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1. GIRiS

Genel cerrahlar, operasyon esnasinda kolorektal kaynakli peritonitis
karsinomatoza ile karsilastiklarinda ¢ogu zaman hastaligin yayginligi sebebiyle
hastanin inoperabl oldugunu kabul etmekte ve operasyona son vermek zorunda
kalmaktadirlar. Primer cerrahi esnasinda peritoneal tutulum hastalarin %7’ sinde
saptanirken, kiiratif cerrahi sonrasi1 hastalarin  %4-%19’unda ve kolorektal
kanserin niiks ettigi hastalarin %44’iinde peritonitis karsinomatoza gelismektedir
(1). Eger tedavi edilmezse kolorektal kaynakli peritonitis karsinomatoza
teshisinden sonra medyan sagkalim 6-9 ay arasinda degismektedir (2).
Giiniimiizde metastatik kolorektal kanser tedavisinde uygulanan kemoterapi
protokolleri bile medyan sagkalimi ancak 20,3 aya ¢ikarilabilmistir (3). 5-yillik
sagkalim ise %10’un altindadir (4). Ayrica, s6z konusu kemoterapi protokolleri
intravendz girisim icermeleri ve bazi protokollerde 46 saate varan kemoterapotik
ajan inflizyonlarmin bulunmast nedeniyle hastanin tedaviye uyumunu
zorlagtirmakta ve hastanin konforunu azaltmaktadir. Peritonitis karsinomatoza
tedavisinde Sugarbaker’in  Onerdigi peritonektomi islemi ve ardindan
intrabdominal sicak kemoterapi uygulamasi (HIPEC) ise ancak belirli hastalarda
ve merkezlerde uygulanabilen, morbiditesi yiiksek bir tedavi yontemidir (5).
Buna gore kolorektal kaynakli peritonitis karsinomatoza teshisi konan bir¢ok
hastada sadece destekleyici tedavi yontemleri uygulanabilmektedir. Kolorektal

kaynakli peritonitis karsinomatoza teshisi konulan hastalarin sagkalimini



arttirabilmek ve tedaviye uyumlarini kolaylastirabilmek i¢in yeni tedavi

yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Giintimiizde, kolorektal kanser kaynakli peritonitis karsinomatoza
tedavisinde interdisipliner yaklasim benimsenmektedir. Genel cerrahlar ve
medikal onkologlar isbirligi icinde calisarak sik goriilen kolorektal kanser
kaynakli peritonitis karsinomatozanin tedavisi i¢in yeni tedavi yOntemleri
aragtirmaktadir. Bu konu ile ilgili olarak, Gastrointestinal Cerrahi Dergisi’nde
(Journal of Gastrointestinal Surgery) 2009 yilinda “Ileri evre kolorektal kanserin
rapamisin ve 5-FU/oksaliplatin ile etkili tedavisi ve TIMP ile izlenmesi”
(Effective Treatment of Advanced Colorectal Cancer by Rapamycin and 5-
FU/Oxaliplatin Monitored by TIMP) baslikli makale yayimlanmistir (6). S6z
konusu makalenin tartisma boliimiinde Isvicre Bern Universitesi Genel Cerrahi
Servisi’nde takip edilen bir hastanin makalenin yazilmasinda tesvik edici oldugu
belirtilmistir. Bahsi gecen hasta karaciger nakli nedeniyle iki yil siireyle
immiinsupresif tedavi almistir. Hastada peritonitis karsinomatozanin eslik ettigi
kolon adenokanseri teshis edilmis ve bunun iizerine hastaya lokal rezeksiyon ve
FOLFOX adjuvan kemoterapi uygulanmistir. Es zamanhi olarak hastaya
immiinsupresif tedavi olarak rapamisin verilmeye baglanmustir. Iki y1l sonra hasta
insizyonel herni nedeniyle tekrar opere edildiginde tek bir odak disinda hastada
peritonitis karsinomatoza odagi saptanmamustir. 2009 yihi itibariyle ilk teshisten
itibaren alt1 y1l ge¢cmesine ragmen hasta halen hayattadir ve hastada peritonitis

karsinomatoza bulgusu yoktur. S6z konusu bulgular kisisel gozleme dayalidir.



Bunun iizerine Wagner ve ark. rapamisinin ileri evre kolorektal kanser
tizerindeki etkisini incelemek amaciyla Balb/cOlaHsd farelere intraperitoneal
CT26 fare kolon karsinomu tiimor hiicreleri ve atimik Nude-Foxnl™ farelere
intraperitoneal SW620 insan kolon karsinomu tiimor hiicreleri vererek deneysel
kolorektal kaynakli peritonitis karsinomatoza hayvan modelini olusturmuslardir.
Farelerin bir grubuna sadece oral rapamisin, diger gruba da hem oral rapamisin
hem de intraperitoneal (ip) 5-FU (5-fluorourasil) verilmistir. Rapamisin tek basina
oral verildiginde ileri evre kolorektal kanserde ilerlemeyi durdurmustur. 5-FU ile
birlikte rapamisin verildiginde ise antitimor etkinliginin daha da arttig

goriilmiistiir.

Fosfatidilinozitol-3-kinaz ~ (PI3K)/AKT/mTOR  sinyal yolu hiicre
proliferasyonunda, hiicre biiylimesinde ve anjiyogenezde merkezi bir
diizenleyicidir (7). Rapamisin bakteriyel bir makrolit grubu antibiyotiktir (8).
Ayrica, rapamisin bir mTOR (memelilerde rapamisinin hedefi, mammalian target
of rapamycin) inhibitoriidiir. Rapamisin, FK baglayici protein kompleksi FKBP-
12 ile birleserek mTOR’u inhibe eder (9). mTOR’un rapamisin tarafindan inhibe
edilmesi tiimor proliferasyonunu ve biiyiimesini engellemektedir (10). Bir¢ok
rapamisin homologu klinik deneylerde beyin tiimorleri, renal hiicreli karsinom,
metastatik pankreatik kanser, pankreatik noroendokrin tiimorler, metastatik meme
kanseri, jinekolojik kanserler, akciger kanseri ve sarkomlarda kullanilmistir (6,

11-19).

Rapamisinin oral yoldan kullanilabilen tiirevi everolimustur. 5-FU’nun

oral yoldan kullanilabilen esdegeri kapesitabindir (20). Metastatik kolorektal



kanserde oral kapesitabin tedavisi, hastaligin progresyonuna kadar gecen siire ve
genel sagkalim goz Oniine alindiginda, iv S-fluorourasil + lokovorin tedavisine

denktir (21).

Everolimus subependimal biiyiik hiicreli astrositomda, ileri evre meme
kanserlerinde, progresif —pankreas kaynakli noroendokrin  tiimorlerde,
tiitberosklerozun eslik ettigi subependimal dev hiicreli astrositomda ve ileri evre
renal hiicreli karsinomlarda kullanilmaktadir (22). Kapesitabin ise kolorektal
kanser ve metastatik meme kanseri tedavisinde kullanilmaktadir (23). Mevcut
tedavi protokolleri i¢inde yer almalar1 nedeniyle hem everolimusun hem de

kapesitabinin etki-yan etki profilleri ayrintili olarak bilinmektedir.

Klinik caligmalar (www.clinicaltrials.gov) internet sitesi, Amerikan Ulusal
Tip Kiitiiphanesi (National Library of Medicine (NLM)) tarafindan Ulusal Saglik
Enstitiisii (National Institutes of Health (NIH)) biinyesinde olusturulan resmi bir
sitedir (24). Klinik calismalar internet sitesine kayitli arastirmalarda meme
kanserinde, ileri evre solid tiimorlerin tedavisinde, ileri evre mide kanserinde
everolimus ve kapesitabinin birlikte kullanimi arastirilmaktadir. Ancak, Ocak
2014 tarihi itibariyle everolimus ve kapesitabinin 0zellikle kolorektal kaynakli
peritonitis karsinomatozda birlikte kullanilmasini arastiran, klinik c¢aligsmalar

internet sitesine kayitli, bir ¢calismaya rastlanmamustir.

Wagner ve ark. oral rapamisinin 5-fluorourasil ile birlikte verildiginde
kolorektal kaynakli peritonitis karsinomatoza fare modelinde tiimor biiyiimesini
baskiladiginm1 gostermislerdir. Ancak, 5-fluorourasil sadece intravendz yoldan

kullanilabilmektedir, 5-fluorourasilin oral formu yoktur. Oral yoldan



kullanilabilen kemoterapotik ajanlarla  yapilan peritonitis  karsinomatoza
tedavisinin hastanin tedaviye uyumunu kolaylastiracagi ve konforunu arttiracagi
diistiniilmiistiir. Bu amacla, oral everolimus ve oral kapesitabin tedavisinin
kolorektal kaynakli peritonitis karsinomatoza fare modelinde denenmesi
planlanmistir. Everolimus, rapamisinin oral yoldan kullanilabilen bir tiirevidir.
Kapesitabin ise 5-flurourasilin oral yoldan kullanilabilen eslenigidir. Bu
calismanin amact BALB/cOlaHsd-Foxnl™ farelerde kolorektal kaynakli
peritonitis karsinomatoza modeli olusturarak, everolimusun tek basina veya
kapesitabin ile birlikte oral yoldan verildiginde kolorektal kaynakli peritonitis

karsinomatoza tizerine etkisini incelemektir.



2. GENEL BILGILER

Kolorektal kanser her y1l Amerika Birlesik Devletleri’nde goriilen 150,000
yeni olgu ile erkeklerde ve kadinlarda en sik goriilen ikinci kanser tiiriidiir (25).
Kolorektal kanserin peritoneal yayilimi ise her yil yaklagik 15,000 hastada
goriilmektedir. Tiirkiye’de ise kolorektal kanser erkeklerde en sik goriilen

dordiincii, kadinlarda en sik goriilen {iciincii kanser tiiriidiir (26).

Kolorektal kansere sekonder gelisen peritoneal karsinomatozis peritoneal
yiizeylerde solid tiimor depozitlerinin olusmasiyla karakterizedir (27). Spontan
veya cerrahi islemler esnasinda primer tiimorden hiicrelerin dokiiliip yayilmasinin
bu tiimoral depozitlerin olugsmasina neden oldugu diisiiniilmektedir. Timor
implantasyonu ve biiyiimesi diger organlarin veya periton ile kapli yapilarin
invazyonuna yol ac¢maktadir. Peritoneal implantlar en ¢ok omentumda,
mezenterde, bagirsak ylizeyinde, Douglas posunda, sag parakolik alanda ve

diyaframda goriilmektedir.

Kolorektal kaynakli kanseri olan hastalarda senkron peritoneal
karsinomatozis goriilme orant %4,3’tiir (28). Kolorektal kaynakli senkron
peritoneal metastazlar geng¢ hastalarda (<60 yas), ileri T evre hastalikta, miisindz
adenokarsinomlarda, sag kolon tiimorlerinde ve timor diferansiasyonu az
oldugunda daha sik goriilmektedir (28, 29) Peritoneal karsinomatozis, kolorektal

kanser evrelemesinde AJCC (Amerikan Kanser Komitesi, American Joint



Committee on Cancer) Kanser Evreleme Kilavuzu 7. baskisimna gore, evre IVb

(M1b) olarak kabul edilmektedir (30).

Amerikan Ulusal Kanser Enstitiisii’niin SEER ( Takip, Epidemiyoloji ve
Sonuglar Programi - Surveillance, Epidemiology, and End Results Program)
programi  Amerika  Birlesik  Devletleri'ndeki  kanser  istatistiklerini
yayimlamaktadir (31). S0z konusu istatistiklere gore Amerika Birlesik
Devletleri’nde 1998-2000 yillar1 arasinda teshis edilen 28,491 kolon adenokanseri
olgusunun gozlemlenen sagkalim oranlar1 asagidaki sekilde gosterilmistir (Sekil
1) (30). Evre I'de 7,417, Evre IIA’da 9,956, Evre 1IB’de 997, Evre IIC’de 725,
Evre IIIA’da 868, Evre IIIB’de 1,492, Evre IIIC’de 2,000 ve Evre IV’te 5,036
hasta yer almaktadir. Evre IV kolon kanserinde 1 yillik sagkalim orant %39,9, 2
yillik sagkalim orant %19,7, 3 yillik sagkalim oran1 %11,3, 4 yillik sagkalim orani
%7,6 ve 5 yilllik sagkalim oram %S35,7°dir. Eger tedavi edilmezse kolorektal
kaynakli peritoneal karsinomatoziste teshisten sonra medyan sagkalim 6-9 ay

arasinda degismektedir (2).
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Sekil 1. Kolon adenokanserinde sagkalim oranlari
1998-2000 yillar1 arasinda teshis edilen 28,491 kolon adenokanseri olgularinin yillara ve evrelere

gore yiizdesel (%) sagkalim oranlar1 gosterilmistir (31).

2.1.1 Peritonitis Karsinomatozanin Olusumu

Peritoneal yayilim ¢ok basamakli bir siirecin sonunda olugmaktadir (32).
[k basamak kanser hiicrelerinin primer tiimoriin serozal yiizeyinden ayrilmasidir.
Ayrilan bu hiicrelere peritoneal serbest kanser hiicreleri denilmektedir. Peritoneal
serbest kanser hiicreleri mezotelyal hiicrelere tutunmakta ve submezotelyal
dokulara dogru ilerlemektedir. Daha sonra bu hiicreler biiyiimekte ve vaskiiler
neogenez ile metastazlar1 olusturmaktadir. Peritoneal yayilimda transmezotelyal

ve translenfatik olmak iizere iki farkli siire¢ onerilmektedir (32):



Transmezotelyal metastazda peritoneal serbest kanser hiicreleri direkt
mezotelyuma tutunmaktadir. Normal peritoneal mezotelyal hiicreler birbirlerine
sitkica tutunmakta ve bu sayede peritoneal serbest kanser hiicrelerinin
submezotelyal dokulara invazyonu karsisinda bir engel olusturmaktadir.
Mezotelyal hiicre tabakasi ile submezotelyal kapiller arasindaki dokuya periton-
kan bariyeri denilmektedir. Bu bariyer oksijen ve besinlerin submezotelyal
kapillerden peritoneal bosluga hareketini engellemektedir. Bu yiizden mezotelyal
hiicrelere tutunan bir¢ok serbest kanser hiicresi fakir nutrisyonel ¢evreden dolay1
Oliip gitmektedir. Ancak, serbest kanser hiicreleri mezotelyal hiicrelere adezyon
molekiilleri ile gevsekce baglandiklarinda sitokinler salgilamaktadir. Salgilanan
bu sitokinler mezotelyal hiicrelerin hiicre iskeletlerinde fosforilasyona ve buna
bagli olarak mezotelyal hiicrelerin kontraksiyonuna yol agmaktadir (33). Sonug
olarak, kanser hiicreleri mezotelyal hiicreler arasindaki bosluktan submezotelyal
bosluga dogru ilerlemekte ve integrinler araciligiyla bazal membrana sikica
tutunmaktadir (34). Kanser hiicreleri motilite faktorleri ve matriks proteinazlari
eksprese ettiklerinde peritoneal kan bariyerini yikarak subperitoneal dokuyu isgal
edebilirler. Kanser hiicreleri subperitoneal kapilleri iggal ettiklerinde kanser
hiicrelerinden ve stromal hiicrelerden kaynaklanan biiyiime faktorleri ile
cogalabilirler. Ayrica peritoneal serbest kanser hiicrelerinden salgilanan
anjiogenik faktorler ile subperitoneal dokuda vaskiiler neogenez uyarilir (35).
Sonu¢ olarak periton-kan bariyeri kisalir ve metastazlar i¢in uygun ortam

hazirlanmis olur.



