI hasarin1 takiben sican
siyatik sinirinde 1L-10 ekspresyonunun en az 6 hafta boyunca kademeli ve giderek
arttigini1 bulmuslardir. Siganlarda CCI takiben, CCI lezyonu bolgesinde tek bir intrandral
IL-10 dozu termal hiperaljeziyi, endondral TNF-a ekspresyonunu ve makrofaj alimini
anlamli olarak azaltmaktadir (Wagner ve ark. 1998). Ayrica, IL-10'un adeno-viral vektor
tarafindan intratekal veya spinal uygulamasi, cesitli noropati modellerinde ndropatik
agriya kars1 asir1 duyarliligin dnlenmesine ve tersine c¢evrilmesine yol agmaktadir, bu
durum IL-1p ekspresyonundaki azalma ile iliskilendirilmistir (Milligan ve ark. 2005a, b).
Zhou ve ark. (2008) sicanlarin IL-10 eksprese eden bir herpes simpleks virtsi (HSV)
vektorl ile 10 glnlik subkitan inokilasyonunun ardindan agri hassasiyetinde diisiise ve
spinal TNF-o ekspresyonunda azalmaya yol agtigini goéstermislerdir. Bu nedenle,
kanitlarin ¢ogunlugu IL-10'un nosiseptif agriyr baskilayabildigini gostermektedir.
Adenozin 2 reseptori (A2aR) agonistlerinin periferik immdan htcreleri Gzerinde, pro-
inflamatuvar sitokinlerin baskilanmas1 ve anti-inflamatuvar sitokinlerin (IL-10)
tretimindeki artis dahil olmak ftizere giiclii anti-inflamatuvar etkilere sahip oldugu
bildirilmektedir. CCl modeli olusumu sonrasi, tek bir intratekal A2aR agonisti
enjeksiyonu, IL-10 saliminin indiiksiyonu yoluyla agr1 hipersensivitesini uzun siire etkili
olarak tersine cevirebilir (Loram ve ark. 2009). A2aR aktivasyonu IL-10 ekspresyonunu
artirabilir ve TNF-a ekspresyonunu azaltabilir (Hasko ve ark. 1996), IL-10'u nétralize
edici antikorlarin intratekal uygulamasinin, A2aR agonistleri tarafindan elimine edilen
agriya karsi asir1 duyarliligin yeniden ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir (Loram ve
ark. 2009, Austin ve Moalem-Taylor 2010). Bir arada degerlendirildiginde, IL-10
ekspresyonunun gen terapisiyle veya farmakolojik olarak artirllmast hayvan
modellerinde akut agr1 ve agrili néropati tizerinde inhibe edici etkilere sahiptir. IL-10'un
etki mekanizmasi, agirlikli olarak, pro-inflamatuvar sitokinlerin baskilanmasina ve bunun
sonucunda diger immiin ve immiin benzeri glia hiicrelerinin hasarli bolgede ve omurilikte
toplanmasinda ve aktivasyonunda meydana gelen azalmaya dayanmaktadir (Austin ve

Moalem-Taylor 2010). intrandral ve intratekal IL-10, immiin hiicre infiltrasyonundaki
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azalmave TNF-a ve IL-1 ekspresyonundaki azalma ile iliskili sinir hasariyla indiiklenen
agriya karsi asirt duyarliligi 6nemli Glglide azaltabilmektedir. Bu sonuclar talidomidin
(aktive olmus makrofajlarda TNF-a Uretimini bloke edici ilag), CCI sinir lezyonu olan
siganlarda, endonéral TNF-a diizeylerini distirdiigi, endonéral IL-10 duzeylerini
yiikselttigi ve hiperaljeziyi hafiflettigi bulgulariyla uyumludur (Sommer ve ark. 1998b,
George ve ark. 2000). Klinik ¢aligsmalar, IL-10'un ve diger bir anti-inflamatuvar sitokin
olan IL-4'in diisiik diizeylerinin kronik agrinin anahtar1 olabilecegini, kronik yaygin
agrisi1 olan hastalarda bu iki sitokinin konsantrasyonlari diisiik olmasindan yola ¢ikarak

gostermistir (Uceyler ve ark. 2006).

Khan ve ark. (2015) dort farkl sinir hasar1 modelinde sican DRG ve siyatik sinirindeki
IL-10 diizeylerini aragtirmistir. Hasar1 indiiklemek i¢in kullanilan modellerden ikisi kismi
sinir hasar1 modelini: kismi siyatik ligasyon (PSL) ve kronik konstriksiyon hasar1 (CCI),
tam siyatik sinir transeksiyonu (CST) modelini ve minimal sinir hasari ile perindral
inflamasyon modelini (nevrit) icerir. Tam sinir transeksiyonu ilgili sinirdeki ve DRG'deki
IL-10 diizeylerini yiikseltirken, kronik ve kismi sinir hasar1 bu diizeyleri diistirmektedir.
IL-10'un noropatik agr etiyolojisindeki rolliniin sinir hasari tipine 6zgii oldugunu ileri
stirmiislerdir. Shao ve ark. (2015) IL-10'un ve IL-1B'nin sigan ventrolateral orbital
kortekstekinde (VLO) sinir hasar1 modeli (SNI, Spared nerve injury) tarafindan
indiiklenen allodini {izerindeki rollerini incelemistir. Sonu¢ olarak; IL-10 ve IL-1B
noropatik agr1 benzeri davranisa serebral korteks diizeyinde aracilik etmektedir.
VLO'daki aktive edilmis glia hiicrelerinden salinan 1L-10 allodiniyi potansiyel olarak
azaltabilirken, VLO'daki aktive edilmis glia hiicrelerinden salinan IL-1f allodiniyi
potansiyel olarak siirdiirebilir veya kolaylastirabilir. Bu nedenle, bu sonuclar néropatik
agri durumlarinda serebral korteks diizeyinde tedavi igin yeni bilgiler ve bolgeler
saglamaktadir. Insanlarda noropatik agrinmn tedavi edilmesinde anti-inflamatuvar
terapilerin etkinligine iligkin veriler sinirhidir ve bugiine kadar daha ¢ok IL-10 Uzerine
odaklanilmistir. Rekombinant insan IL-10 (6rnegin Ilodecakin/Tenovil) psoriasis (sedef
hastalig1) (Asadullah ve ark. 2013, Kimball ve ark. 2002), Crohn hastalig1 (Schreiber ve
ark. 2000) ve romatoid artrit (Lees ve ark. 2013) gibi kronik inflamatuvar durumlarin
tedavisinde klinik acidan incelenmektedir ve sinir hasart sonrasindaki asiri
inflamasyonun endojen baskilayicist olarak etki edebilecegi diistiniildiigiinde, ndropatik

agrinin tedavisinde de faydali olabilir.
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2.45.4. TNF-a

Tumor nekroz faktort (TNF, daha 6nce TNF-a) diger sitokinlerin (6rn. IL-1p, IL-6, IL-
8) aktivasyon kaskadini indiikleyebilen 6nemli bir pro-inflamatuvar sitokin olarak
bilinmektedir ve kronik néropatik agrinin hemen ortaya ¢ikan ve devam eden evreleri ile
iliskilendirilmistir (Austin ve Moalem-Taylor 2010, Leung ve Cahill 2010). En ¢ok aktive
edilmis makrofajlar tarafindan iiretilir ancak CD4+ lenfositler, NK-htcreler, endotelyal
hicreler, nétrofiller, mast hticreleri, eozinofiller ve ndronlar gibi pek ¢ok farkl: hiicre tipi
tarafindan da tretilebilir. TNF; LPS, diger bakteriyel Urtinler ve IL-1’e yanit olarak biiyiik
miktarlarda salinir. TNF'nin baslica rolii immin hiicre yanitinin diizenlenmesidir.
Endojen pirojenik sitokin olan TNF; ates, apoptotik hicre 6limi, kaseksi ve
inflamasyonu indukleyebilir ve timorogenezi ve viral replikasyonu inhibe edebilir ve IL-
1 ve IL-6 Ureten hlcreler yoluyla sepsise yanit verebilir

(https://en.wikipedia.org/wiki/Tumor_necrosis_factor_alpha).

TNF etkilerini iki ayr1 reseptor araciligiyla ortaya ¢ikarir: konstitiitif olarak eksprese
edilen TNFR1 (TNF reseptori tip 1; CD120a; p55/60) ve induklenebilir olarak eksprese
edilen TNFR2 (TNF reseptorti tip 2; CD120b; p75/80). TNFR1 55 kDa biiytikliigindedir
ve TNFR2 75 kDa biyiikligiindedir (Locksley ve ark. 2001, Chen ve Goeddel 2002,
MacEwan, 2002). TNFR1 hicre 6luml yollariyla baglantiliyken TNFR2 baglantili
degildir. TNFR1 bir hiicre i¢i "Olim bdlgesine" sahiptir ve ndronal oOliimiiniin
kontrolinden sorumludur. TNFR2 T hicresi gelisimi ve proliferasyonuyla iligkili
olmasindan dolay1 néronal korumaya katkida bulunur (Fregnan ve ark. 2012). Ligandlari
ile temasa gegtiklerinde, TNF reseptorleri trimerler olustururlar, bu baglanma reseptorde
bir konformasyonel degisiklik meydana gelmesine neden olarak, inhibitér protein 6lim
bolgesi susturucusunun (SODD, Silencer of Death Domain) TNFR1’in hiicre i¢i 6lUm
bolgesinden (ICD) ayrismasina yol acar. Bu ayrisma adaptor protein ‘TNF reseptor
iliskili 6liim bolgesinin (TRADD)’1n 6liim bolgesine (DD) baglanmasini ve ‘reseptor
etkilesimli protein (RIP)’, “TNFR iliskili faktor 2 (TRAF2)’ ve ‘Fas iliskili 6liim bolgesi
(FADD)’ dahil adaptor proteinlerin 6liim bdlgesine baglanmasini saglar (Chen ve
Goeddel 2002, Wajant ve ark. 2003). TNF'nin DRG'lerdeki ve omuriligin dorsal
boynuzundaki reseptorlerine baglanmasi NF-«kB'yi aktive eder; NF-xB de pro-

inflamatuvar sitokinleri kodlayan genlerin transkripsiyonunu indikler ve bu nedenle,
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agrinin hissedilmesi saglar. TNF reseptoriiniin DRG néronlarindaki diger downstream
(asag1 yonde) hedefleri 0rn. ERK, JNK, p38-MAPK ve PI3K gibi kinaz yollarinin
aktivasyonunu icerir (Shubayev ve Myers 2000, Chen ve Goeddel 2002, Pollock ve ark.
2002, Schafers ve ark. 2003a, Wajant ve ark. 2003, Ledeboer ve ark. 2005, Liu ve ark.
2007, Wei ve ark. 2007, Zhang ve An 2007, Austin-Moalem Taylor 2010, Leung ve
Cahill 2010) (Sekil 2.39).

cytoplasm

Apoptosis
—» JNK activation
SIAP

Sekil 2.39. TNF sinyal iletim yolu (Chen ve Goeddel 2002)

1) NF-kB aktivasyonu: TRADD, TRAF2 ve RIP'i baglar. Ardindan TRAF2 c¢ok
bilesenli protein kinaz IKK'yi toplayarak, serin-treonin kinaz RIP'in onu aktive etmesini
saglar. Normalde NF-kB'ye baglanan ve onun translokasyonunu inhibe eden inhibe edici
bir protein olan IxBa, IKK tarafindan fosforillenir ve ardindan degrade olarak NF-«xB’yi
serbest birakir. NF-kB, heterodimerik transkripsiyon faktord, niikleusa transloke olur ve
hiicre sagkalimi, hiicre proliferasyonu, inflamatuvar yanit ve anti-apoptotik faktorler ile
ilgili proteinlerin transkripsiyonuna aracilik eder.

2) MAPK yollarimin aktivasyonu: TNF stress ile ilgili INK grubunun aktivasyonunu
indikler, p38-MAPK yolunun yanitin1 uyarir ve ERK'lerin en diisik diizeydeki
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aktivasyonundan sorumludur. JNK hiicre niikleusuna dogru yer degistirir ve c-Jun ve
ATF2 gibi transkripsiyon faktorlerini aktive eder. JNK yolu hiicre farklilagsmasi ve
proliferasyonunda yer alir ve genel olarak pro-apoptotiktir.

3) Olum sinyal yolunun indiiksiyonu: TNFR stiperailesinin 6lim bélgesi iceren bitiin
uyeleri gibi, TNFR1 de 6liim sinyal yoluna katilir. Ancak, TNF tarafindan indiiklenen
hiicre 6liimii, onun inflamatuvar siireglerdeki baskin fonksiyonlari ile karsilastirildiginda
yalnizca ufak bir roldiir. Hiicre oliimiinii indiikleme yetenegi ailenin diger tiyelerine
(6rnegin Fas) kiyasla daha zayiftir ve siklikla NF-kB'nin anti-apoptotik etkileri tarafindan
maskelenir. Bununla birlikte, TRADD FADD'yi baglar ve FADD’da sistein proteaz
kaspaz-8’i aktive eder. Ylksek kaspaz-8 konsantrasyonu otoproteolitik aktivasyonunu ve

daha sonra efektor kaspazlarin kirilmasini indiikleyerek hiicrenin apoptozuna yol acar.

TNF-o noéropatik agrinin periferik mekanizmasinda rol oynar. Kemoterapi, serumda
yogun TNF-a salinimi ile periferik néropati olusturur (Tonini ve ark. 2002) ve klinikte
antikanser tedavi olarak kullanilan TNF-a periferik noropatiye yol agar (Drory ve ark.
1998). Sican siyatik sinirinde CCI hasar1 ardindan, duyusal néronda TNF ekspresyonu
artmaktadir, bu durum bu inflamatuvar mediyat6riin hasar bolgesine anterograd aksonal
transportunun (Schafers ve ark. 2003b) ve omuriligin dorsal boynuzuna retrograd
transportunun artisi ile iligkili bulunmustur (Shubayev ve Myers 2002). Sacerdote ve ark.
(2008), periferik noropati fare CCI modelinde, artan TNF mRNA ekspresyonunun

zamansal degisimini ilk 6nce siyatik sinirde ardindan DRG'de gostermistir.

Naive (islem uygulanmamis) siganlarda TNFR 1'in (TNFR2'nin degil) spinal aktivasyonu,
In vivo agriya karst asir1 duyarliligi ve in vitro DRG néronlarin ektopik ateslemesini
indikler (Schafers ve ark. 2008). Sinir hasar1 olan hayvanlarda hem TNFR1 hem de
TNFR2 aktivasyonu agriya karsi asir1 duyarliliga ve ektopik ateslemeye yol acar (Austin
ve Moalem-Taylor 2010). Si¢an/fare siyatik siniri hasari, sinirde TNF'nin ve
reseptorlerinin (TNFR1/TNFR2) upregulasyonuna yol acar (Sommer ve ark. 1998a,
George ve ark. 1999, Shubayev ve Myers 2000, George ve ark. 2005, Sacerdote ve ark.
2008); bu upregiilasyon esasen Schwann hiicrelerinde ve endotelyal hiicrelerde gorultr
(Wagner ve Myers 1996). Insanlarda da benzer sonuglar elde edilmistir, agrili ndropatisi
olan hastalardan elde edilen sinir biyopsilerinde, 6zellikle Schwann hiicrelerinde yiksek

dizeylerde TNF ekspresyonu goriilmiistiir (Empl ve ark. 2001).
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Sinir hasar1 ayrica beynin bolgelerinde (6rn. hipokampus, locus coeruleus, kirmizi
cekirdek), DRG'lerde, omuriligin dorsal boynuzunda, RVM'de (rostral ventromedial
medulla), muhtemelen aktive edilmis astrositlerden ve mikrogliadan TNF
ekspresyonunda artisa yol acar (Gahring ve ark. 1996, Ignatowski ve ark. 1999, Schafers
ve ark. 2003a, Ohtori ve ark. 2004, Sacerdote ve ark. 2008, Wei ve ark. 2008, Leung ve
Cahill 2010, Jancalek ve ark. 2010). Sinir hasar1 ayrica DRG'de sensory ndron hiicre
govdelerinin yiizeyini kaplayan uydu glia hiicreleri (SGC) tarafindan TNF
ekspresyonunda artisa ve makrofaj isgaline yol acar (Dubovy ve ark. 2006). TNF'nin
sican siyatik sinirine fizyolojik dozlarda intranéral enjeksiyonu noropatik agri
davraniglarinin yani sira termal hiperaljezi ve mekanik allodiniyi de indiikler (Wagner ve

Myers 1996, Sorkin ve Doom 2000, Zelenka ve ark. 2005).

TNF sinyalinin, nétralize edici antikorlar veya reseptdr antagonistleri yoluyla
bozulmasinin; periferik agri1 modellerinde, agr1 olusumundan sonra tedavi verildigi
durumlarda bile agriya kars1 asir1 duyarliligi tersine cevirebildigi gosteren ¢ok sayida
calisma vardir (Sommer ve ark. 1998a, 2001, Milligan ve ark. 2001, Onda ve ark. 2003).
TNF Uretiminin disregiilasyonunun sepsis, serebral malarya, diyabet, Alzheimer hastaligi
(Swardfager ve ark. 2010), kanser, major depresyon, astim, osteoporoz, allogreft reddi ve
otoimmiin hastaliklardan psoriasis, inflamatuvar bagirsak hastaligi (Crohn hastalig),
romatoid artrit, multipl skleroz gibi ¢esitli insan hastaliklarinda yer aldig1 gosterilmistir
(Chen ve Goeddel 2002, Lees ve ark. 2013).

Bu bozukluklar bazen TNF inhibitorii kullanilarak tedavi edilir. Bu inhibisyon piyasaya
siiriilen ilaclarla &rnegin, Infliksimab (Remicade), adalimumab (Humira), golimumab,
certolizumab pegol (Cimzia) gibi humanize monoklonal anti-TNF antikorlar1 ve TNF'ye,
TNFR'ye gore daha yiiksek afinite ile baglanan Etanersept (Enbrel, ¢ozunir TNF
reseptoru) gibi TNF reseptoru flizyon proteini ile saglanabilir (Sfikakis 2010, Lees ve.
2013, Brzustewicz ve Bryl 2015). TNF’nin noropatik agridaki 6nemli rollerinden biri,
sinir hasar1 olan siganlarda veya farelerde TNF diizeylerinin azaltilmasi ile belirtilir. TNF
sentezinin talidomid veya sinir hasar1 sirasinda anti-TNF noétralize edici antikorlarla
tedavi edilerek inhibe edilmesi CCI ve PST (kismi siyatik sinir transeksiyonu) gibi ¢esitli
noropati hayvan modellerinde hiperaljezi ve allodini gelisimini bloke eder (Sommer ve

ark. 1998a, b, 2001a). Onda ve ark. (2003) sinir kokine anti-TNF antikorlarin
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uygulanmasinin nucleus pulposus tarafindan indiiklenen anormal agr1 yanitin1 kismen
Onledigini gostermistir. Bu nedenle, anti-TNF tedavi lomber disk hernisinin (bel fitig1)

ardindan siyatik iizerinde terapotik bir etkiye sahip olabilir.

TNF antagonisti olarak etki eden bir rekombinant TNF reseptori (p75)-Fc fiizyon proteini
olan etanersept ile tedavi, siyatik sinir CCI'si olan farelerde belirlenmis hiperaljeziyi
tersine cevirmistir (Sommer ve ark. 2001b). TNF reseptorlerine karsi nétralize edici
antikorlarin endonoéral enjeksiyonu, noropatik hiperaljezinin TNFR1 reseptoriine bagimli
oldugunu gosterir (Sommer ve ark. 1998b). DRG noronlara ekzojen TNF uygulamasi
hasarl1 ve bitisigindeki hasarsiz sigan primer duyusal ndronlarin duyarliliini artirir ve
spinal sinir ligasyonundan (SNL) sonra erken donemde allodini ve spontan agri
davraniginin ortaya ¢ikmasini hizlandirir (Schafers ve ark. 2003c). Etanerseptin spinal
sinir iizerine epidural uygulamasi, spinal stenozun neden oldugu agrinin azaltilmasinda

etkilidir (Ohtori ve ark. 2012b).

TNF sinir hasarmin ardindan agri mediyatorii p38'i aktive eder, bu yol agr iletimine
aracilikta onemli oldugu diisiiniilen bir sinyalleme yoludur. SNL (spinal sinir ligasyonu)
hasar1 olan si¢anlarda p38 inhibitorleri (SB203580) veya etanersept ile 6n tedavi mekanik
allodiniyi anlamli olarak azaltir (Schafers ve ark. 2003d). TNF inhibitorlerinin ve
inhibitdrlerinin farkli ndropatik agr1 formlarinin tedavisinde etkili olabilecegini gosteren

kanitlar mevcuttur (Lees ve ark. 2013).

SNL modelinde, mekanik agr1 davranislari, aksotomize DRG'de sempatik filizlenme, pro-
inflamatuvar sitokinlerde artis ve duyusal noronlarda spontan aktivite ve
uyarilabilirliginde artis gézlemlenmektedir (Li ve ark. 2007). Bu model L5 ve L6 veya
tek basina LS spinal sinirlerin ligasyonunu igerir, bu sekilde, L5-L6 DRG'deki aksotomize
noronlarin, uyarilmis agr1 davranislarina aracilik eden L4'teki saglam noronlardan
ayrilmast miimkiin olur (Kim ve Chung 1992). Noropatik agri modeli olarak yaygin
sekilde kullanilmasina karsin (Kim ve Chung 1992), diger sinir hasari modelleri gibi
(6rnegin CCIl), makrofajlarin ve T hiicrelerinin, aksotomize ve bitisik DRG'ye

infiltrasyonunu indiikledigi gosterilmistir (Hu ve McLachlan 2002).
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2.4.5.5. IFN-y

Interferon gama (IFN-y), interferonlarin tip II smifinim tek iiyesi olan dimerize ¢ozuntr
bir sitokindir (Gray ve Goeddel 1982) ve bir¢ok kronik agri durumunda rol oynadigi
gosterilmistir (Austin ve Moalem-Taylor 2010). IFN-y antiviral, immiinoregiilatér ve
antitimor ozellikler tasimaktadir (Schroder ve ark. 2004). IFN-y, cesitli hiicre igi
patojenlere (viral, baz1 bakteriyel ve parazitik enfeksiyonlar) kars1 dogal/dogustan gelen
ve edinsel bagisiklik yanitlar1 ve tiimor baskilayici yollarin kontroliinde rol oynayan pro-
inflamatuvar bir sitokindir (Schroder ve ark. 2006, Schoenborn ve Wilson 2007). Ancak,
anormal IFN-y ekspresyonu bir takim otoinflamatuvar ve otoimmiin hastalik ile
iliskilendirilmistir. IFN-y, agirlikli olarak dogustan bagisiklik yanitinin bir pargasi olarak
dogal oldiricii (NK) hicreler ve dogal 6ldiiriicii T (NKT) hiicreler tarafindan tiretilir,
antijen-spesifik bagisiklik gelistikten sonra Thl (T yardimci hiicreler) CD4 ve CD8
sitotoksik T lenfosit (CTL) efektdr T hiicreleri tarafindan tretilir (Hu ve ark. 2003,
Schoenborn ve Wilson 2007). Eriskin omuriliginde, periferik sinir hasarinin ardindan
dorsal boynuzda T hiicresi infiltrasyonu ve aktivasyonu, noropatik agr1 benzeri asiri
duyarliligin evrilmesine katkida bulunmaktadir. Ayrica, IFN-y sinyal yolunun, yetiskin
noropatik asir1 duyarliliginin tam ekspresyonu i¢in gerekli oldugunu da gostermislerdir
(Costigan ve ark. 2009). IFN-y'ya verilen hiicresel yanitlar, interferon gama reseptor 1
(IFN- yR1) ve interferon gama reseptor 2 (IFN- yR2) den olusan heterodimerik reseptor
ile etkilesim yoluyla aktive edilmektedir. IFN-y’nin reseptore baglanmas1 JAK-STAT
yolunu aktive eder. Sitokin stimiilasyonunun ardindan JAK'larin (JAK1 ve JAK2)
aktivasyonu STAT'larin (STAT1) fosforilasyonuna yol acar, dimerize olur ve nukleusa
transloke olurlar ve ardindan, STAT1 hedef genlerin transkripsiyonunu module etmek
icin spesifik DNA dizinlerine (GAS, gamma activated sequence) baglanirlar (Sekil 2.40).
IFN-y, SOCS1 (sitokin sinyalleme siipresorii 1) ekspresyonunu JAK-STAT vyolu
tzerinden indikler. SOCS1, IFN-y sinyal yolunun negatif bir regiilatoriidiir. Sitokin
reseptOrlerinin downstream kaskadlarini aktive etmesi sonucu SOCS1 geni tarafindan
kodlanan protein, sitokin sinyalini zayiflatmak i¢in negatif bir geri bildirim dongiisiine
katilir. Farelerdeki SOCSI1 eksikligi bu genin, normal postnatal biiylime ve sagkalim i¢in
gerekli olan IFN-y etkisinin bir modiilatorii olarak 6nemli roliinii gostermistir (Meyer ve
ark. 2002, Shuai ve Liu 2003, Schroder ve ark. 2004, Hu ve Ivashkiv 2009).
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Sekil 2.40. IFN-y sinyal iletim yolu (Shuai ve Liu 2003)

IFN-y, ABD Gida ve Ila¢ Dairesi tarafindan kronik graniilomatoz hastalik (Todd ve Goa
1992) ve osteopetrosis (Key ve ark. 1992) tedavisi i¢in onaylanmistir ve kansere karsi bir
immiinoterap6tik ajan olarak uygulanma olasilig1 da giderek artmaktadir. [IFN’nin kronik
miyelojenik 16semi (CML), Kaposi sarkomu, lenfomalar, tiyli hicreli 16semi, multipl
miyelom, gliomalar, yamurtalik karsinomu, renal hiicre karsinomu, melanoma ve multipl
skleroz tedavisindeki etkinligi kanitlanmistir (Kalvakolanu 2003). IFN-y mesane
karsinomu ve melanom kanserleri olan hastalara uygulanmistir. IFN-y'nin kanser
hicrelerindeki in vitro caligmasi daha kapsamlidir ve sonuglar IFN-y’nin antiproliferatif
aktivitesinin buyume inhibisyonuna veya genellikle apoptoz bazen de otofaji tarafindan
indiiklenen hiicre dliimiine neden oldugunu gostermektedir (Razaghi ve ark. 2016).
Rekombinant hIFN'nin in vitro, in vivo veya klinik ¢alismalarda mesane, kolon, karaciger,
akciger, melanom, yumurtalik, pankreas, bobrek ve yumusak doku sarkomu gibi farkli

kanser tipleri tizerindeki bazi etkileri 6zetlenmistir (Razaghi ve ark. 2016).

