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1. GIRIS

1.1. Kanser Epidemiyolojisi

Kanser, insidansi ve 0liim orami1 glinden giline artan bir hastaliktir. 2012 yili
verilerine gore Cizelge 1.1°de gosterildigi gibi kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra

kanser, 6liim nedenlerinde ikinci sirada yer almaktadir (Ferlay ve ark., 2015).

Cizelge 1.1. 1900-2011 yillar1 arasindaki her 100 000 populasyondaki 6liim oranlari ve nedenleri (U.S. Public
Health Service, 1900-1970; U.S. National Center for Health Statistics, 1971-2011).

Taberkiiloz, | Malignant Major Grip | Motorlu
Yil tiim neoplaziler | kardiyovaskiiler Ve tasit
formlarn (kanser) hastalild ar zatiirre | kazalar

1900 194 4 64.0 3452 2022 -

1910 153 8 76.2 371.9 1559 18
1920 113.1 834 364.9 2073 103
1930 71.1 974 414 4 102.5 267
1940 459 1203 4857 70.3 262
1950 225 1398 5108 313 231
1960 6.1 1492 5218 373 213
1970 26 1628 496.0 309 269
1980 0.9 1839 436.4 241 235
1990 0.7 2032 368.3 32.0 188
2000 0.3 2005 3404 2473 152
2001 0.3 194 4 3239 218 154
2002 0.3 193 8 3183 229 155
2003 02 1915 3103 224 154
2004 02 1874 293 8 209 150
2005 02 1887 288 8 213 153
2011 02 1846 249 8 17.2 11.1

Diinyada kadinlarda en sik goriilen ilk {i¢ kanser tiirii sirasiyla meme,
kolorektal ve akciger iken, erkeklerde akciger, prostat ve kolorektal kanserlerdir
(Ferlay ve ark., 2015). Tiirkiye de ise durum kadinlarda ilk {i¢ kanser tiirii i¢in
farklilik gosterip, sirastyla meme, tiroid ve kolorektal; erkeklerde ise diinya geneli ile

aymdir (T.C. Saglik Bakanligi, 2013).

Teshis edilmis 1.7 milyon yeni vaka sayisi ile diinya ¢apinda meme kanseri

kadinlarda en ¢ok goriilen kanser tiirii olup kadinlardaki tiim yeni kanser vakalarinin



%25’1ni olusturur (Ferlay ve ark., 2015). 1975 yilindan 2013 yilina kadar yeni vaka
sayisinda artis olmasina ragmen erken teshis ve yeni tedavilerin gelismesi ile 6liim

sayisinda diislis goriilmektedir (Onur, 2005; Bray ve ark., 2004).

Prostat kanseri, 2012 yilinda 1.1 milyon yeni vaka sayis1 ile diinya ¢apinda
erkeklerde en ¢ok goriilen ikinci kanser tiiriidiir (Ferlay ve ark., 2015). Insidansi
bolgelere gore degisiklik gosterir. Kuzey ve Bati Avrupa, Kuzen Amerika,
Okyanusya ve bazi Karayip Ada uluslari yiiksek insidans gosterirken, Asya’da diislik
insidans goriilmektedir (Gronberg, 2003). Son 25 yildan fazladir klinik olarak erken
teshis ile sagkalim oranlarinda énemli dl¢iide artis olmustur. Israil, Kanada, Amerika
Birlesik Devletleri, Belcika, Almanya gibi gelir seviyesi yiiksek {iilkelerde prostat
spesifik antijen (PSA) testinin kullanimina bagl olarak 5 yillik net sagkalim
%90’dan fazla artmistir (Ferlay ve ark., 2015).