Translenfatik metastazda perioneal serbest kanser hiicreleri peritoneal
yiizeylerdeki stoma denilen lenfatik agikliklara go¢ ederler ve lenfatik stomalarin
hemen altinda olan submezotelyal lenfatik boslukta ¢ogalirlar. Translenfatik
metastazin gerceklesmesi icin gereken metastazik basamak sayisi daha azdir. Bu
yiizden, translenfatik metastaz transmezotelyal metastaza goére daha Once
gerceklesir. Biiyiilk omentumda, kolonun appendiseal epiploikasinda, diyaframin
alt yliziinde, falsiform ligamanda, Douglas boslugunda ve ince bagirsak
mezenterinde bir¢ok lenfatik orifis bulunmaktadir (32). Biiyiilk omentumda,
falsiform ligamanda ve Douglas boslugunda bir¢ok siit benzeri nokta (milky spot)
denilen peritoneal makrofajlarin ve lenfositlerin bulundugu lenf siniisleri
bulunmaktadir. Siit benzeri noktalarda lenfatik orifisler bulunmakta ve peritoneal
makrofajlar lenfatik orifisler yoluyla peritoneal bosluga mobilize olmaktadirlar.
Kanser hiicrelerinin iirettigi sitokinler mezotelyal hiicrelerin kontraksiyonuna yol
actiginda siit benzeri noktalarin iizerinde yer alan stomalar agiga ¢ikmakta ve
kanser hiicreleri submezotelyal lenfatik damarlara goc¢ etmektedir. Karaciger
kapsiiliinde, abdominal duvarin peritonunda, ince bagirsaklarin serozal yiizeyinde
ve dalak kapsiiliinde lenfatik stomalar veya siit benzeri noktalar yoktur. Bu
peritoneal bolgeler peritoneal yayilimin ge¢ evrelerine kadar etkilenmez. Kolon
kanserinde peritoneal metastazlar hem translenfatik hem de transmezotelyal

metastazlar yoluyla gerceklesmektedir.
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2.1.2 Peritonitis Karsinomatozada Evreleme Yontemleri

Goriintiileme yontemleri peritoneal karsinomatozisi belirlemekte yetersiz
kalmaktadir. Bilgisayarl1 tomografi peritoneal karsinomatozu olan hastalarin
ancak %60’1inda lezyonlarin boyutunu dogru olarak saptamaktadir (36). Ayrica
bilgisayarli tomografinin sensitivitesi peritoneal implantlarin boyutlariyla da
iligkilidir. 0,5 cm’den kiiciik nodiiller bilgisayarli tomografide %11 sensitivite ile

saptanirken, 5 cm’den biiyiik lezyonlarda bu oran %94 tiir (36).

Peritoneal karsinomatozlu hastalarin yarisindan daha fazlasinda teshis
primer kolorektal kanser nedeniyle yapilan operasyon esnasinda konulmaktadir
(2). Bu yiizden cerrahin peritoneal karsinomatozun yayginligim1 ayrintili olarak
belirtmesi gerekir. Assit, intestinal obstriiksiyon gibi bulgular ileri hastaligin

gostergesidir.

Peritonitis karsinomatozanin yayginliginin tanimlanmasinda Peritoneal
Kanser Indeksi, Hollanda Basitlestirilmis Kanser Indeksi ve Gilly Peritoneal
Karsinomatoz Evreleme Sistemi gibi cesitli evreleme sistemleri kullanilmaktadir
(37-39). Bu evreleme sistemlerinden en yaygin olarak kullanilani Peritoneal

Kanser Indeksi’dir.

Peritoneal Kanser Indeksi ilk defa 1996 yilinda Jacquet ve Sugarbaker
tarafindan bildirilmistir (38). Peritoneal Kanser Indeksi, abdomen ve pelviste
kanser implantinin biiyiikliigiinii ve dagilimimi degerlendirmektedir. Peritoneal
Kanser Indeksi'nde abdomen ve pelvis cizgilerle 0’dan 8¢ kadar

numaralandirilarak dokuz bolgeye ayrilmistir (40). Ince bagirsaklar da dort
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bolgeye ayrilmistir. Asagidaki sekilde goriildiigii lizere, 9 ve 10 numarali alanlar
jejunumun iist ve alt kistmlarini, 11 ve 12 numarali kisimlar ileumun {iist ve alt
kistmlarin1 tanimlamaktadir (37). En biiyiik implantlara ise biiyiikliigiine gore 0-3
arasinda puan verilmektedir. O: hi¢ implant goriilmedigini, 1: en genis capr 0,5
cm’ye kadar olan implantlarin goriildiigiinii, 2: cap1 0,5 cm’den biiyiikk 5 cm’den
kiiciik implantlarin oldugunu, 3: ¢apt 5 cm’den biiyiik implantlarin goriildiigiinii
belirtmektedir. Bu ol¢iimler biitiin adezyonlar ¢oziildiikten ve biitiin pariyetal ve
viseral pariyetal yiizeyler tamamen incelendikten sonra yapilmaktadir. Bu yontem,
1-39 arasinda degisen bir puan ile abdomen ve pelviste hastaligin yayginligim
gostermektedir. Bu puan aynm1 zamanda tam bir sitorediiksiyonun yapilip

yapilamayacaginin tahmin edilmesine yardimci olmaktadir.

Elias ve ark. 2001 yilinda yayimladiklar1 retrospektif c¢alismalarinda
kolorektal kaynakli peritonitis karsinomatoza teshisi olup da tam rezeksiyon ve
intraperitoneal kemoterapi uygulanan 64 hastayr incelemisler ve Peritoneal
Kanser indeksi puami 16’dan daha diisiik olan hastalarda sagkalimim belirgin
olarak daha iyi oldugunu gostermislerdir (41). Sugarbaker’a gore ise limit 20
puandir. Kolorektal karsinomatozisi olup da Peritoneal Kanser Indeksi puani 20

puanin {izerinde olan hastalara sadece destekleyici tedavi uygulanmalidir (1).
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Sekil 2. Peritonel kanser indeksinde 13 abdominopelvik bolgede yer alan

anatomik yapilar

Anatomik bolgelerdeki yapilar (37):

0 Santral: Orta hat abdominal insizyon — tiim biiyiik omentum — transvers kolon

1 Sag iist: Sag karaciger lobunun superior yiizii — sag hemidiyaframin alt yiizii — sag retrohepatik
bosluk

2 Epigastrik: Epigastik yag yastig1 — karacigerin sol lobu — kii¢ilk omentum — falsiform ligaman
3 Sol iist: Sol hemidiyaframin alt yiizii — dalak — pankreasin kuyrugu — midenin 6n ve arka yiizleri
4 Sol flank: Inen kolon — sol abdominal bosluk

5 Sol alt: Sigmoid kolonun lateralinde yer alan pelvik duvar — sigmoid kolon

6 Pelvis: Overler, tiipler ve uterus ile kadin internal genitalyasi — mesane, Douglas boslugu —
rektosigmoid kolon

7 Sag alt: Sag pelvik duvar — ¢cekum — apendiks

8 Sag flank: Sag abdominal bosluk — ¢ikan kolon

9 Ust jejunum, 10 Alt jejunum, 11 Ust ileum, 12 Alt ileum
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2.1.3 Metastatik Kolorektal Kanserde Uygulanan Kemoterapi Protokolleri

Giintimiizde metastatik kolorektal kanserde tek basina veya diger ilaglarla
beraber kullanilabilen onaylanmis sekiz ¢esit ilag bulunmaktadir (42). Bu ilaglar
5-FU, kapesitabin, irinotekan, oksaliplatin, bevacizumab, cetuksimab, aflibercept
ve panitumumab’dir. Giiniimiizde s0z konusu ilaclarin kombinasyonlariyla

olusturulan baslica kemoterapi protokolleri sunlardir (42):

I- Alman AIO (Arbeitsgemeinschaft Internische Onkologie) rejimi (folik

asit, 5-FU ve irinotekan):

frinotekan (100 mg/mz) 1. ginde 2 saatlik infiizyon seklinde verilir;
l6kovorin (500 mg/m2) 1. giinde 2 saatlik infiizyon seklinde verilir; ardindan 5-FU
(2,000 mg/m2) iv bolus olarak ambulatuar pompa ile 24 saat boyunca yilda dort

kez verilir.

2- CAPOX rejimi:

Kapesitabin (1,000 mg/m?) giinde iki kez 1 ile 14. giinler arasinda ve

oksaliplatin (70 mg/m?) 1. ve 8 giin, her 3 haftada bir verilir.

3- Douillard rejimi (folik asit, 5-FU ve irinotekan):

[rinotekan (180 mg/m2) 2 saatlik infiizyon seklinde 1. giin verilir;
l6kovorin (200 mg/mz) 1. ve 2. giinler 2 saatlik infiizyon seklinde verilir; ardindan
yikkleme dozu 5-FU (400 mg/mz) iv bolus, daha sonra 5-FU (600 mg/mz)

ambulatuar pompa ile 22 saat boyunca 1. ve 2. giin her 2 haftada bir uygulanir.
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4- FOLFOX4 rejimi (oksaliplatin, leukovorin ve 5-FU):

Oksaliplatin (85 mg/m?) 1. giin 2 saatlik infiizyon seklinde uygulanir;
16kovorin (200 mg/m?) 1. ve 2. giinlerde 2 saatlik infiizyon seklinde uygulanir;
ardindan yiikleme dozu 5-FU (400 mg/mz) 1.v. bolus, daha sonra 5-FU (600
mg/m?) ambulatuar pompa ile 22 saat boyunca 1. ve 2. giinde olmak iizere her 2

haftada bir uygulanir.

5- FOLFOXG®6 rejimi (oksaliplatin, leukovorin ve 5-FU):

Oksaliplatin (85-100 mg/m?) 1. giin 2 saatlik infiizyon seklinde uygulanir;
lokovorin (400 mg/mz) 1. glin 2 saatlik infiizyon seklinde uygulanir; ardindan 1.
giin yiikleme dozu 5-FU (400 mg/mz) 1.v. bolus olarak verilir, daha sonra 5-FU
(2,400-3,000 mg/m2) ambulatuar pompa ile 46 saat boyunca her 2 haftada 1

uygulanir.

6- FOLFIRI rejimi (folik asit, 5-FU ve irinotekan):

frinotekan (180 mg/m?) 1. giin 2 saatlik infiizyon seklinde uygulanr;
16kovorin (400 mg/m?) 1. giin 2 saatlik infiizyon seklinde uygulanir; ardindan 1.
giin yiikleme dozu 5-FU (400 mg/m?) i.v. bolus olarak verilir, daha sonra 5-FU
(2,400-3,000 mg/m?*) ambulatuar pompla ile 46 saat boyunca her 2 haftada 1

uygulanir.

7- FUFOX rejimi:
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Oksaliplatin (50 mg/mz) ve lokovorin (500 mg/mz) ve 5-FU (2,000
mg/m2) her 36 giinde bir 1. ,8. , 22. ve 29. giinlerde 22 saatlik devaml1 infiizyon

seklinde uygulanir.

8- FUOX rejimi:

Devamli infiizyon ile 5-FU (2,250 mg/mz) 1., 8., 15.,22., 29. ve 36.
giinlerde 48 saat boyunca ve oksaliplatin (85 mg/m?) 1., 15., ve 29. giinlerde her 6

haftada bir uygulanir.

9- IFL (veya Saltz) rejimi (irinotekan, 5-FU ve leukovorin):

frinotekan (125 mg/m?), 5-FU (500 mg/m?) i.v. bolus ve ldkovorin (20

mg/m?) i.v. bolus olarak 6 haftanin 4’tinde her hafta verilir.

10- XELOX rejimi:

Oral kapesitabin (1,000 mg/mz) 14 giin boyunca giinde 2 kez ve

oksaliplatin (130 mg/m2) 1. giin olmak iizere 3 haftada bir verilir.

Yukarida bahsedilen kemoterapi protokolleri uygulandiginda bile
metastatik kolorektal kanserde sagkalim siireleri kisadir. Hurwitz ve ark.
metastatik kolorektal kanseri olan hastalara bevacizumab, irinotekan, fluorourasil
ve lokovorin kemoterapi rejimini uygulamislar ve medyan sagkalimim 20,3 ay
oldugunu saptamislardir (3). Goldberg ve ark. daha ©nce tedavi edilmemis

metastatik kolorektal kanserli hastalara uygulanan fluorourasil, lokoverin ve
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okaliplatin kemoterapi rejimi ile genel sagkalimin 19 ay oldugunu bildirmislerdir

(43).

2.1.4 Sitorediiktif Cerrahi ve Intraperitoneal Kemoterapi

Dr. P.H. Sugarbaker 1981 yilinda peritonitis karsinomatozanin
lokorejyonel bir hastalik oldugunu ve Kkiiratif niyetle tedavi edilebilecegini
bildirmistir (5). Sugarbaker, makroskopik hastaligin maksimum radikal onkolojik
sitorediiktif cerrahi ile azaltilmasi, daha sonra rezidiiel mikroskopik hastaligin
tedavisi icin hipertermik intraoperatif intraperitoneal kemoterapi verilmesi
gerektigini Sugarbaker protokolii adi altinda yaymmlamistir. Bu yOntemle
kolorektal orjinli peritonitis karsinomatoza hastalarinda 5 yillik sagkalim oraninin
%45’e kadar ¢iktigin1 gostermistir. Ancak, Sugarbaker protokoliiniin morbiditesi

%?25, mortalitesi ise %1,5 olarak saptanmistir.

Giintimiizde sagkalimi en c¢ok arttiran kolorektal kaynakli peritonitis
karsinomatoza tedavi yontemi Sugarbaker protokoliidiir (5). Kolorektal kaynakli
peritonitis karsinomatoza tedavisinde en iyi sonuglar sitorediiktif cerrahi ve
hipertermik intraperitoneal kemoterapi (HIPEC) ile saglanmaktadir. Ancak,
sitorediiktif cerrahi ve hipertermik intraperitoneal kemoterapinin morbiditesi
yiiksektir. Ayrica, sitorediiktif cerrahi ve hipertermik intaperitoneal kemoterapinin
maliyeti yiiksektir ve sadece tecriibeli cerrahlar tarafindan secilmis hastalar

izerinde belirli merkezlerde uygulanabilmektedir.
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2.2. PI3K/AKT/ mTOR Sinyal Yolu ve mTOR inhibitorleri

Fosfatidilinozitol-3-kinaz ~ (PI3K)/AKT/mTOR  sinyal yolu hiicre
proliferasyonunda, hiicre biiylimesinde ve anjiyogenezde merkezi bir
diizenleyicidir. PI3K/AKT/mTOR yolunun inhibisyonu kanser kemoterapisinde

baslica stratejilerdendir (7).

mTOR (memelilerde rapamisinin hedefi - mamalian target of rapamycin)
bir serin/treonin protein kinazdir (44). mTORClve mTORC2 olmak iizere iki
mTOR kompleksi mevcuttur (45). mTORC1 mTOR, Raptor (mTOR diizenleyici-
iliskili protein - regulatory-associated protein of mTOR) ve mLSTS8 igerir.
mTORC?2 ise mTOR, Rictor (mMTOR rapamisine duyarsiz bileseni - rapamycin-
insensitive companion of mTOR), mLST8 ve mSIN1 (memelilerde stresle aktive
olan protein kinaz ile etkilesen protein - mammalian stress-activated protein
kinase interacting protein) icerir. mTORC1 oOkaryotik translasyon baslatma
faktorii ED (elF4E) baglayici protein (4E-BP1) ve p70S6 ribozomal kinaz (S6K)
araciligiyla protein sentezini kontrol eder (46). mTORC?2 ise hiicre biiyiimesinde
yer alir. Rapamisin FK506 baglayic1 protein (FKBP) 12 ile birleserek mTOR
aktivitesini bloke eder. mMTORCI1 rapamisine duyarlidir, mTORC?2 ise rapamisin
etkisine ancak uzun siire maruz kalirsa rapamisine duyarli hale gelir (47).

PI3K/AKT/mTOR sinyal yolu asagidaki semada gosterilmistir (45).
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Protein sentezi, ribozom bivogenezi, hiicre sag Hiicre sag kahm, hiicre
kahm, proliferasyon, anjiyogenez, invazyon, déngiisii ilerlemesi, aktin
migrasyon ve metastaz remodeling

Sekil 3. PI3K/AKT/mTOR sinyal yolu (45).

PI3K: fosfatidilinozitol-3-kinaz; mTOR: memelilerde rapamisinin hedefi - mammalian target of
rapamycin; mTORC1: mTOR kompleks 1; mTORC2: mTOR kompleks 2; Raptor: mTOR
diizenleyici-iligkili protein - regulatory-associated protein of mTOR; Rictor: mTOR rapamisine
duyarsiz bileseni - rapamycin-insensitive companion of mTOR; mSIN1: memelilerde stresle
aktive olan protein kinaz ile etkilesen protein - mammalian stress-activated protein kinase
interacting protein; elF4E: okaryotik inisiasyon faktorii 4E; 4EBP1: eIFAE — baglayici protein 1;

S6K1: S6 kinaz 1; PKCa: protein kinaz Ca; SGK1: glukokortikoid ile uyarilan protein kinaz 1.
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mTOR inhibitorii rapamisin, Easter adasinda bulunan Stretomyces
hygroscopicus bakterisinin iirettigi bir makrolid antibiyotiktir (8). Rapamisinin ilk
olarak giiclii bir antifungal ajan oldugu kesfedilmistir. Daha sonra rapamisinin
immiinsupresif etkisi saptanmistir. Guba ve ark. 2002 yilinda rapamisinin
anjiyogenezi inhibe ederek tiimor biiylimesini baskiladigini bildirmislerdir (9).
Rapamisinin anti-tiimoral ozelliklerinin kesfedilmesinden sonra rapalog adi
verilen everolimus, temsirolimus ve ridaforolimus gibi rapamisin benzeri ilaglar

tiretilmistir (48).