Kanser hastalarinda IFN-y tedavisinin spontan agriy1 indiikledigi bildirilmistir (Quesada
ve ark. 1986, Mahmoud ve ark. 1992). Wild-tip farelerde intratekal IFN-y uygulamasi
agriya kars1 asirt duyarliligi indiiklemistir, ancak IFN-yR (IFN-yR—/—) fonksiyonel gen

bozuklugu olan fareler yanit vermemistir (Robertson ve ark. 1997).
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IFN-y'nin intratekal uygulamasi dorsal boynuz noronlarinda spontan ve uyarilmis
yanitlara, ayrica siyatik sinirin elektriksel uyarimina yanit olarak aksiyon potansiyel
degisimlerinin anlamli artisina neden olabilir (Vikman ve ark. 2005). MSS'de, artmis
IFN-y diizeylerinin uzun siireli varligi, dorsal boynuzdaki inhibitdr tonusu azaltarak
merkezi duyarlilagmaya ve persistan agriya katkida bulunabilir (Vikman ve ark. 2007).
Mikroglia igerisinde IFN-y reseptor sinyali, basta iNOS (indiiklenebilir nitrik oksit
sentaz), CCR2 (kemokin reseptor), Lyn tirozin kinaz ve purinerjik P2X4 reseptoru (Racz
ve ark. 2008, Tsuda ve ark. 2009) olmak iizere hepsi noéropatik agri durumlarinin
gelismesine katkida bulunan gesitli proteinlerin up regiilasyonuna neden olur. CB>
reseptord sinyalinin downstreaminde kannabinoidlerin analjezik 6zellikleri kismen IFN-
v ile iNOS ve CCR2 indiiksiyonunun tersine ¢evrilmesi ile ilgilidir (Racz ve ark. 2008).
Allison ve ark. (2016) omurilik hasar1 (SCI) sonrasindaki ndéropatik agrinin tedavi yolu
olarak, pro-enflamatuvar sitokinlerin (IFN-y, IL-2) ve eikosanoid PGE2'nin azalmasiyla

ilgili potansiyel mekanizma ile inflamasyonun hedef alinmasinin etkililigini gostermistir.
2.4.5.6. IL-17

IL-17, yardimci T hiicreleri olarak kabul edilen Trh17 hiicreleri ad1 verilen aktive edilmis
CD4+ T hucreleri, CD8+ T hicreleri, notrofiller, eozinofiller, monositler, NK hticreler
ve MSS hucreleri (6rnegin astrositler, mikroglia/glia hiicreleri, oligodendrositler)
tarafindan iiretilen pro-inflamatuvar sitokindir (Ferretti ve ark. 2003, Kleinschnitz ve ark.
2006, Kawanokuchi ve ark. 2008, Austin-Moalem-Taylor 2010, Kim ve Moalem-Taylor
2011) ve multipl skleroz (Kawanokuchi ve ark. 2008, Tzartos ve ark. 2008), psoriasis
(Martin ve ark. 2013) ve romatoid artrit (Kellner 2013) gibi sinir sistemi inflamatuvar
hastaliklarinda énemli bir rol oynamaktadir. IL-17’nin inflamasyona katilimi1 eklemlere
notrofil migrasyonu indlksiyonunu ve IL-1, TNF-a, IL-6, kemokinler ve
metalloproteinazlarin (MMP) {iretiminde artis1 igerir (Brzustewicz ve Bryl 2015). IL-17
sinir sisteminin genis bir yelpazesinde yer alan inflamatuvar ve otoimmiin hastaliklarda
ve inflamatuvar hiicrelerin hasar bolgelerine alinmasinda rol almaktadir (Hu ve ark. 2011,
Kim ve Moalem-Taylor 2011). IL-17 ailesi romatoid artrit, astim, lupus, allogreft reddi,
antitimor bagisiklik ve yakin zamanda da psoriasis ve multipl skleroz dahil pek ¢ok
immiin/otoimmiin iliskili hastalik ile baglantilidir (Kim ve Moalem-Taylor 2011,

https://en.wikipedia.org/wiki/Interleukin_17).
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IL-17'nin heteromerik 1L-17 reseptér kompleksine (IL-17RA ve IL-17RC'den olusur)
baglanmas1 adaptor molekiil ve E3 ubikuitin ligaz Actl'in alinmasina yol agar. Actl
olarak bilinen adaptér molekdl, IL-17R sinyal yolunda énemli bir mediyatorudur.
Molekiiler diizeyde Actl, korunmus SEFIR boélgesi yoluyla IL-17R ile etkilesime girer,
TRAF proteinlerine baglanir, E3 ubikuitin ligaz aktivitesi uygular ve inflamatuvar yanita
merkezi olan sitokin ve kemokin genlerinin indiksiyonunu koordine eden NF-kB ve
MAPK sinyal yollarmin aktivasyonunu tetikler (Qian ve ark. 2007, Liu ve ark. 2009,
Shembade ve Harhaj 2011, Wu ve ark. 2012). TRAF6 ve TAK1, Actl ile isbirligi yaparak
NF-kB'yi aktive ederler, bu pro-inflamatuvar genlerin induksiyonu icin dnemlidir. EkK
olarak, kinaz IKKi (indiiklenebilir IkB kinaz, Actl'in dnemli bir regulatorudir) Ser 311
tizerinde Actl'i fosforile ederek Actl'in TRAF6 (TNF reseptor iliskili faktor 6) afinitesini
azaltir ve TRAF2/5 etkilesimlerini tesvik eder. Actl'in TRAF2/5'e baglanmast MAPK
sinyal yolunu aktive ederek belirli kemokin mRNA'larinin stabilizasyonuna yol agar. IL-
17'nin NF-xB'yi ve MAPK'lerin 3 alt grubunu, I) hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinazlar
(Erkl ve Erk2), I1) Jun NH2-terminal kinazlar (JNK) ve III) p38 ¢esitli hiicre tiplerinde
aktive ettigi bilinmektedir (Shembade ve Harhaj 2011) (Sekil 2.41).
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Sekil 2.41. IL-17 sinyal iletim yolu (Shembade ve Harhaj 2011)
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IL-17'ye karst humanize monoklonal antikorlar, 6rn. Secukinumab (ticari ad1 Cosentyx),
ixekizumab (ticari adi1 Taltz) ve anti-1L-17 reseptor alt birimi A monoklonal antikoru
Brodalumab (AMG-827) siddetli psoriasis, prosiyatik artrit, romatoid artrit ve multipl
skleroz dahil bir dizi inflamatuvar rahatsizhigin tedavi edilmesindeki etkililikleri
acisindan degerlendirilmektedir (Kellner 2013, Lees ve ark. 2013, Brzustewicz ve Bryl
2015, Wei ve Duan 2016). Anti-IL-23 antikoru ustekinumab ayni zamanda IL-17'yi
azaltarak psoriasisi etkin sekilde tedavi etmek amaciyla da kullanilabilir (Leonardi ve ark.
2008).

Fare siyatik sinirinde CCI'nin ardindan, dejenere olan sinirlerde 1L-17 ekspresyonunda
artig vardir, sz konusu artig 7 giiniin ardindan en st noktaya ¢ikar ve 1L-17 pozitif T
hlcreleri hasar goren sinirin endonevriyumu icerisinde ko-lokalize olmustur. T hiicresi
inflamasyonunun ¢ok 6nemli roliinii destekler sekilde, T hiicresi eksik Rag-1—/— farelerde
hasarli sinirde IL-17 eksprese edilmedi, ayrica CCI'nin ardindan T hiicresi eksikligi;
termal hiperaljezide, makrofaj marker molekil F4/80 icin mRNA dizeylerinde ve
kemokin MCP-1 (makrofaj kemoatraktan protein-1) ekspresyonunda azalmalar ile
iligkilendirildi. T hiicrelerinin ve T hiicrelerinden tiirevlenen sitokinlerin periferik sinir
hasarindan sonraki inflamatuvar yanita katkida bulundugu goriisiinii desteklemislerdir

(Kleinschnitz ve ark. 2006).

Kim ve Moalem-Taylor (2011), IL-17'nin ndroenflamasyon ve agriya karsi asiri
duyarliliga aracilik edilmesindeki roliinii, farelerde kismi siyatik sinir ligasyonu (PSNL)
noropatik agr1 modelini kullanarak incelemislerdir. Kismi siyatik sinir ligasyonu (PSNL)
hasar1 olan IL-17—/— knockout farelerin wild tipe kiyasla mekanik agriya karsi asiri

duyarlilikta ve MSS glia aktivasyonunda anlamli azalma gdsterdigini gostermisglerdir.

IL-17 uygulamasinin islem gérmemis farelerde sinir sisteminin gesitli diizeylerinde agrili
davraniglar indiikledigi gosterilmistir. Ayrica, rekombinant IL-17'nin sirasiyla arka ayaga
ve siyatik sinirine intraplantar ve intrandral enjeksiyonu hem mekanik allodiniyi hem de
termal hiperaljeziyi induklerken, intratekal enjeksiyon termal hiperaljeziye yol acar.
Ayrica, IL-17—/— knockout farelerde, T hiicrelerinin ve makrofajlarin hasarli siyatik
sinirlere ve DRG'lere infiltrasyonuna karsilik gelen azalma ve omurilikteki mikroglia ve

astrositlerin aktivasyonunda azalma gézlenmistir (Kim ve Moalem-Taylor 2011).
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IL-17'nin periferik sinir hasarinin ardindan hasar bdlgesinde bagisiklik hiicresi
infiltrasyonu ve aktivasyonuna ve omurilikte glia aktivasyonuna katkida bulundugunu
gosteren kanitlar artmaktadir, bunlarin hepsi néropatik agr1 gelisimine ve sirdrtlmesine
katkida bulunur (Austin ve Moalem-Taylor 2010).

IL-17 aracilt hiperaljezinin ndtrofil migrasyonuna ve TNF’nin TNF-R1’e baglandig:
sinyal yoluna bagimli oldugu gosterilmistir (McNamee ve ark. 2011). IL-17'ye kars1 bir
monoklonal antikorun intraperitoneal uygulamasi, antijen ile indiiklenen artriti (AIA)

olan sicanlarda paw guarding davranisini ve hiperaljeziyi azaltir (Richter ve ark. 2012).

Day ve ark. (2014) IL-17—/— knockout farelerin kismi siyatik sinir ligasyonundan sonra
davranigsal hipersensitivitesinin daha diisiik olmasi, hasar goéren bolgeye inflamatuvar
hiicre infiltrasyonunun azalmasinin sonucu olabilir, bu durum periferik hasarli sinirde
pro- ve antiinflamatuvar sitokin mikro-gevresinin modiilasyonu ile sonuglanir. Bu
nedenle, IL-17 noropatik agri patogenezinin kritik bir bileseni olabilir ve hayvan
modellerinden elde edilen sonuglara gore bu biyolojik iiriinler néropatik agr1 tedavisi igin

insanlardaki klinik ¢alismalarda test edilebilir (Lees ve ark. 2013).

Sonug olarak, sitokinler, kemokinler ve bunlarin reseptorleri ve sinyal yollart CIPN
gelisiminde yer alirlar. Bu nedenle, kemoterapiden sonra sitokin ve kemokin
ekspresyonunun karakterizasyonu CIPN gelisimine yeni bir anlayis kazandirabilir ve

CIPN’yi etkin sekilde 6nleme veye tedavi stratejilerinin gelisimine yol agabilir.
2.4.6. CIPN'nin 6nlenmesi ve tedavisi

Kemoterapotik ajanlarin CIPN'ye neden oldugu norotoksik mekanizmalar hala tam olarak
bilinmemektedir, ancak mekanizmalarin her ajan i¢in farkli ve spesifik olmasi olasidir ve
bu nedenle, tedavilerin ajana 6zgii olmasi gerekebilir. Su anda CIPN'nin meydana
gelmesini 6nlemek icin herhangi bir farmakolojik veya baska tedavi mevcut degildir.
Dolayist ile, doz azaltimi, kemoterapinin gegici olarak kesilmesi, sonunda sorumlu ajanin
kesilmesi ve alternatif kemoterapi kullanimi CIPN yo6netiminde uygulanan baslica
stratejiler olmustur ve bu durumun optimum tedaviyi etkilemesi miimkiindiir (Grisold ve

ark 2012, Brewer ve ark. 2016, Zhang ve ark. 2016).
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Ancak, kemoterapinin hastalardaki nérolojik yan etkilerinin yonetimi ve kemoprotektif
ajanlarin gelistirilmesi i¢in gosterilen yogun c¢abalara karsin su anda genel olarak kabul
gbormiis bir terapi mevcut degildir. Bu nedenle, pek ¢ok arastirma klinik dncesi ve klinik
ortamlarda kemoterapi ilaglarmin toksisitesini azaltmak amaciyla kullanilan
noroprotektanlarin  molekiiler ve hiicresel mekanizmalarinin belirlenmesi  ve
anlagilmasina odaklanmistir (Cavaletti ve ark. 2008). Yapilan ¢aligmalarin ¢ogu kanser
hlcrelerinin tedavisiyle ilgili genlerin nérotoksisite agisindan da 6nemli olabilecegi
hipotezine dayanmaktadir. Bu, arastirmanin hiicre i¢i detoksikasyon, DNA onarimi ve
ilacin hiicreye girisi ve ¢ikisi i¢in dnemli genlere odaklanmasina yol agan, kanitlanmamais

bir varsayimdir (Grisold ve ark. 2012).

CIPN kemoterapétik ajanlarda doz uygulamasini sinirlayan ciddi bir yan etkidir ve su
anda dogrudan FDA tarafindan onaylanmis bir tedavi segenegi yoktur. Hastanin yasam
kalitesini, kemoterapi tedavisinin antikanser etkisini bozmaksizin iyilestirmek amaciyla
noroprotektif ajanlar gelistirilmistir. Tedaviler igin onerilen birinci segcenek analjezik
ajanlar trisiklik antidepresanlar (amitriptilin, nortriptilin, imipramin, desipramin),
kalsiyum kanal1 alfa-2-delta ligandlar1 (gabapentin ve pregabalin), serotonin noradrenalin
geri alim inhibitorleri (SNRI) (venlafaksin, duloksetin) ve topikal lidokaindir (%5
lidokain yama). Yaygin olarak kullanilan diger ikinci tedaviler segenegi opioid
analjezikler/narkotikler (morfin, kodein, tramadol, fentanil, oksikodon, oksimorfon,
hidrokodon, hidromorfon, meperidin, metadon, levorfanol), antiepileptikler (gabapentin,
karbamazepin, okskarbazeoin, pregabalin, lamotrijin, fenitoin), meksiletin, N-metil-D-
aspartat (NMDA) reseptor antagonistleri ve topikal kapsaisindir (Dworkin ve ark. 2007,
Walker ve Ni 2007, Wolf ve ark. 2008, Kaley ve DeAngelis 2009, Abramowski 2010,
Park ve ark. 2013, Hershman ve ark. 2014, Moulin ve ark. 2014, Park 2014, Piccolo ve
Kolesar 2014, Avan ve ark. 2015, Trivedi ve ark. 2015, Schloss ve ark. 2016). CIPN i¢in
yeni bir tedavi secenegi olabilecek kannabinoidler iiglincii tedavi segenegi olarak
onerilmektedir ve saglam randomize kontrollii ¢alismalarda (RCT) degerlendirilmelidir
(Lynch ve ark. 2014), bununla birlikte, 6nerilen dordiincii tedavi segenegi daha az etkililik
kanitina sahip olan antikonviilsanlar1 (lamotrijin, lakosamid), tapentadolii, botulinum

toksinini igerir (Moulin ve ark. 2014).
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Hayvan c¢aligmalari Asetil-L-karnitinin  (ALC) CIPN'nin 0Onlenmesinde ve/veya
azaltilmasinda faydali olabilecegini gostermektedir (Flatters ve ark. 2006). Diger bir
tedavi secenegi, CIPN caligmalarinda kesin olmayan sonuglar vermis, bilesiminde
baklofen, amitriptilin HCL ve ketamin bulunan topikal jel gibi analjezik ajanlarin topikal
uygulamasini igerir (Barton ve ark. 2011, Hershman ve ark. 2014, Piccolo ve Kolesar
2014). Bununla birlikte, kicuk bir molekil anjiyotensin Il tip 2 (AT2) reseptor
antagonisti, ndropatik agri i¢in yeni bir tedavi segenegi olabilir (Park ve ark. 2013, Smith
ve ark. 2016). Sulu krem icerisindeki mentolin (%1) topikal uygulamasini inceleyen
caligmalarda bunun kanser tedavisi ile ilgili ndropatik agr1 i¢in yeni bir analjezik terapi
olarak faydali bulunmustur (Storey ve ark. 2010, Fallon ve ark. 2015). Ek olarak, yiiksek
doz topikal kapsaisinin lokal uygulamasi agri duyarliliginda fayda gosterebilmektedir
ancak CIPN i¢in herhangi bir calisma gerceklestirilmemistir (Evangelista 2015).
Duloksetin CIPN tedavisi i¢in en etkili farmasétik ajan olmustur (Park 2014, Schloss ve
ark. 2016). lyi tasarlanmis randomize kontrollii ¢alismalarda giinde 60 mg dozunda
duloksetinin CIPN'nin hafifletilmesinde etkili oldugu gosterilmistir (Smith ve ark. 2013).
CIPN tedavisindeki etkililikleri agisindan incelenmis olan bir dizi farmakolojik ajan

Cizelge 2.11'de gosterilmistir (Brewer ve ark. 2016).

Cizelge 2.11. CIPN tedavisi agisindan degerlendirilen segili farmasétik ajanlar (Brewer
ve ark. 2016)

Farmakolojik ajan Norotoksik kemoterapi

Asetil-_-karnitin Taksanlar

Duloksetin Taksanlar, platin

Gabapentin Vinka alkaloidleri, platin veya taksanlar

Lamotrijin Vinka alkaloidleri, platin veya taksanlar

Nortriptilin/amitriptilin Vinka alkaloidleri, platin (sisplatin) veya
taksanlar

Topikal (amitriptilin, ketamin, + | Vinka alkaloidleri, platin, taksanlar veya

baklofen) talidomid
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RCT'ler bu ilaglarin tamamen etkili olmadigin1 kanitlamistir. Nedeninden bagimsiz
olarak, noropatik agr1 genellikle farmasotik tedaviyle basarilt bir sekilde yonetilmez.
Noropatik agrinin farmasotik yonetimi i¢in kanita dayali Onerilerin sistematik bir
incelemesinde, ilaglarin hastalarin yalnizca %40 ila %60'inda agriyr kismen giderdigi
belirlenmistir (Dworkin ve ark. 2007). Noroprotektanlar CIPN'nin 6nlenmesi agisindan
yalnizca ¢ok diisiik bir etki gostermektedir ancak farmakoterapétiklere alternatif olarak
nutrasotikler CIPN'nin tedavisinde ve Onlenmesinde daha Umit verisi sonuclar
gostermistir  (Park 2014). Daha onceki incelemeler c¢ogunlukla farmakolojik
miidahalelere odaklanmaktadir ancak CIPN i¢in dogal {irlinler ve tamamlayici terapiler

gibi farmakolojik olmayan miidahaleler de degerlendirilmistir.

Integratif Onkoloji Dernegi (SIO, Society for integrativeoncology) kilavuzlar1 (Deng ve
ark. 2009) tamamlayici terapi araligini; besin takviyeleri (pek ¢ok dogal {irlinii igerir),
akupunktur, dokunma terapisi, akil-vicut yontemleri ve fiziksel aktivite igerecek sekilde
kategorize etmistir. Vitamin E, glutamin, glutatyon (GSH), Asetil-_-karnitin (ALC), N-
asetilsistein (NAC), dietilditiyo-karbamat (DDTC), Org 2766, BNP7787, a-lipoik asit
(ALA), amifostin (WR-2721), amitriptilin, karbamazepin/okskarbazepin, pregabalin,
venlafaksin, lamotrijin, ksaliproden, nimodipin, eritropoietin, retinoik asit (all-trans
retinoik asit), omega-3 yag asitleri, vitamin B6, vitamin B12, kalsiyum-magnezyum
inflizyonu, rekombinant insan 16semi inhibitor faktor (rhuL1F/AMA424), dimesna, bitkisel
ilaglar (Goshajinkigan/GJG/Kampo ilaglar1) ve yani sira Ornegin masaj, akupuntur,
dokunma terapisi, akil-viicut uygulamalari, yoga, meditasyon, Tai-Chi, fiziksel aktivite
veya egzersiz de CIPN'nin 6nlenmesine yardimci olabilir (Walker ve Ni 2007, Wilkes
2007, Cavaletti ve ark. 2008, Park ve ark. 2008, Wolf ve ark. 2008, Paice 2009,
Abramowski 2010, Schloss ve ark. 2013, 2016, Park ve ark. 2013, Argyriou ve ark. 2014,
Hershman ve ark. 2014, Piccolo ve Kolesar 2014, Avan ve ark. 2015, Trivedi ve ark.
2015, Brami ve ark. 2016). Bir takim farmakolojik ajanin CIPN'nin onlenmesindeki
etkileri agisindan arastirilmis olmasina ve birka¢ minimum diizeyde pozitif ¢aligmanin
bulunmasina karsin, bunlarin hig¢ biri klinik uygulamada standart kullanim igin yeterli

fayday1 gostermemistir (Brewer ve ark. 2016) (Cizelge 2.12).
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Cizelge 2.12. CIPN'nin 6nlenmesi agisindan test edilen farmakolojik ajanlar (Brewer ve

ark. 2016)

Farmakolojik ajan

NOrotoksik kemoterapi

Amifostin

Glutamin:

Glutatiyon
Okskarbazepin
Venlafaksin
Asetil-L-karnitin
Amitriptilin

Kalsiyum ve Magnezyum
Dietilditiyokarbamat (DDTC)
Glutatyon

Nimodipin

Org 2766

Retinoik asit
Rekombinant insan l6semi
inhibitor faktor (rhulL1F)
Vitamin E

Platin ve taksan
(spesifik olarak karboplatin + paklitaksel)
Oksaliplatin

Platin

Oksaliplatin

Oksaliplatin

Platin

Vinka alkaloidleri, platin veya taksanlar
Oksaliplatin

Platin

Ozel olarak paklitaksel + karboplatin igin
Sisplatin

Sisplatin veya vinka alkaloidleri
Sisplatin + paklitaksel

Paklitaksel + sisplatin

Taksan veya platin

Cesitli kemoprotektif ajanlar sisplatinle indiiklenen PN'yi sinirlandirabilme veya
Onleyebilme oOzellikleri agisindan test edilmistir. Potansiyel kemoprotektanlar
(asetilsistein, amifostin, dietil-ditiyo-karbamat, glutatyon, Org 2766, kalsiyum ve
magnezyum, okskarbazepin ve vitamin E) ile ilgili yakin tarihli iki Cochrane Library
incelemesinde, bunlarin insan hastalarda sisplatinle indiiklenen PN'deki etkinligini
destekleyecek verilerin yeterli olmadig1 sonucuna varilmistir (Albers ve ark. 2011, 2014).
Bu nedenle, sonuglarin daha genis bir test ortaminda konfirme edilmesi gereklidir. O
zamana kadar, doz azaltimi veya sikluslar arasinda daha uzun bir aralik sisplatinle

indiiklenen PN'nin iyilestirilmesi i¢in tek yoldur (Argyriou ve ark. 2012).
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Noron onarimi mekanizmalari 1yi anlagilmamigtir ancak DRG néronlarinin korunmasinda
rol oynayan sinir bilylime faktoriiniin (NGF) dolasimdaki diizeylerini kapsayabilir. NGF
norotoksik sisplatin kemoterapisinin ardindan azalir (Cavaletti ve ark. 2002). Ekzojen
NGF uygulamasi sisplatinle indiiklenen davranigsal/yapisal degisiklikleri onler veya
azaltir ve farelerde sisplatinle indiiklenen PN'nin iyilesmesini tesvik eder (Aloe ve ark.
2000, Quasthoff ve Hartung 2002). Sisplatin, oksaliplatin ve vinkristin ile tedavi edilmis
farelerin degerlendirildigi klinik 6ncesi ¢alismalar poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP)
inhibitorlerinin CIPN'nin 6nlenmesinde terapdtik ajan olarak bir role sahip olabilecegini
gostermistir (Ta ve ark. 2013). Glutamat tasiyicilarinin down regiilasyonunu igeren
norotransmitter  degisiklikler —potansiyel koruyucu etkilere sahip olabilir.
Degerlendirebilecek olasi ajanlar 6rn. donepezil, galanatamin ve takrin gibi Alzheimer
hastaliginin tedavisinde kullanilan asetilkolinesteraz inhibitorleri gibi, fenil pirimidin
bilesiklerini i¢ermektedir (Takada-Takatori ve ark. 2006). Bu ilaglarin néronlar
korudugu ve glutamat norotoksisitesini azalttig1 gosterilmistir. Bu durum aragtirmacilara
CIPN'den korunma igin dikkate alinacak yeni bir yol sunmaktadir (Schloss ve ark. 2016).
Yukarida gosterildigi iizere, su anda CIPN igin yalnizca sinirl sayida tedavi mevcuttur.
Ancak, bu bilesiklerin hicbiri su anda kanitlanmis klinik bir role sahip degildir ve daha
biiyiik prospektif klinik g¢aligmalar1 gerek¢elendirecek faydali kanitlarin gerekecegi
aciktir. CIPN'nin 6nlenmesi ve yonetimi ile ilgili 2014 ASCO kilavuzlarinda noérotoksik
ajanlar ile tedavi altina alinan kanser hastalarinda CIPN'nin 6nlenmesi i¢in herhangi bir
ajan Onerilmemistir (Hershman ve ark. 2014). Uzun dénemde kanserden sag kalanlarin
sayist arttikga, uzun donem etkiler de daha Onemli hale gelmektedir. Bu nedenle,
CIPN'nin 6nlenmesine veya tedavi edilmesine yardimci olabilecek potansiyel terapotik

ajanlarin belirlenmesi ¢ok biiyiik 6nem tasimaktadir.

Bu amacla bu tez ¢alismasinda, laboratuarimizda daha 6nceden antikanser etkin integrin
antagonistleri ve antioksidanlarin, pankreas kanseri hiicrelerinde sisplatine kars1 olusan
ilag direncini azaltarak, sisplatin etkinligini arttirmasi sonucu kanser hastalarinda
sagkalim stirelerinin arttirilmasina yonelik olacagi diisiiniilen ilag ve ilag adaylarinin test
edilmesi hedeflenmistir. Ayrica, kanser hastalarinin kemoterapi sonras1 maruz kaldiklar
yasam kalitesini olumsuz etkileyen sisplatin kaynakli periferik noropatin bu bilesikler ile
etkili bir sekilde iyilestirilmesi ve/veya azaltilmasi potansiyeli de in vitro ve in vivo

olarak degerlendirilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Bilesikler ve reaktifler

DAT (diamino-tetrac) ve NDAT (Nano-diamino-tetrac, tetraiyodotiroasetik asit
(tetrac) ile konjige poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) olarak), PRI’de
(Pharmaceutical Research Institute, Albany College of Pharmacy and Health Sciences
Rensselaer, NY, ABD) sentezlenmis olan patentli kimyasal formiilasyonlardir.
XT199 (avPB3 integrin antagonisti), DuPont Pharmaceutical Company (Wilmington,
DE, ABD) tarafindan sentezlendi ve karakterize edildi.

OT-404 (Tempol'den (4-hidroksi-2,2,6,6-tetrametilpiperidin) elde edilen kiicuk bir
molekdil), Othera Pharmaceuticals (Exton, PA, ABD) tarafindan sentezlendi.

EGCG (Epigallokatesin gallat) (E4143), LPS (Escherichia coli 0111:B4'ten elde
edilen lipopolisakkaritler) (L4391), sisplatin (cis-diamin-platin (I1) diklorr)
(479306), QNZ EVP4593 (6-amino-4-(4-fenoksifenetil-amino)kinazolin) (NF-xB
inhibitori olarak biliniyor) (SML0579), Sigma (Saint Louis, MO, ABD) firmasindan
satin alindi. Gemsitabin hidrokloriir (122111-03-9), Chemiceuticals LLC (Apex, NC,
ABD) firmasindan satin alindi.

Lusiferaz test sistemi (E1500), Promega (Madison, WI, ABD) firmasindan satin
alindi.

Quanti-luc (koelenterazin bazl bir liiminesans test reaktifi), InvivoGen (San Diego,

California, ABD) firmasindan satin alindi.

3.1.2. Bilesiklerin stok c¢ozeltilerinin hazirlanmasi

In vitro testlerde kullanim amagli, bilesiklerin stok konsantrasyonlari 1 mM olarak PBS
(gemsitabin, EGCG, NDAT ve DAT) ve DMSO (OT-404, XT199 ve QNZ EVP4593)
icerisinde hazirlandi. Sisplatinin 1 mM stok konsantrasyonu, %0,9 Sodyum klortir (NaCl)
(Sigma, S3014) ve %10 D-mannitol (Sigma, M9546) ilave edilmis steril su (Sigma,

W3500) igerisinde tedavi dncesi taze hazirland.

In vivo testlerde kullanim amagli, bilesiklerin dozlari1 20 gr agirhgindaki bir fareye 200 pl

¢oziici igerisinde tedavi uygulanmasi yoniinde NDAT ve XT199 0,3 mg/ml, OT-404 3

mg/ml, EGCG 5 mg/ml ve sisplatin 0,1 mg/ml olarak yukarida belirtilen ¢oziiciiler

icerisinde hazirlandi.
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Test bilesiklerinin in vivo ve in vitro ¢aligmalarda kullanim amaglari, uygulandiklar

hiicre hatlar1 ve kombine edildikleri ajanlarin 6zeti Cizelge 3.1’de gosterilmistir.

Cizelge 3.1.Test bilesiklerinin in vitro ve in vivo ¢alismalarda kullanim plani

In vitro testler \ In vivo testler
Bl Ozellikleri Hiicre hatlary
riestxiert HeLa THP1 SUIT2-luc
NDAT avp3 integrin antagonisti +sisplatin +LPS +sisplatin
+gemsitabin
DAT avpB3 integrin antagonisti :Zgﬂ;&!‘bin +LPS +sisplatin
XT199 avf3 integrin antagonisti :Zsralsiiitt!]bin +LPS +sisplatin
o +sisplatin +LPS . .
OT-404 NF-xB/ROS inhibitorii +gemsitabin +sisplatin
+H202
P sioksid +sisplatin +LPS <lati
antioksidan itabi +sisplatin
+gemsitabin +Ha0 p
QNZ EVP4593 | NF-«B inhibitorii :Z‘;ﬂ;‘g‘bm +LPS

3.2. Yontem

3.2.1. Invitro ¢alismalar

3.2.1.1. Hiicre hatlar ve hiicre kalturi

3.2.1.1.1. HeLa NF-kB lusiferaz raportor stabil hiicre hatt1 ve hiicre kiiltiirii

Insan serviks kanseri hiicre hattindan elde edilen HeLa hiicreleri, Signosis Inc. (Santa
Clara, CA, ABD) firmasindan satin alindi. HeLa hiicreleri, ates bocegi lusiferaz kodlayan
bélgenin yukarisinda NF-kB baglanma bolgelerinin 4 tekrarini igceren minimal bir
promotori olan pTA-NF-«xB-lusiferaz raportor vektoru ile birlikte higromisin ekspresyon
vektorii ile stabil olarak transfekte edildi ve ardindan higromisin seleksiyonu
gerceklestirildi. Daha sonra, higromisine direncli Kklonlar kemoterapétik ajanlar
tarafindan indiiklenen lusiferaz aktivitesi a¢isindan tarandi. Bu nedenle, HeLa hiicre hatti,
gen asir1 ekspresyonu ve gen knockdown'a zorlanmis uyarici tedavi ile tetiklenen NF-xB
aktivasyonunun izlenmesi i¢in bir raportor sistem olarak kullanilabilir. HeLa hiicre hatti,
farkli sitokinler (TNF-a., IL-1a ve IL-1P) ve diger bir¢ok uyarici tarafindan aktive edilen
NF-«B sinyal yollarinin arastirilmasi i¢in kullanilmaktadir. Caligmamizda HeLa hiicre
hatt1 sisplatin ve gemsitabin gibi kemoterapotik ajanlar tarafindan aktive edilen NF-kB

sinyalizasyonunu izlemek amagcli in vitro model olarak kullanildi (Sekil 3.1).
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HeLa hucreleri, %10 Fetal bovin serumu (FBS) (Sigma, F0926), %1 penisilin (100
U/mL)/streptomisin (10 mg/mL) (Sigma, P0781) ve Higromisin B (son konsantrasyonu
200 pg/ml) (Sigma, H3274) iceren Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
(Sigma, D6429) igerisinde ¢ogaltildi ve 37°C'de %5 CO> iceren inklbatorde kultlre
edildi.