Kolorektal kanser (KRK), 2016 yilina tahmini yeni vaka sayis1 134 490 ile tiim
yeni vakalarimin %8’lik kismini olustururken, tahmini 6liim oranm1 49 190 ile kanser
nedeniyle gerceklesen tiim o6liimlerin %8,3’iinii olusturur (National Cancer Institute,
Erisim Tarihi: 12.10.2016). KRK hastalarinda diinya genelindeki ortalama 5 yillik
sagkalim oran1 1970’11 yillarda %49 civariyken, 2006-2012 yillar1 arasinda %65’lere
yiikselmistir (National Cancer Institute, Erisim Tarihi: 12.10.2016). Sagkalimdaki
artisin sebebi, evreleme ve patolojik degerlendirmelerin gelismesi, yeni cerrahi

yontemlerinin ortaya ¢ikmasi ve adjuvan tedavi uygulamalaridir (Akbulut, 2005).

1.2. Karsinogenez

Kanser, ¢esitli mutasyonlar ile hiicrelerin kontrolsiiz ¢cogalmasini ve/veya diger
doku ve organlar istila etmesini uyaran sinyallerin aktive olmasi sonucu olusan
genetik bir hastalik olarak tanimlanabilir. Karsinojenlerin etkisiyle anahtar
genlerdeki mutasyonlarin birikmesi, timor olusumunu tetikleyen esas giictlir. Her
basarili mutasyon, timor hiicrelerine komsu normal hiicrelerinden daha fazla klonal

bliylimeyi saglayan avantajlar kazandirir (Nowell, 1976). Normal bir hiicrenin kanser



hiicresine doniisiimii biyolojik, kimyasal ve fiziksel karsinojenlere maruz kalmasi
sonucu kontrolsiiz ¢cogalma kabiliyeti kazanmasi ile baslar. Viral ajanlar biyolojik
karsinojenlerdir. Spesifik viral onkogenlerin ekspresyonu ile viruslar insan
karsinogenezine direkt olarak katki saglarlar (Hausen, 2009; Butel, 2000; Mesri ve
ark., 2014). Hormonlar, yiiksek dozda kokanserojenik etki ile tiimorlere yol acarlar.
Yiiksek Ostrojen salgilayan granuloza hiicreli tiimorlerin endometriyumda, 6nce
hiperplazi daha sonra kanser gelisimine yol ag¢tig1 gosterilmistir (Ukah ve ark., 2011).
Ultraviyole ve iyonize radyasyon fiziksel karsinojenler olup, ultraviyole radyasyona
maruz kalan hiicre DNA’larinda timin dimerleri, tek veya cift iplik kiriklari,
proteinlerin DNA ile ¢apraz baglanmalarina sebep olurken, iyonize radyasyon
sonucu tek veya cift iplik kiriklari, proteinlerin DNA ile capraz baglanmalari
meydana gelir (Lodish ve ark., 2003). Kimyasal karsinojenler, endiistri sektoriinde
calisan iscilerde ¢esitli kanserler meydana gelmesi sonucu ortaya ¢ikmistir. Sigaranin
icerdigi bircok kimyasal karsinojen maddenin de ozellikle akciger kanserine yol
actig1 bilinmektedir (Kuper ve ark., 2002; Lipworth ve ark., 2008; Boffetta, 2008;
Iodice ve ark., 2008; Vineis ve ark., 2004).

Karsinogenez siireci genel olarak baglama, gelistirme ve ilerletme asamalarini
icerir (Hennings ve ark., 1993). Baslama asamasi, c¢ogunlukla tek gende bir
mutasyonun meydana getirdigi geri dondiiriilemez genetik degisikliklerden olusur.
Gelistirme, baslangicta mutasyona ugrayan hiicrelerin artmig proliferasyonu ile
karakterizedir. ilerleme asamas: ise daha fazla genetik mutasyon birikmesi ile timor
hiicrelerinin malignant veya invazif fenotip kazanmalarini sagladig: siirectir (Devi,

2004).