Fosfatidilinozitol 3 - kinaz (PI3K) yolunun PI3K’min katalitik p110a alt
birimini kodlayan PIK3CA genindeki mutasyonlarin aktive eden mutasyonlar ile
uyarilmasi veya timor baskilayict PTEN’in kaybi kolorektal kanserin de dahil
oldugu bir¢ok kanserin biiylimesi ve ilerlemesi ile iligkilidir (46, 49). PI3K’in
tiimor biiylimesi ve ilerlemesindeki etkilerine Akt ve mTOR aracilik eder (50, 51).
PI3K/Akt yolunun inhibisyonu kolorektal kanserlerde biiylimeyi azaltir,
apoptozisi arttirir, kemoterapiye duyarliligi arttirir ve metastaz yetenegini azaltir
(46, 52). Hiicre sagkaliminda ve proliferasyonunda yer alan proteinlerin selektif

inhibisyonu hedeflenmis tedaviye izin verirken daha az toksisiteye neden olur.

Kolorektal kanserlerin yaklasik %40’1 mTOR’un downstream faktorii olan
fosfo-S6K i¢cin kismi ya da tam boyanma gosterir. Buna gore kolorektal
kanserlerin %40’1 rapamisin duyarlidir. Rapamisin hem direkt antiproliferatif etki
ile hem de tiimor anjiyogenezini inhibe ederek anti-tiimor etki gosterir (6, 53).
Seeliger ve ark. rapamisinin 5-FU ile uyarilan anjiogenetik 2-deoksi-riboz(dRib)

ekspresyonunu engelleyerek antitiimor aktiviteyi arttirdigini belirtmislerdir (54).
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Diger calisma gruplari da rapamisinin radyasyon terapisi, DNA hasarlayan
ajanlar, sisplatin, oksiplatin ve doksorubisin gibi deneysel ajanlarla sinerjistik

etkilerini bildirmislerdir (55-60).

2.2.1 Everolimus

Everolimus bir mTOR inhibitoriidiir. Everolimusun molekiiler formiilii
C53H83NO14 ve molekiiler agirlign 958,2' dir (61). Everolimus diger mTOR
inhibitorii rapamisin ile benzer yapisal formiile sahiptir. Everolimus 40-O-(2-
hydroxyetil)-rapamisin olarak da isimlendirilebilir. Everolimus’un yapisal

formiilii asagidaki sekilde gosterilmistir (61).

Sekil 4. Everolimus’un yapisal formiilii (61).
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Everolimus ve rapamisinin benzer etki mekanizmalar1 ve kimyasal yapilar
olmasina karsin iki ila¢ arasinda farmakokinetik farkliliklar mevcuttur. Asagidaki
tabloda everolimus ve rapamisin arasindaki farmakokinetik farkliliklar

Ozetlenmistir (62).

Tablo 1. Everolimus ve rapamisin arasinda farmakokinetik farkhihklar

Farmakokinetik Everolimus Rapamisin
Parametre
Rolatif biyoyararlilik (%) 20 14
Maksimum 1-2 1-2

konsantrasyona ulagsma

zamani (saat)

Eliminasyon yar1-omrii 28 62
(saat)
Kararli duruma ulagsma 4 5-7

zaman (giin)

Plazma proteinlerine 74 92

baglanma (%)

Everolimus, tek ajan olarak faz 1-3 kinik denemelerde ileri evre renal
hiicreli karsinomda, metastatik pankreatik kanserde, ileri evre pankreatik
noroendokrin tiimorlerde, metastatik meme kanserinde, ileri evre kiigiik hiicreli
olmayan akciger kanserinde ve cesitli ileri evre solid tiimorlerde denenmistir (11-

19).
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Everolimus, Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA: U.S.

Food and Drug Administration) tarafindan bes endikasyon icin onaylanmustir (22):

1- Subependimal biiyiik hiicreli astrositomu olan pediatrik ve yetiskin

hastalarda

2- lleri evre hormon reseptorii pozitif, HER2-negatif meme kanserlerinde

exemestan ile kombine edilerek
3- Progresif pankreas kaynakli néroendokrin tiimorlerde
4- Tiiberoskleroz’un eslik ettigi subependimal dev hiicreli astrositomda

5- Sunitinib ve sorafenib ile tedavinin basarisiz oldugu ileri evre renal

hiicreli karsinomlarda

2.2.1.1 Everolimus Kullanirken Dikkat Edilmesi Gereken Noktalar

Everolimus, oral alim sonrasi zirve konstantrasyonuna 1-2 saat sonra ulagir
(63). Transplant hastalarinda everolimus kan konsantrasyonlar1 0,25-15 mg
araligindaki dozlarda doz ile dogru orantilidir. Everolimusun tablet formu yiiksek
yaghh yemeklerle birlikte verildiginde everolimusun Cmax ve AUC degerleri
sirastyla %60 ve %16 azalmaktadir. Everolimusun kan-plazma oram
konsantrasyon bagimli olmak iizere %17 ile %73 arasinda, 5 ile 5000 ng/mL
aralifinda, degismektedir. Plazma proteinlerine yaklasik %74 oraninda baglanir.
Everolimus CYP3A4 ve P-glikoproteinin substratidir. Ana metabolik yollar

mono-hidroksilasyon ve O-dealkilasyondur. Siklik laktonun hidrolizi ile iki ana
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metabolit olusmaktadir. Everolimus kanda dolasan ana bilesendir. Ana
metabolitlerden hi¢ biri everolimusun immiinsupresif etkisine belirgin sekilde
katkida bulunuyor gibi goéziikmemektedir. Siklosporin alan transplant hastalarinda
tek doz radyoniiklit isaretli everolimus verildiginde radyoaktivitenin %80’1
feceste, %5°1 ise idrarda saptanmistir. Everolimus denge durumuna ilk doz
alindiktan sonra kan ila¢ seviyesinin 2-3 katina ¢iktig1 4. giinde ulasmaktadir. Doz
sonrast Tmax 1-2 saat sonra gerceklesmektedir. Eliminasyon yar1 omrii 28+7

saattir.

Everolimus immun sistemi baskilayic1 bir ilactir (63). Bu yiizden
everolimus kullanan hastalarda bakteriyel, fungal, viral ve protozoal firsatci
enfeksiyon gelisme riski artmistir. Everolimus kullanan hastalarda fatal
enfeksiyonlar ve sepsis bildirilmistir. Polyoma viriis enfeksiyonlari, BK viriis
iliskili nefropati ve JC viriis iligkili ilerleyici multipl 16koensefalopati goriilebilir.
Transplantasyon hastalarinda Pneumocystis jiroveci ve sitomegalovirus
profilaksisi yapilmasi Onerilmektedir. Everolimusun CYP3A4 inhibitorleri
ketokonazol, itrakonazol, vorikonazol, klaritromisin, telitromisin, ritonavir ve
CYP3A4 uyaranlar1 rifampisin ve rifabutin ile birlikte kullanimi ilag yarari
risklerden fazla olmadikca Onerilmez. Everolimus kullanan hastalarda ozellikle
deri maligniteleri ve lenfoma acisindan risk artmistir. Transplantasyon
hastalarinda everolimus, siklosporin mikroemulsiyonu veya takrolimusun birlikte
kullanim1 serum kolesteroliinii ve trigliseridlerini arttirabilir. Everolimus artmis
anjiyoddem riski ile iligkilidir. Ancak, everolimus kullanirken anjiyoddem gelisen

hastalarin biiyiik cogunlugu ek olarak ACE inhibitorii de kullanmaktadir. Renal ve

24



kardiyak transplant hastalarinda everolimus siklosporinin renal toksisitesini
arttirabilir. Everolimusun kalsinorin inhibitorleriyle kullanimi artmis proteiniiri ile
iligkilidir. Everolimus kullanilan hastalarda renal arter ve ven tromboz riski
artmistir. Everolimus diger mTOR inhibitorleri gibi yara iyilesmesini bozabilir.
Everolimusun kalsinOrin inhibitorleri ile birlikte kullanimi  trombotik
mikroanjiyopatik bozukluklara yol acabilir. Everolimus kullanan hastalarda
interstisyel akciger hastaliklar1 ve enfeksiyoz olmayan pnOmonitis olgulari
bildirilmistir. Everolimus yeni tani diyabetes mellitus riskini arttirmaktadir.
Literatiirde, mTOR inhibitorleri ile tedavi edilen hastalarda reversibl azoospermi
ve oligospermi goriilen olgular oldugu bildirilmistir. Everolimus, farelerde ve
ratlarda uzun donemde karsinojenite agisindan izlenmistir ve herhangi bir

onkojenik cevap gozlenmemistir.

Hayvan calismalarinda, everolimus diisiik akut toksik potansiyel
gostermigtir. Tek oral doz olarak 2000 mg/kg verilen fare veya ratlarda 6liim veya
ciddi toksisite gozlenmemistir. Insanlarda everolimusun yiiksek dozda
kullanilmasi ile ilgili tecriibeler sinirlidir. Transplantasyon hastalarinda tek doz 25

mg everolimusun tolere edilebildigi goriilmiistiir.

2.2.1.2 Deney Hayvanlarinda Everolimus Dozu

Rico ve ark. mTOR’un farmakolojik olarak hedeflenmesinin over
graniiloza hiicreli timor biiyiimesini engelledigini saptamislardir (64). Rico ve

ark. 3 ve 6 hafta arasinda olan deney farelerine 2,5 mg/kg dozunda everolimus
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verilmesi halinde, 2,5 mg/kg everolimus dozunun tiimor biiyiimesi iizerinde
herhangi bir etkisi olmadigim1 saptamislardir. Timor biiylimesi {iizerindeki
maksimum etkinin 7,5 mg/kg everolimus dozunda oldugunu bulmuslardir.
Everolimus dozunun 7,5 mg/kg lizerinde arttirllmasinin ise timor biiylimesi

izerinde ek bir yarar saglamadigini tespit etmislerdir.

2.2.1.3 Peritonitis Karsinomatoza Hayvan Modellerinde Everolimus

Taguchi ve ark. peritoneal yayilim olan ileri evre mide kanserlerinde
everolimusun etkinligini gostermek igin peritoneal metastaza ¢ok yatkin olan
58As]1 insan mide kanseri hiicre serilerini ortotopik fare modelinde kullanmiglar
ve foton sayma metodu ile everolimusun peritoneal yayilimi belirgin olarak

azalttigin1 gostermislerdir (65).

Chu ve ark. everolimus ve tirozin kinaz inhibitorii lapatinibin etkinligini
KRAS mutasyonu olan insan kolorektal karsinoma zenograft fare modelinde test
etmigler ve tek basina everolimusun da belirgin antitiimor aktivite gosterdigini

saptamislardir (66).

Mabuchi ve ark. everolimusun over kanserinde transgenik fare modelinde
timor baslangicini ve ilerlemesini geciktirdigini bildirmislerdir. TgMISIIR-TAg
transgenik fareler bilateral epitelyal over kanseri olusturmaktadir. TgMISIIR-TAg
transgenik farelere haftada iki kez 5 mg/kg dozunda oral everolimus verilmis ve
timor yiikiiniin plasebo verilen gruba gore yaklasik %84 daha az oldugunu

saptamislardir. Ayrica, everolimus ile tedavi edilen farelerin sadece %21’inde

26



assit olusumu ve peritoneal yayilim goriiliirken, plasebo ile tedavi edilen farelerin
%74’ inde assit olusumu ve peritoneal yayilim goriilmiistiir. Everolimus ile tedavi
edilen farelerin %30’unda erken over kanseri over iginde sinirh kalirken, plasebo

verilen biitiin farelerde ileri evre over kanseri gelismistir (67).

2.2.1.4 Everolimus ile insanlar Uzerinde Faz Cahismalar1

Okamoto ve ark. 2010 yilinda ileri evre solid tiimorleri olan Japon
hastalara giinlik everolimus tedavisi verilmesi ile ilgili faz 1 caligmalarinin
sonuglarini yayinlamislardir (15). Calismada dort erkek, bes kadin olmak iizere
toplam dokuz hasta yer almistir. U¢ hastada kolorektal kanser, iic hastada akciger
kanseri, bir hastada 0zofagus kanseri, bir hastada mide kanseri ve bir hastada
tiroid kanseri mevcuttur. Tiimor cevabi1 degerlendirilebilen 7 hastanin 2’sinde
(6zofagus kanseri ve mide kanseri olan) 10 mg/giin everolimus tedavisi altinda

belirgin tiimor kiigiilmesi gozlenmistir.

Yoon ve ark. fluoroprimidin ve platin iceren kemoterapiye direncli ileri
evre mide kanserlerinde everolimus ile faz 2 calismalarininin sonuglarin1 2012
yilinda yayinlamislardir (68). ileri evre mide kanserlerinde 28 er giinliik dongiiler
halinde 5 mg’lik iki doz halinde giinliik toplam 10 mg everolimus verilmesinin
secilmemis hastalarda tatmin edici tedavi sonuclarini saglamadigini, sadece sinirh
sayida olguda everolimusun aktif oldugunu tespit ettiklerini belirtmislerdir. Bu
bulgular halen devam eden faz 3 ileri evre mide kanserli se¢ilmemis hastalarda

salvage/kurtarma tedavisi olarak everolimus verilmesi ¢alismasi iizerine golge
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disiirmektedir. Everolimus’un standart salvage tedavisi olabilmesi icin
secilmemis hastalarda docetaksel ve irinotekan gibi geleneksel kemoterapi

yontemlerine iistiinliigiiniin gosterilmesi gerekmektedir.

2.2.2 Kapesitabin

5-Fluorourasil (5-FU) 40 yil 6nce kolorektal kanser tedavisine eklenmistir
ve hala kolorektal kanser tedavisinde ana tedavi rejimlerindeki yerini
korumaktadir (20). 5-FU’nun kanser tedavisindeki 6nemine karsin 5-FU’nun yar1
omriiniin kisa olmasi, santral damar yoluna ihtiya¢ duyulmasi ve devaml
infiizyona ihtiya¢ olmasi nedeniyle aragtirmacilar1 bu ilacin oral formunu bulmaya
tesvik etmistir. 2005 yilinda Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ila¢c Dairesi
tarafindan kapesitabinin primer tiimoriin tamamen rezeke edildigi Dukes evre C

(evre III) hastalarda adjuvant monoterapi olarak kullanilmasi onaylanmistir (69).

Kapesitabinin kimyasal ismi 5’-deoks.-5-fluoro-N-[(pentiloksi) karbonil]-
sitidin’dir (23). Kapesitabinin molekiiler agirlig1 359,35’ dir. Kapesitabinin yapisal

formula asagidaki sekilde gosterilmistir (23).

Oy _n. NH o

X R W

H,C OY}N/\;( \'C])/
\ F

N 7,

HO OH

Sekil 5. Kapesitabin’in yapisal formiilii (23).
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Kapesitabin bagirsaklardan pro-ilag olarak emilmektedir (70). Asagidaki
sekilde goriildiigii iizere, kapesitabin bagirsaklardan emildikten sonra karacigerde
karboksilesteraz ile 5'-deoksi-S-fluorositidin’e ve sitidin deaminaz ile 5'-deoksi-S-
fluorouridin’e  doniistiirilmektedir.  Timidin  fosforilaz da  5'-deoksi-S-
fluorouridin’i aktif ilag olan 5-fluorourasil’e doniistiirmektedir. Bu reaksiyon hem
timor dokusunda hem de normal dokularda gerceklesmektedir. Ancak, timidin
fosforilaz tiimor dokularmin cogunda normal saglikli dokuya goére daha cok
bulunmaktadir. Bu da teorik olarak kapesitabinin selektif aktivasyonunu ve diisiik
sistemik toksisitesini aciklayabilir. Asagidaki sekilde iic ardisitk adimda

kapesitabinin fluorourasile metobolik doniisiimii gosterilmektedir (70).
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Intestin Karaciger

Kapesitabin

Kapesitabin Tiimér

l

5'-DFCR

Cyt D l
5'-DFCR

Sekil 6: Ug ardisik adimda kapesitabinin fluorourasile metabolik doniisiimii (70).