HelLa hiicreleri 25 cm?lik flask (Celltreat, 229331) igerisinde konfluent olduklarinda
tripsinizasyon islemi i¢in hiicre besiyeri aspire edildi. Hucrelerin serumdan arindirilmasi
icin Dulbecco’s tuzlu fosfat tamponu (PBS, Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline)
(Sigma, D8537) ile hiicre yiizeyi yikandi. PBS aspire edildikten sonra hiicrelere 1x
Tripsin/EDTA solisyonu (Sigma, T3924) eklenerek hiicreler 37°C'de %5 CO>'li ortamda
5 dk inkiibe edildi. Mikroskop ile bakildiginda flask yiizeyinden ayrildigi goézlenen
hlcrelere, tripsinin inaktive edilebilmesi icin hiicre besiyeri ilave edildi. Flask
icerisindeki hicre suspansiyonu, icerisinde taze hucre besiyeri bulunan 15 ml'lik falkon
tp (Celltreat, 229411) icerisine alindi. 800 rpm'de 5 dk santriflij yapildiktan sonra
supernatant kisim aspire edildi ve elde edilen hiicre peleti hiicre besiyerinde iyice
restispanse edildikten sonra Uzerine hiicre besiyeri eklendi. Hicre siispansiyonu 75
cm?lik flasklara (Celltreat, 229341) alinarak 37°C'de %5 CO'li ortamda kiiltiire edildi.

Bu sekilde hiicrelerin istenilen sayiya ulasincaya kadar ¢ogalmalari saglandi.

Sinyal yolu

Cis element tekrarlari/Promotér 5’UTR

TF=Transkripsiyon faktorii
CF=Kofaktdr

Sekil 3.1. Hela lusiferaz raportor sistem
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3.2.1.1.2. THP1-Lucia™ NF-kB hiicre hatti ve hiicre kiiltiirii

THPI hiicreleri InvivoGen Inc. (San Diego, CA, ABD) firmasindan satin alindi ve
fizyolojik olarak ilgili hiicre hattinda NF-«B sinyal iletimi yolunu izlemek i¢in 6zel olarak
tasarlandi. THP1 hiicreleri insan THP1 monositik 16semi hiicre hattindan, NF-xB ile
indiiklenebilen Lucia raportdr yapisinin stabil entegrasyonu ile elde edildi. THP1
hicreleri, NF-xB konsensus transkripsiyonel yanit elemanmin bes kopyasi ve c-Rel
baglanma bolgesinin li¢ kopyasi ile kaynasmis bir IFN-B minimal promotorii tarafindan
kontrol edilen yeni salgilanan lusiferaz raportor geni olan Lucia genini tasir. Sonug
olarak, THP1 hiicreleri, salgilanan lusiferazin (Lucia) aktivitesini degerlendirerek NF-xB
aktivasyonunun izlenmesini miimkiin kilar. Lucia lusiferaz aktivitesi deteksiyon reaktifi
olan QUANTI-Luc™ kullanilarak dogrudan hiicre kiiltiirii stipernatantindan kolayca
Olculebilir. QUANTI-Luc™ lusiferaz reaksiyonu icin koelenterazin substratini ve
stabilize edici ajanlar1 igermektedir. Bu substrat luminometre kullanilarak nicellestirilen
ve relatif luminesans birimi (RLU) olarak ifade edilen 151k sinyalini iretmektedir.
Uretilen sinyal, eksprese olan lusiferaz protein miktar1 ile koreledir, bu durum raportor

testinde protein aktivitesini gosterir.

Calismamizda THP1 hiicre hatt1 lipopolisakkarit (LPS) tarafindan aktive edilen NF-«B
sinyalizasyonunu izlemek amagli in vitro model olarak kullanildi. Pro-inflamatuvar
sitokinlerin ve diger ¢oziiniir faktorlerin salimi dahil gesitli inflamatuvar reaksiyonlari
tetikleyebilen Gram-negatif bakterilerin dis membraninin 6nemli yapisal bilesenlerinden
olan LPS, THP1 monositlerdeki NF-xB genlerini kuvvetli sekilde up regiile eder (Akisue
ve ark. 2002). THP1 hiicreleri ayrica CIPN'de 6nemli role sahip olan hidrojen peroksit
(H203) ile indiiklenen oksidatif strese karsi OT-404 ve EGCG bilesiklerinin potansiyel

antioksidan aktivitesini arastirmak amaciyla kullanildi.

THP1 hucreleri, %10 FBS, penisilin (100 U/mL)/streptomisin (10 mg/mL), Normocin
(InvivoGen, ant-nr-1) (son konsantrasyon 100 pg/ml) ve Zeocin (InvivoGen, ant-zn) (son
konsantrasyon 50 pg/ml) iceren RPMI 1640 (Sigma, R8758) icerisinde ¢ogaltildi ve
37°C'de %5 CO:2 igeren inkubatorde kdltiire edildi.

THP1 suspanse hicreler 25 ml'lik flask (Celltreat, 229500) icerisinde konfluent
oldugunda flask igerisindeki tim hicre suspansiyonu dogrudan icerisinde taze besiyeri
bulunan 15 ml'lik falkon tiip icerisine alindi. 800 rpm'de 5 dk santrifiij yapildiktan sonra
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slpernatant kisim aspire edildi ve elde edilen hiicre peleti hiicre besiyerinde iyice
restispanse edildikten sonra uzerine hiicre besiyeri eklendi. Hucre stspansiyonu 250
ml'lik sispanse flasklara (Celltreat, 229520) alinarak 37°C'de %5 CO'li ortamda kultlre

edildi. Bu sekilde hiicrelerin istenilen sayiya ulasincaya kadar ¢ogalmalar1 sagland.

3.2.1.2. Lusiferaz yontemi

Lusiferaz test sisteminde (E1500), lusiferin oksidasyonunun kimyasal enerjisinin
elektron transisyonu ile reaksiyon {irlin molekiilii oksilusiferin olusumuna
dontistiiriilmesi ile 1s1k tiretilir. Monomerik 61 kDa bir protein olan ates bocegi lusiferaz,
ko-substrat olarak ATP.Mg*? kullanarak lusiferin oksidasyonunu katalize eder (Sekil
3.2). Geleneksel lusiferaz yonteminde, enzim ve substratlarin birlesmesinin ardindan

hizla sonen parlak bir 151k olusur.

HO S N COOH Ates bocegilusiferaz  —g s o~
\@N’} fsj/+ATP+02 ’ N; ( S]/ +AMP+PP;+CO,+Hs1k
Mg+2
Ates bocegi lusiferin Oksilusiferin

Sekil 3.2. Ates bocegi lusiferaz tarafindan katalize edilen biyoliiminesans reaksiyonu

3.2.1.2.1. HeLa htcreleri i¢in lusiferaz yontemi

HeLa hicreleri platelerin (Celltreat, 229106) her kuyusunda hicre besiyeri igerisinde
1x10° hiicre olacak sekilde ekildi ve 24 saat siireyle 37°C'de %5 CO2'li ortamda inkiibe
edildi. Sonraki giin, hiicre besiyeri %0,5 FBS igeren hiicre besiyeri ile degistirildi ve
hiicreler optimal yanitlar1 belirlemek amagli pilot c¢alismalara dayanan uygun
konsantrasyonlardaki test bilesikleri (NDAT, DAT, XT199, OT-404, EGCG ve QNZ
EVP4593) ile 6n tedavi edildi. Tedaviden g saat sonra, transkripsiyonu indiklemek ve
promotorlerin biyolojik yanitim1 test etmek amaciyla Hela hiicreleri kemoterapdtik
ajanlar (sisplatin ve/veya gemsitabin) ile stimile edildi (her iki ajan igin de son
konsantrasyon 10 uM) ve hiicreler 24 saat 37°C'de %5 CO-'li ortamda inkiibasyona
birakildi.

131



Plate kuyular1 dort 4 farkli tedavi grubuna ayrildi (her tedavi grubu i¢in plate de iki kuyu
kullanildi):

1. Kontrol grubu

2. NF-xB aktivasyonunu indiiklemek amacli kemoterapdtik ajanlar

3. NF-xB inhibitorleri, antioksidanlar ve avp3 integrin antagonistleri tek bagina

4. NF-kB inhibitorleri, antioksidanlar ve avB3 integrin antagonistleri, kemoterapdtik

bir ajan ile birlikte

Inkiibasyon siiresi sonunda hiicre besiyeri aspire edildi ve kuyular 1x PBS ile yikandh.
Ardindan, PBS her kuyudan aspire edildi ve hiicreler 1x lizis tamponu (Cell Culture Lysis
Reagent (CCLR) (Promega, Madison, WI, ABD) ile lize edildi. Plate kuyularinin
tabanina tutunan hiicreler kuyulardan hiicre kaziyict (Sigma, CLS3008) yardimi ile
kazind1 ve tiim hiicre siispansiyonu mikrosantrifiij tliplerine aktarilarak 15.000 rpm'de
(oda sicakliginda) 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonunda silipernatant yeni bir
mikrosantrifiij tiipline aktarildi. Bu hiicre lizatindan 5 pl yeni bir mikrosantrifiij tlipline
alind1 ve her tiipe 50 pl lusiferaz test reaktifinden (Promega, Madison, WI, ABD) ilave
edildi. Liiminesans, Glomax 20/20 Luminometre cihazi (Promega) kullanilarak hemen
6lculdi (Sekil 3.3). Luminometre, lusiferaz aktivitesi i¢in 10 saniyelik 6l¢iim okumasini
gerceklestirecek sekilde programlandi. Her test bilesiginin lusiferaz ekspresyonu relatif
liminesans birimi (RLU, Relative Luminescence Unit) cinsinden verildi ve relatif NF-
kB raportor aktivitesi cinsinden ifade edildi. Bilesiklerin ortalama % inhibitor etkileri

hesaplandi.
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Sekil 3.3. HeLa hiicreleri icin standart lusiferaz yontemi

3.2.1.2.2. THP1 hicreleri icin lusiferaz yontemi

THP1 hicreleri platelerin (Celltreat, 229196) her kuyusunda hiicre besiyeri icerisinde
1x10° hiicre olacak sekilde ekildi ve 37°C'de %5 CO?'li ortamda kisa siireli inkiibe edildi.
Test bilesikleri (NDAT, DAT, XT199, OT-404, EGCG ve QNZ EVP4593) belirlenen
final konsantrasyonlarda ilgili kuyulara ilave edildi ve 37°C'de %5 CO:'li ortamda 3 saat

siireyle inkiibe edildi. Bilesiklerin kullanilan konsantrasyonlar1 optimal sonuglar

belirlemek amagli pilot caligmalara dayanmaktadir.

Plate kuyular1 dort 4 farkli tedavi grubuna ayrildi (her tedavi grubu igin plate de ii¢ kuyu

kullanildi):

1.

2
3.
4

Kontrol grubu

NF-kB aktivasyonunu indiiklemek amagli LPS ve/veya H202
NF-kB inhibitorleri, antioksidanlar ve avp3 integrin antagonistleri tek basina
NF-xB inhibitorleri, antioksidanlar ve avp3 integrin antagonistleri, LPS ve/veya

H20- ile birlikte
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Inflamasyonu ve dolayisi ile NF-«kB aktivasyonunu indiiklemek amaciyla hiicrelere LPS
(son konsantrasyon 1 pg/ml) ve/veya H202 (son konsantrasyon 500 uM) ilave edildi ve
hiicreler 37°C'de %5 CO-'li ortamda 3 saat inkiibe edildi. inkiibasyon siiresinin ardindan
10 ul THPI1 hiicre besiyeri (siipernatant) mikrosantrifiij tiipiine alindi ve lusiferaz
aktivitesi 50 upl QUANTI-Luc™ test solusyonu (InvivoGen, San Diego, California, ABD)
ilave edilerek hemen olculdu (Sekil 3.4). Hiicre kiltiiri stipernatantindaki NF-xB
tarafindan indiiklenen Lucia diizeyleri bir Lucia deteksiyon reaktifi olan QUANTI-Luc™
kullanilarak hemen degerlendirildi. Uretilen 151k sinyali Glomax 20/20 luminometre
(Promega) kullanilarak belirlendi ve relatif liminesans birimi (RLU) cinsinden ifade
edildi. Luminometre lusiferaz aktivitesi i¢in 4 saniyelik bir Ol¢lim okumasi
gerceklestirecek sekilde programlandi. Her test bilesiginin lusiferaz ekspresyonu RLU
cinsinden verildi ve relatif NF-xB raportor aktivitesi cinsinden ifade edildi. Bilesiklerin

ortalama % inhibitor etkileri hesaplandi.

mikrosantrifiij tiipiine transfer edilir

= 50 pl Quanti-luc test soliisyonu
/ tiipe ilave edilir

l-i- kisaca vorteks yapihr

¥Q{7 olusan 151k dlgiiliir

-‘t}
“Z

m\\;ih

{ 10 pl hiicre siipernatanti

Sekil 3.4. THP1 hcreleri icin standart lusiferaz yontemi
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3.2.2. Invivo ¢cahsmalar

In vivo calismalarda, farelerde insan pankreas kanseri hiicrelerinin (SUIT2-luc)
olusturduklar1 tiimorlerin tedavisinde kemoterapotik ilag olarak sisplatin kullanilmisgtir.
Sisplatin kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan etkili bir kanser ilac1 olmasina
ragmen, doz smirlayict ciddi norotoksik yan etkilerinden dolayr terapdtik kullanimi
sinirlidir.  Sisplatinin  periferik sinir sistemine zarar vererek c¢ogunlukla duyusal
ndropatiye ve nadiren duyusal-motor néropatiye neden oldugu bilinmektedir (Park et al.
2013). Gemsitabin ile tedavi edilen hastalarda yan etki olarak periferik ndrotoksisitenin
gelisimine dair bilgiler bulunmamaktadir. Bu nedenle, fare pankreas tiimorlerinde
sisplatin tedavisi ile ila¢ direncinin gelismesine bagli NF-kB aktivasyonunun
indiiklenmesi {izerine, sisplatin ve test bilesikleri kombinasyon tedavisinin anti-tumor ve

anti-inflamatuar etkileri arastirllmistir.

In vivo galigmalar, “Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC)” tarafindan
545017 nolu Animal Component of Research Protocol (ACORP)’lin onaylanmas: ile
gergeklestirilmistir.

3.2.2.1. Ortotopik pankreas tiimorii implantasyonu i¢in kanser hiicre hatt1 ve
kiiltiir kosullar

Ates bocegi lusiferaz eksprese eden insan pankreas kanseri hiicre hattt SUIT2-luc, Dr.
Arumugam (MD Anderson Cancer Center, Houston, TX, ABD) tarafindan saglandi.
SUIT2-luc hiicreleri %10 FBS, %1 penisilin ve %1 streptomisin iceren DMEM icerisinde
cogaltildi ve 37°C'de %5 CO2'li ortamda inkube edildi. Hicreler flask yuzeyini
kapladiklarinda (konfluent olduklarinda) %0,25 tripsin/EDTA soliisyonu ile
tripsinizasyon islemine tabi tutuldu. Flask igerisine hiicre besiyeri ilave edilerek tripsin
inaktive edildi ve tum hiicre stispansiyonu 15 ml'lik falkon tiip igerisine toplandi. Canli
memeli hiicresi sayim cihazi ‘Chemometec NucleoCounter® NC-100™" (ChemoMetec,
Kopenhang, Danimarka) kullanilarak 1 ml'de ki canli hiicre sayis1 belirlendi. Sayim
islemi sonucunda falkon tiip 800 rpm'de 5 dk santrifiij edildi ve siipernatant kisim aspire
edildi. Hiicre peleti implantasyon i¢in gerekli olan hiicre sayisini elde etmek i¢in DMEM

(fenol kirmizis1 ve FBS igermeyen) ile resiispanse edildi.
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3.2.2.2. Hayvan turu

Immiin yetmezligi olan, 5-6 haftalik ve 18-20 g agirhiginda disi NCr-Foxnl tlysliz
homozigot fareler Taconic Biosciences, Inc. (Hudson, NY, ABD) firmasindan satin
alindi. Hayvanlar spesifik patojen icermeyen kosullarda tutuldu ve her kafeste 5 hayvan
olacak sekilde, kontrollii sicaklik (20-24°C) ve nem (%60-70) kosullarinda ve 12 saatlik
1isik/karanlik siklusunda barindirildi. Su ve yem ad libitum olarak saglandi. Hayvan
caligmalar1 Veterans Affairs (VA) Medical Center, Albany, NY, ABD tip merkezinin
deney hayvanlar tesisinde gerceklestirildi ve deney protokoli VA-IACUC tarafindan

onaylandi. Fareler tedavilerin baslatilmasindan dnce 5 giin siireyle ortama alistirildi.

3.2.2.3. Pankreas tumorunun ortotopik implantasyonu ve tedaviler

Ortotopik pankreas timori modeli i¢in, SUIT2-luc hiicreleri yukarida tarif edilen sekilde
harvest edildi ve izofluran (Henry Schein, 050033) (Rochester, NY, ABD) ile anestezi
uygulanmis atimik tliysiiz farelerin pankreasina ortotopik olarak implante edildi (her fare
pankreasina 30 ul DMEM igerisinde siispanse edilmis 3 x 10° hiicre). Tedavi
baslangicindan hemen 6nce hayvanlar in vivo goriintileme sistemi (IVIS, In vivo Imaging
System, Perkin Elmer, Boston, MA, ABD) ile tumor kiitlelerine gére 10 gruba (her grupta
n=5) randomize edildi. Butln tedaviler timdor hucresi implantasyonundan 2 gun sonra
baslatildi ve 21 giin boyunca gunlik olarak uygulandi. Bu in vivo ¢alisma i¢in deney plani
diizenegi Sekil 3.5'de ve tedavi plam1 Cizelge 3.2'de 6zetlenmistir. Tedavi gruplari
arasindaki olas1 bir agirlik farki ve genel morbidite bulgusunu saptamak amaciyla her
farenin viicut agirligr 3 giinde bir hassas tart1 kullanilarak 6l¢iildii. Tedavi sonucunu

degerlendirmek i¢in kullanilan biitiin farelere 21 giiniin ardindan 6tenazi uygulandi.
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Ortama aligtirma 2 giinsonra Farelere 21 giin siire ile hergin tedavi uygulandi

| J
|

v v + Tedavi sliresince her U v

W0 SUTuc  Tedaviyebaglamacan  Bindebirfare timor Tedavi sorras:

hiicresi fare hemen &nce Bnee: b.W”“.‘.'V'?g‘.’.r”.'.“ Uleme Tumor boyutu in vivo ve ex vivo VIS
k » Tamér boyutu n vve sistemi ile olglildi. sriintileme sistemi e lcildi
pankreasina Srintileme sistemi " Fare viicut agirl g1 hassas g?”‘!“” eme sistemi le olguldd. -
implante edildi garuntuleme sistemi ) * Timdr agrliklan hassas terazi ile
(VIS) le Bl terazide tartid,

* Fare Vf":“tgaé'r"é' " Her tedayi ncesi ' Laa?éldllkalbinden toplanan  plazma
hassas terazide tartid) farelerin arka ve on . , p ) p” o
ayaklarnindurugu orneginde  noropati  ile iliskili
gozlendi sitokinlerin ekspresyonlan  Bio-Plex

sitokin yéntemi kullanilarak analiz
edildi.

Sekil 3.5. In vivo deney plani

Cizelge 3.2. Immiin yetmezligi olan, disi NCr-Foxnl1 tiiysiiz homozigot farelerin tedavi
plani

Tedavi grubu Doz (mg/kg) Tedavi sikhig Fare sayisi
Kontrol PBS (s.c.) gunlik 5
NDAT 3 mg/kg (s.c.) gunluk 5
XT199 3 mg/kg (s.c.) gunlik 5
OT-404 30 mg/kg (s.c.) gunlik 5
EGCG 50 mg/kg (s.c.) gunlik 5
Sisplatin 1 mg/kg (i.p.) gunlik 5
NDAT + Sisplatin 3 mg/kg (s.c.) NDAT 5
_ _ ) gunluk
1 mg/kg (i.p.) Sisplatin
XT199 + Sisplatin 3 mg/kg (s.c.) XT199 5
] ] ) gunlik
1 mg/kg (i.p.) Sisplatin
OT-404 + Sisplatin 30 mg/kg (s.c.) OT-404 5
_ _ ) glnluk
1 mg/kg (i.p.) Sisplatin
EGCG + Sisplatin 50 mg/kg (s.c.) EGCG 5
gunlik

1 mg/kg (i.p.) Sisplatin

s.c = subkutan, i.p= intraperitoneal
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3.2.2.4. In vivo goriintiileme sistemi (IVIS) kullamlarak tiimér biiylimesi tayini

Tiimdr biiylimesini izlemek amaciyla haftada iki defa IVIS goriintiileme sistemi ile
gorlintiilleme gerceklestirildi. SUIT2-luc tiimorleri tasiyan fareler izofluran ile anestezi
edildikten sonra farelere 200 upl D-lusiferin (30 mg/ml stok solisyon steril su ile
hazirland1) s.c. enjekte edildi ve tiimor goriintiileme gerceklestirildi. D-lusiferin
potasyum tuzu (115144-35-9) Regis Technologies, Inc. (Morton Grove, Illinois, ABD)
firmasindan satin alindi. Fotografik ve liminesan gorlntller sabit pozlama siresinde
alind1. Tlgili bolgelerde satiire olmayan biyoliiminesansi belirlemek i¢in Xenogen IVIS®
Living Image yazilimi versiyon 4.5 kullanildi. 5,5 x 10°-7,0 x 10'° foton arasindaki 151k
emisyonunun lusiferaz ile isaretlenmis canli timor hiicrelerini gosterdigi kabul edilirken,
bu degerin altindaki emisyonlar arka plan olarak degerlendirildi. Biyoliiminesans ilgili
her bélge icin foton/saniye olarak degerlendirildi. /n vivo timor kinetik biyimesi ve
metastazi sinyal yogunlugu ile izlendi. Calismanin sonlanmasindan sonra tiimorlerdeki
sinyal yogunlugunu konfirme etmek amaciyla ex vivo goriintiilleme gerceklestirildi.
Hayvanlara otenazi uygulanmasi sirasinda, timor kiitleleri IVIS goriintiileme ig¢in

topland1 ve tartildi.

3.2.2.5. AKkut agr1 yamitinin degerlendirilmesi: arka ve 6n ayaklarin durusu

NDAT, XT199, OT-404 ve EGCG bilesikleri ve bu bilesiklerin sisplatinle
kombinasyonlar1 seklinde uygulanan giinliik tedavinin ardindan, fareler kuyruklarindan
tutularak periferik néropatinin motor belirtileri i¢in postiiral degerlendirme yapildi.
Normalde fareler kuyruklarindan tutulduklarinda arka ayaklari ile kacis davranisi
gostermektedirler. Farelerin arka ve 6n ayaklarinda; tedavi sonrasi olas1 kas zayifligi, kol
ve bacaklarin kesismesi (¢aprazlagmasi), arka ayaklarini viicuda yakin tutmasi seklindeki

gozlemler durus bozukluklar1 olarak degerlendirilir.

3.2.2.6. Sitokin yontemi

Caligmanin sonunda (21. giin) hayvanlara izofluran kullanilarak aneztezi uygulandi, Bio-
Plex Mouse Cytokine Group 1, 6-plex express assay (Y6000007NY, Bio-Rad
Laboratories Inc.) (Berkeley, California, ABD) gerceklestirmek i¢in farelerin kalbinden
kan alind1 ve hayvanlara 6tenazi uygulandi. Noropatik agr ile iligkili sitokinleri (Lees ve

ark. 2013) ve deney suresine kadar -20°C'de sakland.
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Bio-Plex analizleri esas olarak manyetik boncuklar iizerinde formatlanmis immiin
yontemlerdir. Testin prensibi, sandvi¢ ELISA ydntemine benzerdir. istenilen biomarkera
kars1 yonlendirilen yakalama antikorlar1 (capture antibody), manyetik boncuklara
kovalent olarak baghdir. Birlestirilen boncuklar, istenilen biomarker1 iceren numuneyle
reaksiyona girer. Baglanmamis proteinleri uzaklagtirmak i¢in bir dizi yikamadan sonra,
bir sandvi¢ kompleksi olusturmak igin biyotinlenmis deteksiyon antikoru eklenir. Son
deteksiyon  kompleksi  streptavidin-fitoeritin ~ konjugat  (SA-PE, streptavidin-
phycoerythrin) ilavesiyle olusturulmustur. Fitoeritrin, floresan gdstergesi veya habercisi

gorevini gormektedir (Sekil 3.6).

Biomarker

* Streptavidin
Manyetik boncuklar Fitoeritrin floresan habercisi

Yakalama antikoru (capture antibody)  Biyotinlenmis
deteksiyon antikoru

Sekil 3.6. Bio-Plex sandvi¢ immiinolojik test yontemi

Bio-Plex sistemi iiretici kilavuzuna gore baslatildi/isitildi, valide ve kalibre edildi. Plazma
numuneleri oda sicakliginda ¢Ozuldi. Cizelge 3.3'de her gruptaki fare sayisi ve tedavi
bilesikleri gosterilmektedir. Liyofilize standart 500 pl standart seyrelticisi ile rekonstitiiye
edildi ve 30 dakika siireyle buz iizerinde inkiibe edildi. Inkiibasyon sirasinda dokuz adet
1,5 ml eppendorf tiip S1'den S8'e kadar ve blank (kor) olarak etiketlendi. Tlp S1'e 72 pul
ve kalan tiiplere 150 pl standart seyrelticisi ilave edildi. Inkiibasyon siiresinin ardindan,
tiip S1'e rekonstitiiye edilmis standarttan 128 ul ilave edildi. S1'den 50 ul S2'ye ve seri
olarak S8'e kadarki tiiplere aktarilarak seri diliisyon gergeklestirildi (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. Sitokin standartlarinin seri diliisyon ile hazirlanmasi

Cizelge 3.3. Plazma sitokin analizi i¢in hayvanlarin dagilimi

Hayvan sayis1 (farenin plazma

Tedavi gruplar: numunesi ¢ift tekrar olarak kullamldi)

Kontrol 4
NDAT (3 mg/kg) 4
NDAT + Sisplatin 4
XT199 (3 mg/kg) 4
XT199 + Sisplatin 4
OT-404 (30 mg/kg) 4
OT-404 + Sisplatin 4
EGCG (50 mg/kg) 3
EGCG + Sisplatin 3

Plazma numuneleri ¢oziildiikten sonra, numune seyrelticisi kullanilarak 1:4 diliisyon
gerceklestirildi. Her plazma numunesinden 30 pl, 90 ul numune seyrelticisi ile
karistirildi. Konjlige boncuklar (kit ile birlikte verilmistir, yakalama antikorlarina
baghidir) 10x konsantrasyonda verilmistir ve 575 pl boncuk 5.175 ul test tamponu ile
karistirilarak 1x konsantrasyona seyreltildi. Mikrofiltre plate 100 pl test tamponu ile
oncelikle 1slatildi ve plate nemlendirildikten sonra uzaklastirildi. Test plate'ininin her
kuyusuna 50 ul boncuk (deteksiyon antikorlari ile konjlige edilmek iizere) ilave edildi.
Daha sonra, kuyular iki defa 100 pl yikama tamponu ile yikandi. Numuneler, standartlar
ve blank vortekslendi ve her kuyuya 50 ul ilave edildi; ardindan plate ¢alkalayici tizerinde
30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sirasinda, 10x konsantrasyonunda deteksiyon
antikoru, 300 ul deteksiyon antikoru ile 2.700 pl deteksiyon antikoru seyrelticisi

karistirilarak hazirlandi. Inkiibasyonun sona ermesinin ardindan, plaka ii¢ defa 100 pl
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yikama tamponu ile yikandi. Kuyulara 1x deteksiyon antikorlarindan 25 ul ilave edildi
ve ardindan 30 dakika siireyle ikinci bir inkiibasyon gergeklestirildi. Inkiibasyon
sirasinda, streptavidin, 100x konsantrasyon streptavidinden 60 ul ile 5.940 pl test
tamponu karistirilarak hazirlandi. Ikinci inkiibasyonun sona ermesinin ardindan, plate iig
defa 100 pul yikama tamponu ile yikandi ve her kuyuya 50 ul streptavidin ilave edildi.
Plate calkalayici iizerinde 10 dakika siireyle inkiibe edildi. Ugiincii inkiibasyonun
ardindan, plate 100 pl yitkama tamponu ile yikandi ve her kuyuya 125 pl test tamponu
ilave edildi. Plate ¢alkalayici lizerinde 30 saniye siireyle inkiibe edildi ve ardindan okuma

icin Bio-Plex® 200 sistemine (Biorad, Kalifornia, ABD) yerlestirildi.

3.2.2.7. TUmOr histopatolojisi

Hayvanlarin terminasyondan sonra rutin histopatolojik analiz i¢in biitiin tlimorler
topland1 ve histoloji ile analiz edildi. Tiimorler %10 tamponlu formalin soliisyonu
(Sigma, HT501320) icerisinde fikse edildi. Fiksasyonun ardindan dokular doku takip
cihazinda (Tissue-Tek VIP, Miles Scientific) islendi ve akabinde dokularin parafin
sertlesene kadar rotasyonunu 6nlemek amaciyla gémme haznelerine (Tissue-Tek, Miles
Scientific) aktarildi. Gomiildiikten sonra, dokular yukli cam slaytlara mikrotom (Biocut
2030 Microtome, Leica, Buffalo Grove, IL) lizerinde 5 um kalinlikta kesildi. Daha sonra,
kesitler deparafinize edildi ve hematoksilin ve eozin ile boyand1 (Oklahoma Medical
Research Foundation, Merkezi gortntiileme tesisinin H & E boyama protokoli). Kesitler
bir 151k mikroskopu (Leica EC3, Buffalo Grove, IL) (Mag. 400X) kullanilarak cesitli

patolojik parametreler acisindan degerlendirildi.