Sekil 1.1. Karsinogenez siireci (Subramaniam ve ark., 2016)

Normal hiicrelerin neoplazmaya daha sonra malingnant tiimorlere doniisiimii,
Sekil 1.2.°de goriildiigli gibi gesitli molekiiler mekanizmalara dayanir (Hanahan ve
Weinberg, 2011). Bu molekiiler mekanizmalarda rol alan genlerdeki mutasyonlarin

birikmesi sonucunda normal hiicreler kanser 6zelligi kazanir.
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Sekil 1.2. Kanserin ayirict dzellikleri (Hanahan ve Weinberg, 2011).



Kanser Hiicreleri Proliferasyon Sinyallerini Devam Ettirir: Kanser
hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasina firsat veren sinyaller, tipik olarak hiicre i¢inde
genellikle tirozin kinaz domaini iceren hiicre ylizeyindeki reseptorlere baglanan
biiylime faktorleri tarafindan iletilir. Hiicre icerisinde bulunan tirozin kinaz domaini
ile de hiicre biiyiimesi (hiicrenin boyutunun artmasi) yani sira hiicre siklusunun
ilerlemesini diizenleyen hiicre i¢i sinyal yolaklari araciligiyla sinyali iletir. Bu sinyal
yolaklar1 da genellikle hiicre sagkalimi ve enerji metabolizmalar1 gibi hiicrenin diger
biyolojik 6zelliklerini etkiler (Hanahan ve Weinberg, 2011; Cooper, 2000; Evan ve
Vousden, 2001).

Kanser hiicreleri c¢esitli alternatif yollarla kendi proliferasyon sinyallerini
devam ettirebilme kapasitesine sahiptir. (Lemmon ve Schlessinger, 2010; Witsch ve
ark., 2010; Hynes ve MacDonald, 2009; Perona, 2006). Tiimér hiicreleri, biiyiime
faktorleri ligandlar tiretir ve bu ligandlar ayni tiirden reseptorlerin ekspresyonu ile
otokrin proliferasyonun uyarilmasina sebep olur. Alternatif olarak, kanser hiicreleri,
tiimor ile iligkili stroma hiicrelerine sinyaller yollayarak kendileri i¢in ¢esitli biiylime
faktorlerini de saglayabilir (Bhowmick ve ark., 2004). Kanser hiicreleri, yiizeylerinde
bulunan reseptor proteinlerin diizeylerini arttirarak ve biiylime faktorii ligandlarinin
kisith miktarina fazla cevap olusturarak ligandtan bagimsiz uyarilmaya olanak
saglayabilmektedir. Ayrica reseptdr molekiillerinde yapisal degisimlere neden olan
mutasyonlar otonomik reseptér sinyalizasyonuna da neden olabilir. Biiylime
faktorlerinden bagimsiz sinyal yolagi aktivasyonu, sinyalizasyonu baglatacak
reseptorlerin sinyal akiginin alt tarafinda yer alan komponentlerin mutasyona ugrayip
aktive olmasindan da kaynaklanabilir (Hanahan ve Weinberg, 2011; Deberardinis ve

ark., 2008).

Kanser Hiicreleri Cogalmayi Baskilayan Sinyallerden Kacar: Normal
dokuda, boliinme ve boliinmeyi uyaran sinyaller siki bir kontrol altindadir ve hiicre
dongiisiinde yer alan olaylar belli noktalarda denetlenir. Bu kontrol mekanizmalari
sayesinde hiicre sayisindaki homeostazi ile birlikte normal doku yapist ve
fonksiyonlarmin devam ettirilmesi saglanir (Hartwell ve ark., 1994; Massague,

2004). Kanser hiicreleri bu kontrol mekanizmalarinin sinyallerini serbestlestirerek



kendi biliylime ve boliinmelerinin kontroliinii ele alirlar (Massague, 2004; Elledge,
1996). Bu kontrol noktalar1 baslica G1/S, G2/M ve M/G1 gegislerinde yer alir
(Hartwell ve ark., 1989).