5'DFCR: 5'-deoksi-S-fluorositidin, Cyt D: Sitidin deaminaz, 5-FU: 5-Fluorourasil, TP: Timidin

fosforilaz

2.2.2.1 Kapesitabin ve 5-fluorourasil + Lokovorin Tedavilerinin
Esdegerliligi
Metastatik kolorektal kanserde oral kapesitabin tedavisi, hastalifin
progresyonuna kadar gecen siire ve genel sagkalim goz oniine alindiginda, bolus
S-fluorourasil + lokovorin tedavisine denktir (21). Hoff ve ark. 2001 yilinda oral
kapesitabin ile intravendz fluorourasil+lokovorin tedavisinin karsilastirildigi
metastatik kolorektal kanserli 605 hasta lizerinde yapilan randomize faz 3

calismanin sonuglarim yayilamiglardir (71). Prospektif olarak randomize edilen
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605 hastaya oral kapesitabin her ii¢ haftada bir 14 giin boyunca, 5-fluorourasil +
l6kovorin ise intravendz enjeksiyon ile her dort haftada bir 5 giin boyunca
verilmistir. Tiimor cevap oraninin kapesitabin grubunda (%?24,8), S-fluorourasil +
lokovorin grubuna gore (%15,5) daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Ayrica bolus
S-fluorourasil + l6kovorin ile karsilastirildiginda oral kapesitabin tedavisinde
belirgin olarak daha az diyare, stomatit, bulanti ve alopesi goriilmiistiir. Ayrica
kapesitabin ile tedavi edilen grupta daha az siklikta grade 3% stomatit ve grade %
notropeni goriilmiistiir. Ancak, kapesitabin tedavisi sirasinda S-fluorourasil +
lokovorin grubuna gore daha fazla el-ayak sendromu ve grade 34 hiperbiliriibinemi
goriilmiistiir. Sonu¢ olarak bu calismada oral kapesitabinin, 5-fluorourasil +
lokovorine gore objektif tiimor cevabinin indiiksiyonunda daha aktif oldugu tespit
edilmistir. Hastaligin ilerlemesine kadar gecen siire ve sagkalim siiresi kapesitabin
ve S-fluorourasil + 16kovorin tedavileri karsilastirildiginda en azindan denktir.
Tolerans agisindan kapesitabinin bolus 5-fluorourasil + 16kovorin tedavisine gore

klinik olarak anlamli yararlar1 gosterilmistir.

Van Cutsem ve ark. 2001 yilinda yayimlanan calismast da Hoff ve ark.
sonuclarini desteklemektedir (72). Prospektif olarak randomize edilen 602 hastaya
oral kapesitabin 1,250 mg/m2 dozundan giinde iki kez 14 giin boyunca her ii¢
haftada bir verilmis, diger gruba ise 4 haftalik Mayo Klinik 5-fluorourasil +
l6kovorin rejimi hastalik ilerlemesi veya kabul edilemez toksisite goriiliinceye
kadar uygulanmistir. Kapesitabin grubunda genel cevap oram %189, 5-
fluorourasil + 16kovorin grubunda ise %15’tir. Hastaligin ilerlemesine kadar gecen

medyan siire kapesitabin grubunda 5,2 ay, 5-fluorourasil + 16kovorin grubunda ise
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4,7 aydir. Medyan genel sagkalim siiresi kapesitabin grubunda 13,2 ay ve 5-
fluorourasil + 16kovorin grubunda ise 12,1 aydir. Kapesitabin ile belirgin olarak
daha az siklikta stomatit ve alopesi goriiliirken, kapesitabin grubunda daha yiiksek
oranda kutandz el-ayak sendromu goriilmektedir. Kapesitabin grubunda daha az
siklikta grade %4 stomatit ve notropeni goriiliirken, buna bagl olarak daha az grade
% notropenik ates ve sepsis goriilmektedir. Sadece grade 3 el-ayak sendromu ve
komplike olmayan grade 34 hiperbiliriibineminin kapesitabin ile daha sik
goriildiigii bildirilmistir. Sonug olarak oral kapesitabinin etkinliginin en azindan 5-
fluorourasil + 16kovorin tedavisine denk oldugu gosterilmistir. Ayrica kapesitabin

ile oral ila¢ aliminin rahatlig1 gbzlenmistir.

2.2.2.2 Kapesitabin Kullamirken Dikkat Edilmesi Gereken Noktalar

Kapesitabin beyaz renkli toz halindedir. Kapesitabinin suda c¢oziiniirligi
20°C’de 26 mg/mL’dir. Kapesitabin kanda zirve degerine 1,5 (Tmax) saatte
ulagmaktadir. Kapesitabin ve metabolitlerinin plazma proteinlerine baglanma
orant %60’tan azdir. Kapesitabin en c¢ok albumine baglanir. Kapesitabin ve
metabolitleri %95 oraninda idrarla atilir. Fekal atilim orami (%2,6) diisiiktiir.
Kapesitabin antikoagiilan warfarin ile birlikte kullanildiginda INR degerini
arttirmaktadir. Kapesitabin diyareye, el-ayak sendromuna, kardiyotoksisiteye,
hiperbilirubinemiye yol acabilir. Kapesitabin akut olarak yiiksek dozda alinirsa
bulanti, kusma, diyare, gastrointestinal iritasyon ve kanamaya ve kemik iligi

depresyonuna yol acabilir.
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2000 mg/kg kadar verilen tek doz kapesitabinin fare, rat ve maymunlarda
Oldiiriicii olmadig1 goriilmiistiir. S6z konusu dozlar insanlara verilen giinliik

dozun, mg/m2 bazinda karsilastirildiginda, sirasiyla 2,4, 4,8 ve 9,6 katidir.

2.2.2.3 Deney Hayvanlarinda Kapesitabin Dozu

Ninomiya ve ark. HT-29 insan kolon kanser hiicre serisini subkutan ve
rektal olarak BALB/c-nu/nu farelere vermislerdir (73). Rektal zenograft
modelinde her fareye 1x10° hiicre rektum anterior duvarma submukozal olarak
enjekte edilmistir. Kapesitabin maksimum tolere edilen doz olan 2,1 mmol/kg/giin
dozundan oral olarak tiimér hiicreleri ekildikten 3 hafta sonra, 3 hafta boyunca
haftada 5 giin verilmistir. Tiimor hiicreleri ekildikten 6 hafta sonra fareler
sakrifiye edilmistir. Sakrifikasyon sonrast timor agirhiklart tartilmistir.
Kapesitabin, kontrol grubu ile karsilastirildiginda HT-29 insan kolon kanser hiicre
serisinin subkutan verildigi grupta %60,8, rektal enjekte edildigi grupta ise %43,8

tiimor biiylimesini engellemistir.

2.2.3 Everolimus + Kapesitabin ile Yapilan Faz Calismalar:

Deenen ve ark. 2011 yilinda ileri evre solid kanserleri olan hastalarda oral
kapesitabin ve everolimus tedavisinin faz [ c¢alismalarinin sonuclarini
yaymlamiglardir (74). Calismada, primer timorii pankreas, major duodenal

papilla, 6zofagus, safra kesesi, beyin, osteosarkom ve hepatoseliiler kanser olan 18
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hastaya kapesitabin 1,000 mg/m* bid ile everolimus 10 mg /giin (5 mg bid)
dozunda 14 giin boyunca her ii¢ haftada bir verilmistir. Everolimus ile medyan
tedavi siiresi 70 gilindiir (21-414 giin). En ¢ok bildirilen tedaviye bagli yan etkiler
yorgunluk, stomatit ve el-ayak sendromu olmakla birlikte hastalar genellikle
tedaviyi iyt tolere etmislerdir. On dort hastada tedavinin cevabi
degerlendirilebilmistir. Hastalik klinik olarak ilerledigi i¢in, 4 hasta caligmadan
erken c¢ikarilmistir. Sonug olarak ileri evre solid malignensileri olan hastalarin

9%39’unda uzamis klinik yararlilik goriilmiistiir.

Lim ve ark. 2011 yilinda daha Onceden tedavi gormiis metastatik mide
kanserli hastalara uygulanan kapesitabin ve everolimus tedavisinin faz I
calismalarinin  sonuclarint yaymlamislardir (75). Caligmaya metastatik mide
kanseri olup da kemoterapi sonrasi hastalifinda progresyon goriilen 15 hasta
alinmistir. Calisma Oncelikle dort ayri ila¢ dozu ile planlanmis olsa da sonug
olarak giinde iki kez 650 mg/m2 kapesitabin ve giinde iki kez 5 mg everolimus
dozu tedavi icin Onerilmistir. Doz kisitlayici toksisite grade 3 enfeksiyon, grade 3
mukozit ve grade 3 hiperglisemi ve hiponatremi olmustur. Medyan takip siiresi
5,6 ay (2,3-8,1 ay) olup medyan ilerleme goriilmeyen hastalik siiresi 1,8 ay (0,8—
2,8) ay olmustur. Tiimoriin en uzun ¢apinda goriilen en biiyilk azalma %?28,7

olarak belirlenmistir.
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2.2.3.1 Everolimus ve Kapesitabin Ile Yapilan Klinik Calismalar

Klinik ¢alismalar (www.clinicaltrials.gov) internet sitesi, Amerikan Ulusal
T1p Kiitiiphanesi (National Library of Medicine (NLM)) tarafindan Ulusal Saglik
Enstitiisii (National Institutes of Health (NIH)) biinyesinde olusturulan resmi bir
sitedir (24). S6z konusu site diinyadaki en genis klinik ¢calismalar bilgi bankasidir.
7.1.2014 tarihi itibariyle klinik caligmalar internet adresinde ‘everolimus’ iceren
klinik ¢alisma sayis1 1553’tiir. Bu say1, bir¢cok alanda kullanilabilmesi nedeniyle
arastirmacilarin dikkatini ¢eken everolimusun giderek artan popularitesinin bir

gostergesidir. Kapesitabinin yer aldigi ¢calisma sayisi ise 1062’ dir.

7.1.2014 tarihinde klinik c¢alismalar internet adresinde yayimlanan
kolorektal kanser tedavisinde everolimusun tek basina veya baska etken
maddelerle birlikte kullanildig1 ¢alismalar (anahtar kelimeler: everolimus colon
cancer, everolimus colorectal) asagidaki tabloda gosterilmistir. Tabloda goriildiigii
tizere kolorektal kanserli hastalarda everolimusun tek basina kullanildig
calismalar oldugu gibi, everolimusun setuksimab, irinotekan, FOLFOX,
bevacizumab gibi ajanlarla kombine edildigi calismalar da mevcuttur.
Everolimusun diger ajanlarla kombine edildigi caligmalarin everolimusun tek
basina kullanildig1 calismalara gore sayisal iistiinliigii dikkat ¢ekicidir. Bu da ileri
evre kolorektal kanserin tedavi edilebilmesi icin en iyi ilag¢ kombinasyonunun

hangisi oldugu konusundaki arayislarin siirdiigiiniin bir géstergesidir.
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Tablo 2. Kolorektal kanser tedavisinde everolimusun kullanildig klinik
caligmalar

Metastatik ve Tekrarlayan Kolon Kanseri veya Bas ve Boyun Kanseri Olan Hastalarin

Setuksimab ve Everolimus ile Tedavisi

(Cetuximab and Everolimus in Treating Patients With Metastatic or Recurrent Colon

Cancer or Head and Neck Cancer )

Mleri Evre Solid Malignensilerde BKM120 ve Everolimus Kullanilmasinin Faz I

Caligmasi

(Phase I Study of BKM120 and Everolimus in Advanced Solid Malignancies)

Daha Onceki Tedaviye ve Kemoterapiye Yamt Vermeyen Metastatik Kolorektal

Kanserli Hastalarda Everolimusun Etkinlik ve Giivenligi

(Efficacy and Safety of Everolimus in Patients With Metastatic Colorectal Cancer Who

Have Failed Prior Targeted Therapy and Chemotherapy)

Direncli Metastatik Kolorektal Kanserli Hastalarda Everolimus ve OSI-906

(Everolimus and OSI-906 for Patients With Refractory Metastatic Colorectal Cancer)

Metastatik Kolorektal Kanserli Hastalara Irinotekan, Setuksimab ve Everolimus

(Irinotecan, Cetuximab and Everolimus to Patients With Metastatic Colorectal Cancer)

fleri Evre Kolorektal Kanserin Tedavisinde Panitumumab, Irinotekan ve Everolimus

Kombinasyonunun Giivenlik Calismasi

(Safety Study of the Combination of Panitumumab, Irinotecan and Everolimus in the

Treatment of Advanced Colorectal Cancer)

Direncgli Metastatik Kolorektal Kanserde RADOO1 ve AV-951

(RADOOT and AV-951 in Patients With Refractory, Metastatic Colorectal Cancer)

Kolorektal Kanser Tedavisinde RAD0O01, FOLFOX ve Bevacizumab

(RADO0O1, FOLFOX and Bevacizumab in Treatment of Colorectal Carcinoma)

Metastatik Kolorektal Kanserli Hastalarda RAD001, Setuksimab ve Irinotekan

Kombinasyonunun FOLFOX (veya XELOX) ve Bevacizumab Tedavisi Sonrasi
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Kullanilmasinin Aragtirilmasinin Faz I Caligmasi

( Phase 1 Study Investigating the Combination of RAD001, Cetuximab and Irinotecan
as Second-line Therapy After FOLFOX (or XELOX) Plus Bevacizumab in Patients

With Metastatic Colorectal Cancer)

Metastatik Kolorektal Kanserde (MCRC) Bevacizumab+ Everolimus Kullanilarak

Genisletilmis Kohort

(Expanded Cohort for Metastatic Colorectal Cancer (MCRC) Using Bevacizumab +

Everolimus)

Direngli Kolorektal Kanserde RADO0O1 Faz II Calismasi

(Phase II Trial of RADOO1 in Refractory Colorectal Cancer)

Kolorektal Kanserde ikinci Basamak Tedavide Irinotekan+ Setuksimab +/- RAD0O1

Kullanilmasinin Faz I/ Randomizde Faz II Caligsmasi

(Phase I/Randomized Phase II Study of Second Line Therapy With Irinotecan +
Cetuximab +/- RADOO1 for Colorectal Cancer)

Everolimus ve kapesitabinin birlikte kullanildig1 klinik c¢aligmalar
(www.clinicaltrials.gov) internet sitesine kayitli calismalar asagidaki tabloda
gosterilmistir (anahtar kelimeler: everolimus + capecitabine). Meme kanserinde,
ileri evre solid tiimorlerin tedavisinde, ileri evre mide kanserinde everolimus ve
kapesitabinin birlikte kullanimi arastirilmaktadir. Ancak, Ocak 2014 tarihi
itibariyle everolimus ve kapesitabinin Ozellikle kolorektal kaynakli peritoneal
karsinomatoziste birlikte kullanilmasini arastiran, klinik calismalar internet

sitesine kayitli, bir ¢calismaya rastlanmamustir.
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Tablo 3. Everolimus ve kapesitabinin birlikte kullanildig1 klinik calismalar

Ileri Evre Meme Kanserinde Everolimusun Eksemestan ile Beraber veya Everolmus

Tek Basina veya Kapesitabin ile Kullanilmasinin Faz II Caligmas1

(A Phase II Study of Everolimus in Combination With Exemestane Versus Everolimus

Alone Versus Capecitabine in Advance Breast Cancer)

Santral Sinir Sistemi Metastazlart Olan HER-2 pozitif Meme Kanseri Tedavisinde

Lapatinib, Everolimus ve Kapesitabinin Faz 1b/2 Calismasi

(Phase 1b/2 Trial Using Lapatinib, Everolimus and Capecitabine for Treatment of HER-
2 Positive Breast Cancer With CNS Metastasis)

Tleri Evre Solid Tiimérlerin Tedavisinde RADO001’in (Everolimus) Mevcut Standart

Tedavi Yontemleriyle Beraber Kullanilmasinin Giivenlik ve Doz Calismast

(Safety and Dosage Study of RADOO1 (Everolimus) in Combination With Current

Standard of Care to Treat Advanced Solid Tumors.)

Mleri Evre Mide Kanserlerinde RAD001’in Kapesitabin ve Oksaliplatin (XELOX) ile

Kombinasyonu

(RADOO01 in Combination With Capecitabine and Oxaliplatin (XELOX) in Patients
With Advanced Gastric Cancer)

2.3. Caco-2 Hiicre Serisi

Caco-2 hiicre serisi insan epitelyal kolorektal adenokarsinoma hiicreleri
olup Jorgen Fogh tarafindan Sloan-Kettering Kanser Arastirma Enstitiisii’'nde
gelistirilmistir ~ (76).  Caco-2  hiicre  serisindeki  hiicrelerin ~ spontan
diferensiasyonlarin1 baslatma yetenegi mevcuttur. Yaklasik 20-30 giinliik hiicre
kiiltiirii sonras1 Caco-2 hiicreleri morfolojik olarak polarite ve olgun intestinal

absortif hiicrelere benzer fircamsi1 kenar hidrolaz seviyelerini gosterirler. Daha
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sonra hiicreler tipik enterosit benzeri morfolojiye kavusurlar. Caco-2 hiicreleri
kiiltiirleri yapildiktan 21 giin sonra iyi gelismis siki baglantilar (tight junction)
olustururlar. Caco-2 hiicreleri, kolon kanser hiicre dizileri icinde hiicre kiiltiiriinde
en hizli biiyliyen hiicrelerdendir (77). Caco-2 hiicrelerinin ortalama iki kat artig
(doubling-time) siiresi 62 saattir (78). Caco-2 hiicreleri sicaga dayanikhi
enterotoksin ve epidermal biiyiime faktorii reseptorlerini ve keratin, retinoik asit
baglayici protein 1-2’yi eksprese ederler. Caco-2 hiicreleri ¢iplak (nude) farelerde

oldukga iyi diferansiye grade-2 kolon adenokarsinomu olustururlar (79).