3.2.2.8. Istatistiksel analiz

Istatistiksel analizler SPSS 23.0 paket bilgisayar programi kullanilarak yapildi. Veriler
ortalama standart hata (+SE) olarak verildi. Her bir parametrenin normal dagilim
analizleri yapilarak uygun parametrik veya non-parametrik istatistik analizler uygulandi.
Parametrik testlerden Student t-testi, non-parametrik testlerden ise Kruskal Wallis Testi
kullanildi. Fark gruplari homojenite testi sonuglarina gére Tukey HSD testine gore
p<0,05 anlamlilik seviyesinde verildi. Grafikler Microsoft Office Excel 2016 kullanildi.
Grafiklerin (zerindeki istatistiki degerlendirmeler yine SPSS 23.0 paket bilgisayar
programi kullanilarak yapildu.
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4. BULGULAR

4.1. In vitro Bulgular

4.1.1. Lusiferaz yontemi bulgular:

4.1.1.1. Sisplatin konsantrasyonundaki artisa bagh olarak, HeLa hiicrelerinde NF-
kB aktivasyonunu indiklemesi

NF-kB promoter elemanlariin kontrolii altinda lusiferaz geni ile stabil olarak transfekte

edilen HelLa hiicreleri, sisplatinin artan konsantrasyonlar1 (1 uM, 3 uM, 5 uM ve 10 uM)

ile 24 saat boyunca uyarildi. NF-xB promoter aktivasyonu, lusiferaz aktivitesinin

belirlenmesi ile degerlendirildi. NF-xB promoter elemanlarinin asagr yonde

(downstream) lusiferaz aktivitesinin, sisplatinin artan konsantrasyonlari ile 9,000- ila

50,000- Relatif Liiminesans Birimi (RLU, Relative Luminesans Unit) arasinda arttigi

gozlendi (Sekil 4.1). Sisplatinin 10 puM konsantrasyonu daha sonraki calismalarda

kullanildi.
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Kontrol Sisplatin1 pM  Sisplatin3 pM  Sisplatin 5 pM  Sisplatin 10 pM

Tedavi gruplan

Sekil 4.1. Sisplatin konsantrasyonlarinin (I uM, 3 uM, 5 uM ve 10 uM) Hela

hicrelerinde NF-kB aktivasyonu uzerine etkileri

» Sisplatinin farkli konsantrasyonlari ile tedavi edilmis hiicreler, kontrol hiicreleri ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamliligt (¥p<0.05, **p<0.01) ifade
etmektedir. Degerler ortalama standart hata + SE olarak ifade edilmektedir.
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4.1.1.2. Gemsitabin konsantrasyonundaki artisa bagh olarak, HeLa hiicrelerinde
NF-xB aktivasyonunu induklemesi

NF-kB promoter elemanlarinin kontrolii altinda lusiferaz geni ile stabil olarak transfekte
edilen HelLa hcreleri, gemsitabinin artan konsantrasyonlari (1 uM, 3 uM, 5 uM ve 10
HM) ile 24 saat boyunca uyarildi. NF-kB promoter aktivasyonu, lusiferaz aktivitesinin
belirlenmesi ile degerlendirildi. NF-xB promoter elemanlarinin asagr yonde
(downstream) lusiferaz aktivitesinin, gemsitabinin artan konsantrasyonlari ile 55,000- ila
100,000- Relatif Liiminesans Birimi (RLU, Relative Luminesans Unit) arasinda arttigi
gozlendi (Sekil 4.2). Gemsitabinin 10 uM konsantrasyonu daha sonraki c¢alismalarda
kullanildi.
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Tedavi gruplan

Sekil 4.2. Gemsitabin konsantrasyonlarmin (1 uM, 3 pM, 5 uM ve 10 uM) HelLa

hlcrelerinde NF-«B aktivasyonu (zerine etkileri

» Gemsitabinin farkli konsantrasyonlart ile tedavi edilmis hiicreler, kontrol hiicreleri ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamliligi (*¥p<0.05, **p<0.01) ifade
etmektedir. Degerler ortalama standart hata + SE olarak ifade edilmektedir.
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4.1.1.3. QNZ EVP4593’un, NF-kB inhibitoru, HeLa hicrelerinde sisplatin ile
indiiklenen NF-kB aktivasyonunu down-regule etmesi

QNZ EVP4593, NF-kB inhibitorii olarak bilinmektedir. Sisplatin ve/veya gemsitabin
tarafindan indiklenen NF-kB aktivasyonunun, test bilesikleri tarafindan inhibisyonunu
degerlendirmek amaciyla pozitif kontrol olarak kullanildi. HeLa hiicreleri, QNZ
EVP4593 (1 uM ve 3 uM) ile 3 saatlik 6n tedavi uygulamasinin ardindan sisplatin (10
uM) ile 24 saat boyunca uyarildi. NF-kB promoter aktivasyonu, lusiferaz aktivitesinin
belirlenmesi ile degerlendirildi. Sekil 4.3’de gosterildigi gibi, 10 uM sisplatin tarafindan
induklenen NF-«xB aktivasyonu, QNZ EVP4593’(in 1 uM ve 3 uM konsantrasyonlari ile
strastyla %42,4 ve %66,8 oraninda inhibe edildi.
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Kontrol QNZ 1 uMm QNZ 3 uM Sisplatin QNZ 1pM+ QNZ3pM+
10uMm Sisplatin Sisplatin
Tedavigruplan

Sekil 4.3. QNZ EVP4593’(in HelLa hcrelerinde sisplatin ile indiklenen NF-xB

aktivasyonu Uzerine etkisi

» QNZEVP4593 (1 uM ve 3 uM)+sisplatin ile tedavi edilmis hiicreler, sadece sisplatin
ile tedavi edilmis hiicreler ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamliligi
(*p<0.05) ifade etmektedir (sirasiyla p=0.030 ve p=0.026).

» Sisplatin ile tedavi edilmis hiicreler, kontrol ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak
anlamlilig1 (*p<0.05) ifade etmektedir (p=0.047).

» Degerler ortalama standart hata + SE olarak ifade edilmektedir.
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4.1.1.4. EGCG’nin (antioksidan) HeLa hucrelerinde sisplatin ile indiiklenen NF-
kB aktivasyonunu down-regiile etmesi ve bu etkinin QNZ EVP4593 ile
karsilastirilmasi

HeLa hucreleri EGCG (10 pM) ve QNZ EVP4593 (3 pM) ile 3 saat 6n tedavi

uygulanmasinin ardindan sisplatin (10 uM) ile 24 saat boyunca uyarildi. Sekil 4.4’de

gosterildigi gibi, 10 uM sisplatin ile indiklenen NF-xB aktivasyonu, 3 UM QNZ

EVP4593 ve 10 pM EGCQG ile sirastyla %66,8 ve %58,5 oraninda inhibe edildi.
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Kontrol QNZ3pM EGCG10puM  Sisplatin QNZ + EGCG +
10uMm Sisplatin Sisplatin
Tedavi gruplan

Sekil 4.4. EGCG’nin HeLa hicrelerinde sisplatin ile indiklenen NF-kB aktivasyonu
Uzerine etkisi
» QNZ EVP4593+sisplatin ile tedavi edilmis hiicreler, sadece sisplatin ile tedavi

edilmis hiicreler ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamliligi (*p<0.05) ifade
etmektedir (p=0.026).

» EGCGt+sisplatin ile tedavi edilmis hiicreler, sadece sisplatin ile tedavi edilmis
hiicreler ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamliligi (*p<0.05) ifade
etmektedir (p=0.037).

» Sisplatin ile tedavi edilmis hiicreler, kontrol ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak
anlamlilig1 (*p<0.05) ifade etmektedir (p=0.047).

» Degerler ortalama standart hata + SE olarak ifade edilmektedir.
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4.1.1.5. OT-404’0Un (NF-kB/ROS inhibitori) HeLa hicrelerinde sisplatin ile
indiiklenen NF-kB aktivasyonunu down-regule etmesi ve bu etkinin QNZ
EVP4593 ile karsilastiriimasi

HeLa hiicreleri, OT-404 (3 uM) ve QNZ EVP4593 (3 pM) ile 3 saat On tedavi

uygulanmasinin ardindan sisplatin (10 uM) ile 24 saat boyunca uyarildi. Sekil 4.5’de

gosterildigi gibi, 10 uM sisplatin ile induklenen NF-xB aktivasyonu, QNZ EVP4593 ve

OT-404 ile sirasiyla %66,8 ve %41,2 oraninda inhibe edildi.
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Kontrol QNZ3uM O0T4043 puM  Sisplatin QNZ + 0oT404 +
10uMm Sisplatin Cisplatin
Tedavi gruplan

Sekil 4.5. OT-404’0n HeLa hicrelerinde sisplatin ile indiklenen NF-kB aktivasyonu

uzerine etkisi

» QNZ EVP4593+sisplatin ile tedavi edilmis hiicreler, sadece sisplatin ile tedavi
edilmis hiicreler ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamliligi (*p<0.05) ifade
etmektedir (p=0.026).

» Sisplatin ile tedavi edilmis hiicreler, kontrol ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak
anlamlilig1 (*p<0.05) ifade etmektedir (p=0.047).

» Degerler ortalama standart hata + SE olarak ifade edilmektedir.
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4.1.1.6. XT199’un (integrin avp3 antagonisti) HeLa hiicrelerinde sisplatin ile
indiiklenen NF-kB aktivasyonunu down-regule etmesi ve bu etkinin QNZ
EVP4593 ile karsilastiriimasi
HelLa hucreleri, XT199 (1 uMve 3 uM) ve QNZ EVP4593 (1 uM ve 3 uM) ile 3 saat 6n
tedavi uygulanmasinin ardindan sisplatin (10 uM) ile 24 saat boyunca uyarildi. Hela
hicrelerinde 10 uM sisplatin ile indiiklenen NF-«xB aktivasyonu, 1 pM XT199 ve QNZ
EVP4593 ile sirasiyla %25,4 ve %42,4 oraninda inhibe edildi (Sekil 4.6), buna ek olarak
3 uM XT199 ve QNZ EVP4593 ile sirastyla %40,6 ve %66,8 oraninda inhibe edildi
(Sekil 4.7).
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Kontrol QNZ 1pM  XT1991puM  Sisplatin @ QNZ 1pM + XT199 1 pM +
10um Sisplatin Sisplatin
Tedavi gruplan

Sekil 4.6. XT199’un (1 uM) HelLa hicrelerinde sisplatin ile indiklenen NF-xB

aktivasyonu Uzerine etkisi

» XT199+sisplatin ve QNZ EVP4593-+sisplatin ile tedavi edilmis hiicreler, sadece
sisplatin ile tedavi edilmis hiicreler ile karsilagtirildiginda, istatistiksel olarak
anlamlilig1 (*p<0.05) ifade etmektedir (sirastyla p=0.015, p=0.030).

» Sisplatin ile tedavi edilmis hiicreler, kontrol ile karsilagtirildiginda, istatistiksel olarak
anlamlilig1 (*p<0.05) ifade etmektedir (p=0.047).

» Degerler ortalama standart hata + SE olarak ifade edilmektedir.
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Tedavigruplan

Sekil 4.7. XT199’un (3 uM) HelLa hicrelerinde sisplatin ile indiklenen NF-xB

aktivasyonu Uzerine etkisi

» XT199+sisplatin ve QNZ EVP4593+sisplatin ile tedavi edilmis hiicreler, sadece
sisplatin ile tedavi edilmis hiicreler ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak

anlamliligi (*p<0.05) ifade etmektedir (sirasiyla p=0.024, p=0.026).
» Sisplatin ile tedavi edilmis hiicreler, kontrol ile karsilagtirildiginda, istatistiksel olarak

anlamlilig1 (*p<0.05) ifade etmektedir (p=0.047).
» Degerler ortalama standart hata + SE olarak ifade edilmektedir.

4.1.1.7. DAT 1n (integrin avp3 antagonisti) HeLa hucrelerinde sisplatin ile
indiklenen NF-kB aktivasyonunu down-regile etmesi ve bu etkinin QNZ
EVP4593 ile karsilastiriimasi
HelLa hucreleri, DAT (1 uM ve 3 uM) ile 3 saat 6n tedavi uygulanmasinin ardindan
sisplatin (10 uM) ile 24 saat boyunca uyarildi. Hela hiicrelerinde 10 uM sisplatin ile
indlklenen NF-kB aktivasyonu, 1 uM DAT ve QNZ EVP4593 ile sirasiyla %27 ve %42,4
oraninda inhibe edildi (Sekil 4.8), buna ek olarak 3 UM DAT ve QNZ EVP4593 ile
sirastyla %45,6 ve %66,8 oraninda inhibe edildi (Sekil 4.9). Sisplatinin 1-10 uM
konsantrasyonlart HeLa hicrelerinde NF-xB aktivasyonunda konsantrasyona bagli artis
gosterdi (Sekil 4.1). Sekil 4.10'de gosterildigi gibi 1 uM, 3 uM, 5 uM ve 10 uM sisplatin
ile indiklenen NF-xB aktivasyonu, 3 UM DAT ile sirasiyla %88,7, %62.,4, %58.,6 ve
%49,9 oraninda inhibe edildi. Boylece, farkli sisplatin konsantrasyonlarinda DAT’1n

meydana getirdigi inhibisyon etkisi degismektedir.
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Relatif Liiminesans Birimi (RLU) +SE
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Tedavigruplan

Sekil 4.8. DAT’in (1 uM) HeLa hiicrelerinde sisplatin ile indiiklenen NF-kB aktivasyonu

uzerine etkisi

» DAT+sisplatin ve QNZ EVP4593+sisplatin ile tedavi edilmis hiicreler, sadece
sisplatin ile tedavi edilmis hiicreler ile karsilagtirildiginda, istatistiksel olarak
anlamliligr (*p<0.05) ifade etmektedir (sirasiyla p=0.048, p=0.030).

» Sisplatin ile tedavi edilmis hiicreler, kontrol ile karsilagtirildiginda, istatistiksel olarak
anlamlilig1 (*p<0.05) ifade etmektedir (p=0.047). Degerler ortalama standart hata +
SE olarak ifade edilmektedir.
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Tedavigruplan

Sekil 4.9. DAT’mn (3 uM) HeLa hiicrelerinde sisplatin ile indiiklenen NF-kB aktivasyonu

uzerine etkisi

» DAT+sisplatin ve QNZ EVP4593+sisplatin ile tedavi edilmis hiicreler, sadece
sisplatin ile tedavi edilmis hiicreler ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak
anlamlilig1 (*p<0.05) ifade etmektedir (sirasiyla p=0.043, p=0.026).
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> Sisplatin ile tedavi edilmis hiicreler, kontrol ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak
anlamliligi (*p<0.05) ifade etmektedir (p=0.047). Degerler ortalama +SE olarak ifade
edilmektedir.
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Sekil 4.10. DAT’mn (3 uM) HeLa hiicrelerinde sisplatinin 1-10 uM konsantrasyonlar1 ile

indlklenen NF-kB aktivasyonu Uzerine etkisi

» DAT (3 uM)+sisplatin (1-10 uM) ile tedavi edilmis hiicreler, sadece sisplatin (1-10
uM) ile tedavi edilmis hiicreler ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamlilig1
(*p<0.05, **p<0.01) ifade etmektedir.

» Degerler ortalama standart hata + SE olarak ifade edilmektedir.

4.1.1.8. NDAT’n (integrin avf3 antagonisti) HeLa hicrelerinde sisplatin ile
indiklenen NF-kB aktivasyonunu down-regile etmesi ve bu etkinin QNZ
EVP4593 ile karsilastiriimasi
HeLa hicreleri, NDAT (1 uM) ile 3 saat 6n tedavi uygulanmasinin ardindan sisplatin (10
uM) ile 24 saat boyunca uyarildi. 1 pM NDAT, QNZ EVP4593 ve DAT ile HelLa
hlcrelerinde sisplatin ile indiklenen NF-kB aktivasyonu, sirasiyla %66,8, %42.4 ve %27
oraninda inhibe edildi (Sekil 4.11). Sisplatinin 1-10 uM konsantrasyonlar1 HeLa
hlcrelerinde NF-kB aktivasyonunda konsantrasyona bagl artig gosterdi (Sekil 4.1). Sekil
4.12'de gosterildigi gibi 1 pM, 3 uM, 5 uM ve 10 uM sisplatin ile indiiklenen NF-xB
aktivasyonu, 1 uM NDAT tarafindan sirasiyla %91,3, %84,2, %76,5 ve %66,8 oraninda
inhibe edildi. Boylece, farkli sisplatin konsantrasyonlarinda DAT’1n meydana getirdigi

inhibisyon etkisi degismektedir.
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Sekil 4.11. NDAT’m HeLa hiicrelerinde sisplatin ile induklenen NF-xB aktivasyonu

uzerine etkisi

» NDAT+sisplatin, DAT+sisplatin ve QNZ EVP4593+sisplatin ile tedavi edilmis
hiicreler, sadece sisplatin ile tedavi edilmis hiicreler ile karsilastirildiginda,
istatistiksel olarak anlamlilig1 (¥*p<0.05) ifade etmektedir (sirastyla p=0.015, 0.048,
p=0.030).

» Sisplatin ile tedavi edilmis hiicreler, kontrol ile karsilagtirildiginda, istatistiksel olarak
anlamlilig1 (*p<0.05) ifade etmektedir (p=0.047).

» Degerler ortalama standart hata + SE olarak ifade edilmektedir.
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Sekil 4.12. NDAT’in HeLa hiicrelerinde sisplatinin 1-10 UM konsantrasyonlari ile

indiklenen NF-kB aktivasyonu Uzerine etkisi

» NDATH+sisplatin (1-10 uM) ile tedavi edilmis hiicreler, sadece sisplatin (1-10 pM) ile
tedavi edilmis hiicreler ile karsilagtirildiginda, istatistiksel olarak anlamlilig
(*p<0.05) ifade etmektedir.

» Degerler ortalama standart hata + SE olarak ifade edilmektedir.
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4.1.1.9. QNZ EVP4593’un, NF-kB inhibitoru, HeLa hicrelerinde gemsitabin ile
indiiklenen NF-kB aktivasyonunu down-regule etmesi

HeLa hucreleri, QNZ EVP4593 (1 uM ve 3 uM) ile 3 saatlik 6n tedavi uygulanmasinin

ardindan gemsitabin (10 pM) ile 24 saat boyunca uyarildi. 10 uM gemsitabin tarafindan

indiklenen NF-xB aktivasyonu, QNZ EVP4593 1 uM ve 3 uM konsantrasyonlari ile

sirasiyla %24,5 ve %46,9 oraninda inhibe edildi (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. QNZ EVP4593’iin HelLa hucrelerinde gemsitabin ile indiklenen NF-xB

aktivasyonu Uzerine etkisi

» QNZ EVP4593 (1 uM ve 3 pM)+gemsitabin ile tedavi edilmis hiicreler, sadece
gemsitabin ile tedavi edilmis hiicreler ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak
anlamlilig1 (**p<0.01) ifade etmektedir (sirasiyla p=0.006 ve p=0.002).

» Gemsitabin ile tedavi edilmis hiicreler, kontrol ile karsilastirildiginda, istatistiksel
olarak anlamlilig1 (*p<0.05) ifade etmektedir (p=0.023).

» Degerler ortalama standart hata + SE olarak ifade edilmektedir.

4.1.1.10. EGCG’nin (antioksidan), HeLa hicrelerinde gemsitabin ile indiiklenen
NF-kB aktivasyonunu down-regule etmesi ve bu etkinin QNZ EVP4593 ile
karsilastirilmasi

HelLa hicreleri, EGCG (10 uM) ile 3 saat 6n tedavi uygulanmasinin ardindan gemsitabin

(10 uM) ile 24 saat boyunca uyarildi. Sekil 4.14’de gosterildigi gibi, 10 uM gemsitabin

ile indliklenen NF-xB aktivasyonu, 3 uM QNZ EVP4593 ve 10 uM EGCG ile sirasiyla

%046,9 ve %35,7 oraninda inhibe edildi.
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Tedavi gruplan

Sekil 4.14. EGCG’nin HelLa hucrelerinde gemsitabin ile indliklenen NF-xB aktivasyonu

uzerine etkisi

» QNZ EVP4593+gemsitabin ile tedavi edilmis hiicreler, sadece gemsitabin ile tedavi
edilmis hiicreler ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamliligi (**p<0.01)
ifade etmektedir (p=0.002).

» EGCG+gemsitabin ile tedavi edilmis hiicreler, sadece gemsitabin ile tedavi edilmis
hiicreler ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamliligi (*p<0.05) ifade
etmektedir (p=0.011).

» Gemsitabin ile tedavi edilmis hiicreler, kontrol ile karsilastirildiginda, istatistiksel
olarak anlamlilig1 (*p<0.05) ifade etmektedir (p=0.023). Degerler ortalama standart
hata + SE olarak ifade edilmektedir.

4.1.1.11. OT-404’Gn (NF-kB/ROS inhibitoért) HelLa hicrelerinde gemsitabin ile
indiiklenen NF-kB aktivasyonunu down-reglle etmesi ve bu etkinin QNZ
EVP4593 ile karsilastirilmasi

HeLa htcreleri, OT-404 (3 uM) ile 3 saat 6n tedavi uygulanmasinin ardindan gemsitabin

(10 uM) ile 24 saat boyunca uyarildi. Sekil 4.15’de gosterildigi gibi, 10 uM gemsitabin

ile indlklenen NF-kB aktivasyonu, 3 UM QNZ EVP4593 ve OT-404 ile sirastyla %46,9

ve %37,7 oraninda inhibe edildi.
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Tedavi gruplan

Sekil 4.15. OT-404’0n HeLa hucrelerinde gemsitabin ile indiiklenen NF-kB aktivasyonu

uzerine etkisi

» QNZ EVP4593+gemsitabin ile tedavi edilmis hiicreler, sadece gemsitabin ile tedavi
edilmis hiicreler ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamliligi (**p<0.01)
ifade etmektedir (p=0.002).

» OT-404+gemsitabin ile tedavi edilmis hiicreler, sadece gemsitabin ile tedavi edilmis
hiicreler ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamliligi (*p<0.05) ifade
etmektedir (p=0.034).

» Gemsitabin ile tedavi edilmis hiicreler, kontrol ile karsilastirildiginda, istatistiksel
olarak anlamlilig1 (*p<0.05) ifade etmektedir (p=0.023).

» Degerler ortalama standart hata + SE olarak ifade edilmektedir.

4.1.1.12. XT199’un (integrin avp3 antagonisti) HeL.a hlicrelerinde gemsitabin ile
indiklenen NF-kB aktivasyonunu down-regule etmesi ve bu etkinin QNZ
EVP4593 ile karsilastirilmasi

HeLa hicreleri, XT199 (1 uM ve 3 uM) ile 3 saatlik 6n tedavi uygulanmasinin ardindan

gemsitabin (10 uM) ile 24 saat boyunca uyarildi. Hela hicrelerinde 10 uM gemsitabin ile

indlklenen NF-«B aktivasyonu, 1 pM XT199 ve QNZ EVP4593 ile sirasiyla %27,7 ve

%?24,5 oraninda inhibe edildi (Sekil 4.16), buna ek olarak 3 M XT199 ve QNZ EVVP4593

ile sirasiyla %34,9 ve %46,9 oraninda inhibe edildi (Sekil 4.17).
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QNZ + XT199 +
Gemsitabin Gemsitabin

Sekil 4.16. XT199’un (1 pM) HeLa hucrelerinde gemsitabin ile indiiklenen NF-xB

aktivasyonu (zerine etkisi

» XT199+gemsitabin ve QNZ EVP4593+gemsitabin ile tedavi edilmis hiicreler, sadece
gemsitabin ile tedavi edilmis hiicreler ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak
anlamlilig1 (*p<0.05, **p<0.01) ifade etmektedir (sirastyla p=0.043, p=0.006).

» Gemsitabin ile tedavi edilmis hiicreler, kontrol ile karsilastirildiginda, istatistiksel
olarak anlamlilig1 (*p<0.05) ifade etmektedir (p=0.023). Degerler ortalama standart
hata + SE olarak ifade edilmektedir.
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Tedavi gruplan

QNZ + XT199 +
Gemsitabin Gemsitabin

Sekil 4.17. XT199’un (3 uM) HeLa hucrelerinde gemsitabin ile indiklenen NF-xB

aktivasyonu Uzerine etkisi

» XT199+gemsitabin ve QNZ EVP4593+gemsitabin ile tedavi edilmis hiicreler, sadece
gemsitabin ile tedavi edilmis hiicreler ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak
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anlamlilig1 (**p<0.01) ifade etmektedir (sirasiyla p=0.007, p=0.002).
» Gemsitabin ile tedavi edilmis hiicreler, kontrol ile karsilastirildiginda, istatistiksel

olarak anlamlilig1 (*p<0.05) ifade etmektedir (p=0.023).
» Degerler ortalama standart hata + SE olarak ifade edilmektedir.

4.1.1.13. DAT’n (integrin avp3 antagonisti) HeLa hticrelerinde gemsitabin ile
indiiklenen NF-kB aktivasyonunu down-regule etmesi ve bu etkinin QNZ
EVP4593 ile karsilastirilmasi

HeLa hicreleri, DAT (1 uM ve 3 uM) ile 3 saatlik 6n tedavi uygulanmasinin ardindan

gemsitabin (10 uM) ile 24 saat boyunca uyarildi. Hela hiicrelerinde 10 uM gemsitabin ile

indlklenen NF-kB aktivasyonu, 1 uM DAT ve QNZ EVP4593 ile sirastyla %30,1 ve

%?24,5 oraninda inhibe edildi (Sekil 4.18), buna ek olarak 3 uM DAT ve QNZ EVP4593

ile sirastyla %36,9 ve %46,9 oraninda inhibe edildi (Sekil 4.19).
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Kontrol QNZ 1pM DAT1puM Gemsitabin QNZ + DAT +
10uM Gemsitabin Gemsitabin
Tedavi gruplan

Sekil 4.18. DAT’in (1 uM) HeLa hiicrelerinde gemsitabin ile indiklenen NF-xB

aktivasyonu Uzerine etkisi

» DAT+gemsitabin ve QNZ EVP4593+gemsitabin ile tedavi edilmis hiicreler, sadece
gemsitabin ile tedavi edilmis hiicreler ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak
anlamliligr (*p<0.05, **p<0.01) ifade etmektedir (sirasiyla p=0.035, p=0.006).

» Gemsitabin ile tedavi edilmis hiicreler, kontrol ile karsilastirildiginda, istatistiksel
olarak anlamlilig1 (*p<0.05) ifade etmektedir (p=0.023).

» Degerler ortalama standart hata + SE olarak ifade edilmektedir.
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Tedavi gruplan

Sekil 4.19. DAT’mn (3 uM) HeLa hiicrelerinde gemsitabin ile indiklenen NF-xB

aktivasyonu tzerine etkisi

» DAT+gemsitabin ve QNZ EVP4593+gemsitabin ile tedavi edilmis hiicreler, sadece
gemsitabin ile tedavi edilmis hiicreler ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak
anlamlilig1 (*p<0.05, **p<0.01) ifade etmektedir (sirasiyla p=0.023, p=0.002).

» Gemsitabin ile tedavi edilmis hiicreler, kontrol ile karsilastirildiginda, istatistiksel
olarak anlamlilig1 (*p<0.05) ifade etmektedir (p=0.023).

» Degerler ortalama standart hata + SE olarak ifade edilmektedir.

4.1.1.14. NDAT’1n (integrin avp3 antagonisti) HeLa hiicrelerinde gemsitabin ile
indiiklenen NF-kB aktivasyonunu down-regule etmesi ve bu etkinin QNZ
EVP4593 ile karsilastirilmasi

HeLa hicreleri, NDAT (1 uM) ile 3 saat 6n tedavi uygulanmasinin ardindan gemsitabin

(10 uM) ile 24 saat boyunca uyarildi. Sekil 4.20°de gosterildigi gibi, 10 uM gemsitabin

ile induklenen NF-xB aktivasyonu, 1 yM QNZ EVP4593 ve NDAT ile sirastyla %24,5

ve %41,9 oraninda inhibe edildi.
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Tedavigruplan

Sekil 4.20. NDAT’1n HeLa hiicrelerinde gemsitabin ile indlklenen NF-xB aktivasyonu

uzerine etkisi

» NDAT+gemsitabin ve QNZ EVP4593+gemsitabin ile tedavi edilmis hiicreler, sadece
gemsitabin ile tedavi edilmis hiicreler ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak
anlamlilig1 (**p<0.01) ifade etmektedir (sirasiyla p=0.006, p=0.006).

» Gemsitabin ile tedavi edilmis hiicreler, kontrol ile karsilastirildiginda, istatistiksel
olarak anlamlilig1 (*p<0.05) ifade etmektedir (p=0.023).

» Degerler ortalama standart hata + SE olarak ifade edilmektedir.