Hasarh DNA

Sekil 1.3. Hiicre siklusu kontrol noktalar1 (Cooper ve Hausman, 2013).

Kanser hiicreleri, bazi karsinojenler ile bu dongiiniin diizenlenmesinde rol alan
elemanlar1 veya bunlarin fonksiyonlarini dogrudan veya diger bazi genetik yapilar
aracihifryla dolayl olarak etkileyerek kendi proliferasyonunu yonetebilir. Ornegin
malign doniisiimde rol oynayan onkogenlerin bir kismu siklin bagimli kinazlar1 (Cdk)
ve siklinleri stabilize ederek veya uyararak kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina neden
olurken, tiimor baskilayici genler tarafindan kodlanan p21 ve pl6 vb. proteinlerde
meydana gelen degisiklikler de benzer sekilde karsinogeneze katkida bulunmaktadir
(Deshpande ve ark., 2005). Cogu insan kanserlerinde hiicre siklus gardiyanlarindan
biri olan p53 tiimor baskilayici geninin mutasyona ugramis oldugu ve boylece
kansere yol agmada onemli rol aldigi bir¢ok caligma tarafindan gosterilmistir.
Yapilan bir caligmada, TP53 geni igermeyen fareler normal bir sekilde gelisimlerini
saglamis, diizgiin hiicre ve doku homeostazi gostermis ancak ileri yaslarda 16semi ve
sarkoma seklinde bozukluklar gelistirmislerdir (Ghebranious ve Donehower, 1998).
Gl fazinda, siklusun diizenlenmesinden sorumlu retinoblastoma geninde meydana
gelen bozukluklarin da genellikle cocuklarda 5 yasindan 6nce retinada malign tiimor
gelisimine sebep oldugu bilinmektedir (Ali ve ark., 2010; Lohmann ve Gallie, 2010,
Erisim Tarihi: 15.10.2016).



Kanser Hiicreleri, Hiicre Oliim Mekanizmalarina Diren¢ Gosterir: Apoptoz
mekanizmasi, proliferasyon ve hiicre 6liimii arasindaki dengeyi ayarlayarak doku
homeostazisini saglar. Fakat kanser hiicreleri, anti-apoptatik molekiiller ile ve/veya
pro-apoptatik proteinlerinin bozulmus veya azalmis fonksiyonlari ile hiicre Sliim
sinyalizasyonunu bloke edebilitler (Fulda, 2008). Ornegin, apoptoz siirecinde énemli
olan birgok faktdrden biri olan Bcl-2 onkogeni, tiimor gelisiminde apoptozun
baskilanmasinda énemli rol oynar. Bcl-2 onkogeni, hiicre proliferasyon kontroliiniin
de bir parcast oldugu icin, bu gende meydana gelen bozukluk hem hiicre siklusunun
kontroliinde hem de programli hiicre 6limii mekanizmasinda bir bozukluga sebep
olarak kanser hiicrelerinin sagkalimia yardim eder (Hockenbery ve ark., 1990).
Transgenik farelerde yapilan bir ¢aligmada, Bel-2 genini yiiksek diizeyde ifade eden
farelerde lenfoproliferasyon oldugu gosterilmistir (McDonnell ve ark., 1989). Bunun
disinda, apoptozu baskilayan Bcl-x geninin bazi tiimorlerde ekspresyonunun arttigi
ortaya konulmustur (Reed, 1998). Apoptozun uyarilmasinda gorev olan timor
baskilayict gen Bax, kolon kanseri ve hemotapoietik kanserlerin bazi tiplerinde
inaktif olarak tiimor gelisimine katkida bulunur (Rampino ve ark., 1997; Meijerink

ve ark., 1998).