ATCC (Amerikan Kiiltir Koleksiyonu - American Type Culture
Collection ) biinyesinde bulunan diger insan kolorektal adenokarsinoma hiicre

serileri asagidaki tabloda gosterilmistir (80).

Tablo 4. insan kolorektal adenokarsinoma hiicre serileri

SW620 SW48 SW948 SW1417
SW480 SW1463 SW403 SW1116
SW8&37 NCI-H716 |C2BBel HT-29
NCI-H508 GPC-16 NCI-H747 SK-CO-1
NCI-H498 WiDr Hs 257.T HCT-8
COLO 205 LS 174T DLD-1 COLO 201
LoVo HCT-15 LS123 LS 180
COLO 320DM |HRT-18G |COLO 320HSR |Caco-2
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2.4. BALB/cOlaHsd-FoxnI™ Fare Modeli

1966 yilinda Flagan, tiiyleri ve timusu olmayan ilk BALB/c ¢iplak (nude)
fareyi tanimlamustir (81). BALB/cOlaHsd-FoxnI™ fareler dogumdan 6liime kadar
tamamen tiiysiizdiir ve albinodur (82). BALB/cOlaHsd-FoxnI™ farelerin 11.
kromozomdaki nu alelinde otozomal resesif mutasyon mevcuttur. Timus bezi
yoktur (83). Ciplak farelerde embriyolojik anomali gestasyonun 11. giiniinden
itibaren farkedilebilir. S6z konusu anomali 3.brankiyal yariktan ektodermin
cogalip farklilasarak servikal vezikiilii olusturamamasidir. Sonu¢ olarak, 3.
postaki endoderm dejenere olarak farklilasmak yerine Kkistik olusumlara
doniismektedir (84). BALB/cOlaHsd-Foxnl™ farelerin T lenfositleri yoktur ama
B lenfositleri normal fonksiyonlarini siirdiirmektedir. Bu nedenle BALB/cOlaHsd-
Foxnl™ farelerde graft versus host cevabi1 goriilmemektedir. Timus bezine bagl
immiin fonksiyonlar olmadigindan BALB/cOlaHsd-Foxnl™ farelere insan

tiimorleri verilebilir (85).

Homozigot nu/nu fareler bircok bakteriyel ve viral patojenin yol
acabilecegi enfeksiyonlara karsi hassastirlar (86). Bu yilizden c¢iplak farelerin
izolatorlerde, laminar akim kabinlerinde veya patojen bulunmayan ortamlarda
tutulmalarn gerekir. Bu sartlar altinda ciplak fareler normal fareler kadar uzun

yasayabilirler.

Ciplak fareye normal timus grefti yerlestirildiginde timus dokusu
calismaya baglar. Buna gore nude fareler timosit prekiirsorlere veya timik epitele

kars1 toksik maddeler iiretmemektedirler (11). Ciplak fareler normal dogal
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Oldiiriicii (natural killer) hiicrelere sahiptirler (87). Mononiikleer hiicreler de
mevcuttur. Ciplak farelerde makrofaj fonksiyonlar1 artmis goziikmektedir (88).
Ciplak farelerde mast hiicreleri mevcuttur. Ancak, homozigot nu/nu farelerin
popliteal lenf nodlarindaki toplam mast hiicre sayilart incelenmis ve normal
BALB/c farelere gore homozigot nu/nu farelerde mast hiicre sayisinin iki kat

daha fazla oldugu saptanmistir (89).

Ciplak farelerin disi farelerinin tiremesi zordur. Homozigot erkek fareler
ile heterozigot disi fareler eslestirilerek homozigot nu/nu fareler iiretilmektedir.
Ciplak fareler over, kolon, deri, pankreas, meme, akciger, prostat ve beyin kanseri

gibi bir¢ok onkolojik arastirmada kullanilmislardir (90-92).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hiicre Serileri ve Kullanilan Kimyasal Maddeler

Caco-2 insan epitelyal kolorektal adenokarsinoma hiicreleri Amerikan
Hiicre Kiiltiir Koleksiyonu’ndan (American Type Culture Collection - ATCC®,
Rockville, MD, ABD) satin alinmis olup Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi

Immiinoloji Anabilim Dali’ndan temin edilmistir.

DMEM besiyeri (DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium), %10 FBS
(fetal bovin serum), D-PBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline), %0,05 ‘lik
tripsin-EDTA ve tripan mavisi (trypan blue stain %0,4) Gibco® firmasindan satin
alinmis olup Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Immiinoloji Anabilim Dali’ndan

temin edilmistir.

Kapesitabin (Xeloda 500 mg) Roche firmasi tarafindan iiretilmektedir.
Everolimus (Certican 0,75 mg) ise Novartis firmasi tarafindan {iiretilmektedir.
Certican (Everolimus) tamittim numunesi olarak Novartis firmasindan, Xeloda

(Kapesitabin) piyasadan temin edilmistir.
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Sekil 7: Certican 0,75 mg tablet

3.2. Deney Hayvanlarinin Se¢imi

Calismada 14-18 haftalik disi, agirhiklar 14,1-24,2 gr arasinda degisen 8
adet BALB/cOlaHsd-Foxnl™ fare kullanildi. BALB/cOlaHsd-FoxnlI™ fareler
Harlan (israil) firmasindan alinmis olup Diskapr Yildiim Beyazit Egitim ve
Arastirma Hastanesi Deney Hayvami Laboratuvari’ndan temin edilmistir.
BALB/cOlaHsd-Foxnl™ farelere bireysel havalandirmali kafeslerde 23°C’de 12
saat aydinlik ve 12 saat karanlik kosullarda bakilmis olup, fareler Altromin marka

1414 TPF katalog numarali yem ile beslenmislerdir (93).
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3.3. Caco-2 Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanis1

Caco-2 insan epitelyal kolorektal adenokarsinoma hiicreleri (American
Type Culture Collection - ATCC®), %10 FBS (fetal bovine serum, Gibco®)
iceren DMEM besiyerinde (DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium,
Gibco®) 37°C’de %5 CO, iceren etiivde ¢ogaltild1 (76, 78). Hiicreler hiicre kiiltiir
flask tabanin1 tamamen kapladiginda tripsinize edildi. Ardindan hiicreler sayildi

ve hiicrelerin canliliklarina bakildu.

Sekil 8: Hiicre kiiltiir flaskinda Caco-2 hiicreleri
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Tripsinizasyon islemi asagidaki gibi yapildi:
1- Flasklardaki besi yeri dokiildii.

2- 10 ml D-PBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, Gibco®) ile 2 kez

yikandi.

3- Hiicrelerin iizerine 3 ml %0,05°lik tripsin-EDTA (%0,05 trypsin-EDTA
Gibco®) ilave edilerek hiicreler 5 dakika boyunca 37°C’de %5 CO, igeren

etiivde bekletildi.

4- Hiicreler pastor pipeti yardimiyla 50 ml’lik santrifiij tiipiine toplandi.
Hiicreler 1200 devir/dakika hizinda 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
sonrast siipernatan atildi. 1 ml (1000 mikrolitre) besiyeri ile pellet

karistirildi.

Caco-2 hiicrelerinin canliliginin degerlendirilmesi i¢in 1 ml (1000
mikrolitre) besiyeri ile karigtirilan pelletten 10 mikrolitre alindi. 1,5 ml’lik
Eppendorf tiipiinde 10 mikrolitre pellet ile 190 mikrolitre tripan mavisi (trypan
blue stain %0.4, Gibco®, seyreltme faktorii 20, 200 mikrolitre karistmda 10
mikrolitre pellet mevcut) karistirildi. Bu karisimdan (10 mikrolitre pellet ve 190
mikrolitre tripan mavisi) 10 mikrolitre alinarak Thoma lamina koyuldu. 5x
biiyiitmeli 151k mikroskobunda Thoma laminda hiicrelerin canliligi ve sayisi
belirlendi. (Thoma laminda dort ayri alanda toplam 64 kare mevcut olup, her
karedeki hiicreler sayildi). Dort ayri bolgenin ortalamasini almak icin, sayilan

toplam hiicre sayist dorde béliindii. Bulunan ortalama hiicre sayist x 10* x
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seyreltme faktorii x 1 (santrifiijden sonra pellet ile karnstirilan 1 ml besiyeri

miktar1) formiilii uygulanarak mikrolitredeki hiicre sayis1 belirlendi.

3.3.1 Caco-2 Hiicrelerinin Intraperitoneal Enjeksiyonu

Calismada 14-18 haftalik disi, agirliklart 14,1-24,2 gr arasinda degisen 8
adet BALB/cOlaHsd-Foxnl™ fare kullanildi. Deney grubundaki her
BALB/cOlaHsd-Foxnl™ fareye 1,5 milyon (1,500,000) Caco-2 insan epitelyal
kolorektal adenokarsinoma hiicreleri insulin enjektorii ile intraperitoneal olarak

enjekte edildi.

Sekil 9: Caco-2 hiicrelerinin BALB/cOlaHsd-FoxnI™ farelere intraperitoneal

olarak enjekte edilmesi
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3.4. Tedavi Protokolii

Calismada yer alan 14-18 haftalik disi, agirliklar1 14,1-24,2 gr arasinda
degisen 8 adet BALB/cOlaHsd-Foxnl™ fare Diskap1 Yildirim Beyazit Egitim ve
Arastirma Hastanesi Deney Hayvam Uretimi ve Deneysel Arastirma

Laboratuvari’ndan temin edildi.

Fareler randomize 4 gruba ayrildi (Everolimus, Everolimus+Kapesitabin,
Kapesitabin, Kontrol grubu). Her grupta iki BALB/cOlaHsd-Foxnl™ fare
bulunmaktaydi. Fareler deneyden bir hafta once laboratuvar kosullarina alinarak
12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik kosullarda olmak iizere, 23°C’de barindirmis

ve Altromin marka 1414 TPF katalog numarali yem ile beslenmistir.

Caco-2 insan epitelyal kolorektal adenokarsinoma hiicrelerinin
BALB/cOlaHsd-FoxnI™ farelere intraperitoneal olarak enjeksiyonundan 5 giin

sonra tedaviye bagslandi.

Everolimus serum fizyolojik (%0,9 NaCl) ile seyreltildi ve 7,5 mg/kg
dozunda her iki giinde bir 2 fareye oral yoldan gavaj ile verildi. Kapesitabin serum
fizyolojik (%0,9 NaCl) ile seyreltildi. Kapesitabin farelerde maksimum tolere
edilen doz olan 2,1 mmol/kg/giin (1 milimol kapesitabin 359 mg’dir) dozunda oral
yoldan gavaj ile 2 adet fareye haftanin 5 giinii (5/7) verildi. Kontrol grubundaki 2
adet fareye gavaj yolu ile sadece PBS verildi. (Bir adet kapesitabin (Xeloda 500

mg) tableti 635 mg, bir adet everolimus tableti (Certican 0,75 mg) 185 mg’dir.)
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Tablo 5. Tedavi protokolii

Everolimus Kontrol
Everolimus + Kapesitabin Kapesitabin Grubu
Fare
Sayisi 2 2 2 2
7,5 mg/kg + 2.1
Doz 7,5 mg/kg 2,1 mmol/kg/giin mmol/kg/giin PBS

Sekil 10. BALB/c OlaHsd-Foxnl™ fareye oral gavaj ile everolimusun verilmesi




Fareler giinliik olarak takip edildi. Farelerde asit ya da tiimor gelisiminin
farelerin 1yilik halini bozmasi halinde farelere 5 mg/kg ksilazin ile derin anestezi

altinda intrakardiyak kan alinarak 6tenazi uygulanmasi planlandi.

Intraperitoneal kaviteye Caco-2 hiicrelerinin enjekte edilmesinden 22 giin
sonra, tedaviye bagladiktan 17 giin sonra, biitiin deney hayvanlarina Otenazi
uygulandi. Farelere intraperitoneal 50 mg/kg ketamin HCI ve 5 mg/kg ksilazin ile
anestezi saglandiktan sonra servikal dislokasyon yontemi ile fareler sakrifiye

edildi.

3.5. Cerrahi Yontem

Orta hat insizyonu ile periton korunarak karin cildi agildi. Enjektor ile
periton gegcilerek intraabdominal kaviteye serum fizyolojik (%0,9 NaCl) enjekte
edildi. Intraperitoneal verilen sivi tekrar aspire edildi. Intraabdominal periton
yikama sivisi ornekleri sitolojik inceleme igin ayrildi. Tekrar intraperitoneal
kaviteye serum fizyolojik verildi. Bu sayede peritonun havalanmasi ve diger
organlar zarar gormeden peritonun eksize edilmesi saglandi. S6z konusu islemler

asagidaki sekilde gosterilmistir.

Daha sonra intraperitoneal enjeksiyon yerinde olusan tiimor eksize edildi.
Cikarilan toplam tiimoriin boyutlar1 6l¢iildii ve tiimor tartildi. Periton, mezenterik
lenf nodlari, karaciger, dalak, bobrek, ince bagirsaklar, kolon, mide ve
intraperitoneal enjeksiyon yerinde olusan tiimor dokusu patolojik inceleme icin

formol igeren saklama kaplarina konuldu.
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Sekil 11. Peritoneal lavaj ve periton eksizyonu

A, B: %0.9 NaCl intraperitoneal olarak abdominal kaviteye verildikten sonra tekrar aspire
edilmektedir. Aspire edilen sivida sitolojik inceleme ile malign hiicre olup olmadig:

arastirllmaktadir. C, D: Peritonun eksizyonu gosterilmektedir.
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4. BULGULAR

BALB/cOlaHsd-Foxn1™

fareler

everolimus,

everolimus+kapesitabin,

kapesitabin ve kontrol grubu olmak iizere 4 gruba ayrildi. Her grupta 2 fare

bulunmaktaydi. Fareler giinliik olarak tartildi. Caco-2 kolon adenokarsinoma

hiicrelerinin BALB/cOlaHsd-Foxnl™ farelere intraperitoneal enjeksiyonu 0. giin

olarak kabul edildi. Everolimus ve/veya kapesitabin ile tedaviye 5. giinde

baslandi. 22. giinde fareler sakrifiye edildi. BALB/cOlaHsd-FoxnI™ farelerin 0,

5, 10, 15, 20 ve 22. giinlerdeki gram (gr) cinsinden agirliklar1 asagidaki tabloda

gosterilmistir.

Tablo 6. BALB/cOlaHsd-FoxnI™ farelerin agirliklari (gr)

0.giin | 5.giin | 10.giin | 15.giin | 20.giin | 22.giin
Everolimus 1 242| 243 245 25| 254 25
Everolimus 2 158 199 209 208| 21,2 20,6
Everolimus + Kapesitabin 1 19,8 | 15,7 16,9 17,1 17,2 16,4
Everolimus + Kapesitabin 2 19,5 19,1 19,9 20,2 20,4 19,6
Kapesitabin 1 18,6 184| 19,5 19,5 199| 18,5
Kapesitabin 2 17,61 189 19,1 19,1 19,3 19,5
Kontrol Grubu 1 224\ 2277 23,6 242 248 25,1
Kontrol Grubu 2 14,1 16,1 16,5 16,8 17,7 17,1
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4.1. Kontrol Grubu

Kontrol grubundaki BALB/cOlaHsd-Foxnl™ farelere, Caco-2 insan kolon
adenokarsinoma hiicrelerinin intraperitoneal olarak enjeksiyonundan sonra,
herhangi bir kemoterapi ajam1 verilmedi. Intraperitoneal kaviteye Caco-2
hiicrelerinin enjekte edilmesinden 22 giin sonra biitiin deney hayvanlarina 6tenazi

uygulandi.

Kontrol grubundaki birinci farede inspeksiyonda abdomen sol alt kadranda
Caco-2 hiicrelerinin enjekte edildigi lokalizasyonda 1,5 cm’lik lezyon goriildii.
Cilt insizyonu sonrasi sol alt kadranda intraperitoneal yerlesimli oldugu goriilen
tumor eksize edildi. Timor hacmi 2x1,5x1,5 cm: 4,5 cm’ ve tiimor agirligr 20 mg
olarak saptandi. Eksplorasyonda diger intraabdominal organlarda makroskopik
tiimore rastlanmadi. Periton, mezenter lenf nodlari, karaciger, dalak, bobrek, ince

bagirsaklar, kolon ve mide patolojik inceleme icin eksize edildi.
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D E

Sekil 12. Kontrol grubu — 1’de sol alt kadrandan intraperitoneal tiimor eksizyonu.