4.1.1.15. LPS’in, THP1 hicrelerinde konsantrasyona- ve zamana- bagimh olarak
NF-kB aktivasyonunu induklemesi
HeLa hticrelerinde test edilen tiim test bilesiklerinin (EGCG, OT-404, DAT, NDAT,
XT199 ve QNZ EVP4593) bu tip kanser hiicre hattinda kemoterap6tik ilaglar (sisplatin
ve/veya gemsitabin) ile indiklenen NF-xB aktivasyonunu etkili bir sekilde down-regle
ettigi belirlendi ve test bilesiklerinin monositik 16semi hiicre hattinda da benzer etkilerinin
olup olmadig: arastirildi. Bu nedenle, ¢alismada laboratuvarimizda var olan NF-«xB ile
stabil olarak transfekte edilmis diger bir kanser hiicre hatti1 olan THP1 monositik 16semi
hiicre hatt1 in vitro model olarak kullanildi.
Pro-inflamatuvar sitokinlerin ve diger ¢oziiniir faktorlerin salimi dahil ¢esitli
inflamatuvar reaksiyonlar1 tetikleyebilen Gram-negatif bakterilerin dis membraninin
onemli yapisal bilesenlerinden olan lipopolisakkarit (LPS), THP1 hiicrelerinde NF-xB

genlerin ekspresyonunu up-reglle etmesi amaciyla kullanildu.
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NF-kB promoter elemanlariin kontrolii altinda lusiferaz geni ile stabil olarak transfekte
edilen THP1 hcreleri, LPS’in artan konsantrasyonlar1 (100 pg/ml, 1 ng/ml, 10 ng/ml,
100 ng/ml ve 1 pg/ml) ile 1, 3, 6 ve 24 saat boyunca uyarildi. NF-xB promoter
aktivasyonu, lusiferaz aktivitesinin belirlenmesi ile degerlendirildi. Tedavi gruplarinin
RLU degerlerinin, kontrol grubu RLU degerlerine gore kat artisi hesaplandi. THP1
hicrelerinde NF-xB aktivasyonunu indikleyen LPS’in uygun tedavi siresi ve
konsantrasyonu belirlendi. 1 pg/ml LPS konsantrasyonunun NF-kB aktivasyonunu 3

saatin sonunda kontrole gore 5 kat arttirdigi gozlendi (Sekil 4.21).
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Tedavi siiresi (saat)

Sekil 4.21. LPS konsantrasyonlarinin ve tedavi siirelerinin THP1 hicrelerinde NF-xB
aktivasyonu Uzerine etkileri
» LPS’in farkli konsantrasyonlari ile farkli siirelerde tedavi edilmis hiicreler, kontrol

hiicreleri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamliligi (*p<0.05, **p<0.01)
ifade etmektedir.
» Degerler ortalama standart hata + SE olarak ifade edilmektedir.
4.1.1.16. QNZ EVP4593’ln, NF-kB inhibitért, THP1 hicrelerinde LPS ile
indiiklenen NF-kB aktivasyonunu down-regule etmesi
THP1 hucreleri, QNZ EVP4593 (1 uM ve 3 uM) ile 3 saatlik 6n tedavi uygulanmasinin
ardindan LPS (1 pg/ml) ile 3 saat boyunca uyarildi. 1 pg/ml LPS tarafindan indiiklenen
NF-kB aktivasyonu, QNZ EVP4593 1 uM ve 3 uM konsantrasyonlart ile sirasiyla %41,5

ve %54 oraninda inhibe edildi (Sekil 4.22).
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Kontrol QNZ1pM QNZ3puM LPS1pg/ml QNZ1pM+ QNZ3uM+
LPS
Tedavi gruplan LPS

Sekil 4.22. QNZ EVP4593’Gn THP1 hucrelerinde LPS ile indiklenen NF-xB

aktivasyonu (zerine etkisi

» QNZ EVP4593 (1 uM ve 3 uM)+LPS ile tedavi edilmis hiicreler, sadece LPS ile
tedavi edilmis hiicreler ile karsilagtirildiginda, istatistiksel olarak anlamlilig
(*p<0.05) ifade etmektedir (sirastyla p=0.017 ve p=0.012).

» LPS ile tedavi edilmis hiicreler, kontrol ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak
anlamliligr (**p<0.01) ifade etmektedir (p=0.003).

» Degerler ortalama standart hata + SE olarak ifade edilmektedir.

4.1.1.17. EGCG’nin (antioksidan), THP1 hucrelerinde LPS ile indiiklenen NF-xB
aktivasyonunu down-regule etmesi ve bu etkinin QNZ EVP4593 ile
karsilastirilmasi

THP1 hucreleri, EGCG (10 uM) ile 3 saat 6n tedavi uygulanmasinin ardindan LPS (1

ug/ml) ile 3 saat boyunca uyarildi. Sekil 4.23’de gosterildigi gibi, 1 pg/ml LPS ile

indiklenen NF-xB aktivasyonu, 3 WM QNZ EVP4593 ve 10 uM EGCG ile sirastyla %54

ve %45,6 oraninda inhibe edildi.

160



w 25000 ok [ " - 1
+| f 1 I'—]
5 I
& 20000
E
= 15000
£ =
8 "
£ 10000
:3
=
& 5000
[T} = - =
o

0

Kontrol QNZ3pM EGCG10puM LPS1pg/ml QNZ +LPS EGCG+LPS
Tedavi gruplan

Sekil 4.23. EGCG’nin THP1 hucrelerinde LPS ile indiklenen NF-kB aktivasyonu

Uzerine etkisi

» EGCG+LPS ve QNZ EVP4593+LPS ile tedavi edilmis hiicreler, sadece LPS ile
tedavi edilmis hiicreler ile karsilagtirildiginda, istatistiksel olarak anlamlilig
(*p<0.05) ifade etmektedir (sirastyla p=0.018, p=0.012).

» LPS ile tedavi edilmis hiicreler, kontrol ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak
anlamliligr (**p<0.01) ifade etmektedir (p=0.003).

» Degerler ortalama standart hata + SE olarak ifade edilmektedir.

4.1.1.18. OT-404’Un (NF-kB/ROS inhibitéri) THP1 hicrelerinde LPS ile
indiiklenen NF-kB aktivasyonunu down-regule etmesi ve ve bu etkinin QNZ
EVP4593 ile karsilastirilmasi

THP1 hucreleri, OT-404 (3 uM) ile 3 saat 6n tedavi uygulanmasinin ardindan LPS (1

ug/ml) ile 3 saat boyunca uyarildi. Sekil 4.24’de gosterildigi gibi, 1 pug/ml LPS ile

indiklenen NF-kB aktivasyonu, 3 pM QNZ EVP4593 ve OT-404 ile sirasiyla %54 ve

%¢48,7 oraninda inhibe edildi.
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Kontrol QNZ3uM OT4043puM LPS1pg/ml  QNZ +LPS OT404 +LPS
Tedavi gruplan

Sekil 4.24. OT-404’Gn THP1 hicrelerinde LPS ile indiklenen NF-kB aktivasyonu

uzerine etkisi

» OT-404+LPS ve QNZ EVP4593+LPS ile tedavi edilmis hiicreler, sadece LPS ile
tedavi edilmis hiicreler ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamlilig

(*p<0.05) ifade etmektedir (sirastyla p=0.015, p=0.012).
» LPS ile tedavi edilmis hiicreler, kontrol ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak

anlamlilig1 (**p<0.01) ifade etmektedir (p=0.003).
» Degerler ortalama standart hata + SE olarak ifade edilmektedir.

4.1.1.19. XT199’un (integrin avp3 antagonisti) THP1 hiicrelerinde LPS ile
indiiklenen NF-kB aktivasyonunu down-regule etmesi ve ve bu etkinin QNZ
EVP4593 ile karsilastirilmasi

THP1 hiicreleri, XT199 (1 uM ve 3 uM) ile 3 saatlik 6n tedavi uygulanmasinin ardindan

LPS (1 pg/ml) ile 3 saat boyunca uyarildi. THP1 hiicrelerinde 1 ug/ml LPS ile induklenen

NF-kB aktivasyonu, 1 uM XT199 ve QNZ EVP4593 ile sirasiyla %15,9 ve %41,5

oraninda inhibe edildi (Sekil 4.25), buna ek olarak 3 uM XT199 ve QNZ EVP4593 ile

sirastyla %28,3 ve %54 oraninda inhibe edildi (Sekil 4.26).
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Kontrol QNZ1pM XT1991uM LPS1pg/ml  QNZ+LPS yT199 +LPS
Tedavigruplan

Sekil 4.25. XT199’un (1 uM) THP1 hiicrelerinde LPS ile indiiklenen NF-«kB aktivasyonu

Uzerine etkisi
» QNZ EVP4593+LPS ile tedavi edilmis hiicreler, sadece LPS ile tedavi edilmis

hiicreler ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamliligt  (*p<0.05)

ifadeetmektedir (p=0.017)
» LPS ile tedavi edilmis hiicreler, kontrol ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak

anlamlilig1 (**p<0.01) ifade etmektedir (p=0.003).
» Degerler ortalama standart hata + SE olarak ifade edilmektedir.
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Kontrol QNZ3uM XT1993uM LPS1pg/ml  QNZ+LPS y1199 +LPS
Tedavigruplar

Sekil 4.26. XT199’un (3 uM) THP1 hiicrelerinde LPS ile indiiklenen NF-«B aktivasyonu
Uzerine etkisi
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» XT199+LPS ve QNZ EVP4593+LPS ile tedavi edilmis hiicreler, sadece LPS ile
tedavi edilmis hiicreler ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamliligt
(*p<0.05) ifade etmektedir (sirasiyla p=0.039, p=0.012).

» LPS ile tedavi edilmis hiicreler, kontrol ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak
anlamliligr (**p<0.01) ifade etmektedir (p=0.003).

» Degerler ortalama standart hata + SE olarak ifade edilmektedir.

4.1.1.20. DAT 1n (integrin avf3 antagonisti) THP1 hiicrelerinde LPS ile
indiiklenen NF-kB aktivasyonunu down-regule etmesi ve ve bu etkinin QNZ
EVP4593 ile karsilastirilmasi

THP1 hiicreleri, DAT (1 uM ve 3 uM) ile 3 saatlik 6n tedavi uygulanmasinin ardindan

LPS (1 pg/ml) ile 3 saat boyunca uyarildi. THP1 hiicrelerinde 1 pg/ml LPS ile induklenen

NF-kB aktivasyonu, 1 pM DAT ve QNZ EVP4593 ile sirastyla %17 ve %41,5 oraninda

inhibe edildi (Sekil 4.27), buna ek olarak 3 uM DAT ve QNZ EVP4593 ile sirasiyla

%30,6 ve %54 oraninda inhibe edildi (Sekil 4.28).
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Kontrol QNZ 1puM DAT1puM LPS1pg/ml QNZ +LPS DAT + LPS

Tedavi gruplan

Sekil 4.27. DAT’in (1 uM) THP1 hiicrelerinde LPS ile indiklenen NF-kB aktivasyonu

uzerine etkisi

» DATHLPS ve QNZ EVP4593+LPS ile tedavi edilmis hiicreler, sadece LPS ile tedavi
edilmis hiicreler ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamliligi (*p<0.05) ifade
etmektedir (sirasiyla p=0.019, p=0.017).

» LPS ile tedavi edilmis hiicreler, kontrol ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak

anlamliligr (**p<0.01) ifade etmektedir (p=0.003).
» Degerler ortalama standart hata + SE olarak ifade edilmektedir.
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Kontrol QNZ3pM  DAT3pM LPS1pg/ml QNZ +LPS  DAT+LPS
Tedavi gruplan

Sekil 4.28. DAT’in (3 uM) THP1 hiicrelerinde LPS ile indiklenen NF-kB aktivasyonu

Uzerine etkisi
» DAT+LPS ve QNZ EVP4593+LPS ile tedavi edilmis hiicreler, sadece LPS ile tedavi

edilmis hiicreler ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamliligi (*p<0.05) ifade
etmektedir (sirasiyla p= 0.031, p=0.012).
» LPS ile tedavi edilmis hiicreler, kontrol ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak

anlamliligr (**p<0.01) ifade etmektedir (p=0.003).
» Degerler ortalama standart hata + SE olarak ifade edilmektedir.

4.1.1.21. NDAT’1n (integrin avp3 antagonisti) THP1 hicrelerinde LPS ile
indiiklenen NF-kB aktivasyonunu down-regule etmesi

THP1 hdcreleri, NDAT (1 uM) ile 3 saat 6n tedavi uygulanmasinin ardindan LPS (1

ug/ml) ile 3 saat boyunca uyarildi. Sekil 4.29°de gosterildigi gibi, 1 pug/ml LPS ile

indiklenen NF-xB aktivasyonu, 1 UM QNZ EVP4593 ve NDAT ile sirasiyla %41,5 ve

%350,6 oraninda inhibe edildi.
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Kontrol QNZ1pM NDAT1pM LPS1pg/ml QNZ+LPS NDAT +LPS
Tedavi gruplan

Sekil 4.29. NDAT’in THP1 hiicrelerinde LPS ile indiklenen NF-«kB aktivasyonu tizerine

etkisi
» NDAT+LPS ve QNZ EVP4593+LPS ile tedavi edilmis hiicreler, sadece gemsitabin
ile tedavi edilmis hiicreler ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamliligi

(*p<0.05) ifade etmektedir (sirastyla p=0.034, p=0.017).
» LPS ile tedavi edilmis hiicreler, kontrol ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak

anlamliligr (**p<0.01) ifade etmektedir (p=0.003).
» Degerler ortalama standart hata + SE olarak ifade edilmektedir.

4.1.1.22. Hidrojen peroksitin (H202), THP1 hiicrelerinde konsantrasyona-bagimh
olarak NF-kB aktivasyonunu indiklemesi

Yukaridaki g¢alismalarda, EGCG (antioksidan) ve OT-404 (NF-xB/ROS inhibitoru)

bilesiklerinin, THP1 hiicrelerinde LPS ile indliklenen NF-«xB aktivasyonunu down-regtile

edici etkileri gosterildi.

Kanser kemoterapisi sirasinda reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) hiicre i¢i sinyal yolaginda

NF-kB aktivasyonunu artirdigi bilinmektedir. Dolayisiyla, hidrojen peroksit (H20z) ile

indiiklenen oksidatif strese karst1 EGCG ve OT-404 test bilesiklerinin potansiyel

antioksidan aktivitelerinin, kemoterapinin-indiikledigi periferik noropatide (CIPN)

6nemli rolt olan NF-«xB aktivasyonu izerine etkileri arastirildi.

NF-kB promoter elemanlariin kontrolii altinda lusiferaz geni ile stabil olarak transfekte

edilen THP1 hiicreleri, H2O2’nin artan konsantrasyonlart (50 uM, 100 uM, 250 uM, 500

UM, 1 mM ve 2 mM) ile 24 saat boyunca uyarildi. NF-kB promoter aktivasyonu, lusiferaz

aktivitesinin belirlenmesi ile degerlendirildi. Tedavi gruplarmin RLU degerlerinin,
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kontrol grubu RLU degerlerine gore kat artisi hesaplandi. THP1 hiicrelerinde NF-xB
aktivasyonunu indikleyen H2O2’nin uygun konsantrasyonu belirlendi. 500 uM H202’nin
NF-kB aktivasyonunu 24 saatin sonunda kontrole gore ~3-kat arttirdigir gozlendi (Sekil
4.30).

=
o
]

*%

Kat artisi
O KB N W A U1 O N 00 W

Relatif Liiminesans Birimi (RLU) +SE

Kontrol 50 um 100 uM 250 uM 500 um 1mM 2mM

H,0, konsantrasyonu

Sekil 4.30. Hidrojen peroksit (H202) konsantrasyonlarinin THP1 hiicrelerinde NF-xB

aktivasyonu tzerine etkileri

» H20’in farkli konsantrasyonlari ile tedavi edilmis hiicreler, kontrol hiicreleri ile
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamliligt (*p<0.05, **p<0.01) ifade
etmektedir.

» Degerler ortalama standart hata + SE olarak ifade edilmektedir.

4.1.1.23. EGCG’nin (antioksidan) THP1 htcrelerinde H20: ile indtklenen NF-kB

aktivasyonunu down-regule etmesi
THP1 hiicreleri, EGCG (10 uM) ile 3 saat 6n tedavi uygulanmasinin ardindan H>O2 500
uM ile 24 saat boyunca uyarildi. EGCG ile 6n tedavinin, THP1 hicrelerinde H20: ile

indiklenen NF-kB aktivasyonunu %?24,3 oraninda inhibe ettigi gozlendi (Sekil 4.31).
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Kontrol EGCG 10 pM H,0, 500 pM EGCG + H,0,

Tedavi gruplan

Sekil 4.31. EGCG’nin THP1 hiicrelerinde H20: ile indiiklenen NF-kB aktivasyonu

uzerine etkisi

» EGCG+H20: ile tedavi edilmis hiicreler, sadece H20 ile tedavi edilmis hiicreler ile
karsilagtirildiginda, istatistiksel olarak anlamliligi (*p<0.05) ifade etmektedir
(p=0.043).

» H20: ile tedavi edilmis hiicreler, kontrol ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak

anlamlilig1 (*p<0.05) ifade etmektedir (p=0.010).
» Degerler ortalama standart hata + SE olarak ifade edilmektedir.

4.1.1.24. OT-404’0n (NF-kB/ROS inhibitort) THP1 hicrelerinde H202 ile
indiiklenen NF-kB aktivasyonunu down-regule etmesi

THP1 hiicreleri, OT-404 (3 uM) ile 3 saat 6n tedavi uygulanmasinin ardindan H2O, (500

uM) ile 24 saat boyunca uyarildi. OT-404 ile 6n tedavinin, THP1 hiicrelerinde H20: ile

indliklenen NF-kB aktivasyonunu %26,5 oraninda inhibe ettigi gozlendi (Sekil 4.32).
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Kontrol 0T-404 3 uM H,0, 500 uM OT-404 + H,0,
Tedavi gruplari

Sekil 4.32. OT-404’Un THP1 hicrelerinde H20: ile induklenen NF-kB aktivasyonu

uzerine etkisi

» OT-404+H20: ile tedavi edilmis hiicreler, sadece H2Oz ile tedavi edilmis hiicreler ile
karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamlihigi (*p<0.05) ifade etmektedir
(p=0.013).

» H20:- ile tedavi edilmis hiicreler, kontrol ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak

anlamlilig1 (*p<0.05) ifade etmektedir (p=0.010).
» Degerler ortalama standart hata + SE olarak ifade edilmektedir.

Test bilesiklerinin, HeLa hiicrelerinde sisplatin ve/veya gemsitabin tarafindan indiiklenen
NF-kB aktivasyonu uzerine etkileri 6zet olarak Cizelge 4.1’de, THP1 hicrelerinde LPS
vel/veya H:0: tarafindan indiiklenen NF-kB aktivasyonu Uzerine etkileri Gzet olarak

Cizelge 4.2’de gosterildi.
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Cizelge 4.1. Test bilesiklerinin, HelLa hiicrelerinde sisplatin ve/veya gemsitabin
tarafindan indiklenen NF-kB aktivasyonu Uzerine etkileri

HeLa

hiicreleri

Sisplatin ve/veya gemsitabin ile kombine test bilegikleri

NF-xB
aktivasyonunu
indiiklemek DAT NDAT XT199 0T404 | EGCG QNZ
i¢in kullanilan 1 uM-3 uM 1uM 1 uM-3 uM IuM 10 uM EVP4593
ajanlar 1 uM-3 uM
S;i]p La;;n down-regiile edildi
%27-%45,6 %66,8 %25,4-%40,6 %41,2 %58,5 %42,4-%66,8
Gemaltabin down-regiile edildi
10 pM
%30,1-%36,9 %41,9 %27,7-%34,9 %37,7 %35,7 %24,5-%46,9

Ozetle, HeLa hiicrelerinde kemoterap6tik ajanlar (sisplatin ve/veya gemsitabin)

tarafindan induklenen NF-kB aktivasyonundaki artis, test edilen tiim bilesikler tarafindan

etkili bir sekilde down-regle edildi.

Cizelge 4.2. Test bilesiklerinin, THP1 hiicrelerinde LPS ve/veya H»0: tarafindan

indiklenen NF-kB aktivasyonu Uzerine etkileri

THP1

hiicreleri

NF-«B LPS ve/veya H:0: ile kombine test bilesikleri
aktivasyonunu
indiiklemek igin DAT NDAT | XT199 | OT404 | EGCG QNZ
kullanilan
ajanlar 1 puM-3 uM 1pyM | 1pyM-3pM | 3puM | 10 uM EVP4593
1 pM-3 pM
LPS
1 pg/ml down-regiile edildi
%17-%30,6 %50,6 | %15,9-%28,3 | %48,7 | %456 | %41,5-%54
H20:2 down-regiile
500puM edildi
%26,5 | %24,3

Ozetle, THP1 hiicrelerinde LPS tarafindan indiiklenen NF-kB aktivasyonundaki artis, test

edilen tim bilesikler tarafindan etkili bir sekilde down-regiile edildi. Ayrica, THP1

hicrelerinde H2O: tarafindan indiiklenen NF-xB aktivasyonundaki artig, antioksidan

bilesik olarak test edilen EGCG ve OT-404 tarafindan etkili bir sekilde down-regile

edildi.
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4.2. In vivo Bulgular

4.2.1. Test bilesiklerinin ortotopik pankreatik timor buytdmesine, timor
biyolliminesans sinyal yogunluguna ve tiimor hiicre 6liimiine etkileri

4.2.1.1. Sisplatinin anti-tiimor etKisi iizerine NDAT’1n katkis1

Lusiferaz geni eksprese eden SUIT2-luc kanser hiicrelerinden gelisen ortotopik

pankreatik timorler, NDAT (3 mg/kg viicut agirligi, subkutan, ginlik), sisplatin (1

mg/kg viicut agirligi, intraperitoneal, ginlik) ve NDAT+sisplatin ile 21 gin boyunca

tedavi edildi.

Kontrol grubu timorlerinde, zamanla timor agirhiginda artis ile birlikte timor
biyoliiminesans sinyal yogunlugundaki artis, farelerin kapali ve agik-kavite tumor
biyoliminesans goruntisi (sirasiyla Sekil 4.33a, b) veya farelerden ¢ikartilan tiimorlerin

ex vivo biyoliminesans gorintisi (Sekil 4.33c) ile gosterildi.

Kontrol grubunda tiimér sinyal yogunlugu 10,7+3,9 iken, sisplatin ile tedavi edilen
grubun tiimor sinyal yogunlugunun 13,0+2,9 olmasi dikkat ¢ekici bir durumdur (Cizelge
4.3). Bu durum SUIT2-luc ortotopik timérlerin buylmesinde sisplatinin etkisinin
olmadiginin bir gostergesidir ve SUIT2-luc hiicrelerinin sisplatin tedavisine dire¢
gosterme yetenegi ile agiklanabilir. Sisplatin tedavi grubu, kontrol grubu ile

karsilastirildiginda tiimdr agirhiginin %37,4 oraninda diistiigii gézlendi.

NDAT+sisplatin tedavi grubu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda tiimoér sinyal
yogunlugunda %60,2 ve timor agirhiginda %68.,9 oraninda azalma goézlendi. NDAT
tedavi grubu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda tiimor agirliginda %51,3 ve tumor

sinyal yogunlugunda %27 oraninda azalma gozlendi.

NDAT+sisplatin tedavisinin, timor kiictilme egiliminin artmasi (Sekil 4.34d) ve buna ek
olarak in vivo gorintileme sistemi (IVIS, In vivo Imaging System) ile dl¢llen timor
hiicresi canliliginin azalmasindaki egilimi (Sekil 4.34¢), tek basina NDAT ve sisplatin
tedavilerine kiyasla NDAT+sisplatin kombinasyon tedavisinin avantajli egilimini ortaya
koymaktadir. NDAT+sisplatin tedavi grubu, sisplatin tedavi grubu ile karsilastirildiginda
timor sinyal yogunlugunda %67,3 ve tiimor agirhiginda %50,4 oraninda azalma gozlendi.
Bu nedenle, NDAT"n insan pankreas kanseri hucrelerinin sisplatine duyarliligimi
arttirdigi belirlendi (Sekil 4.34).
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Cizelge 4.3. NDAT, sisplatin ve NDAT+sisplatin kombinasyon tedavilerinin, immn-
yetersiz disi NCr-Foxnl nude homozigot farelerde, ortotopik pankreas tiimor agirligi ve
tiimor sinyal yogunlugu tizerine etkileri

SUIT2-luc tiimor ortalama degerleri
Luminesans sinyal
yogunlugu (x107
foton/saniye) + SE

Tedavi dozu (mg/kg) Timor agirligi (g) + SE

Kontrol (PBS) 0,47+0,18 10,7+3,9

Sisplatin (1mg/Kkg, i.p., gunluk) 0,30+0,08 13,0+2,9

NDAT (3mg/kg, s.c., ginlik) 0,23+0,02 7,8+2,1

NDAT+sisplatin (gunluk) 0,15+0,02 4,3+1,7
A B C

Ortotoplk pankreas timrll farelerin Ortotopik pankreas tiimirli farelerin (ikartilmig ortotopik pankreas

[iminesans gorintileri aglk-kavite [iminesans goriintileri

Slsplatin
(1 mg/kg)

NDAT + Sisplatin

Sekil 4.33. NDAT, sisplatin ve NDAT+sisplatin tedavilerinin, ortotopik pankreas timaor
liminesans goruntuleri tzerine etkileri
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a) Ortotopik SUIT2-luc pankreas timorlerinin biyolliminesans yogunlugunun IVIS
gorinttleme sistemi ile gortntilenmesi ve timorlerde kanser hiicresi canliliginin tespiti.
IVIS goruntdleri, dikey liiminesans renk barindaki (sag kenarda) canli olmayan mavi bar
ile tamamen canli olan kirmizi bar arasinda degigsmektedir b) Otopsi sirasinda farelerin
acik-kavite biyolliminesans gorintuleri, in vivo tumdér buyumesi Gzerine NDAT, sisplatin
ve NDAT+sisplatin tedavisinin etkisini gosterir ¢) Kontrol grubu, NDAT, sisplatin ve

NDAT+sisplatin tedavi gruplarindan c¢ikartilmis ortotopik pankreas tiimorlerinin
biyolliminesans gorunttleri

D =0
3 25
¥
[
% 4120
T
£
g5
g2
gg o [
c X
=§ 5 ]:
—
0
Kontrol Sisplatin1 mg/kg NDAT 3 mg/kg  NDAT + Sisplatin
Tedavi gruplan
E 0,7
0,6
@
X o5
2
£ o4
®
s 03
£ .
= 02
I
0,1
0,0
Kontrol Sisplatin1 mg/kg NDAT 3 mg/kg  NDAT + Sisplatin
Tedavi gruplan

Sekil 4.34. NDAT, sisplatin ve NDAT+sisplatin tedavilerinin, ortotopik pankreas timaor
agirhigr ve tiimor sinyal yogunlugu tizerine etkileri

d)Ortotopik pankreas tiimorlerinin biyoliiminesans sinyal yogunlugu grafigi. NDAT ve
NDAT+sisplatin tedavi gruplarinda SUIT2-luc hiicrelerinin sinyal yogunlugunda, kontrol
ve sisplatin gruplarina kiyasla azalma goriildii €) Timor agirliklarinin 6lgtim grafigi.
NDAT, sisplatin ve NDAT+sisplatin tedavi gruplarinda timér agirliginda, kontrol
grubuna kiyasla azalma gozlendi. Sonuglar ortalama + SE olarak ifade edildi.
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4.2.1.2. Sisplatinin anti-tiimor etkisi iizerine XT199’un katkisi

Lusiferaz geni eksprese eden SUIT2-luc kanser hiicrelerinden gelisen ortotopik
pankreatik timorler, XT199 (3 mg/kg viicut agirhigi, subkutan, gunlik), sisplatin (1
mg/kg viicut agirligi, intraperitoneal, gunluk) ve XT199+sisplatin ile 21 gin boyunca
tedavi edildi.

Kontrol grubu timorlerinde, zamanla timor agirhiginda artis ile birlikte timor
biyoliiminesans sinyal yogunlugundaki artis, farelerin kapali ve agik-kavite tUmor
biyolliminesans goruntisi (sirasiyla Sekil 4.35a, b) veya farelerden gikartilan tiimorlerin

ex vivo biyoluminesans gorintisi (Sekil 4.35c) ile gosterildi.

Kontrol grubunda tiimor sinyal yogunlugu 10,7+3,9 iken, sisplatin ile tedavi edilen
grubun tiimor sinyal yogunlugunun 13,0+2.,9 olmasi dikkat ¢ekici bir durumdur (Cizelge
4.4), bu durum SUIT2-luc ortotopik tlmorlerin biylmesinde sisplatin etkisinin

yoklugunun bir gostergesidir.

XT199+sisplatin tedavi grubu, kontrol grubu ile karsilagtirildiginda tiimor sinyal
yogunlugunda %58,3 (Sekil 4.36d) ve timor agirhiginda %73 (Sekil 4.36e) oraninda
azalma gozlendi. XT199 tedavi grubu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda tumér sinyal

yogunlugunun %8,1 ve tiimor agirliginin %37 oraninda diistiigli gdzlendi.

XT199+sisplatin tedavisi ile timor kiiglilmesinin artis1 (Sekil 4.36e) ve buna ek olarak
IVIS ile dlcilen timor hicresi canliliginin azalmasi (Sekil 4.36d), tek basima XT199 ve
sisplatin tedavilerine kiyasla XT199+sisplatin kombinasyon tedavisinin avantajini ortaya
koymaktadir. XT199+sisplatin tedavi grubu, sisplatin tedavi grubu ile karsilastirildiginda
timor sinyal yogunlugunda %65,6 ve timor agirliginda %57 oraninda azalma gozlendi.
Bu nedenle, XT199’un insan pankreas kanseri hiicrelerinin sisplatine kars1 duyarliligini
arttirdig1 belirlendi (Sekil 4.36).
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Cizelge 4.4. XT199, sisplatin ve XT199+sisplatin kombinasyon tedavilerinin, immun-
yetersiz disi NCr-Foxnl nude homozigot farelerde, ortotopik pankreas tiimor agirligi ve
tiimor sinyal yogunlugu tizerine etkileri

SUIT2-luc tiimor ortalama degerleri
Liminesans sinyal
yogunlugu (x107

Tedavi dozu (mg/kg)

Timor agirh (g) + SE foton/saniye) + SE
Kontrol (PBS) 0,47+0,18 10,7+3,9
Sisplatin (1 mg/kg, i.p., ginlik) 0,30+0,08 13,0+2,9
XT199 (3 mg/kg, s.c., gunluk) 0,30+0,05 9,9+3,9
XT199+sisplatin (gunluk) 0,13+0,02 4,5+1,0
A B C
Ortotopik pankreas timorlii farelerin Ortatoplk pankreas tiimérl farelerin Gikartilmig ortotopik pankreas timdrlerinin
. liiminesans gdriintiileri apk-kavite llimInesans gorlintller liminesans gériintileri

Tedavigruplan

Kontrol

Slsplatin

(1 mg/kg)

AT199

(3mg/ke)
XAT199 + Sisplatin

Sekil 4.35. XT199, sisplatin ve XT199+sisplatin tedavilerinin, ortotopik pankreas timaor
liminesans goruntuleri tzerine etkileri
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a) Ortotopik SUIT2-luc pankreas tiimorlerinin biyoliiminesans yogunlugunun IVIS
goriintiileme sistemi ile goriintiilenmesi ve tiimdrlerde kanser hiicresi canliliginin tespiti.
IVIS goriintiileri, canliligi tespit eden dikey liiminesans renk barinda (sag kenarda), canl
olmayan-mavi bar ile tamamen canli olan-kirmizi bar arasinda degismektedir b) Otopsi
sirasinda farelerin agik-kavite biyolliminesans goruntileri, in vivo tumér blylmesi
Uzerine XT199, sisplatin ve XT199+sisplatin tedavisinin etkisini gosterir ¢) Kontrol
grubu, XT199, sisplatin ve XT199+sisplatin tedavi gruplarindan ¢ikartilmis ortotopik
pankreas timadrlerinin biyoltiminesans gorintileri
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B 25
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@
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E
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Kontrol Sisplatin1 mg/kg  xT1993 mg/kg XT199 + Sisplatin
Tedavi gruplan
E 0,7
0,6
w
vy
= 05
3 ¢l
8D
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L
8 03 I
i3
T 02
01 I
0
Kontrol Sisplatin1 mg/kg  xT1993 mg/kg XT199 + Sisplatin

Tedavi gruplan

Sekil 4.36. XT199, sisplatin ve XT199+sisplatin tedavilerinin, ortotopik pankreas timaor
sinyal yogunlugu ve timor agirlig: Gzerine etkileri

d) Ortotopik pankreas tiimorlerinin biyoliiminesans sinyal yogunlugu grafigi. XT199 ve
XT199+sisplatin tedavi gruplarinda SUIT2-luc hiicrelerinin sinyal yogunlugunda kontrol
grubuna kiyasla azalma gortildi €) Timor agirhiklarinin 6lgtim grafigi. XT199, sisplatin
ve XT199+sisplatin tedavi gruplarinda timdr agirliginda, kontrol grubuna kiyasla azalma
goraldi. Sonuclar ortalama + SE olarak ifade edildi.
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4.2.1.3. Sisplatinin anti-tumor etkisi tizerine OT-404’iin katkis1

Lusiferaz geni eksprese eden SUIT2-luc kanser hiicrelerinden gelisen ortotopik
pankreatik timdrler, OT-404 (30 mg/kg viicut agirligi, subkutan, ginlik), sisplatin (1
mg/kg viicut agirligi, intraperitoneal, ginlik) ve OT+404-sisplatin ile 21 glin boyunca
tedavi edildi.