Kanser Hiicreleri Kendilerine Replikatif Oliimsiizliik Saglarlar: Replikatif
yaslanma olarak bilinen hiicre boliinmesi ile telomer kisalmasi, organizmaya timor
biliylimesi i¢in bir bariyer saglar. Telomerler, kromozomlarin uglarinda bulunan,
replikasyon sirasinda kalip DNA’dan olusacak yeni DNA’larin 3’ uglarinda kisalma
olmamasi ic¢in bu bolgelere TTAGG niikleotid tekrarlar1 ekleyerek gen kaybinin
Onlenmesini saglayan mekanizmadir. Hiicre boliindiikge tekrar bolgelerinden olusan
telomer bolgeleri de kisalir (Kim ve ark.,, 1994). Telomerler kritik olarak
kisaldiginda, DNA hasar sinyalizasyonu ve hiicre yaslanmasi uyarilir. Hiicrede bagka
degisiklik yoksa anti-kanser koruma mekanizmasi olarak yillarca pasif bir sekilde
yaslilik doneminde kalabilir. Fakat insan karsinom hiicreleri, ¢ogunlukla hiicresel

senesansdan ve DNA hasar sinyal yolaklarindan kurtulurlar (Shay ve Wright, 2011).
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Sekil 1.4. Normal hiicrenin telomeraz aktivitesi ile kanserli hiicreye dontisiimii (Shay ve Wright, 2011).

Senesanstan kurtulma TP53, p16™X4 yve pRb gibi hiicre déngiisiinii kontrol
eden Onemli genlerin ortadan kaldirilmasi ile gerceklesir ve sonugta malign
potansiyele sahip hiicrelerin ¢ogalmasina neden olarak hastalik siirecine girer
(Wright ve ark., 1989). Kromozom son birlesmelerinden dolayi, genomik
dengesizlik, kromozomlarin yeniden diizenlenmesine ve sonunda telomerazlarin
birlesmesine neden olan kromozom kirilma-fiizyon-koprii olaylar1 gergeklesir (Kim
ve ark., 1994). Malign tiimorlerin yaklasik %90°ninda telomeraz aktivitesi

saptanmistir (Kim ve ark., 1994).

Tiimér Hiicreleri Inflamasyonu Uyarir: Timér hiicreleri 16kositleri etkileyen
cesitli sitokin ve kemokinler salgilayabilir. Gelisen bir neoplazmanin inflamatuvar
bilesenleri, notrofiller, dendritik hiicreler, makrofajlar, eozinofiller, mast hiicreleri ve

lenfositler olabilir. Bu hiicreler, sitokinler, reaktif oksijen tiirevler, serin ve sistein



proteazlar, matriks metalloproteazlar ve membran delici ajanlar igeren sitotoksik
aracilar ve TNF-a, interlokinler ve interferonlar gibi ¢oziiniir aracilari iireterek timor
gelisimine katki saglarlar (Kuper ve ark., 2000; Wahl ve ark., 1998; Coussens ve
Werb, 2002).

Kanser Hiicreleri Enerji Metabolizmasint Yeniden Programlarlar: Kanser
hiicreleri, hiicre biliyimesi ve bolinmesinde kullanmak iizere enerji
metabolizmalarinda diizenlemeler yaparlar. Normal hiicreler oksijenli kosullarda ilk
olarak glikoliz yoluyla sitoplazmada glukozu piruvata ve ondan sonra mitokondride
karbon dioksite doniistiiriirler. Oksijensiz kosullarda ise, glikoliz tercih edilir ve
gbrece az piruvat, oksijen tilketen mitokondriye gonderilir (Nelson ve Cox, 2008).
Timdr hiicrelerinde gozlenen tanimlanmis en iyi metabolik fenotip Warburg
etkisidir. Kanser hiicreleri, ortamda oksijen konsantrasyonu normal olsa bile, glukoz
metabolizmalarin1 yeniden programlayabilirler ve bdylece glikoliz ile enerji
metabolizmalarini kisitlayarak enerji tiretimlerini “oksijenli glikoliz” adi verilen bir
asamada tutabilirler (Warburg ve ark., 1927; Warburg, 1956). Doniisiim gegirmis bu
hiicreler ¢ogu normal hiicrenin aksine enerjilerinin ¢ogunu, glikozu laktata
dontstiirerek elde eder (Warburg, 1956). Glikoliz, oksidatif fosforilasyona gore daha
hizli ATP iiretimi yapar ancak, her bir linite glukozun tiiketimi ile iiretilen ATP
acisindan yeterli degildir. Tiimor hiicreleri artan enerji, biyosentez ve redoks
ihtiyaglarini anormal derecede yiiksek oranda glukoz alimi ile gerceklestirirler