A, B, C: BALB/cOlaHsd-Foxnl™ farede abdomen sol alt kadranda yerlesimli tiiméral lezyon
beyaz renkli oklarla gosterilmistir. D, E: Eksize edilen intraperitoneal yerlesimli 2x1,5x1,5 cm

boyutlarindaki tiimoral lezyon beyaz renkli okla gosterilmistir.
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A B
Sekil 13. Kontrol grubu — 1’de intraabdominal organlar

A, B: Kontrol grubunda sol alt kadrandan eksize edilen tiimor dokusu diginda abdominal kavitede

makroskopik tiimor izlenmedi.

Kontrol grubundaki BALB/c OlaHsd-Foxnl™ farede timus bezinin

olmadig1 asagidaki resimde gosterilmistir.

Sekil 14. BALB/c OlaHsd-Foxnl™ farede timus bezinin olmamasi
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Eksize edilen tiimdriin patolojik incelemesinde az diferansiye
adenokarsinom saptandi. Diger intraabdominal organlarda tiimor saptanmadi.

Periton yikama s1visinin sitolojik incelemesinde tiimor hiicresi saptanmadi.

Sekil 15. Az diferansiye adenokarsinom

Kontrol grubundaki BALB/c OlaHsd-Foxnl™ farenin Caco-2 insan kolon adenokarsinom
hiicrelerinin intraperitoneal olarak enjekte edildigi karin sol alt bolgesinden eksize edilen tiimoral
lezyonun patolojik incelemesinde az diferansiye adenokarsinom saptandi. Hematoksilen — eozin;

x200’liik biiylitme

Kontrol grubundaki ikinci farede inspeksiyonda ve eksplorasyonda
abdomen sol alt kadranda Caco-2 insan kolon adenokarsinoma hiicrelerinin
enjekte edildigi lokalizasyonda intraperitoneal gelisen tiimoral lezyon goriildii.
S6z konusu lezyonun boyutlarimin 2.,5x1,8x1,5 cm, agirliginin 30 mg oldugu

saptandi. Patolojik incelemede eksize edilen timor dokusu az diferansiye
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adenokarsinom olarak saptandi. Peritonda, mezenter lenf nodlarinda, karacigerde,
dalakta, bobrekte, ince bagirsaklarda, kolonda ve midede tiimor/ metastaz /
infiltrasyon saptanmadi. Periton yikama sivisinin sitolojik incelemesinde timor

hiicresi saptanmadi.

C

Sekil 16. Kontrol grubu — 2’de sol alt kadrandan intraperitoneal timor eksizyonu

A, B, C: BALB/cOlaHsd-FoxnlI™ farenin abdomen sol alt kadramindan eksize edilen
intraperitoneal yerlesimli 2,5x1,8x1,5 cm boyutlarindaki timéral lezyon beyaz renkli oklarla

gosterilmistir.
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4.2. Everolimus Verilen Grup

Caco-2 insan  epitelyal kolon adenokarsinoma  hiicrelerinin
BALB/cOlaHsd-FoxnI™ farelere intraperitoneal olarak enjeksiyonundan 5 giin
sonra tedaviye baslandi. Everolimus serum fizyolojik (%0,9 NaCl) ile seyreltildi
ve 7,5 mg/kg dozunda her iki giinde bir 2 fareye oral yoldan gavaj ile verildi.

Tedaviye basladiktan 17 giin sonra deney hayvanlarina 6tenazi uygulandi.

Everolimus grubundaki birinci farede inspeksiyonda lezyon saptanmadi.
Eksplorasyonda abdomen sol alt kadranda Caco-2 hiicrelerinin enjekte edildigi
lokalizasyonda 0,2x0,4x0,4 cm biiyiikliigiinde, 0,2 mg agirliginda lezyon saptandi.
Ancak, hem eksplorasyonda hem de patolojik incelemede peritonda, mezenterik
lenf nodlarinda, karacigerde, dalakta, bobrekte, ince bagirsaklarda, kolonda ve
midede timor saptanmadi. Ayrica, periton yikama sivisinin  sitolojik

incelemesinde tiimor hiicresi saptanmadi.
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C D

Sekil 17: Everolimus grubu — 1’de laparotomi.
A, B: Everolimus verilen BALB/cOlaHsd-Foxnl™ farede inspeksiyonda lezyon saptanmadi.

C, D: Eksplorasyonda eksize edilen tiimor disinda intraabdominal kavitede lezyon saptanmadi.
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Sadece everolimus verilen ikinci farede tiimor boyutu 1x0,6x0,4 cm olarak

tespit edildi. Tiimor agirligi 1,2 mg olarak saptandi.

Sekil 18: Everolimus grubu — 2’de sol alt kadrandan lezyon eksizyonu.

A, B, C, D: BALB/cOlaHsd-FoxnI™ farenin karin sol alt kadranindan eksize edilen intraperitoneal

yerlesimli 1x0.6x0.4 cm boyutlarindaki tiimoral lezyon beyaz renkli oklarla gosterilmistir.
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Ayrica, sadece everolimus verilen ikinci fareden eksize edilen
intraabdominal organlarin patolojik incelemesinde mezenterik lenf nodlarinda,
peripankreatik ve perisplenik lenf nodlarinda metastatik lenf nodlar1 saptandi.
Ayni zamanda ince bagirsak ylizeyinde de iki adet timor depoziti saptandi.

Ancak, periton yikama sivisinin sitolojik incelemesinde tiimor hiicresi saptanmadi.

4.3. Kapesitabin Verilen Grup

Caco-2 insan epitelyal kolorektal adenokarsinoma hiicrelerinin
BALB/cOlaHsd-Foxnl™ farelere intraperitoneal olarak enjeksiyonundan 5 giin
sonra tedaviye baslandi. Kapesitabin serum fizyolojik (%0,9 NaCl) ile seyreltildi.
Kapesitabin farelerde maksimum tolere edilen doz olan 2,1 mmol/kg/giin dozunda

oral gavaj ile 2 adet fareye haftanin 5 giinii (5/7) verildi.

Kapesitabin verilen birinci farede eksplorasyonda tiimoriin periton dokusu
ile beraber oldugu goriildii. Tiimor boyutunun 0,2x0,1x0,3 cm oldugu saptandi.
Eksplorasyonda makroskopik bagska tiimor dokusu saptanmadi. Periton,
mezenterik lenf nodlari, karaciger, dalak, bobrekler, ince bagirsak, kolon ve mide
patolojik inceleme ic¢in eksize edildi. Periton yikama sivisimin sitolojik

incelemesinde tiimor hiicresi saptanmadi.
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C D

Sekil 19: Kapesitabin grubu — 1’de sol alt kadranda peritoneal yiizeyde timor

olusumu

A, B, C, D: BALB/cOlaHsd-Foxnl™ farede abdomen sol alt kadranda peritoneal yiizeyde tespit

edilen tiimoral lezyon beyaz renkli oklarla gosterilmistir.
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Mikroskopik incelemede sadece mezenterik lenf nodlarinda metastaz

saptandi.

Sekil 20. Mezenterik lenf nodunda metastaz
Caco-2 hiicrelerinin intraperitoneal enjeksiyonu sonrast 2,1 mmol/kg/giin dozunda oral gavaj ile
kapesitabin tedavisi uygulanan BALB/cOlaHsd-FoxnI™ farede mezenterik lenf noduna metastaz

gosteren az diferansiye adenokarsinom. Hematoksilen — eozin; x40’lik biiyiitme.

Sadece kapesitabin verilen ikinci farede tiimor boyutu 0,4x0,5x0,6 cm
olarak tespit edildi. Sakrifiye edilen diger farelerden farkli olarak sol alt
kadrandan eksize edilen lezyon disinda diyafram yiizeyinde timor ile uyumlu

olabilecek lezyon tespit edildi. Lezyon patolojik inceleme icin eksize edildi.
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C D E

Sekil 21. Kapesitabin — 2’de sol alt kadrandan ve diyaframdan lezyon eksizyonu

A, B, C: BALB/cOlaHsd-FoxnI™ farenin Karin sol alt kadranindan eksize edilen intraperitoneal
yerlesimli 0.4x0.5x0.6 cm boyutlarindaki tiimoral lezyon beyaz renkli oklarla gosterilmistir. D, E:

Diyaframda timér infiltrasyonu siiphesi iizerine lezyon patolojik inceleme i¢in eksize edildi (ok).
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Diyaframdan eksize edilen lezyonun mikroskopik incelemesinde diyafram
cizgili kasina infiltre az diferansiye adenokarsinom saptandi. Ayrica, perisplenik
lenf nodlarinda ve mezenterik lenf nodlarinda az diferansiye adenokarsinom
metastazlar1 saptandi. Ancak, peritoneal yikama sivinda malign hiicre tespit

edilmedi.

Sekil 22. Diyaframa infiltre az diferansiye adenokarsinom
Kapesitabin verilen BALB/cOlaHsd-Foxnl™ farede diyafram ¢izgili kasina infiltre az diferansiye

adenokarsinom. Hematoksilen — eozin; x100’liik bitytitme
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4.4. Everolimus ve Kapesitabin Verilen Grup

Caco-2 insan epitelyal kolorektal adenokarsinoma hiicrelerinin
BALB/cOlaHsd-FoxnI™ farelere intraperitoneal olarak enjeksiyonundan 5 giin
sonra tedaviye baslandi. Kapesitabin 2,1 mmol/kg/giin dozunda haftanin 5 giinii
(5/7), everolimus 7,5 mg/kg dozunda her iki giinde bir 2 fareye oral yoldan gavaj
ile verildi. Tedaviye basladiktan 17 giin sonra deney hayvanlarina Otenazi

uygulandi.

Everolimus ve kapesitabin birlikte verilen birinci farede tiimér boyutu
1,2x1x0,8 cm olarak tespit edildi. Patolojik incelemede tiimor dokusu az
diferansiye adenokarsinom ile uyumlu idi. Ayrica, mezenterik lenf nodlarinda az
diferansiye adenokarsinom metastazlar1 tespit edildi. Periton yikama sivisinda,
peritonda, her iki bobrekte, karacigerde, dalakta, ince ve kalin bagirsaklarlarda

malign hiicreler saptanmadi.
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A B

C D

Sekil 23. Everolimus ve kapesitabin birlikte verilen fare -1
A, B, C: BALB/cOlaHsd-Foxnl™ farenin karin sol alt kadranindan eksize edilen intraperitoneal
yerlesimli 1.2x1x0.8 cm boyutlarindaki tiiméral lezyon beyaz renkli oklarla gosterilmistir. D: Ince

ve kalin bagirsaklarda makroskopik tiimore rastlanmadi.
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Everolimus ve kapesitabin birlikte verilen ikinci farede tiimor boyutu
0,5x0,6x0,4 cm olarak tespit edildi. Diger intraabdominal organlarda, peritonda ve

peritoneal lavaj s1visinda malign hiicre saptanmadi.

A B

Sekil 24. Everolimus ve kapesitabin birlikte verilen fare - 2
A: Inspeksiyonda Caco-2 hiicrelerinin intraperitoneal enjeksiyonunun yapildigi lokalizasyonda

belirgin tiimor bitytimesi goriilmemektedir. B: Tiimor boyutu 0,5x0,6x0,4 cm’dir.

Dort gruptaki (everolimus, everolimus+kapesitabin, kapesitabin, kontrol
grubu) fareler sakrifiye edildikten sonra eksize edilen karaciger dokularinin
makroskopik ve mikroskopik incelemesinde akut veya kronik karaciger toksisitesi

saptanmadi. Ayrica, dort deney grubunda karaciger metastazina rastlanmada.
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Sekil 25. Karaciger dokusu
Patolojik 6zellik gostermeyen karaciger dokusu. iki adet portal alan ve sag iistte bir hepatik ven

goriilityor. Hematoksilen — eozin; x200’liik biiyiitme.

Caco-2 hiicrelerinin BALB/cOlaHsd-Foxnl™ farelere intraperitoneal
enjeksiyonu sonrasi tiim farelerde az diferansiye adenokarsinom olusumu
izlenmistir. Deney gruplarindaki biitiin farelere peritonektomi uygulanmistir.

Periton orneklerinin patolojik incelemesinde tiimor infiltrasyonu saptanmamuistir.
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Sekil 26. Periton
Sadece kapesitabin verilen farede tiimor icermeyen periton dokusu. Hematoksilen — eozin;

x200’lik biiyiitme
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4.5. Verilerin Istatiksel Degerlendirmesi

[statistiksel analiz olarak tanimlayic1 bulgular kisminda kategorik veriler
say1, ylizde ve siirekli degiskenler ise ortalama + standart hata, ortanca (minimum-
maksimum) olarak sunulmustur. Ol¢iimle belirtilen verilerin karsilastirilmasinda
Kruskal Wallis Varyans Analizi kullanilmistir. Tiim verilerde istatistiksel

anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak alinmistir.

Farelerden eksize edilen tiimor ornekleri tartildi. Kontrol grubunda tiimor
agirhiklart 20 mg ve 30 mg; everolimus verilen grupta 0,2 mg ve 1,2 mg;
kapesitabin verilen grupta 0,03 mg ve 0,54 mg; everolimus ve kapesitabinin
birlikte verildigi grupta tiimor agirliklart 0,43 mg ve 0,54 mg’di. Asagidaki
grafikte goriildiigli iizere kontrol grubundaki tiimor agirhigi everolimus ve/veya
kapesitabin verilen gruplara gore fazlaydi. Hem everolimus hem de kapesitabin,

kontrol grubu ile karsilastirildiginda, tiimor biiyiimesini engellemislerdi.
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Sekil 27. Timor agirliklarinin karsilastirilmasi
K: Kontrol, E: Everolimus, C: Kapesitabin, Tiimér agirhigi: mg. BALB/cOlaHsd-FoxnI™
farelerden eksize edilen tiimor Orneklerinin agirliklart gosterilmistir. Everolimus ve/veya

kapesitabin verilen farelerde tiimor bilylimesi belirgin olarak baskilanmigtir.

Everolimus ve/veya kapesitabin verilen BALB/cOlaHsd-Foxnl™ farelerde,
kontrol grubu ile karsilastinldiginda, tiimor biiylimesinin belirgin olarak
baskilandig1 goriildii. Bunun iizerine farelerden eksize edilen tiimorlerin agirliklar
acisindan dort grup (kontrol, everolimus, kapesitabin, everolimus+kapesitabin)

arasinda istatiksel olarak anlaml fark olup olmadigina bakildu.

Eksize edilen tiimorlerin gruplara gore agirliklarinin ortalama ve ortanca
dagilimlar1 hesaplandi. Kruskal-Wallis Varyans Analizi Testi uygulandi. Tabloda

goriildiigli lizere kontrol, everolimus, kapesitabin ve everolimus+kapesitabin

71



grubundaki farelerden eksize edilen timor agirhiklart gr (gram) olarak
karsilastirildiginda dort grup arasinda istatiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p:

0.227).

Tablo 6. Eksize edilen tiimorlerin gruplara gore agirhklarinin ortalama ve
ortanca dagilimlar:

Toplamn : 8 Ortalama+SD Ortanca(min;-maks;)
Kontrol
. 0,025+0,007
n:2 0,025(0,02-0,03)
Everolimus
. 0,0007£0,21
n:2 0,0007(0,0002-0,0012)
Kapesitabin
. 0,0002850+0,00036
n:2 0,0002850(0,00003-0,00054)

Everolimus +
Kapesitabin 0,000485+0,000077
5 0,0004850(0,00043-0,00054)
n:

P=0.227

Kruskal-Wallis Varyans Analizi Testi Uygulanmistir. n: her gruptaki fare sayisi

Ayrica, timor biiylimesinin ve kemoterapotik ajanlarla yapilan tedavinin
BALB/cOlaHsd-Foxnl™ farelerin agirliklarina olan etkileri incelendi.

Intraperitoneal Caco-2 hiicrelerinin verildigi giin 0. giin, everolimus
ve/veya kapesitabin ile tedaviye baslanmasi 5. giin, farelerin sakrifiye edilmesi 22.
giin olarak kaydedilmistir. Farelerin gruplara ve 0, 5, 15, 20 ve 22. giinlere gore

agirlhiklarinin ortalama ve ortanca dagilimlar asagidaki tabloda gosterilmistir.
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Tabloda goriildiigii lizere everolimus, everolimus+kapesitabin, kapesitabin ve
kontrol grubundaki farelerin 0, 5, 15, 20 ve 22. giinlerdeki agirliklar gr (gram)
olarak karsilastirlldiginda dort gruptaki farelerin giinlere gore agirliklar arasinda
istatiksel olarak anlamli fark saptanmadi. Buna gore everolimus ve/veya
kapesitabin farelerin agirliklarinda bir degisiklige neden olmamistir. Everolimus
ve/veya kapesitabinin yan etkisi olabilecek kilo alimi veya kaybi farelerde

gbzlenmemistir.