Kontrol grubu tiimoérlerinde, zamanla timor agirhiginda artis ile birlikte tiimor
biyoliiminesans sinyal yogunlugundaki artis, farelerin kapali ve acik-kavite tUmor
biyoliminesans goriintiisii (sirasiyla Sekil 4.37a, b) veya farelerden ¢ikarilan timaorlerin

ex vivo biyoluminesans gorintisi (Sekil 4.37¢) ile gosterildi.

OT-404+sisplatin tedavi grubu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda tiimdr agirliginda
%65,7 oraninda diisiise neden olmasina ragmen tiimor sinyal yogunlugunun kontrol
grubuna benzer oldugu gozlendi. Ayrica, OT-404 tedavi grubu, kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda tiimor agirliginda %16,6 oraninda diislis gozlenirken, tiimor sinyal

yogunlugunda 1.6 kat artig gozlendi (Cizelge 4.5).

OT-404+sisplatin tedavi grubu, sisplatin grubuna kiyasla, timér agirhiginda %45,2
oraninda ve tiimdr sinyal yogunlugunda % 10,7 oraninda azalma gosterdi (Sekil 38d, e).
Bu nedenle, XT199’un insan pankreas kanseri hiicrelerinin sisplatine kars1 duyarliligini
arttirdig1 belirlendi (Sekil 4.38).

Cizelge 4.5. OT-404, sisplatin ve OT-404+sisplatin kombinasyon tedavilerinin, immun-
yetersiz disi NCr-Foxnl nude homozigot farelerde, ortotopik pankreas tiimor agirligi ve
timor sinyal yogunlugu izerine etkileri

SUIT2-luc tiimor ortalama degerleri
Liminesans sinyal
yogunlugu (x107
foton/saniye) + SE

Tedavi dozu (mg/kg) Timor agirligr (g) + SE

Kontrol (PBS) 0,47+0,18 10,7+3,9
Sisplatin (1mg/kg, i.p., gunluk) 0,30+0,08 13,0+2,9
OT-404 (30 mg/kg, s.c., ginlik) 0,39+0,11 16,9+7,8
OT-404+sisplatin (gunlUk) 0,16+0,02 11,6+2,4
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A B C

Ortotopik pankreas timorlii farelerin Ortotopik pankreas tiimarlil farelerin Gikartilmis ortotopik pankreas
|iminesans gdrintileri aglk-kavite liminesans gdriintliler! tlmdrlerinin liminesans ghrintd lerl

Tedavigruplan

Kontrol

OT-404 + Sisplatin

Sekil 4.37. OT-404, sisplatin ve OT-404+sisplatin tedavilerinin, ortotopik pankreas
timor liminesans gorintileri Gzerine etkileri

a) Ortotopik SUIT2-luc pankreas timorlerinin biyolliminesans yogunlugunun IVIS
goriintiileme sistemi ile goriintiilenmesi ve tiimdrlerde kanser hiicresi canliliginin tespiti.
IVIS gorintileri, canliligi tespit eden dikey liminesans renk barinda (sag kenarda), canli
olmayan-mavi bar ile tamamen canli olan-kirmizi bar arasinda degismektedir b) Otopsi
sirasinda farelerin agik-kavite biyolliminesans goruntileri, in vivo tumér blylmesi
Uzerine OT-404, sisplatin ve OT-404+sisplatin tedavisinin etkisini gosterir ¢) Kontrol
grubu, OT-404, sisplatin ve OT-404+sisplatin tedavi gruplarindan ¢ikartilmis ortotopik
pankreas timarlerinin biyoluminesans gorintuleri
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Kontrol Sisplatin 1 mg/kg 0OT404 30 mg/kg OT404 + Sisplatin
Tedavi gruplar
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0,2

0,1

Kontrol Sisplatin 1 mg/kg 0OT404 30 mg/kg OT404 + Sisplatin
Tedavi gruplar

Sekil 4.38. OT-404, sisplatin ve OT-404+sisplatin tedavilerinin, ortotopik pankreas
timor sinyal yogunlugu ve timdr agirligr Gzerine etkileri

d) Ortotopik pankreas tiimorlerinin biyoliiminesans sinyal yogunlugu grafigi. OT-
404+sisplatin tedavi gruplarinda SUIT2-luc hicrelerinin sinyal yogunlugunda sisplatin
grubuna kiyasla azalma gorildl €) Timor agirliklarinin 6l¢tim grafigi. OT-404, sisplatin
ve OT-404+sisplatin tedavisi sonucu tiimor agirhiginda azalma gozlendi. Sonuglar
ortalama + SE olarak ifade edildi.
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4.2.1.4. Sisplatinin anti-tumor etkisi tizerine EGCG’nin etkisi

Lusiferaz geni eksprese eden SUIT2-luc kanser hiicrelerinden gelisen ortotopik
pankreatik timorler, EGCG (50 mg/kg viicut agirligi, subkutan, ginlik), sisplatin (1
mg/kg viicut agirligi, intraperitoneal, giinliik) ve EGCG+sisplatin ile 21 giin boyunca
tedavi edildi.

Kontrol grubu tiimoérlerinde, zamanla timor agirhiginda artis ile birlikte tiimor
biyoliiminesans sinyal yogunlugundaki artis, farelerin kapali ve agik-kavite tUmor
biyolliminesans goriintiisii (sirasiyla Sekil 4.39a, b) veya farelerden ¢ikartilan tiimorlerin
ex vivo biyolliminesans gorlntisi (Sekil 4.39¢) ile gosterildi. EGCG+sisplatin tedavi
grubu, kontrol grubu ile karsilagtirildiginda tiimor agirliginda %30 azalma gézlenmesine
ragmen, hem EGCG (4,2 kat) hem de EGCG+sisplatin (1,7 kat) tedavi grubu kontrol
grubu ile Kkarsilastirildiginda tiimér sinyal yogunlugunda artis goézlendi. Ayrica,
EGCG+sisplatin  tedavi grubu, sisplatin tedavi grubuna kiyasla tiimor sinyal
yogunlugunun (1,4 kat) ve tiimor agirliginin (1,1 kat) artmasina neden oldu (Cizelge 4.6).
Buna ek olarak, EGCG+sisplatin tedavi grubu, EGCG tedavi grubuna kiyasla tiimor
sinyal yogunlugunun %59,2 ve tiimor agirliginin %45,4 oraninda azalmasina neden oldu.
Bu durumda, EGCG+sisplatin tedavi grubunda, 6zellikle ilgi ¢eken, tiimor agirlign ve
timor sinyal yogunlugunun cogunlukla sisplatinin etkisi ile azalmis olmasidir. Bu

nedenle, EGCG’nin sisplatinin anti-tiimor etkisini arttirmadigi belirlenmistir (Sekil 4.40).

Cizelge 4.6. EGCG, sisplatin ve EGCG+sisplatin kombinasyon tedavilerinin, imman-
yetersiz disi NCr-Foxnl nude homozigot farelerde, ortotopik pankreas tiimor agirligi ve
tiimor sinyal yogunlugu {izerine etkileri

SUIT2-luc tiimorii ortalama degerleri
Liminesans sinyal
yogunlugu (x107
foton/saniye) + SE

Tedavi dozu (mg/kg) Tiimor agirlig (g) + SE

Kontrol (PBS) 0,4740,18 10,7+3,9
Sisplatin (1mg/kg, i.p., ginluk) 0,30+0,08 13,0+2,9
EGCG (50 mg/kg, s.c., ginlik) 0,61+0,11 45,245,7
EGCGH+sisplatin (gunluk) 0,3340,06 18,4+6,1
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A B C

Ortotopik pankreas tii mérlii farelerin Ortotopik pankreas tii marlii farelerin Gikartilmi ortotopik pankreas
liminesans gdriintileri agk-kavite liminesans goriintileri timdrlerinin [iminesans goriintileri

Tedavigruplan

Slsplatin
(1 mg/kg)

EGCG + Slsplatin

Sekil 4.39. EGCG, sisplatin ve EGCG+sisplatin tedavilerinin, ortotopik pankreas timaor
liminesans goruntuleri Gzerine etkileri

a) Ortotopik SUIT2-luc pankreas tiimorlerinin biyoliiminesans yogunlugunun IVIS
gorlnttleme sistemi ile gortntilenmesi ve tiimorlerde kanser hiicresi canliliginin tespiti.
IVIS goriintiileri, canlilig1 tespit eden dikey liiminesans renk barinda (sag kenarda), canl
olmayan-mavi bar ile tamamen canli olan-kirmizi bar arasinda degismektedir b) Otopsi
sirasinda farelerin agik-kavite biyoliminesans goérintdleri, in vivo timor biylmesi
uzerine EGCG, sisplatin ve EGCG+sisplatin tedavisinin etkisini gosterir ¢) Kontrol
grubu, EGCG, sisplatin ve EGCG-sisplatin tedavi gruplarindan ¢ikartilmis ortotopik
pankreas timarlerinin biyoluminesans gorintuleri
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Sekil 4.40. EGCG, sisplatin ve EGCG+sisplatin tedavilerinin, ortotopik pankreas timaor
sinyal yogunlugu ve timor agirhigr Gzerine etkileri

d) Ortotopik pankreas tiimorlerinin biyoliiminesans sinyal yogunlugu grafigi.
EGCG+sisplatin tedavi grubunda SUIT2-luc hiicrelerinin sinyal yogunlugunda, tek
basina EGCG tedavi grubuna kiyasla azalma goriildii €) Timor agirliklarinin 6l¢iim
grafigi. Sisplatin ve EGCG+sisplatin tedavi gruplarinda kontrol grubuna kiyasla tumor
agirh@inda azalma gozlendi. Sonuclar ortalama + SE olarak ifade edildi.
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4.2.2. Test bilesiklerinin farelerin viicut agirh@ina etkisi

Hayvanlarin viicut agirligi, tedavi baslangicinda ve tedavi sirasinda haftada 2 kere, tedavi
uygulanan gruplar arasindaki olas1 agirlik farkini saptamak ve genel belirtileri tespit
etmek amaciyla 6l¢iildii. Kontrol grubu/PBS ile tedavi edilen farelerin viicut agirligindaki
artista tedavinin basladig ilk giinden tedavinin sonuna kadar istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik olmadigi goriildii. NDAT, XT199, OT-404 ve EGCG ile 6n-tedavi uygulanan

gruplarda da vicut agirliginda herhangi bir degisiklik gézlenmedi.

Kontrol grubunda viicut agirhi@inin, test bilesikleri ile on-tedavi uygulanan tiim sisplatin
gruplarina kiyasla daha yiikksek oldugu kaydedildi. Ancak, kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda, sisplatin ile tedavi edilen farelerin viicut agirliklarinda 2. haftadan
sonra ortaya c¢ikan diisme egilimi ¢alismanin sonuna kadar devam etti. Ayrica, test
bilesikleri ile 6n-tedavi uygulanan sisplatin gruplarinda da, tedaviden 2 haftadan sonra
kilo kaybina yonelik bir egilim belirlendi. Bu degisiklik, 21 giinlik tedavi sirecinde
istatiksel olarak anlamli degildir. Bu nedenle, test bilesiklerinin sisplatinin indiikledigi
kilo kaybina kars1 koruyucu bir etkisi oldugu gériilmiistiir (Sekil 4.41). Sonuclar ortalama
+ SE olarak ifade edildi.

25
[*7]
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*
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) ---e--- Kontrol —o—EGCG —e— EGCG + Sisplatin
'ﬂ’ —— 0T404 — 4= 0T404 +Sisplatin  —&— NDAT
5 10
3 — 4 NDAT+Sisplatin ~ —&—XT199 — &~ XT199 +Sisplatin
>
—e— Cisplatin
5
0
1 4 8 11 16 19

Tedavi siiresi (Giin)

Sekil 4.41. Sisplatin ile tedavi edilen farelerde NDAT, XT199, OT-404 ve EGCG ile 6n-
tedavi uygulamasinin viicut agirligina etkisi

183



4.2.3. Histopatolojik analiz: NDAT ve XT199’un sisplatin ile kombinasyon
uygulamasinin etkileri

Timor biyoliiminesans yogunluklart ve tiimor agirliklart arasindaki uyusmazliklari

gidermek ve farkli 6zellikler ile ilgili mekanizmalari arastirmak i¢in, tiim tedavi

gruplarinin  SUIT2-luc  pankreas tiimorlerinin  histopatolojik  analizleri yapildi.

Histopatoloji sonuglari, herhangi bir tedavi uygulanmamis farelerin (kontrol grubu), ileri

evre pankreas kanseri i¢in yaygin olan yiiksek dereceli (anaplastik) 6zelliklere sahip

oldugunu gosterdi.

Histopatolojik analiz sonuglarina gore, sisplatin ile tedavi edilen ortotopik SUIT2-luc
pankreas tlimorleri, kontrol grubu tiimorlerine kiyasla nekrotik alanlarda istatistiksel
olarak anlaml artis gostermektedir (**p<0.01). NDAT, XT199 ve OT-404, kontrole
kiyasla nekrotik alanlarda belirgin artisa (*p<0.05, **p<0.01) neden olurken, EGCG’nin

kontrole kiyasla nekrotik alanlarda belirgin artisa neden olmadigi gozlendi.

NDAT+sisplatin (*p<0.05) ve XT199+sisplatin ile tedavi edilen tlmorler, sisplatine
kiyasla daha genis nekroz bdlgelerine sahip iken, OT-404+sisplatin ile induklenen
nekroz, sisplatin ile induklenen nekrozla benzer seviyededir. Bu durum, NDAT ve XT199
bilesiklerinin, pankreas tiimorlerinde sisplatinin kemoterapi direncini azalttigini1 dogrular
niteliktedir. EGCG+sisplatin ile tedavi edilen tiimdrler sisplatine kiyasla daha az nekrotik
bolgeye sahiptir (Sekil 4.42).

Nekrotik alanlar, erken evre (fragmente ve kicuk nilkleus) ve gec¢ evre (nlkleus
icermeyen hayalet hicreler) de gozlenebilmektedir, bu da sisplatinin hiicre éliminin

erken ve geg evreleri lizerinde etkili oldugunu gosterir (Sekil 4.43).
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Tedavigruplan

Sekil 4.42. NDAT, XT199, OT-404 ve EGCG'in tek basina veya sisplatin ile
kombinasyon tedavisinin SUIT2-luc pankreas timdr nekrozu tzerinde etkisi
» Sonuglar ortalama + SE olarak ifade edildi (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.01).

Kontrol Sisplatin

!

Nekrotik alan

NDAT NDAT + Sisplatin
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XT199 XT199 + Sisplatin

Sekil 4.43. NDAT, XT199, OT-404 ve EGCG'nin tek bagina veya sisplatin ile

kombinasyon tedavisinin SUIT2-luc pankreas tumor nekrozu Gzerinde etkisinin

histopatolojik analiz sonuglar1

» Ortotopik pankreas tiimorlerinin hemotoksilen ve eozin ile boyanmis histolojik
boliimlerinin temsili mikrografileri, tedavi edilmemis tiimdr (canlt hiicreler ve biiyiik
niikleusa sahip) ile karsilastirildiginda; NDAT, XT199, OT-404 ve EGCG bilesikleri
ile tedavi sonrasinda nekrotik alanlarin artisini géstermektedir.
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4.2.4. Sitokin yontemi bulgulari

4.2.4.1. Sitokinlerin standart egrileri

Tedavinin sonunda noropatik agri ile iliskili sitokinlerin; (A) TNF-a (Sekil 4.44) (B) IL-
1B (Sekil 4.45) (C) IL-6 (Sekil 4.46) (D) IL-10 (Sekil 4.47) (E) IL-17 (Sekil 4.48) (F)
IFN-y (Sekil 4.49) fare plazma Orneklerinde ekspresyonlarinin analiz edilebilmesi
amaciyla, sitokin standart konsantrasyonlarinin ortalama floresan yogunluklar: Bio-Plex
Mouse Cytokine Group 1, 6-plex express assay Kiti protokolu uygulanarak, Bio-Plex®
200 sisteminde analiz edildi. Sitokinlerin standart egri grafikleri, Xenogen IVIS® Living
Image yazilimi versiyonu 4.5 ile hesaplandi. Grafikler {lizerinde yesil noktalar ile

gosterildigi gibi, analitlerin konsantrasyonlar1 sistemin g¢alisma aralifi icerisinde yer

almaktadir.
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Sekil 4.45. IL-1p standart egri grafigi
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ULOQ(5170.767)

LLOQ(1.274)

Sekil 4.46. IL-6 standart egri grafigi
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LLOQ(1.113)

Sekil 4.47. IL-10 standart egri grafigi

ULOQ(32394.877)

LLOQ(2.767)

Sekil 4.48. IL-17 standart egri grafigi

188



IFN-g (34)
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Sekil 4.49. IFN-y standart egri grafigi

4.2.4.2. "Kontrol (PBS), NDAT, NDAT + Sisplatin, OT-404, OT-404 + Sisplatin,
XT199, XT199 + Sisplatin, EGCG ve EGCG + Sisplatin™ ile tedavi edilen

farelerde plazma sitokin seviyelerinin analizi

4.2.4.2.1. Sisplatin‘in TNF-a seviyesini arttiric etkisi Gzerine tim test
bilesiklerinin etkisi

Sisplatin grubu, kontrol grubuna gore TNF-a seviyesinde artig gosterdi. Test bilesikleri
kontrol ile karsilagtirildiginda, NDAT disindaki diger tiim bilesiklerin (OT-404, XT199
ve EGCG) TNF-a seviyesi lizerinde istatistiksel olarak anlamli diizeyde etkilerinin
olmadigi gozlendi. NDAT, kontrole gére TNF-a seviyesini 6nemli 6l¢iide azaltti. Tim
kombinasyonel tedaviler, sisplatinin TNF-a seviyesini arttirici etkisini énemli 6lgiide
azaltt1 (*p<0.05, **p<0.01) (Sekil 4.50).
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Sekil 4.50. Farkli tedavi gruplar i¢in ortalama TNF-a plazma konsantrasyonu

degisiklikleri

» NDAT (3 mg/kg), OT-404 (30 mg/kg), XT199 (3 mg/kg) ve EGCG (50 mg/kg) ile
On-tedavi uygulanmasi sonrasi sisplatin (1 mg/kg) ile tedavi edildi.

» Degerler ortalama standart hata + SE olarak ifade edildi.

4.2.4.2.2. Sisplatin'in IL-1B seviyesini arttirici etkisi iizerine tiim test bilesiklerinin
etkisi

Sisplatin grubu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda IL-1 seviyesini istatistiksel olarak

anlamli diizeyde arttirdigi gozlendi. Test bilesiklerinin, kontrol grubu ile

karsilastirildiginda IL-1B seviyesi Uzerinde istatistiksel olarak anlamli diizeyde

etkilerinin olmadig1 gézlendi. Tim kombinasyonel tedaviler, sisplatinin IL-1[ seviyesini

arttiricr etkisini 6Gnemli élglide azaltt1 (*p<0.05, **p<0.01) (Sekil 4.51).
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Sekil 4.51. Farkli tedavi gruplar1 i¢in ortalama IL-1B plazma konsantrasyonu

degisiklikleri

» NDAT (3 mg/kg), OT-404 (30 mg/kg), XT199 (3 mg/kg) ve EGCG (50 mg/kg) ile
On-tedavi uygulanmasi sonrasi sisplatin (1 mg/kg) ile tedavi edildi.

» Degerler ortalama standart hata + SE olarak ifade edildi.

4.2.4.2.3. Sisplatin'in IL-6 seviyesini arttirici etkisi iizerine tiim test bilesiklerinin
etkisi

Sisplatin grubu, kontrol grubuyla karsilastirildiginda IL-6 seviyesini istatistiksel olarak

anlamli diizeyde arttirdigi gézlendi. Test bilesiklerinin (NDAT, XT199 ve OT-404),

kontrol grubu ile karsilastirildiginda IL-6 seviyesi lizerinde istatistiksel olarak anlamli

diizeyde etkilerinin olmadigi gozlendi. Tiim kombinasyonel tedaviler, sisplatinin IL-6

seviyesini arttiric etkisini dnemli 6l¢iide azaltt1 (*p<0.05, **p<0.01) (Sekil 4.52).
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Tedavi gruplan

Sekil 4.52. Farkli tedavi gruplar1 i¢in ortalama IL-6 plazma konsantrasyonu degisiklikleri

> NDAT (3 mg/kg), OT-404 (30 mg/kg), XT199 (3 mg/kg) ve EGCG (50 mg/kg) ile
On-tedavi uygulanmasi sonrasi sisplatin (1 mg/kg) ile tedavi edildi. Degerler ortalama
standart hata + SE olarak ifade edildi.

4.2.4.2.4. Sisplatin’in 1L-10 seviyesini azaltic1 etkKisi iizerine tiim test bilesiklerinin

etkisi

Sisplatin grubu, kontrol grubuyla karsilastirildiginda 1L-10 seviyesini istatistiksel olarak

anlamli  diizeyde azalttigi gozlendi. Test bilesiklerinin, kontrol grubu ile

karsilastirildiginda IL-10 seviyesi lizerinde istatistiksel olarak anlaml1 diizeyde etkilerinin

olmadig1 gbzlendi. Tim kombinasyonel tedaviler, sisplatinin IL-10 seviyesini azaltici

etkisini 6nemli 6l¢lde arttird: (*p<0.05, **p<0.01) (Sekil 4.53).
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Sekil 4.53. Farkli tedavi gruplart igin ortalama IL-10 plazma konsantrasyonu

degisiklikleri

» NDAT (3 mg/kg), OT-404 (30 mg/kg), XT199 (3 mg/kg) ve EGCG (50 mg/kg) ile
On-tedavi uygulanmasi sonrasi sisplatin (1 mg/kg) ile tedavi edildi.

» Degerler ortalama standart hata + SE olarak ifade edildi.

4.2.4.2.5. Sisplatin'in IL-17 seviyesini azaltici etkisi Gizerine tiim test bilesiklerinin
etkisi

Sisplatin grubu, kontrol grubuyla karsilastirildiginda 1L-17 seviyesini istatistiksel olarak

anlamli diizeyde azalttigi g0zlendi. NDAT disindaki diger tim bilesiklerin (OT-404,

XT199 ve EGCG) kontrole gore IL-17 seviyesi Uzerinde istatistiksel olarak anlamli

duzeyde etkilerinin olmadigi gézlendi. NDAT, kontrole gore IL-17 seviyesini dnemli

Olgiide azaltti. TUm kombinasyonel tedavilerin IL-17 seviyesi Uzerine etkisi, sisplatin

grubu ile karsilastirildiginda benzerdir (*p<0.05, **p<0.01) (Sekil 4.54).
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Tedavi gruplan

Sekil 4.54. Farkli tedavi gruplart igin ortalama IL-17 plazma konsantrasyonu

degisiklikleri

» NDAT (3 mg/kg), OT-404 (30 mg/kg), XT199 (3 mg/kg) ve EGCG (50 mg/kg) ile
On-tedavi uygulanmasi sonrasi sisplatin (1 mg/kg) ile tedavi edildi.

» Degerler ortalama standart hata + SE olarak ifade edildi.

4.2.4.2.6. Sisplatin'in IFN-y seviyesini azaltic1 etkisi Gzerine tiim test bilesiklerinin
etkisi

Sisplatin grubu, kontrol grubuyla karsilastirildiginda IFN-y seviyesini istatistiksel olarak
anlamli  diizeyde azalttigi gOzlendi. Test bilesiklerinin, kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda IFN-y seviyesi Uzerinde istatistiksel olarak anlamli diizeyde
etkilerinin olmadig1 gozlendi. NDAT ve OT-404’un sisplatin ile kombinasyon tedavisi,
sisplatin'in IFN-y seviyesi Uzerindeki azaltict etkisini arttirdi. Buna karsilik, XT199 ve
EGCG'nin sisplatin ile kombinasyon tedavisinin IFN-y seviyesi (izerine etkisi, sisplatin

grubu ile karsilastirildiginda benzerdir (*p<0.05, **p<0.01) (Sekil 4.55).
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Sekil 4.55. Farkli tedavi gruplar1 i¢in ortalama IFN-y plazma konsantrasyonu

degisiklikleri

» NDAT (3 mg/kg), OT-404 (30 mg/kg), XT199 (3 mg/kg) ve EGCG (50 mg/kg) ile
On-tedavi uygulanmasi sonrasi sisplatin (1 mg/kg) ile tedavi edildi.

» Degerler ortalama standart hata + SE olarak ifade edildi.

Analiz edilen noropati ile iligkili sitokinler: (A) TNF-a (B) IL-1B (C) IL-6 (D) IL-10 (E)
IL-17 (F) IFN-y. Sisplatin ile kombine uygulanan test bilesiklerinin (NDAT, XT199, OT-
404 ve EGCQG), noropati ile iliskili sitokinlerin seviyeleri {izerine etkisi 6zet halinde
Cizelge 4.7'de gosterildi.

Cizelge 4.7. Sisplatin ile kombine uygulanan test bilesiklerinin (NDAT, XT199, OT-404
ve EGCG), ndropati ile iligkili sitokin seviyeleri {izerine etkisi

Sisplatin ile kombine test bilesikleri
Sitokinler Sisplatin

NDAT O0T-404 XT199 EGCG
Pro-inflamatuar TNF-a artirir azaltir azaltir azaltir azaltir
Pro-inflamatuar IL-1B artirir azaltir azaltir azaltir azaltir
Pro-inflamatuar IL-17 azaltir etkilemez etkilemez etkilemez etkilemez
Pro-inflamatuar IL-6 artirir azaltir azaltir azaltir azaltir
Pro-inflamatuar IFN-Y azaltir arttirir arttirir etkilemez etkilemez
Anti-inflamatuar IL-10 azaltir arttirir arttirir arttirir arttirir
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4.2.5. Davranissal degerlendirme: NF-kB inhibisyonunun sisplatinin indiikledigi
noropati Uzerine koruyucu etkisi

Motor ve duyusal motor néropatisi tipik olarak organ veya dokudan sinirsel baglantilarin

kesilmesine bagli gelisen kas zayifligi ve atrofidir (kiigiilme). Normalde fareler

kuyruklarindan tutulduklarinda arka ayaklari ile kagis davranisi gosterirler. Sisplatin ile

tedavi edilen farelerde bu davranis gozlenmemektedir ve arka bacaklarda gevseklik, kol

ve bacaklarin kesismesi seklinde kendini gostermektedir (Sekil 4.56).

Periferik ndropatinin motor Dbelirtileri i¢in postiiral degerlendirme, farelerin
kuyruklarindan tutularak arka ayaklarin c¢aprazlasmasi ile goriilen, sisplatin ile
indiiklenen kas giigsiizliigiinii ortaya ¢ikarmistir. Bu durum, sisplatinin neden oldugu

eldiven-corap tarzi néropatinin bir gostergesidir.