(Warburg, 1956; Semenza ve ark.,2001).

Kanser Hiicreleri Immiin Sistemden Kacar: Kanser hiicreleri, diisiik diizeyde
immunojenesite gostererek, antijen degisimi yaparak, kendileri veya diizenleyici T
hiicreleri araciligiyla immiin baskilamayi tetikleyerek ya da lenfositlerin apoptoza
gitmesini saglayarak immiin yanittan kurtulmaya c¢aligirlar (Beatty ve Gladney,
2015). Bu mekanizmalara 6rnek olarak, tiimorde infiltre olmus lenfositler tarafindan
iiretilen IFNy, malignant hiicrelerin iizerinde immiin sistemi inhibe eden PD-LI1

molekiiliiniin upregiile olmasini indiikleyebilir (Taube ve ark., 2012).



Kanser Hiicreleri Anjiyogenez Mekanizmalarint Uyarir: Normal dokularda
oldugu gibi tiimorler de besin ve oksijen gereksinimin giderilmesi, metabolik atik ve
karbon dioksitin uzaklastirilmasina ihtiya¢ duyarlar. Tiimérler genellikle 1-2 mm?
hacme kadar diflizyon ile beslenerek biiyiiyebilirler (Muthukkaruppan ve ark., 1982).
Ancak daha fazla biiyiiyebilmeleri, tiimoriin i¢ kisminda kalan hiicrelere oksijen ve
besin gitmesi i¢in kan damarlar1 olusmasini gerektirir, bu da hastaligin progresif
seyretmesine neden olur. Anjiyogenez doniisiimii olarak bilinen bu siireg, timor
hiicrelerinden veya tiimor hiicrelerinin mikrogevredeki diger hiicreleri etkilemesi ile
anjiyogenezde anahtar rol oynayan vaskiiler endotelyal biiyiime faktori-A (VEGF-
A) molekiiliinii salgilanmas1 ile gerceklesir. VEGF-A ekspresyonunun artmasi,
hipoksik ortam veya onkogenler tarafindan indiiklenebilir (Ferrara, 2009; Mac
Gabhann ve Popel, 2008; Carmeliet, 2005). Yapilan bircok ¢alismada tiimorlerin
bliylimesi ve yayillmasinda anjiyogenez aktivatorlerinin 6nemli rol oynadigi
gosterilmistir.  Salven ve arkadaslarmin (1998), yaptigi immunohistokimyasal
deneyde, VEGF ailesi ve reseptorlerinin insan kanserlerinin yaklasik olarak yarisinda
eksprese oldugunu saptamislardir. Daha sonra bu faktorlerin rahim (Hashimoto ve
ark., 2001), endometrium (Hirai ve ark., 2001), ovaryum (Boocook ve ark., 1995;
Yokoyama ve ark., 2003; Nishida ve ark., 2004) ve mide (Yonemura ve ark., 1999;

Amioka ve ark., 2002) kanserlerinde de prognostik oldugu ortaya konmustur.