Tablo 7. Farelerin gruplara ve giinlere gore agirliklarinin ortalama ve
ortanca dagilhimlar:

0. giin 5. giin 10. giin 15. giin 20. giin 22, giin
Toplam Ortalama+SD Ortal +SD Ortal +SD Ortal +SD Ortal +SD Ortalama+SD
Ortanca(min;- Ortanca(min;- Ortanca(min;- Ortanca(min;- Ortanca(min;- Ortanca(min;-
: 8
n maks;) maks;) maks;) maks;) maks;) maks;)
Everolimus
20+5,93 22,1+3,11 22,7+2,54 22,9+2.96 23,3+£2,96 22,8+3,11
2
n 20(15,8-24,2) 22,1(19,9-24,3) 22,7(20,9-24,5) 22,9(20,8-25) 23,3(21,2-25,4) 22,8(20,6-25)
Kapesitabin
+ 19,65+0,21 17,4+2,40 18,4+2,12 18,65+2,19 18,8+2,26 18+2,26
Everolimus 19,65(19,5-19,8) 17,4(15,7-19,1) 18,4(16,9-19,9) 18,65(17,1-20,2) 18,8(17,2-20,4) 18(16,4-19,6)
n:2
Kapesitabin
18,1+0,7 18,65+0,35 19,3+0,28 19,3+0,28 19,6+0,42 19+0,7
2
n 18,1(17,6-18,6) 18,65(18,4-18,9) 19,3(19,1-19,5) 19,3(19,1-19,5) 19,6(19,3-19,9) 19(18,5-19,5)
Kontrol
18,25+5,86 19,4+4,66 20,05+5,02 20,5+5,23 21,25+ 21,1£5,65
2
n 18,25(14,1-22,4) 19,4(16,1-22,7) 20,05(16,5-23,6) 20,5(16,8-24,2) 21,25(17,7-24,8) 21,1(17,1-25,1)
P=0.841 P=0.367 P=0.418 P=0.418 P=0.367 P=0.475

Kruskal-Wallis Varyans Analizi Testi uygulanmistir. n: her gruptaki fare sayisi
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S. TARTISMA

Kolorektal kanser Tirkiye’de erkeklerde en sik goriilen dordiinci,
kadinlarda en sik goriilen iiclincii, Amerika Birlesik Devletleri’nde erkeklerde ve
kadinlarda en sik goriilen ikinci kanser tiiriidiir (25, 26). Kolorektal kansere
sekonder gelisen peritonitis karsinomatoza, peritoneal yiizeylerde solid timor
depozitlerinin olusmasiyla karakterizedir (27). Genel cerrahlar kolorektal kanser
nedeniyle opere ettikleri hastalarin  %7’°sinde intraoperatif = peritonitis
karsinomatoza ile karsilasmaktadirlar (1). Ayrica kiiratif cerrahi sonrasi hastalarin
9%4-%19’unda ve kolorektal kanserin niiks ettigi hastalarin %44 iinde peritonitis
karsinomatoza gelismektedir (1). Peritonitis karsinomatoza hastaligin ileri evre
oldugunu gosterir (evre IVb-M1b) (30). Eger tedavi edilmezse kolorektal kaynakli
peritonitis karsinomatozada teshisten sonra medyan sagkalim 6-9 aydir (2).
Metastatik kolorektal kanser tedavisinde uygulanan kemoterapi protokolleri
(Alman AIO, CAPOX, Douillard, FOLFOX4, FOLFOX6, FOLFIRI, FUFOX,
FUOX, IFL- Saltz, XELOX) bile medyan sagkalimi ancak 20,3 aya
cikarilabilmistir (3). Ayrica, s6z konusu kemoterapi protokolleri intravenoz
girisim igcermeleri ve bazi1 protokollerde 46 saate varan kemoterapotik ajan
infiizyonlarinin bulunmasi nedeniyle hastanin tedaviye uyumunu zorlastirmakta

ve hastanin konforunu azaltmaktadir.

Peritonitis karsinomatoza tedavisinde Sugarbaker’in 6nerdigi sitorediiktif
cerrahi ve hipertermik intaperitoneal kemoterapi tedavi yonteminin ise morbiditesi

yiiksektir ve sadece tecriibeli cerrahlar tarafindan secilmis hastalar tizerinde belirli
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merkezlerde uygulanabilmektedir (5). Buna gore kolorektal kaynakli peritonitis
karsinomatoza teshisi konan bir¢ok hastada sadece destekleyici tedavi yontemleri
uygulanabilmektedir. Kolorektal kaynakli peritonitis karsinomatoza teshisi
konulan hastalarin  sagkalimim arttirabilmek ve tedaviye uyumlarini

kolaylastirabilmek i¢in yeni tedavi yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Kolorektal kaynakli peritonitis karsinomatoza tedavisinde yeni tedavi
yontemlerine ihtiya¢ duyulmasi ile ilgili olarak hiicre i¢i PI3K/AKT/mTOR sinyal
yolu dikkati cekmektedir. PI3K/AKT/mTOR sinyal yolu hiicre proliferasyonunda,
hiicre  biiylimesinde ve anjiyogenezde merkezi bir diizenleyicidir.
PI3K/AKT/mTOR  yolunun inhibisyonu kanser tedavisinde baslica
stratejilerdendir (7). Rapamisin ve everolimus gibi mTOR inhibitorleri
PI3K/AKT/mTOR sinyal yolunda iletimi engelleyerek hiicre proliferasyonunu ve

anjiogenezi azaltmakta ve bu sayede tiimor biiylimesini baskilamaktadir (62).

Bu konuyla ilgili olarak, Wagner ve ark. oral mTOR inhbit6rii rapamisinin
intravendz S-fluorourasil ile birlikte verildiginde kolorektal kaynakli peritonitis
karsinomatoza fare modelinde tiimor biiyiimesini baskiladigini géstermislerdir (6).
Rapamisinin oral yoldan kullanilabilen, rapamisine gore biyoyararliligi daha
yiiksek olan tiirevi everolimustur. Ancak, 5-fluorourasil sadece intravendz yoldan
kullanilabilmektedir, 5-fluorourasilin oral formu yoktur. 5-FU’nun oral yoldan
kullanilabilen eslenigi kapesitabindir (20). Metastatik kolorektal kanserde oral
kapesitabin tedavisi, hastaligin progresyonuna kadar gecen siire ve genel sagkalim
g0z Oniine alindiginda, iv 5-fluorourasil + 16kovorin tedavisine denktir (21). Oral

yoldan kullanilabilen kemoterapotik ajanlarla yapilan peritonitis karsinomatoza
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tedavisinin hastanin tedaviye uyumunu kolaylastiracagi ve konforunu arttiracagi
diistiniilmiistiir. Bu amagcla, oral mTOR inhibitorii everolimus ve oral kapesitabin
tedavisinin kolorektal kaynakli peritonitis karsinomatoza fare modelinde

denenmesi planlanmustir.

Giiniimiizde everolimus, subependimal biiyiik hiicreli astrositom, ileri evre
meme kanseri, progresif pankreas kaynakli néroendokrin tiimorler, subependimal
dev hiicreli astrositom ve ileri evre renal hiicreli karsinom gibi hastalarda timor
biiylimesi ve ilerlemesini baskilayict etkisi nedeniyle kullanilmaktadir (22).
Kapesitabin, kolorektal kanser ve metastatik meme kanseri tedavisinde
kullanilmaktadir (23). Mevcut tedavi protokolleri i¢inde yer almalar1 nedeniyle
hem everolimusun hem de kapesitabinin etki-yan etki profilleri ayrintili olarak

bilinmektedir.

Tibbi literatiirde, everolimusun bircok deneysel modelde peritonitis
karsinomatoza iizerine olan olumlu etkisi gosterilmistir. Taguchi ve ark. peritoneal
yayilim olan ileri evre mide kanserlerinde everolimusun etkinligini gdstermek i¢in
peritoneal metastaza cok yatkin olan 58 Asl insan mide kanseri hiicre serisini fare
modelinde kullanmislar ve everolimusun peritoneal yayilimi belirgin olarak
azalttigini gostermislerdir (65). Chu ve ark. everolimusun KRAS mutasyonu olan
insan kolorektal karsinoma hiicre serisini fare modelinde test etmisler ve tek
basina everolimusun belirgin antitimor aktivite gosterdigini saptamislardir (66).
Mabuchi ve ark. everolimusun over kanserinde transgenik fare modelinde timor
baslangicin1 ve ilerlemesini geciktirdigini bildirmislerdir. (67). Ayrica, insanlar

izerine yapilan calismalarda everolimusun tek basina kullanildiginda timor
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biiylimesi iizerine olan etkileri arastirilmistir. Okamoto ve ark. ileri evre solid
timorleri olan hastalara giinliik everolimus tedavisi verilmesi ile ilgili faz 1
calismalarinin sonuclarini yayinlamis ve 6zofagus ve mide kanseri olan hastalarda
10 mg/giin everolimus tedavisi altinda belirgin tiimor kiiclilmesi gozlendigini
bildirmislerdir (15). Yoon ve ark. ise ileri evre mide kanserlerinde giinliik 10 mg

everolimus verilmesinin sadece sinirli sayida etkili oldugunu belirtmislerdir (68).

Tibbi literatirde s6z konusu calismalarin yanisira everolimus ve
kapesitabinin birlikte kullanildig: insanlar iizerinde yapilan faz caligmalar1 da
mevcuttur. Deenen ve ark. ileri evre solid kanserleri olan hastalarda oral
kapesitabin ve everolimus tedavisinin faz I c¢alismalarinin sonuclarini
yaymlamiglardir (74). Calismada, primer tiimorii pankreas, major duodenal
papilla, 6zofagus, safra kesesi, beyin, osteosarkom ve hepatoseliiler kanser olan 18
hastaya kapesitabin 1,000 mg/m” bid ile everolimus 10 mg/giin (5 mg bid)
dozunda 14 giin boyunca her ii¢ haftada bir verilmistir ve ileri evre solid
malignensileri olan hastalarin %39’unda uzamis klinik yararlilik goriilmiistiir. Lim
ve ark. ise daha oOnceden tedavi gormiis metastatik mide kanserli hastalara
uygulanan kapesitabin ve everolimus tedavisinin faz I ¢alismalarinin sonuglarini
yaymlamiglardir (75). Calismaya metastatik mide kanseri olup da kemoterapi
sonrasi hastaliginda progresyon goriilen 15 hasta alinmistir. Giinde iki kez 650
mg/m2 kapesitabin ve giinde iki kez 5 mg everolimus tedavisi ile medyan ilerleme
goriilmeyen hastalik siiresinin 1,8 ay (0,8-2,8) ay oldugu saptanmustir. Ayni
zamanda, tiimoriin en uzun c¢apinda goriillen en biiyiikk azalma %?28,7 olarak

belirlenmistir.
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Yukarida bahsedilen c¢aligmalarda everolimus ve kapesitabin kombine
tedavisinin denendigi hasta sayisinin azli§1 ve everolimus+kapesitabin tedavisinin
ozellikle kolorektal kaynakli peritoneal karsinomatoziste kullanilmasini arastiran

bir calismaya rastlanmamis olmasi dikkat ¢ekicidir.

Tibbi literatiiriin yamisira Amerikan Ulusal Tip Kiitiiphanesi tarafindan
Ulusal ~ Saglik  Enstitiisii  biinyesinde  olusturulan  klinik  ¢aligsmalar
(www.clinicaltrials.gov) internet sitesini, diinyadaki en genis klinik ¢alismalar
bilgi bankast olmasi sebebiyle incelemekte fayda vardir (24). Klinik c¢aligsmalar
internet sitesinde yayimlanan kolorektal kanser tedavisinde everolimusun tek
basina veya baska etken maddelerle birlikte kullanildig1 caligmalar incelendiginde
kolorektal kanserli hastalarda everolimusun tek basina kullanildigr calismalar
oldugu gibi, everolimusun setuksimab, irinotekan, FOLFOX, bevacizumab gibi
ajanlarla kombine edildigi ¢alismalar da mevcuttur. Everolimusun diger ajanlarla
kombine edildigi calismalarin everolimusun tek basina kullanildigr calismalara
gore sayisal istiinliigii dikkat cekicidir. Ayrica, everolimus ve kapesitabinin
birlikte kullanildigi klinik caligmalar internet sitesine kayithh c¢alismalar
incelendiginde everolimus ve kapesitabinin birlikte kullanilmasinin meme kanseri,
ileri evre solid tiimorler ve ileri evre mide kanseri tedavisinde denendigi
goriilmektedir. Ancak, Ocak 2014 tarihi itibariyle everolimus ve kapesitabinin
ozellikle kolorektal kaynakli peritoneal karsinomatoziste birlikte kullanilmasini

arastiran, klinik ¢calismalar internet sitesine kayitli, bir ¢alismaya rastlanmamustir.

Oral yoldan kullanilabilen everolimus ve kapesitabin ile peritonitis

karsinomatoza tedavisinin hastanin tedaviye uyumunu kolaylastiracagr ve
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konforunu arttiracagi diisiiniilmiistiir. Bu amacla, oral everolimus kapesitabin
tedavisinin kolorektal kaynakli peritonitis karsinomatoza fare modelinde
denenmesi planlanmigtir. Bunun iizerine BALB/cOlaHsd-FoxnI™ farelerde Caco-
2 hiicrelerinin intraperitoneal enjeksiyonu ile kolorektal kaynakli peritonitis
karsinomatoza modeli olusturarak, everolimusun tek basina veya kapesitabin ile
birlikte oral yoldan verildiginde kolorektal kaynakli peritonitis karsinomatoza
tizerine etkisi incelenmistir. Kolorektal kaynakli peritonitis karsinomatoza
modelinde everolimus ve/veya kapesitabin tedavisinin tiimor biiylimesi

baskiladig goriilmiistiir.

Ancak, calismamiz Wagner ve ark. ¢alismasiyla karsilastirildiginda bazi
farkli yontemler ve sonuglar dikkati cekmektedir. Wagner ve ark. ¢alismalarinda
4-6 haftalik disi, agirhiklart 20-25 gr arasinda degisen atimik Nude-Foxnl™
farelere 5x10° SW620 insan kolon karsinomu tiimér hiicresini intraperitoneal
enjekte ederek deneysel kolorektal kaynakli peritonitis karsinomatoza hayvan
modelini olusturmuslardir. Bizim calismamizda ise 14-18 haftalik disi, agirliklari
14,1-24,2 gr arasinda degisen atimik ¢iplak BALB/cOlaHsd-FoxnI™ farelere
15x10° Caco-2 insan kolon karsinomu tiimér hiicresi intraperitoneal olarak enjekte
edilerek kolorektal kaynakli peritonitis karsinomatoza modeli olusturulmustur.
Wagner ve ark.’nin her deney grubunda 8 adet fare bulunmaktadir. Ciplak
farelerin disi farelerinin liremesinin zor olmasi ve homozigot erkek fareler ile
heterozigot disi fareler eslestirilerek homozigot nu/nu fareler tiretilmesi nedeniyle
caligmamizda her deney grubunda 2 fare kullanilabilmistir. Wagner ve ark.

SW620 insan kolon karsinomu hiicre dizisini kullanmiglardir. Amerikan Kiiltiir
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Koleksiyonu (ATCC) verilerine gore, SW620 insan kolon adenokarsinoma
hiicreleri ciplak farelere 107 sayisinda subkutan olarak inokiile edilirse 21 giin

icinde tiimor olusmaktadir (94).

Calismamizda ise Caco-2 hiicre serisi insan epitelyal kolorektal
adenokarsinoma hiicreleri kullanilmistir. Ciinkii, Caco-2 hiicreleri kolon kanser
hiicre dizileri i¢inde hiicre kiiltiiriinde en hizli biiyliyen hiicrelerdendir (77). Caco-
2 hiicrelerinin ortalama iki kat artis (doubling-time) siiresi 62 saattir. Caco-2
hiicreleri ¢iplak farelerde oldukca iyi diferansiye grade-2 kolon adenokarsinomu

olusturmaktadir (79).