Calismamizda, farelerin arka ve On ayaklarin durus davranist herglin tedavi 6ncesi
gozlendi. Kontrol grubu ve test bilesikleri ile dn-tedavi sonrasi sisplatin uygulanmis
tedavi gruplarinin normal motor davraniglar sergiledigi gozlendi. Bu durum, test

bilesiklerinin sinir yapisin1 koruyarak islevsel biitiinliigii koruyabilecegine kanit saglar.

|
a) Kontrol b) Sisplatin

c) NDAT+sisplatin d) XT199+sisplatin e) OT-404+sisplatin

Sekil 4.56. Sisplatin ile veya sisplatin olmadan 21 giinliik tedavide arka ayaklarin durusu
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a) Kontrol grubu fare, kuyrugundan kaldirildiginda arka bacaklar1 ile normal kagis
davranig1 gosterir

b) Sisplatin grubu fareler, 8. giinde baslayan ve kas giigsiizliiglinlin ve motor
bozukluklarin belirtisi olarak arka ayaklarini ¢apraz pozisyonda viicuduna yakin tutar.
Tedavi siresi ilerledikce, 6n ekstremitelerde de durus bozuklugu goriildii

c) NDAT, d) XT199, e) OT-404 ve f) EGCG test bilesikleri ile 6n-tedavi sonrasi sisplatin
tedavisi, 21 giinlilk ¢alismada arka ve On ekstremitelerde durus davranisi bozuklugu
gostermedi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Son yillarda kanser tedavisinde integrin antagonistleri ve antioksidanlarin anti-kanser
ilaglar olarak arastirilmasi kanseri tedavi etmeye yonelik yeni bir yaklagimdir. Bu tez
caligmasinda, integrin antagonistleri (NDAT ve XT199), antioksidan (EGCG) ve NF-
kB/ROS inhibitorii (OT-404)’niin tek basina ve/veya sisplatin ile kombine halde
kullaniminin ortotopik pankreas kanseri fare timor modeli iizerine anti-inflamatuar ve
anti-ttimor etkinligi test edilmistir. Bu amagcla ilk olarak in vitro ¢alismalar yapilarak, I)
integrin antagonistleri (NDAT ve XT199), antioksidanlar (EGCG ve OT-404) ve NF-xB
inhibitord (QNZ EVP4593)’nun HelLa hicrelerinde sisplatin ve/veya gemsitabinin
indikledigi NF-«kB/ROS aktivitesi {izerine anti-inflamatuar etkileri, 1) integrin
antagonistleri (NDAT ve XT199), antioksidanlar (EGCG ve OT-404) ve NF-xB
inhibitord (QNZ EVP4593)’nin THP1 hicrelerinde LPS (Lipopolisakkarit)’in
indiikledigi NF-kB/ROS aktivitesi iizerine anti-inflamatuar etkileri lusiferaz yontemi ile

belirlenmistir.

Sisplatin nérotoksisitesi ile iliskilendirilen ROS-aracili NF-kB sinyal yolu ile sisplatinin,
oksidatif stresi ve inflamatuar yanit1 indiikledigi bilinmektedir (Chtourou ve ark. 2015,
Sharawy ve ark. 2015). Yeni sentez ilag adayr NDAT ve/veya DAT’in meme, kolon,
gliyom, akciger kanseri hiicre hatlarinda anti-proliferatif ve pro-apoptotik etkinligi
degerlendirilmistir (Davis ve ark. 2006, Lin ve ark. 2007, 2009, 2011, 2016, Meng ve ark.
2011, Rebbaa ve ark. 2008). In vitro ve xenograft ¢alismalarinda; bobrek, follikiler tiroid
kanseri, mediller tiroid kanseri, akciger, pankreas, meme, mesane ve
gliyom/glioblastoma (T.Sudha, yayinlanmamis gézlem) kanser hiicre hatlarinda NDAT
ve/veya DAT’in anti-tum0r ve anti-anjiyogenik etkiye sahip oldugu bulunmustur
(Glinskii ve ark. 2009, Yalcin ve ark. 2009, 2010a, b, 2013, Mousa ve ark. 2008, 2012,
2014, Bharali ve ark. 2013, Davis ve ark. 2014, Sudha ve ark. 2016, Sudha ve ark. 2017a,
b).

XT199'un etkili bir anti-anjiyogenik ajan oldugu CAM modelinde gosterilmis (Mousa ve
ark. 2006, Bridoux ve ark. 2011) ve bu etki CAM {iizerine transplante edilmis ¢esitli insan
tiimor hiicresi xenograftlarinin hizli regresyonu ile iliskili bulunmustur (Brooks ve ark.

1994a).
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NF-kB aktivasyonu yalnizca ndronlar, olgun B ve T hiicreleri ile baglantili
monosit/makrofajlar, kanser hiicreleri ve HeLa gibi bazi hiicrelerde belirlenmistir
(Kaltschmidt ve ark 1999). HelLa hicrelerinde sisplatin ile indiklenen NF-xB
aktivasyonunu QNZ EVP4593 %42,4 ve DAT %27 oraninda indirgerken NDAT’1n ise
%66,8 oraninda downregiile ettigi belirlenmistir. Ayni zamanda, NDAT'in, HelLa
hlcrelerinde gemsitabin ile indiiklenen NF-xB aktivasyonunu (%41,9), QNZ EVP4593
(%24,5) ve DAT’a (%30,1) kiyasla daha fazla downregiile ettii belirlenmistir. Bu
calisma ile ilk kez, kanser hiicrelerinde sisplatin ve gemsitabin ile indiklenen NF-xB
aktivasyonu Uzerine, integrin antagonistleri (NDAT ve XT199) ile 6n-tedavinin anti-

inflamatuar etkinligi arttirdig1 in vitro olarak gosterilmistir.

Monositler, makrofajlar ve inflamatuar Th17 hiicrelerinin integrin avp3 ekprese ettigi
bilinmektedir (Du ve ark. 2016). THP1 monosit ve makrofajlarinda inflamasyonla iliskili
NF-kB genlerinin indiklemesinde LPS’in stimulan etkisi bilinmektedir (Chanput ve ark.
2010). Monositik 16semi hiicre hattt THP1 hiicrelerinde, LPS ile indiiklenen NF-xB’nin
downregllasyonu Uzerine, QNZ EVP4593 (%41,5) ve avB3 integrin reseptor
inhibitorlerinden NDAT 1n anti-inflamatuar etkinligi DAT’a (%17) kiyasla daha fazladir
(%50,6). Bu galisma sonuglari, integrin antagonistleri NDAT ve XT199 ile 6n-tedavi
uygulamasinin, monositik 16semi hiicresinde LPS tarafindan indiklenen NF-xB
aktivasyonunu downregtle ederek anti-inflamatuar etkinlige sahip oldugunu gosteren ilk

calismadir.

Kemoterapi ilacinin toksisitesinin taninmasi, ilacin kesilmesi veya doz ayarlamasina
bagl gelisebilecek ndrolojik hasarlart 6nlemek agisindan oldukg¢a 6nemlidir. Literaturde,
gemsitabin norotoksisitesi ile ilgili olarak, tedavi ile iliskili semptomlarin kanser
progresyonundan mi1 yoksa sinir sistemi tutulumundan m1 meydana geldigini ayirt etmeye
yardimci olacak pek fazla bilgi bulunmamaktadir. Bu nedenle, in vivo ¢alismalar da,
sisplatin kaynakli gelisen noropati lizerine NDAT ve XT199’un anti-inflamatuar
etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir. Integrin antagonistleri NDAT ve XT199’un tek
basina ve/veya sisplatin ile kombine halde pankreas kanseri lizerine anti-tumor etkileri,
ortotopik pankreas kanseri fare timdr modelinde, in vivo gorintileme sistemi (IVIS) ve

histopatolojik degerlendirme ile belirlenmistir.
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Ortotopik pankreas kanseri fare tumor modelinde NDAT ve XT199, kontrol ile
karsilagtirildiginda tiimor sinyal yogunlugunda ve tiimor agirliginda azalma gozlenmistir.
Pankreas kanseri hucresi (SUIT2-luc) ortotopik xenograftlarinda sisplatin (%37,4),
NDAT (%51,3) ve NDAT+sisplatin (%68,9) tedavi gruplarinda, kontrol grubuna kiyasla
timor agirliginda azalma gozlenmistir. XT199 ve XT199+sisplatin tedavi grubunda,
kontrol grubuna gore timéor agirligindaki azalma sirastyla %37 ve %73 bulunmustur.
NDAT (%27) ve NDAT+sisplatin (%60,2) tedavi gruplarinda, kontrol grubuna kiyasla
tiimor sinyal yogunlugunda azalma gozlenmistir. XT199 ve XT199+sisplatin tedavi
grubunda, kontrol grubuna gore timor sinyal yogunlugunda azalma sirasiyla %8,1 ve
%58,3 bulunmustur. Tiimor yanitinda en 6nemli gelisme sisplatin ile karsilastirildiginda
NDAT+sisplatin ve XT199+sisplatin de gozlenmistir. NDAT ve/veya XT199+sisplatin
kombinasyon tedavisi ile, sisplatine kiyasla daha fazla tiimor kiigiilmesi goriilsede, en
dogru sonuca tiimdr hiicre canliligindaki azalmanin (biyoliiminesans sinyal
yogunlugunda azalma) IVIS ile Ol¢lilmesi sonucu varilmistir. IVIS, bu calismada
ortotopik tiimorlerin igindeki hiicrelerin canliligini kaybettiginin dogrulanmasini

saglamistir.

Yalcin ve ark. (2013), tetrac ve nano-tetrac (NDAT), integrin avp3’iin ekstraseliiler
domain Uzerinde spesifik hiicre ylzey reseptoriini hedefleyerek, insan pankreas kanseri
hicre (PANC-1 ve MPanc96) xenograftlarinin biyumesini ve timaor anjiogenezini inhibe
ettigini géstermistir. Sudha ve ark. (2016), paklitaksel yiiklenmis PLGA nanopartikiiller,
NDAT ve paklitaksel yiiklenmis NDAT’in pankreas kanseri hiicre (SUIT-2),
xenograftlarinda tiimor agirhiginda azalmaya neden oldugu gostermistir. TUmor
agirhiginda en fazla azalma (%60) ve tiimdrde paklitaksel konsantrasyonunda 5 kat artig

NDAT/paklitaksel de gézlenmistir.

Rebbaa ve ark. (2008) tarafindan tetrac'n; ndroblastom, osteosarkom ve meme
kanserinden tiiretilmis direngli tiimor hiicre hatlarinda doksorubisin, etoposid, sisplatin
ve trikostatin A’ya hiicresel yaniti arttirdigi (ilag direncini azalttigi) in vitro olarak
gosterilmistir. Tetrac’in etki mekanizmasi, klasik ila¢ diren¢ genlerinin ekspresyonunu
icermemektedir. Bununla birlikte, tetrac tarafindan hiicrelere radyoaktif isaretlenmis
doksorubisin aliminin artmasi, hiicrelerin kemoterap6tik ajanlar icin bir veya birkac

export (disa atim) mekanizmasinin engellendigini diislindiirmektedir. Tetrac'in
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yaslanmaya ve apoptoza karsi hiicresel yatkinliginin artmasi bu ajanin ¢oklu ila¢ direng
mekanizmalarini hedef alabilecegini diisiindiirmektedir. In vivo ¢aligmalar ise, tetrac'in
doksorubisine-direngli meme tiimorii biiylimesini baskilayici etkiye sahip oldugunu

gostermistir (Rebbaa ve ark. 2008).

In vivo galismada, sisplatin ile tedavi edilen farelerde kontrole kiyasla tiimor agirliginda
%37.4 inhibisyon goriiliirken, timor sinyal yogunlugunun kontrolden ~%20 daha yiiksek
oldugunu gormek oldukga ilgingtir. Bu konuyla ilgili olasi bir agiklama, SUIT2-luc
pankreas kanseri hiicrelerinin sisplatin tedavisine karsi direng gostermesi seklinde
olabilmektedir. Tiim veriler birlikte ele alindiginda bu durum, NDAT ve XT199 0n-
tedavisinin, ortotopik pankreas kanseri fare tumoér modelinde, pankreas kanseri
hiicrelerinin sisplatine duyarlilasmasina neden olmasi sonucu, sisplatinin anti-tumor
etkinliginin artmasi1 seklinde aciklanabilmektedir. Bu nedenle, ilk kez, pankreas
kanserinde integrin antagonistleri NDAT ve XT199'un sisplatin ile kombine tedavisinin,
sisplatine direncli timor gelisiminin baskilanmasinda, her ajanin tek basina kullanimina
gore daha etkili oldugu gosterilmistir. Bu ¢alisma ile, NDAT ve XT199’un, sisplatin ile
sinerjistik etki olusturarak, pankreas kanserinin tekrar niiks etmesinin bir nedeni olarak
bilinen sisplatin direncini baskilayip ve sisplatinin anti-kanser etkinligini arttirdig
gosterilmistir. Boylece, NDAT ve XT199’un SUIT2-luc pankreas kanseri hicreleri
Uzerine anti-timor etkisi kanitlanmistir. NDAT ve XT199 pankreas kanseri tedavisinde

etkili birer kemoterapétik ila¢ aday: olarak degerlendirilebilir.

Literatiir calismalari, SUIT-2 hiicrelerinin, diger pankreas kanseri hiicre hatlarina kiyasla
kemoterapiye daha direncli oldugunu gostermektedir. ilag direncinin (hem igsel hem de
kazanilmig), ¢ogu pankreas kanseri tedavisinin yararmi sinirlayan onemli bir neden
oldugu diisiiniilmektedir. Pankreas kanserinde ila¢ direncine; anormal gen ekspresyonu,
genetik mutasyonlar, transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu veya inhibisyonu, sinyal
iletim yolundaki farkli diizenlemeler (NF-kB, Akt ve apoptoz sinyal yollar1), epitelyal-
mezenkimal transisyon (EMT), timor mikro-cevrenin etkisi ve stroma hucrelerin,
direncli hicrelerin ve kanser kok hiicrelerin varligi da dahil olmak tizere gesitli
mekanizmalarin neden oldugu bilinmektedir (Long ve ark. 2011). Farkli pankreas kanseri
hiicrelerinde sisplatin direncinin multifaktoriyel oldugu ve ilag tagima, ilag inaktivasyonu,

DNA hasar yaniti, DNA onarimi ve apoptozun diizenlenmesine yonelik mekanizmalarla
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iligkili oldugu bilinmektedir (Mezencev ve ark. 2016).

Miller ve ark. (1996), pankreas duktal adenokarsinom olarak adlandirilan pankreas kanali
kanserinde i¢sel ila¢ direncinin, ¢oklu ilag direng proteini (MRP)’nin varligina bagh
olabilecegini gostermistir. Noma ve ark. (2008), MRP'lerin ekspresyon profilini
incelemis ve insan pankreas kanserinde ¢oklu ila¢ direci ile iligkili protein (MRP2)
ekspresyonu ve sisplatin (CDDP) direnci arasindaki iliskiyi degerlendirmistir. Pankreas
kanseri dokularinda sadece MRP2 mRNA'in eksprese edildigini ve normal pankreas
dokularina kiyasla asir1 eksprese edildigini bulmuslardir. Bu nedenle, CDDP direncli
pankreas kanseri hiicre hattt SUIT-2 varyantlari, CDDP ile anti-MRP2 antikoru veya
MRP2 inhibitori MK-571 varliginda inkiibe edilmistir. Sonug¢ olarak, MRP2 mRNA
ekspresyonunun indiiksiyonunun, parental hiicrelere kiyasla CDDP-direncli kanser

hiicrelerinde arttig1 gézlenmistir.

Cui ve ark. (2012), pankreas kanserinin spesifik gen profillerinin, kemoterapi duyarlilig
ile iligkili oldugunu in vitro arastirmiglardir. Pankreas kanseri hiicre hatlarinin ¢ogu
sisplatin tedavisine duyarsizdir. DPC4/SMAD4 (yliksek frekansli pankreas kanseri
strticu genler) inaktivasyonunun, pankreas kanseri hiicrelerini sisplatine duyarli hale
getirdigini bulmuslardir. Aslinda, SUIT-2 hucreleri DPC4/SMAD4 geninde mutasyon

icermez ve bu nedenle sisplatine duyarsizdir (Moore ve ark. 2001).

Muralidharan-Chari ve ark. (2016), kemoterapétik ilaca maruziyetin, pankreas kanseri
hicrelerinin (SUIT-2, MiaPaCa-2, L36pl ve BxPc3) mikrovezikul (MVs-microvesicles)
salinimini tetikledigini gostermistir. MV'lerin, hem insan pankreas kanseri hiicrelerinden
hem de mikro-ortamlarindan kemoterapétik ilaglarin uzaklastirilmasini kolaylastirdigi ve
boylece insan pankreas kanseri hiicrelerinde ila¢ direncine katkida bulundugunu

gostermistir.

Pankreas kanserinde kemoterapiye kars1 direng bliyiik Olciide, kemoterapétik ilaclarla
yapisal olarak aktive edilen NF-xB sinyal yolu ile iligkili bulunmustur (Long ve ark.
2011). NF-xB sinyal yolu pankreatik kanser gelisiminde ve ilerlemesinde dnemli bir rol
oynamaktadir. Pankreas kanseri hiicrelerinde artmis sitokin diizeyleri biiyiik olasilikla
NF-«xB sinyal yolunun aktivasyonundan kaynaklanmaktadir (Prahbu ve ark. 2014). Son

zamanlarda yapilmis ¢aligsmalar, sitokin ekspresyonunun disregiilasyonunda ila¢ direng
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mekanizmalariin 6nemli bir rolii oldugunu gostermistir (Jones ve ark. 2016).

Pankreas kanserli hastalarin, saglikli kontrollere kiyasla sitokin (IL-18, IL-6, IL-8, 1L-10
ve TNF-a) seviyeleri yiiksektir (Blogowski ve ark. 2014, Yu ve Kim 2014). Bu nedenle
bu sitokinler, insanlardaki pankreas kanseri gelisiminde ve ilerlemesinde yeni aday
belirtegler/marker olarak tanimlanmaktadir. Bu amagla, integrin reseptor antagonistleri
(NDAT ve XT199) ve antioksidanlarin (EGCG ve OT-404) tek basina ve sisplatin ile
kombine halde kullaniminin, néropatik agri patogenezinde yer alan NF-kB ile iliskili
sitokinlerin (IL-18, IL-6, IL-10, IL-17, IFN-y ve TNF-a) ekspresyon seviyeleri (izerine
anti-inflamatuar etkileri, ortotopik pankreas tumérlii farelerin plazma 6rneklerinden, Bio-

Plex sitokin yontemi ile belirlenmistir.

NDAT ve XT199’un sisplatin ile kombinasyon tedavisi, ortotopik pankreas timorli
farelerin plazma orneklerinde pro-inflamatuvar sitokinlerin (TNF-a, IL-1B, IL-6)
ekspresyon seviyelerini azaltarak ve anti-inflamatuar sitokin (IL-10) seviyesini arttirarak,
anti-inflamatuar etki gostermistir. Yapilan c¢alismada, sisplatine direngli pankreas
tumorlt farelerin plazma ornekleri, kontrol ile karsilastirildiginda IFN-y salinimin

anlaml olarak azalttig1 goriilmiistiir.

Pankreas kanseri hicrelerinde, pro-inflamatuvar sitokin IFN-y, nikotinamid adenin
dintkleotit fosfat (NADPH) oksidaz (NOX) ve dual oksidaz (DUOX2) aktivasyonunu
indikler ve ROS dretir. ROS, kanser hiicresi apoptozunu inhibe eden, ECM ve sitokin

ekspresyonunu indiikleyen ve boylece pankreas kanseri gelisimine katkida bulunan gesitli

sinyal yollarin1 (p38MAPK, NF-kB ve JAK2-STAT1/ 3) aktive eder (Yu ve Kim 2014).

c-myc onkogen, hiicre proliferasyonu, farklilagmasi ve programlanmis hiicre 6limii
(apoptoz) ile yogun sekilde iliskilendirilmistir (Dang 1999). c-myc gen Urtintniin anormal
ekspresyonu, bir¢ok timérde gozlenmis ve sisplatin kaynakli direng ile iliskilendirilmistir
(Walker ve ark. 1996). IFN-y, c-myc onkogenin downregiilasyonu ile timdr geligimini
engellemektedir. In vivo sisplatin kemoterapisinde hayatta kalan pankreas timor
hlcrelerinde c-myc onkogeninin asir1 ekspresyonunun, IFN-y direnci ile iligkili oldugu
gosterilmistir (Walker ve ark. 1996, Tulley ve ark. 2004). Bu nedenle pankreas kanseri
hiicrelerinde sisplatin direnci, azalmig IFN-y duyarlilign (artmig IFN-y direnci) ile

iliskilendirilebilir (Marth ve ark. 1997). Calismamizda, sisplatin ile azalan IFN-y
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ekspresyon seviyesini NDAT istatistiksel anlamli olarak arttirmigtir. Oysa XT199'un
sisplatin ile kombinasyonu, sisplatin ile karsilastirildiginda IFN-y seviyelerinin benzer
oldugu goriilmektedir. Ttim veriler birlikte ele alindiginda, NDAT in sisplatinin azalttig1
IFN-y sitokin ekspresyon seviyesini arttirmasi (IFN-y direncinin azalmasi), c-myc
onkogen ekspresyonunu inhibe etmesine ve pankreas kanseri hiicrelerinin sisplatine
duyarhiliginin artmasina, bdylece tlimor gelisimini azaltmasina neden olabildigi

diistiniilmektedir.

Sitokin sinyali 3 supresort (SOCS3), sitokin sinyal yolunun anahtar negatif feedback
regiilatoriidiir. SOCS3, inflamasyon, kanser gelisiminde ve ilerlemesinde kritik bir rol
oynamaktadir (Inagaki-Ohara ve ark. 2013). SOCS3 eksikligi farelerde gastrik timor
gelisimine neden olmaktadir (Inagaki-Ohara ve ark. 2014). Bir¢ok kanser hiicre hattinda
SOCS3’iin asirt ekspresyonunun, tiimor olusumunu etkili bir sekilde baskiladigi
gosterilmistir (He ve ark. 2003, Iwahori ve ark. 2011). Bununla birlikte, kemoterapi
direncinde SOCS3'lin rolu ¢ok fazla bilinmemektedir. Xu ve ark. (2016) IFN-y'nin, A549
hlcrelerinde sisplatin direncini azaltmak icin SOCS3 ekspresyonunu upregiile ettigini
gostermistir. Bu nedenle, SOCS3, SUIT2-luc hiicrelerinin sisplatin direncinde 6nemli bir
rol oynayabilir. Caligmamizda, NDAT’in sisplatinin azalttig1 IFN-y sitokin ekspresyon
seviyesini arttirmasi, SOCS3 ekspresyonunu indiikleyerek ve direncli SUIT2-luc
hiicrelerinin sisplatine duyarliligini arttirarak timor gelisimini azaltmasina neden

olabilecegi baska bir yol olarak da 6ne siiriilebilir.

Caligmamizda, IL-17 ekspresyon seviyesini sisplatin ve NDAT uygulamasi istatistiki
anlamli bir sekilde azaltmistir. IL-17’nin, sinir sisteminin ¢esitli inflamatuar ve otoimmiin
hastaliklarinda ve hasarli bolgelere inflamatuar hiicrelerin alinmasinda rol oynadigi

bilinmektedir (Gaffen 2009, Hu ve ark. 2011, Kim ve Moalem-Taylor 2011).

Cogu solid tiimor i¢in hallmark/6zellik, neoplastik epiteli ¢evreleyen belirgin fibro-
hiicresel stroma bulunmasidir. Son c¢aligmalar, bu stromanin timér devamliligi,
progresyonu ve kemoterapi direnci i¢in gerekli olabilecegini dne stirmektedir (McAllister
ve ark. 2014). Bircok solid kanser gibi pankreatik intraepitelyal neoplazi (PanIN)’de
tiimdrii ¢evreleyen dokularda bulunan immiin ve mezenkimal hiicrelerin sayisindaki artis,

giiclii stroma yanit1 ile karakterizedir ve kronik inflamasyon ile hizlanmaktadir (Cully
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2014). Pankreas kanseri mikrocevresine, yiksek seviyede dizenleyici T hiicreleri (Treg),
timor ile iliskili makrofajlar (TAMs), yardime1 T hiicreleri (Tn17, CD4" T) ve az sayida
CD8" T hiicrelerinden olusan yogun stromal immiin-baskilayici inflamatuar bilesenler

yer almaktadir (Carr ve Fernandez-Zapico 2016).

K-ras geni ¢ogu pankreas tlimoriinde onkojenik bir forma donligmektedir. Onkojenik K-
ras, pankreas tiimorlerinin ilerlemesinde ve gelisiminde 6nemli bir rol oynamaktadir.
Yeni bir anlayis, onkojenik K-ras'in her zaman aktif durumda olmadigin1 gostermektedir
(di Magliano ve Logsdon 2013, Bryant ve ark. 2014). Bu nedenle, onkojenik K-ras'in
kansere neden olmasi i¢in aktive edilmesi gerektiginin anlagilmasi, K-ras inhibisyonunun
kanseri Onleyici bir strateji oldugunu ortaya koymaktadir. McAllister ve ark. (2014)
onkojenik K-ras'in IL-17 Ureten T17 hiicrelerinin toplanmasinda 6nemli I1L-17 sinyal
yolunu vurgulamustir. TH17 hiicrelerinden asir1 IL-17 ekspresyonu daha sonra pre-invaziv
pankreas lezyonlarmin olusumunda ve pankreas kanseri olusumunda tamamlayici bir
etkiye sahiptir. Ayrica, genetik veya farmakolojik teknikler kullanilarak IL-17 sinyal
yolunun engellenmesi, pankreatik intraepitelyal neoplazinin (PanIN) olusumunu

onlemektedir.

Zhang ve ark. (2014) onkojenik K-ras eksprese eden epitelyal hicrelerin, CD4™ T
hiicreleri alinimi ile immiin baskilayici bir mikrogevre olugturdugunu gostermigtir. CD4"
T hiicreleri ve IL-17 sinyallemesinin, onkojenik K-ras kaynakli pankreas kanseri olusumu
icin gerekli oldugu bilinmektedir. Ayrica, CD4" T hiicrelerinin fonksiyonel olarak CD8*
T hicrelerinin  anti-tiimor  aktivitesini  baskiladigi bilinmektedir. CD4* T hiicre
popiilasyonunun azalmasi, farelerde pankreatik karsinogenezi onleyerek anti-timoral
CD8" T lenfositlerinin baski altina alinmasina neden olmaktadir. Bagigiklik sistemi
baskilanmis farelerde, asir1 diizeyde IL-17 eksprese eden insan serviks ve akciger kanseri
hlcrelerinin, IL-17'yi nispeten daha az eksprese eden kontrol hiicrelerine kiyasla daha
fazla tliimor olusturma yetenegine sahip oldugu gosterilmistir (Tartour ve ark. 1999,
Numasaki ve ark. 2005). Pankreas kanserli hastalarda serum IL-17 seviyelerinin kontrol
grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugu gosterilmistir (Karabulut ve ark. 2016).
Ramesh ve ark. (2014) hem IL-17 hem de IFN-y tireten Tw17 hicrelerinin, coklu ilag
direng proteini 1 (MDR1) eksprese ettigini gdstermistir. MDR1: ATP-bagimli ¢coklu ilag
tastyicisidir, ayni zamanda P-glikoprotein (P-gp) olarak bilinmektedir, kemoterapiye
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kars1 tiimor direnci ile iliskisi rapor edilmistir. Kovalent baglanan DAT ve NDAT
uygulamasi P-gp’lerle baglanan kemoterapotikleri daha fazla hiicre iginde tutarak kanser
hiicrelerinin kemoterapétige duyarliligini artirmaktadir (Davis ve ark. 2015, Rebbaa ve

ark. 2008).

Noubade ve ark. (2011), CD4" T hiicrelerinde p38 MAPK sinyal yolu aktivasyonunun
IL-17 iiretiminin kontrol altina alinmasi agisindan gerekli oldugunu gostermistir. Niu ve
ark. (2016) yumurtalik kanseri hiicrelerinde (OVCA) IL-17'nin sisplatin direnci izerine
etkilerini in vitro arastirmistir. IL-17'nin ABCG2 ve MDR1 ekspresyonunu upregle
ederek OVCA hiicrelerinin sisplatine karsi direncini arttirdigin1 bulmusglardir. Ayrica
OVCA hicrelerinin sisplatine direncinde IL-17’nin etkilerini dogrulamak igin IL-17
eksikligi olan fareler ve syngenik fare yumurtalik kanseri modeli (ID8) kullanmiglardir.
Hayvan deney ¢alismalari, IL-17'nin fare OVCA modellerinde sisplatin direncini dnemli
Olgiide arttirdigini géstermistir. IL-17 sinyalini inhibe etmenin, OVCA hicrelerinin
sisplatine duyarliligini arttirabilecegini ileri siirmektedir. Hayata ve ark. (2013) IL-17
baskilanmasinin deney hayvanlarinda pankreatik tiimor gelisiminin inhibisyonuna yol

actigini gostermistir.

IL-17°nin SUIT2-luc  hacrelerinin  sisplatin ~ direnci  lzerine etkileri henlz
belirlenmemistir. Moore ve ark. (2001) SUIT2-luc hiicrelerinde K-ras geninde
mutasyonlar oldugunu gostermistir. Pankreas kanseri hiicrelerinde genetik degisiklikler,
molekiiler yol ile iliskili olabilecek ilag duyarlilig1 ve ilag direnci igeren ¢alismalar i¢in

oldukca degerlidir.

Bu ¢alismada, ortotopik pankreas kanserli (SUIT2-luc) farelerde IL-17 sitokinin plazma
seviyelerini ve bunun tiimdr progresyonuyla olan iligkisi ilk kez gdsterilmistir. Kanserde
IL-17'nin rolii halen tartisilmaktadir. Pro-inflamatuar sitokin 1L-17 ekspresyonu,
sisplatine direngli pankreas kanseri hiicrelerinde artig gosterebilmektedir. Tiim literatiir
caligmalar1 bir araya getirildiginde bu calismada, kontrol grubuna kiyasla sisplatin
grubunda azalmis pro-inflamatuar IL-17 sitokin ekspresyonu SUIT2-luc hcrelerinin
sisplatine duyarliligini artirabilir ve tiimor baskilanmasina neden olabilir. Dahasi,
sisplatin tedavisinden sonra farelerin plazmasinda azalma gosteren IL-17 seviyelerinin, T

hiicrelerinin yoklugundan etkilenebilecegini sdylemek miimkiindiir.
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Literattrde, bu sitokin igin hem pro-inflamatuar hem de anti-inflamatuar fonksiyonlar
tanimlanmustir. IL-17 bir yandan timor gerilemesine neden olan anti-tumor sitotoksik T
hiicre yanitin1 tesvik eder; diger yandan da anjiogenezi ve tiimor hiicrelerin primer
odaktan cikisini kolaylastirarak, timor biiylimesini tesvik eder (Murugaiyan ve Saha
2009). IL-17, otoimmiin hastaligin gelisimini baskilayabilen anti-inflamatuar etkiye
sahiptir (Otani ve ark. 2009).