Wagner ve ark. rapamisini suda ¢6zmiis ve 0.15 mg/kg dozunda her iki
giinde bir farelere oral gavaj ile vermislerdir. 5-FU ise %0.9 salin ile seyreltilerek
7. ve 14. giinlerde intraperitoneal olarak 100 mg/kg, daha sonra her yedi giinde bir
50 mg/kg dozunda farelere verilmistir. Wagner ve ark.’nin ¢alismasinda rapamisin
tek basma veya 5-FU ile kombine edildiginde tiimor biiylimesini baskilamistir.
Rapamisinin rolatif biyoyararliligit %14 tiir, everolimusun biyoyararliligi ise
%?20’dir (62). Bu nedenle, ¢calismamizda rapamisine gore oral biyoyararliligi daha

yiiksek olan everolimus kullanilmistir.

Calismamizda, fareler randomize 4 gruba (Everolimus,
Everolimus+Kapesitabin, Kapesitabin, Kontrol grubu) ayrilmistir. Rico ve ark.
7,5mg/kg dozunda everolimusun deney farelerinde over graniiloza hiicreli tiimor
biiylimesini maksimum etkiyle engelledigini saptamislardir (64). Rico ve ark. 2,5
mg/kg everolimus dozunun tiimor biiylimesi {izerinde herhangi bir etkisi

olmadigini, everolimus dozunun 7,5 mg/kg iizerinde arttirtlmasinin ise timor
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biiylimesi iizerinde ek bir yarar saglamadigini tespit etmislerdir. Bu bulgular
15181nda, everolimus serum fizyolojik (%0,9 NaCl) ile seyreltilmis ve 7,5 mg/kg
dozunda her iki giinde bir 2 fareye oral yoldan gavaj ile verilmistir. Ninomiya ve
ark. HT-29 insan kolon kanser hiicre serisini subkutan ve rektal olarak BALB/c-
nu/nu farelere vermislerdir (73). Kapesitabinin maksimum tolere edilen dozu olan
2,1 mmol/kg/giin olarak farelere verilmesinin tiimor biiylimesini engelledigini
saptamislardir. Bu nedenle, kapesitabin serum fizyolojik (%0,9 NaCl) ile
seyreltilmistir ve maksimum tolere edilen doz 2,1 mmol/kg/giin (1 milimol
kapesitabin 359 mg’dir) oral yoldan gavaj ile 2 adet fareye haftanin 5 giinii (5/7)
verilmistir. Kontrol grubundaki 2 adet fareye gavaj yolu ile sadece PBS
verilmigtir. Wagner ve ark.’nin ¢calsmasinda oldugu gibi kolon kanser hiicrelerinin
farelere intraperitoneal olarak enjeksiyonundan 5 giin sonra tedaviye baslanmistir

ve tiimor inokulasyonundan 22 giin sonra fareler sakrifiye edilmistir.

Wagner ve ark.’nin kontrol grubundaki farelerde assit ve timor yiiki
nedeniyle kilo artis1 oldugunu, diger farelerde ise kilo degisikligi olmadigini
belirtmislerdir. Calismamizda dort gruptaki farelerin agirliklar: arasinda istatiksel
olarak anlamli bir fark saptanmamustir. Buna gore everolimus ve/veya kapesitabin
tedavisi farelerin agirliklarinda bir degisiklige neden olmamuistir. Everolimus
ve/veya kapesitabinin yan etkisi olabilecek kilo alimi veya kaybi farelerde
gozlenmemistir. Ayrica, farelerde assit olusumu saptanmamistir.

Calismamizda sakrifikasyon sonrast kontrol grubundaki farelerde timor
biiylimesinin sadece Caco-2 adenokarsinom hiicrelerinin enjekte edildigi

lokalizasyonda gelistigi saptanmustir. Halbuki Wagner ve ark. SW620 kolon
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kanseri hiicreleri ekilen kontrol grubundaki farelerde yaygin intraabdominal
tutulum oldugunu ve assit olustugunu bildirmislerdir. Kontrol grubundaki
farelerde, Caco-2 hiicrelerinin kolon kanser hiicre serileri i¢inde hiicre kiiltiiriinde
en hizli biiyiiyen hiicrelerden olmalarina ve Caco-2 hiicrelerinin sayisinin iki kat
artis siliresinin ortalama 62 saat olmasma ragmen SW620 hiicreleri gibi
intraabdominal yayilim gostermemis olmalar1 dikkat cekicidir. Calismamizda,
Wagner ve ark.’min yaptiklarina ek olarak sakrifikasyon sonrast farelerin
peritoneal lavaj sivisindan Ornekler alinip sitolojik inceleme icin ayrilmustir.
Ayrica, tiimoriin peritoneal yayilimini degerlendirmek acisindan deney

gruplarindaki biitiin farelere peritonektomi islemi uygulanmistir.

Calismamizda kontrol grubundaki farelerden eksize edilen mezenterik lenf
nodlari, karaciger, dalak, bobrek, ince ve kalin bagirsak, mide ve periton
orneklerinde malign hiicrelere rastlanmamistir. Farelerden eksize edilen tiimor
ornekleri tartilmistir. Kontrol grubunda tiimor agirliklart 20 mg ve 30 mg;
everolimus verilen grupta 0,2 mg ve 1,2 mg; kapesitabin verilen grupta 0,03 mg
ve 0,54 mg; everolimus ve kapesitabinin birlikte verildigi grupta tiimor agirliklar
0,43 mg ve 0,54 mg olarak saptanmistir. Kontrol grubundaki farelerde olusan
timorlerin diger gruptaki farelerden eksize edilen tiimorlerden yaklasik x20 kat
daha biiyiik olmasina karsin, kontrol grubundaki farelerde tiimoriin biiyiimesinin
sadece Caco-2 hiicrelerinin inokiilasyon yeriyle sinirli kaldig: tespit edilmistir.
Sadece everolimus verilen bir farede mezenterik ve peripankreatik metastatik lenf
nodlart saptanmistir. Ayrica ince bagirsak serozasinda timor depozitleri

goriilmiistiir. Sadece everolimus verilen diger farede ise tiimor biiyiimesi Caco-2
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hiicrelerinin  enjeksiyonunun yapildigi lokalizasyon ile smurhdir. Sadece
kapesitabin tedavisinin uygulandig: farelerden birinde mezenterik lenf nodlarinda
tutulum saptanirken, diger farenin diyafram yiizeyinde, perisplenik ve mezenterik
lenf nodlarinda az diferansiye adenokarsinom hiicreleri tespit edilmistir.
Everolimus ve kapesitabin tedavisinin beraber uygulandigi farenin birinde
mezenterik lenf nodunda tutulum goriiliirken, diger farede sadece tiimoriin ekildigi
bolgede malign hiicreler izlenmistir. Everolimus ve kapesitabin tedavisinin Caco-
2 adenokarsinom hiicrelerinin enjeksiyonunun yapildigr bolgede primer tiimor
biiylimesini baskiladigir goriilmiistiir. Fakat, gruplar icinde ve gruplar arasinda
timor  yaytlimmin  farkliliklann ~ dikkat  cekicidir. ~ Everolimus  ve
everolimus+kapesitabin verilen farelerin ikisinde primer tiimoriin intraperitoneal
yayilimi goriilmezken, everolimus, kapesitabin, everolimus+kapesitabin verilen

diger farelerde primer tiimoriin intraperitoneal yayilimi tespit edilmistir.

Yukaridaki bulgularin 151g1inda, mTOR inhibitdrii everolimus oral yoldan
tek basina veya kapesitabin ile birlikte verildiginde kolorektal kanser kaynakli
peritonitis karsinomatoza fare modelinde tiimor biiyiimesini baskilamistir.
Everolimus ve/veya kapesitabin ile yapilan tedavide karaciger toksisitesi veya
mortalite izlenmemistir. Bu sonuglar, oral yoldan verilen kemoterapotik ajanlarla
yapilan tedavide herhangi bir damar yolunun a¢ilmasina ve infiizyon pompasinin
kullanilmasina gerek olmadig icin, kolorektal kaynakli peritonitis karsinomatoza
tedavisinde hastanin tedaviye uyumunu kolaylastiracagi ve konforunu arttiracagi
diisiiniilmesi nedeniyle umut vericidir. Calismamiz, oral kemoterapotik ajanlar

yoluyla kolorektal kaynakli peritonitis karsinomatoza tedavisi yapilip
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yapilamayacagini arastirmasi nedeniyle 6zgiin bir ¢alismadir. Ancak, sonuglarin
istatiksel olarak anlamli olabilmesi i¢in daha biiyilk deney gruplariyla

calisilmasina ihtiya¢ vardir.
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6. SONUCLAR

1.

BALB/cOlaHsd-Foxnl™ farelere Caco-2 insan kolon adenokarsinoma
hiicrelerinin intraperitoneal olarak verilmesiyle kolorektal kaynakl
peritonitis karsinomatoza modeli olusturulabilmektedir.

Kolorektal kaynakl peritonitis karsinomatoza olusturulan
BALB/cOlaHsd-FoxnI™  fareler dort gruba ayrilmistir (everolimus,
everolimus+kapesitabin, kapesitabin ve kontrol grubu). Caco-2
hiicrelerinin farelere intraperitoneal olarak enjeksiyonu 0. giin olarak
belirlenmistir. Caco-2 hiicrelerinin intraperitoneal enjeksiyonundan 5 giin
sonra tedaviye baslanmistir. Everolimus 7,5 mg/kg dozunda her iki giinde
bir, kapesitabin 2,1 mmol/kg/giin dozunda haftanin bes giinii (5/7) oral
yoldan gavaj ile verilmistir. Intraperitoneal enjeksiyondan 22 giin sonra
deney hayvanlarina 6tenazi uygulanmistir. Farelerin 0, 5, 15, 20 ve 22.
giinlerdeki agirliklar1 gr (gram) olarak karsilastirildiginda dort gruptaki
farelerin giinlere gore agirliklar1 arasinda istatiksel olarak anlamli fark
saptanmamistir. Everolimus ve/veya kapesitabin tedavisi farelerde kilo
kaybina veya artisina yol agmamuistir.

Kolorektal kaynakl peritonitis karsinomatoza olusturulan
BALB/cOlaHsd-Foxnl™  farelerden eksize edilen tiimor ornekleri
tartildiginda kontrol grubunda tiimor agirliklart 20 mg ve 30 mg;
everolimus verilen grupta 0,2 mg ve 1,2 mg; kapesitabin verilen grupta

0,03 mg ve 0,54 mg; everolimus ve kapesitabinin birlikte verildigi grupta
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timor agirhiklart 0,43 mg ve 0,54 mg olarak saptanmistir. Buna gore,
mTOR inhibitorii everolimus oral yoldan tek basina veya kapesitabin ile
birlikte verildiginde tiimor biiylimesini baskilamistir. S6z konusu modelde,
tek basma verilen oral kapesitabin tedavisi de tiimor biiyiimesini
baskilamistir. Ancak, farelerden eksize edilen tiimor agirliklart gr (gram)
olarak karsilastirildiginda dort grup arasinda istatiksel olarak anlaml fark
saptanmamistir (p=0.227). Sonuglarin istatiksel olarak anlamli olabilmesi
icin daha biiyiik deney gruplariyla ¢alisilmasina ihtiya¢ vardir.

. Everolimus ve/veya kapesitabin ile yapilan tedavide akut veya kronik
toksisite saptanmamistir.

. Everolimus ve/veya kapesitabin ile yapilan tedavide mortalite

izlenmemistir.
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8. OZET

Oral mTOR Inhibitérii Everolimus + Kapesitabin Tedavisinin

Kolorektal Kaynakh Peritonitis Karsinomatozada Etkinligi

Oral mTOR inhibitorii rapamisinin kolorektal kanserde tiimor biiyiimesini
baskilayict etkisi vardir. Tumor biiylimesinin baskilanmasi oral rapamisinin
intravendz 5S-fluorourasil ile birlikte verilmesiyle arttirilabilir. Ancak, 5-
fluorourasil sadece intravendz yoldan kullanilabilmektedir, 5-fluorourasilin oral
formu yoktur. Oral yoldan kullanilabilen kemoterapotik ajanlarla yapilan
peritonitis karsinomatoza tedavisinin hastanin tedaviye uyumunu kolaylastiracagi
ve konforunu arttiracagi diisiiniilmiistir. Bu amagla, oral everolimus ve oral
kapesitabin tedavisinin kolorektal kaynakli peritonitis karsinomatoza fare
modelinde denenmesi planlanmistir.  Everolimus, rapamisinin oral yoldan
kullanilabilen bir tiirevidir. Kapesitabin ise S-flurourasilin oral yoldan
kullanilabilen eslenigidir. Metastatik kolorektal kanserde oral kapesitabin tedavisi,
hastaligin progresyonuna kadar gecen siire ve genel sagkalim gz Oniine
alindiginda, 1iv S-fluorourasil tedavisine denktir. Bu c¢alismanin amaci
BALB/cOlaHsd-Foxnl™ farelerde kolorektal kaynakli peritonitis karsinomatoza
modeli olusturarak, everolimusun tek basina veya kapesitabin ile birlikte oral
yoldan verildiginde kolorektal kaynakli peritonitis karsinomatoza lizerine etkisini

incelemektir.
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BALB/cOlaHsd-Foxnl™ farelere Caco-2 insan kolon adenokarsinoma
hiicrelerinin intraperitoneal olarak verilmesiyle kolorektal kaynakli peritonitis
karsinomatoza modeli olusturulmustur. Kolorektal kaynakli  peritonitis
karsinomatoza olugturulan BALB/cOlaHsd-Foxnl™ fareler, her grupta iki farenin
oldugu, dort gruba ayrilmistir (everolimus, everolimus+kapesitabin, kapesitabin
ve kontrol grubu). Caco-2 hiicrelerinin intraperitoneal enjeksiyonundan 5 giin
sonra tedaviye baslanmistir. Everolimus 7,5 mg/kg dozunda her iki giinde bir,
kapesitabin 2,1 mmol/kg/giin dozunda haftanin bes giinii (5/7) oral yoldan gavaj
ile farelere verilmistir. Intraperitoneal tiimor hiicresi enjeksiyonundan 22 giin

sonra farelere 6tenazi uygulanmistir.

Kolorektal kaynakl1 peritonitis karsinomatoza olusturulan
BALB/cOlaHsd-Foxnl™ farelerden eksize edilen tiimor 6rnekleri incelendiginde
mTOR inhibitorii everolimusun oral yoldan tek basina ve kapesitabin ile birlikte
verildiginde tiimor biiyiimesini baskiladig1 goriilmiistiir. Ancak, dort grup arasinda
timor agirliklart acisindan istatiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (p=0.227).
Sonugclarin istatiksel olarak anlamli olabilmesi icin daha biiyiik deney gruplariyla

calisilmasina ihtiya¢ vardir.

Anahtar  kelimeler: mTOR, everolimus, kapesitabin, peritonitis

karsinomatoza, kolon kanseri
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9. SUMMARY

Effectiveness of Oral Everolimus + Capecitabine Treatment on
Peritoneal Carcinomatosis of Colorectal Origin

The mTOR inhibitor rapamycin has antitumor activity in colorectal
cancer, and suppresses peritoneal carcinomatosis, even with oral administration.
Tumor suppression can further be enhanced when oral rapamycin is combined
with 5-fluorouracil. However, 5 - fluorouracil can only be used intravenously.
Chemotherapeutic agents, that can be used orally in the treatment of peritoneal
carcinomatosis, are thought to facilitate the patient's adherence to treatment, and
to increase patient’s comfort. For this purpose, oral everolimus and oral
capecitabine therapy in peritoneal carcinomatosis of colorectal origin is planned to
be tested on a mouse model. Oral mTOR inhibitor everolimus is an analog of
rapamycin. Capecitabine is as effective as iv 5-fluorouracil, and can be
administered orally. The purpose of this study is to administer everolimus alone,
and in conjuction with capecitabine orally in experimental nude mouse model to
examine the effect on colorectal peritoneal carcinomatosis.

An animal model of peritoneal carcinomatosis of colorectal origin was
established by transplanting Caco-2 colon adenocarcinoma cells in
BALB/cOlaHsd-FoxnI™ mice. Mice were divided into four groups (everolimus,
everolimus+capecitabine, capecitabine, and control group). There were two mice
in each group. Five days after tumor inoculation, treatment was initiated.

Everolimus was administered orally at 7,5 mg/kg every 2 days. Capecitabine was
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adminitered orally at 2,1 mmol/kg/day every 5 days in a week (5/7). Mice were
sacrified 22 days after tumor inoculation.

The tumor samples excised from the peritoneal cavity of BALB/cOlaHsd-
FoxnI™ mice revealed that oral mTOR inhibitor everolimus alone, and in
combination with capecitabine suppressed tumor growth. Comparing the tumor
weight, however, there was no statistically significant difference within four
groups (p=0.227). In order to reach statistically significant data, sample size

should be increased.

Key words: mTOR, everolimus, capecitabine, peritoneal carcinomatosis,

colon cancer
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