Su anki calismamizda IL-17 anti-inflamatuar etki gostermis olabilir, bOylece anti-
inflamatuar IL-17 sitokin ekspresyonunda azalma, SUIT2-luc hiicrelerinin sisplatine
kars1 gelistirilmis direnci ile iligkili olabilir ve bu da tiimor biiylimesine neden olabilir.
Buna ek olarak, ortotopik pankreas fare timor modeli plazma 6rneklerinde, sisplatin ile
kombinasyon halinde kullanilan tiim bilesiklerin, sisplatin tarafindan downregiile edilen

IL-17 sitokin ekspresyonu {izerine etkisi olmadigi gozlenmistir.

Bununla birlikte, sitokinler, baglanim sabitleri 10? ve 101° M arasinda degisen yiiksek
afiniteli reseptdrler ile hormonal konsantrasyonlarda etki etmektedir. Bazi durumlarda,
bir etki ortaya ¢ikarmak i¢in hiicre basina sadece birkag diizine reseptoriin aktive edilmesi
gerekebilir. Sitokinler ihtiyag iizerine iiretilir ve yalnizca kisa mesafelerde tagiabilir. In
vivo konsantrasyonlari mililitre basina birkag pikogram ila nanogram araligindadir.
Diisiik konsantrasyonlarda bu lokal etki nedeniyle, serum seviyeleri lokal etkiyi giivenilir

bir sekilde yansitmayabilir (Sommer ve Kress 2004).

Sisplatin kemoterapisinin en énemli yan etkilerinden biri periferik néropatidir. Sisplatin
ile indiiklenen periferik néropati, genellikle doz azaltilmasini gerektirdigi igin anti-kanser
ajan sisplatinin etkinligini azaltmakta ve tedaviyi engellemektedir. Sinir hasarinin,
noropatik agrinin patogenezinde rol oynayan IL-1p, IL-6, IL-17, TNF-a ve IFN-y gibi
bazi1 pro-inflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunu ve salgilanmasini arttirdigina dair ¢ok

sayida kanit bulunmaktadir (Lees ve ark. 2013).

Bu calismada, integrin reseptor antagonistleri (NDAT ve XT199) ve antioksidanlarin
(EGCG ve OT-404), sisplatinin-indiikledigi ndropati iizerindeki ndroprotektif etkileri
belirlemek adina farelerin arka-ayaklarinin  davranigsal durus degerlendirmesi
yapilmistir. NDAT ve XT199 6n-tedavisi ile NF-kB'nin inhibisyonunun, sisplatin ile

indiiklenen periferik noropati gelisimine kars1 noroprotektif etki saglamasi, arka-bacak
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durusunun davranigsal degerlendirmesiyle gosterilmistir. Sisplatin tedavisinde motor
disfonksiyon genellikle orta ve belirgin duyu kaybindan sonra meydana gelir (Armstrong
ve ark. 2005). Calismamizda uygulanan sisplatin dozu ile deney hayvanlarinda ¢orap-
eldiven modeli noropatinin ileri durum figiirleri degerlendirilmistir. Bu sisplatinin
meydana getirdigi kas gligsiizligiiniin bir sonucudur. NDAT ve XT199 On-tedavisi ile
sisplatin kombinasyon tedavisi uygulanan hayvanlarda arka ekstremitelerde noropatinin
bulunmamasi durumu (arka ayaklarin ¢aprazlagmamasi) sinirin oncelikle tiimore taginan
sisplatine maruziyetinin azaldigini géstermektedir. Bu bulgularin tiimii, NDAT ve XT199
ajanlarinin NF-kB aktivasyonunun downregilasyonu yoluyla sisplatin ile induklenen

periferik noropatiyi hafiflettigini gostermektedir.

Timor biyoliiminesans yogunluklart ve tiimor agirliklart arasindaki uyusmazliklar
gidermek ve farkli 6zellikler ile ilgili mekanizmalar1 arastirmak amaciyla ortotopik
SUIT2-luc pankreas tlmdrleri Hematoksilen ve Eosin ile boyanarak histopatolojik
degerlendirme yapilmistir. Calisma sonuglarina gore, sisplatin ile tedavi edilen pankreas
tiimorleri, kontrol timdrlerine kiyasla nekrotik alanlarda istatistiksel olarak anlamli artisa
neden olmustur. Nekrotik alanlar, erken evre (fragmente ve kiiciik niikleus) ve gec evre
(nukleus icermeyen hayalet hiicreler) de gozlenebilmektedir, bu da sisplatinin hiicre 61Um
modunun erken ve gec evreleri lizerinde etkili oldugunu gostermistir. Daha Oncede
belirttigimiz gibi, sisplatin uygulanmis tiimorlerin sinyal yogunluklari, kontrol
tiimorlerine kiyasla artis géstermis olmasina ragmen, timor kiiclilme egiliminin artmis
olmasina bagli olarak sisplatin ile tedavide kontrole kiyasla daha fazla nekrotik alan

gozlenmistir.

NDAT ve XT199 ile tedavi edilmis pankreas tiimorlerinin histopatolojik analizleri,
kontrol tiimorlerine (canli hiicre ve biiyiik niikleus) kiyasla istatistiksel olarak artmis
nekrotik alanlar gostermistir. NDAT ve/veya XT199 ile sisplatin kombinasyon tedavisi,
sadece sisplatin tedavisi ile kiyaslandiginda azalmis liiminesans tiimoér sinyal yogunlugu
ile artmig nekrotik alanin gozlenmesi, NDAT ve XT199’un, pankreas tumorlerinin
sisplatine olan duyarhiligim arttirdigini dogrular niteliktedir. Ayrica, NDAT ve XT199
bilesiklerinin, 6nemli ilag diren¢ mekanizmalarindan biri olan P-gp ve disa atim pompa
faaliyetinin (Lugmani 2005) potansiyel olarak ustesinden geldigi/azalmasi yoniinde etki
ettigi diisliniilebilir (Rebbaa ve ark. 2008).
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NDAT ve XT199'un sisplatin ile indiiklenen periferik noropatiye karsi noroprotektif
etkilere sahip olduguna dair gerekli kanitlar histopatolojik degerlendirmede iki dnemli
belirtinin degerlendirilmesi ile belirlenebilmektedir: sisplatin tedavisi ile farelerin siyatik
sinir hasarindan sonraki aksonal dejenerasyonu ve demiyelinizasyonudur. Deney
hayvanlarindan toplanan siyatik sinirlerine dair bu analizler bu tez c¢aligmasina

konulmamustir. Ilgili analizler Dr Mousa’nin laboratuarinda degerlendirilecektir.

Bu tez calismasinda ayrica, antioksidan OT-404 ve EGCG’nin I) HelLa hicrelerinde
sisplatin ve/veya gemsitabinin indikledigi NF-xB/ROS aktivitesi iizerine anti-
inflamatuar etkileri, I1) THP1 hiicrelerinde LPS (Lipopolisakkarit)’in indiikledigi NF-
kB/ROS aktivitesi iizerine anti-inflamatuar etkileri ve I111) THP1 hucrelerinde H20-
(hidrojen peroksit)’in indiikledigi NF-kB/ROS aktivitesi tizerine anti-inflamatuar etkileri

lusiferaz yontemi ile belirlenmistir.

OT-404’un (tempol analog), antikanser (Du ve ark. 2010, Rebbaa ve ark. 2013) ve
antioksidan (Schubert ve ark. 2004, Erker ve ark. 2005) etkisi bilinmektedir. Ayrica OT-
404’(in kemoterapiye duyarl ve/veya kemoterapiye direngli insan néroblastoma (SKN-
SH) ve osteosarkom (SaOS2) hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi ve kanser
hiicrelerin kemoterapdtik ilaglara (etoposid ve/veya doksorubisin) karst duyarliligini
arttirdigr bulunmugtur. OT-404’ln ostesarkom, pankreas, akciger ve meme kanseri

hlcrelerinde anti-anjiogenik etkisi bulunmustur (Rebbaa ve ark. 2013).

EGCG (yesil ¢ay ekstrakti); anti-inflamatuar, anti-oksidan, anti-diyabet, anti-obezite ve
anti-ttimor etkilere sahip oldugu bilinmektedir (Min ve Kwon 2014). Son yillarda yapilan
bircok calisma, yesil ¢ay polifenollerinin ve EGCG'nin cilt, akciger, agiz boslugu,
0zofagus, duodenum, meme, kolon, mide, karaciger, ince bagirsak ve prostat kanserlerine
kars1 kemopreventif etkiye sahip oldugunu gdstermistir (Mukhtar ve Ahmad 2000, Yang
ve ark. 2002, Khan ve Mukhtar 2013).

Kanser kemoterapisi sirasinda ROS'un (Fidanboylu ve ark. 2011) ve devaminda ROS ile
iliskili NF-xB aktivasyonunun (Morgan ve Liu 2011) arttigi Dbilinmektedir.
Calismamizda, sisplatin'in ROS ile iligkili NF-kB'yi aktive ettigi lusiferaz yontemi ile
belirlenmistir. laveten, HeLa hiicrelerinde sisplatin ile indiiklenen NF-kB aktivasyonunu

QNZ EVP4593 (3 uM) %66,8 oraninda indirgerken, EGCG (10 uM) %58,5 oraninda,
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OT-404 (3 uM) ise %41,2 oraninda downregiile ettigi belirlenmistir. HeLa hiicrelerinde
gemsitabin ile indiklenen NF-kB aktivasyonunu EGCG (%35,7) ve OT-404 (%37,7)’0n
downregiile ettigi belirlenmistir ancak bu etki QNZ EVP4593’lin etkisiyle
kiyaslandiginda anlamli olarak degerlendirilmemistir (%46,9). Bu tez, kanser
hlcrelerinde sisplatin ve gemsitabin ile indlklenen NF-xB aktivasyonu (zerine,
antioksidanlar (EGCG ve OT-404) ile On-tedavinin anti-inflamatuar etkinliginin

degerlendirildigi in vitro ilk ¢aligma niteligindedir.

Monositik 16semi hiicre hatti THP1 hiicrelerinde, LPS ile indiklenen NF-xB
aktivasyonunu QNZ EVP4593 (3 uM) (%54) oraninda indirgerken, antioksidanlardan
OT-404 %48,7 ve EGCG ise %45,6 oraninda downregiile ettigi belirlenmistir. Bu caligma
sonuglari, antioksidan EGCG ve OT-404 ile 6n-tedavi uygulamasinin, monositik l6semi
hiicresinde LPS tarafindan indiklenen NF-xB aktivasyonunu downregiile ederek kismi

anti-inflamatuar etkinlige sahip oldugunu gosteren ilk ¢calismadir.

Ayrica, OT-404 ve EGCG’nin, THP1 hicrelerinde H>O2’nin indiikledigi oksidatif strese
kars1 potansiyel anti-oksidan etkileri belirlenmistir. OT-404 ve EGCG ile dn-tedavinin,
THP1 hiicrelerinde H2O: ile indliklenen NF-xB aktivasyonunu sirasiyla %26,5 ve %24,3

oraninda inhibe ettigi belirlenmistir.

Antioksidan OT-404 ve EGCG tek basina ve/veya sisplatin ile kombine halde pankreas
kanseri (zerine anti-tumor etkileri, ortotopik pankreas kanseri fare timor modelinde, in

vivo goriintiileme sistemi (IVIS) ve histopatolojik degerlendirme ile belirlenmistir.

In vivo c¢alisma sonuglarina gore, tek basina OT-404 tedavisinin, timor sinyal
yogunlugunu (16,9+7,8), kontrol grubuna (10,7+3,9) kiyasla arttig1 gézlenmistir (%57,2
oraninda artig). Pankreas kanseri hiicresi (SUIT2-luc) ortotopik xenograftlarinda kontrol
grubuna kiyasla timor agirliginda sisplatin ile %37, OT-404 %16,6 ve OT-404+sisplatin
uygulamasi ile %65,7 azalma goézlenmistir. OT-404+sisplatin tedavi grubu, sisplatin
grubuna kiyasla, timdr agirhi§inda %45,2 oraninda ve tiimdr sinyal yogunlugunda % 10,7
oraninda azalma gostermistir. Bu durum, antioksidan OT-404’0n, pankreas kanseri

hlcrelerinin sisplatin duyarliligini arttirdigini belirlemistir.
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Ahmed ve ark. (2014)’nin ¢alismasinda, sisplatin tedavisi 6ncesi tempol 6n-tedavisinin
farelerde tumaor buytumesinin baskilanmasi iizerine etkisinin tek basina sisplatin ile tedavi
edilen farelerde gdzlenen etkiye benzer oldugu gosterilmistir. Ilging olarak, tempol'iin
solid karsinomlarin biiylimesine kars1 sisplatin'in antikanser etkisi ile interfere olmadigini
gostermislerdir (Ahmed ve ark. 2014). Du ve ark. (2010), tempolin insan pankreas
kanseri hicrelerinin (MIA PaCa-2) in vivo ve in vitro biiyiimesini inhibe etme yetenegine

sahip oldugunu gostermistir.

Tempol’lin, insan lenfositlerinde sisplatin ile indiiklenen DNA hasarina kars1 koruyucu
etkisi belirlenmistir. Son caligmalar tempol'iin sisplatin gibi kemoterapdtik ajanlarla
iligkili oksidatif strese karsi koruyucu bir ajan olarak kullanilma potansiyeline sahip

oldugunu gostermistir (Khabour ve ark. 2014).

Tempol, antioksidan olarak etki ettiginden, sisplatin kaynakli oksidatif stresi (ROS)
baskilayabilir. Bu ¢aligmada, OT-404'in sisplatin kaynakli NF-kB/ROS aktivitesini
inhibe ederek, periferik ndropatiye karsi kemoprotektif ajan olarak potansiyel kullanimi1

anti-inflamatuar a¢idan degerlendirilmistir.

Noroinflamasyon, CIPN'nin altinda yatan ana mekanizmalardan biridir. CIPN modelleri,
cesitli periferik ve merkezi glial aktivasyon ve artmig pro-inflamatuar sitokin
ekspresyonu gostermektedir (Lees ve ark. 2017). CIPN'de NF-«B'yi hedeflemek, anti-

kanser aktiviteye ek bir yarar saglarken néropati gelisimini hafifletmektedir.

Sitokinler gibi, inflamasyon ve oksidatif stres mediatorlerinin periferik noropatinin
hayvan modellerinde néropatiye katkida bulundugu goésterilmistir (Lees ve ark. 2017).
Tezde, ortotopik pankreas kanseri fare timor modelinde plazma sitokin seviyelerinin
artmasina neden olan ROS ve NF-kB aktivasyonunu sisplatinin arttirdig1 gézlenmistir.
OT-404 ile sisplatin kombinasyon grubunun, sisplatin grubu ile karsilastirildiginda pro-
inflamatuar sitokinlerin (IL-1p, IL-6 ve TNF-a) ekspresyonunu downregiile ettigi ve anti-
inflamatuar sitokinlerin (IL-10) ekspresyonunu upregiile ettigi gosterilmistir. Bu durum,
OT-404'Un sisplatin ile indiklenen periferik noropatiyi hafifletme yetenegine sahip

oldugunun kanit1 niteligindedir (néroprotektif etki géstermesinin kanitidir).
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Sisplatin kaynakli periferik noropati mekanizmasi belirsizligini siirdiirmesine ragmen,
OT-404'Un bir antioksidan (ROS inhibitori) ve NF-kB inhibitorii olarak ikili etkinligi
CIPN patofizyolojisinde NF-kB ve ROS arasinda 6nemli bir baglanti oldugunu

diistindiirmektedir.

Ahmed ve ark. (2014) tarafindan tempol'iin, sisplatinin-indiikledigi nefrotoksisitenin
Onlenmesindeki potansiyel rolu, farelerde oksidatif stres ve mitokondriyal
disfonksiyonun iyilestirilmesi yoluyla gosterilmistir. Youn ve ark. (2016), sisplatin
tedavisi Oncesi tempol 6n tedavisinin, sisplatinin indiikledigi sitotoksisiteyi (artan ROS
birikimi, mitokondriyal disfonksiyon, apoptotik Ozellikler ve belirtecler, House Ear
Institute-Organ of Corti 1 (HEI-OC1)'de hiicre hasari gibi) 6nemli 6l¢iide inhibe ettigini

ve sisplatinin indiikledigi ototoksisiteye karsi koruyucu bir rol oynadigini géstermistir.

Sisplatin tek basmma uygulamasinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda timor
agirhiginda % 37,4 oraninda azalma gozlenirken, EGCG+sisplatin uygulamasi ile tiimor
agirhginda %30 oraninda azalma gozlenmistir. Hem EGCG (4,2 kat) hem de
EGCG+sisplatin (1,7 kat) tedavi grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda tumér sinyal
yogunlugunda artis gozlendi. Ayrica, EGCG+sisplatin tedavi grubu, sisplatin tedavi
grubuna kiyasla tlimér sinyal yogunlugunun (1,4 kat) ve tiimor agirhigmin (1,1 kat)
artmasina neden olmustur. EGCG+sisplatin tedavi grubu, EGCG tedavi grubuna kiyasla
timor sinyal yogunlugunda %.59,2 oraninda ve timor agirliginda %45,4 oraninda
azalmaya neden olmustur. Bu durum, EGCG+sisplatin tedavi grubunda, tiimor agirligi ve
tiimor sinyal yogunlugunun c¢ogunlukla sisplatinin etkisi sonucu azalmis olmasi ile
aciklanabilir. Bu nedenle, EGCG’nin sisplatinin anti-timér etkisini arttirmadigi bilakis

azalttig1 belirlenmistir.

EGCG'in kemopreventif etkinligi biiylik Olclide arastirilmis olsa da, altindaki
mekanizmalar heniiz tamamen netlige kavusmamistir. Tang ve ark. (2012), insan
pankreas kanserinde EGCG'nin STAT3 sinyal yolunu inhibe ederek gemsitabinin
terapotik potansiyelini arttirdigini gostermistir. Bimonte ve ark. (2015) EGCG ve
bleomisinin insan pankreas kanseri hiicresinin (MiaPaca-2) biiylimesi Gizerine inhibe edici
etkilerini in vitro gostermistir. Calismamizda, EGCG’nin sisplatinin etkinligini

azaltmasini EGCG’nin doz farklilig1 ve in vivo ¢alisma olmasi ile agiklayabiliriz.
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EGCG'nin insan pankreas kanseri hiicrelerinde (AsPC-1), hlcre blylmesi, invazyonu,
metastazi ve anjiogenezi inhibe edici etkileri, xenograft fare timor modelinde
gosterilmistir (Shankar ve ark. 2008). Shankar ve ark. (2013) tarafindan EGCG'nin
PI3K/AKT ve ERK yolaklarinin inhibisyonu ve FKHRL1/FOXO3a'nin aktivasyonu ile
iligkili olarak pankreas kanseri ortotopik fare timor gelisimini, anjiyogenezi ve metastazi
inhibe ettigini gosterilmistir. Bu sonuglar bizim sonuglarimizla ¢elismektedir. Bu da
caligilan fare tiimor modelinde kullanilan hiicre tipi, uygulanan doz ve siire farkliligi ile

aciklanabilir.

Caligmamizda ayrica, noroinflamasyon tedavisinde EGCG'min antioksidan olarak
potansiyel roliinii gosterilmistir. EGCG'nin sisplatin ile indiiklenen IL-1p, IL-6, TNF-a
sitokin seviyelerini azaltarak ve sisplatin ile inhibe edilen IL-10 sitokin seviyelerini
artirarak anti-inflamatuar ve ndroprotektif 6zellikler gosterdigi belirlenmistir. Sisplatin
ile kombine edilen EGCG, sisplatin ile karsilastirildiginda IFN-y ve IL-17 seviyeleri

tizerinde herhangi bir etki géstermemistir.

Hoffmann ve ark. (2011), EGCG'nin insan pankreas adenokarsinoma hiicre hatti
Colo357'de IL-1 aracili IL-6 sekresyonunu onemli Olglide azalttigini raporlamistir.
EGCG’nin, IL-6 ve anjiyotensin Il ile induklenen CRP (C-reaktif protein) ekspresyonunu
makrofajlarda (Li ve ark. 2012) ve vaskuler diiz kas hiicrelerinde (Peng ve ark. 2010)
inhibe etmesi, ROS dretimini engelleyerek anti-inflamasyon etkiyi saglamaktadir.
Ahmed ve ark. (2008), EGCG'nin IL-1p ile indiiklenen IL-6 sentezini inhibe ettigini ve
romatoid artrit (RA) sinovyal fibroblastlarda gp130 mRNA'sin1 indiikleyerek trans sinyal

yolunu baskiladig1 ve ¢6ziiniir gp130 {iretiminin artmasina yol agtigini géstermistir.

Guclu bir anti-inflamatuar bilesik olan EGCG'nin insan RA sinovyal fibroblastlarinda IL-
6 sentezini baskilamak i¢in IL-1f sinyal proteinini (TAKI1) inhibe ettigi gosterilmistir
(Singh ve ark. 2016). Tokuda ve ark. (2007), EGCG'nin osteoblastlarda p44/p42 MAP
kinaz yolunu baskilanmasiyla endotelin-1 (ET-1) ile indlklenen IL-6 sentezini inhibe

ettigini gostermistir.

Bizim sonuglarimiz, yukaridaki verilerden farkli olarak, tek basina EGCG'nin, kontrol ile
karsilastirildiginda  ortotopik pankreas kanserli farelerin plazmalarinda 1L-6

ekspresyonunu arttirdigini gostermistir. Bu ¢eliskili bulgularin in vitro ¢alismalardan
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gelmesiyle agiklayabiliriz. Oysa EGCQG, sisplatin ile kombine edildiginde IL-6 seviyeleri
izerinde istatistiksel olarak anlamli azalma gozlenmistir. Bu da sisplatinin farkli

maddelerle kombinasyonu ile yasadig etkilesim iligkisi ile degerlendirilebilir.

Aktas ve ark. (2014), otoimmiin ensefalomiyelit hastaliginda EGCG aracili T hiicresel
NF-kB inhibisyonunu ve noroproteksiyonu gostermistir. EGCG, yapisal olarak
antioksidatif ozellikler i¢erdiginden, canli beyin dokusunda N-metil-d-aspartat ya da
TRAIL tarafindan indiiklenen néronal hasara karsi koruma saglayabilir ve ndronlarda
norotoksik reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu dogrudan engelleyebilir. EGCG,
antioksidan ve pro-oksidan olmak tizere iki isleve sahip olsa da, ROS {iretiminin EGCG
aracilt modiilasyonunun, anti-kanser etkilerinden sorumlu oldugu rapor edilmistir. EGCG
aracilt NF-«xB sinyal yolunun inhibisyonu, migrasyon, anjiyogenez ve hiicre canliliginin

inhibisyonu ile iligkilidir (Aktas ve ark. 2014).

Ahmad ve ark. (2000), EGCG’nin neden oldugu hiicre dongiisii deregiilasyonu ve kanser
hlcrelerinin apoptozunun NF-«B inhibisyonu ile olusabilecegi gostermistir. Gupta ve ark.
(2004), EGCG aracili kaspaz aktivasyonunun, NF-kB'nin inhibe edilmesi ve apoptozun

indiiklenmesi i¢in 6nemli oldugunu ortaya koymustur.

Yakin zamanda, EGCG’nin insan pankreas kanseri hiicreleri iizerinde baskilayic etkileri
gosterilmistir. Bu antikanser etkiler, ROS iiretiminin modiilasyonu, NF-«kB'nin
inhibisyonu, MAPK'lerin aktivasyonunun up/downregiilasyonu ve epigenetik degisimin

regililasyonu ile iliskilidir (Min ve Kwon 2013).

Bu ¢alisma ile ilk kez, EGCG ile sisplatin kombinasyon tedavisinin SUIT2-luc pankreas
kanseri hiicre biiylimesi iizerine inhibe edici etkileri arastirilmistir. EGCG'nin sisplatin
kaynakli periferik noropati gelisimine karst noroprotektif etki saglamasma ragmen,
EGCG’nin in vivo insan pankreas kanseri SUIT2-luc hicrelerinin blyimesi Uzerine anti-

tiimor etkisi gbzlenmemistir.

Cesitli ¢calismalar, EGCG'nin pankreas kanseri hiicrelerinde gug¢li bir anti-kanser etkiye
sahip oldugunu gostermesine ragmen (Kiirbitz ve ark. 2011, Min ve Kwon 2014, Bimonte
ve ark. 2015), in vivo ¢alismalarda ve klinikte EGCG’nin etkin kullanimini1 tanimlamak

i¢cin daha ileri caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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OT-404 ile tedavi edilmis pankreas tiimorlerinin histopatolojik analizleri, kontrol
tiimorlerine (canl hiicre ve biiylik niikleus) kiyaslandiginda anlamli bir fark gosterirken
(p<0.05) ve EGCG uygulamasi ile anlamli bir degisim goériilmemistir. OT-404 ve/veya
EGCG ile sisplatin kombinasyon tedavisi ile de nekrotik alan bulgularinda degisim
goriilmemistir. Histopatolojik alan degerlendirmelerimiz tiimdr biiyiikliigii ve liiminesans

bulgularimiz1 destekler niteliktedir.

CIPN belirleme yontemlerinden biri de postiiral degerlendirmedir. Uzun sinirlerin, daha
kisa sinirlere kiyasla toksik hasara kars1 daha savunmasiz olduklar1 ve genellikle " ¢orap-
eldiven" dagilimi olarak adlandirilan simetrik, distal, uzunluga bagli bir modelle ortaya
ciktig1 diistintilmektedir (Hershman ve ark. 2014). Periferik noropatinin motor belirtileri
icin postiral degerlendirme, kuyruklarindan kaldirilmis farelerin arka ayaklarinin ¢apraz
durusu ile ortaya ¢ikan sisplatin kaynakli kas giicsiizliigiinii ortaya koymaktadir. Bu,
sisplatinin neden oldugu eldiven-¢orap modeli néropatinin bir gostergesidir. Calismada,
sisplatin grubundaki farelerin arka ayaklarini ¢apraz pozisyonda viicutlarina yakin
tutmalari, 8. glinde baglayan kas gii¢siizliigliniin ve motor defisitlerin bir belirtisidir.
Sisplatin tedavi grubundaki farelerde 2 hafta boyunca arka ayak spastisitesi gézlenmis
olmasma ragmen NDAT, XT199, EGCG ve OT-404 On-tedavisi uygulanan sisplatin
grubu farelerde ise herhangi bir motor fonksiyon kaybi gozlenmemistir. Kombinasyon
gruplart normal motor davranislar sergilemistir. Bu durum bilesiklerin sinir yapisini

koruyarak islevsel biitiinliigli koruyabilecegine dair kanit saglamaktadir.

Kanser vakalarinda hastalikla yasam siiresi boyunca kilo degisimleri hastaligin seyri
acisindan Onemli bir parametredir. Calisma siliresi boyunca farelerin agirliginda
istatistiksel olarak anlaml1 degisiklik gdzlenmemistir. Bununla birlikte, sisplatin ile tedavi
edilen grupta, tedavinin ikinci haftasindan sonra baslayan kilo kayb1 gozlenmistir. Buna
ek olarak, NDAT, XT199, OT-404 ve EGCQG ile tedavi edilen gruplar arasinda viicut
agirliginda herhangi bir degisiklik kaydedilmemistir. Bu bilesikler ile 6n-tedavinin,
sisplatin kaynakli kilo kaybin1 azalttig1 gézlenmistir. Caligmanin siiresi boyunca agirlikta
bir degisimin olmamasi, yaygin morbidite ve toksisitenin yoklugunu gostermektedir.
Geleneksel olarak uygulanan sisplatinin 6nemli bir toksisite riski tasidigi bilinmektedir.
Bu nedenle, hayvanlar1 sisplatin ile indiiklenen ndrotoksite ve kilo kaybina karsi

koruyabilmek i¢in ¢aligsmanin siiresi 21 giin slirmiistiir. Deney siiresi boyunca, NDAT ve
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XT199 uygulamasi tiimor boyutunu ve liiminesans: azaltirken kilo kaybina yol
acmamistir. Bu iki ajanin, etkin ve yan etkileri az olabilecek bir tedavi alternatifleri

olabileceginin gdstergesidir.

Pankreas kanserinde ila¢ direncinin molekiler ve hiicresel temeli, pankreas kanserini
kemoterapiye duyarl hale getirme ve pankreas kanserinde mevcut tedavilerin etkinligini
artiracak yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesine yol acacaktir. NF-kB sinyal yolunun
inhibisyonu ile NF-xB aktivasyonunu baskilayan kemoprotektif ajanlar sisplatine karsi
direnci azaltabilir. Boylece, sisplatin ile kombinasyon halinde kullanilan kemopreventif

ajanlar pankreas kanser i¢in yeni bir tedavi yaklagimi saglayacaktir.

Pankreas kanserinde ilag direncinin tstesinden gelmek icin bir molekilin veya sinyal
yolunun hedeflenmesinin yeterli olmadig bilinmektedir. Bu nedenle, bu bilesikler ile
cesitli sinyal yollarinin hedeflenmesi, bu bilesiklerin pankreas kanseri tedavisinde ilag
direncinin azaltma ve sisplatin tedavisinin etkinligini arttirmada ki potansiyel etkilerinin

arttirtlmas1 amaciyla olduk¢a 6nem tagimaktadir.

Sonug olarak, NDAT, XT199 ve OT-404'Un pankreas kanseri tedavisinde NF-xB
inhibitorii olarak, ayrica anti-inflamatuar ve antitimor ajan olarak in vivo ¢alismalarda ve
klinikte kullanilmasina kap1 aralayan original terapotik ajanlar olarak degerlendirilebilir.
Bu tez calismasi da, bu ajanlarin pankreas kanserinde anti-inflamatuar ve antitimor
etkinliklerini in vitro ve in vivo olarak ortaya koyan orijinal bir ¢alisma niteligindedir.
Bilesiklerin etki mekanizmalarini ve cesitli timdrlerde etkinliklerini belirleyebilmek i¢in

ileri aragtirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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