Kanser Hiicreleri Invazyon ve Metastazi Uyarir: Invazyon ve metastaz ¢ok
basamakl1 bir siiregtir ve genellikle kanser hastaliginin son asamasi olma 6zelligi ile
iliskilendirilir. Invazyon ve metastaz kaskadi, timér bdlgesinde bulunan ekstraseliiler
matriksin yikimi ile lokal invazyon olarak baslar, sonrasinda kan ve lenfotik
damarlara intravazasyon yaparak lenfatik ve hematojenik sistemlere giris yapar.
Dolagimdan kurtulan kanser hiicreleri uygun bir bdlge buldugunda dokularin
parankimasi i¢indeki damarlarin luminasindan ekstravazasyon yaparak bu bolgede
kii¢iik nodiiller (mikrometastaz) olustururlar. Son olarak mikrometastatik lezyonlarin
biliylimesi ile kolonizasyon gerceklesir (Talmadge ve Fidler, 2010; Fidler, 2003).
Metastaz siirecinde dnemli bir mekanizma olan epitelyal mezenkimal gecisin, kanser
hiicrelerinin epitelyal morfolojisinin fibroblastik yapiya doniliserek invasyon ve

intravazasyon asamalarinda kolay ilerlemeyi saglayadigi ve bdylece metastazi
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kolaylastirdig1 bilinmektedir (Kylmkowsky ve Savagner, 2009; Polyak ve Weinberg,
2009; Thiery ve ark., 2009, Yilmaz ve Christofori, 2009; Barrallo-Gimeno ve Nieto,
2005).

1.3. Anjiyogenez

Anjiyogenez, mevcut vaskiiler damarlardan yeni kan damarlarinin olusmasidir
(Kut ve ark., 2007; Larsson ve ark., 2002; ve Gozdzikiewicz, 2008). Solid
tiimodrlerde anjiyogenezin Onemi ilk kez 1971 yilinda Folkman ve arkadaslarinin
timor biiylimesinin anjiyogeneze bagli oldugu hipotezi ile ortaya konmustur

(Folkman, 1971).

1.3.1. Anjiyogenez Siireci

Viicudumuzdaki kan damarlar1 vaskiilogenez ve anjiyogenez yollar1 ile
olusmaktadir. Vaskiilogenez, endotel hiicre prekiirsorleri olan anjiyoblastlarin
cogalip birleserek onciil damar yapilar1 olan primer kapiller pleksusunu olusturmasi
olarak tanimlanir. Daha sonra primer kapiller pleksustan anjiyogenez ile yeni damar
yapilar1 filizlenir ve dallanir (Carmeliet, 2003). Vaskiilogenez, embriyo gelisimi i¢in
hayati 6nem tastyan bir siirectir. Gelisimin ilk haftalarinda ¢evre dokudan difiizyon
ile beslenen embriyo, biiyiidiik¢e artan besin ve oksijen talebini kargilayamaz ve bu
nedenle erken donemde (li¢lincli haftanin basinda) anjiyogenez uyarilir (Ribatti,

2004).
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Yetigkinde ise anjiyogenez menstriiyel siklus boyunca endometriyumda ve
dokularda yara iyilesmesi siirecleri disinda genellikle inaktif durumdadir (Daly ve
ark.,2003). Bununla birlikte anjiyogenezi tetikleyen ve dnleyen faktorler arasindaki
denge bozuldugu takdirde dokularda anjiyogenezde eksiklik veya fazlalik goriilebilir
(Carmeliet, 2003). Ornegin kanserlerde, romatoid artrit, inflamatuvar bagirsak
hastaliklar1 gibi inflamatuvar hastaliklarda, makiiler dejenerasyon gibi degisik goz
hastaliklarinda patolojik olarak artmis anjiyogenez izlenir. Buna karsilik periferik
arter hastaliklari, kalp yetmezligi, infertilite ve gecikmis yara iyilesmesi gibi
durumlarda ise anjiyogenezde yetersizlikler saptanmistir (Li ve ark., 2008; Chung ve

Ferrara, 2011).
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Sekil 1.5. Patolojik anjiyogenez durumlari!

Fizyolojik anjiyogenez ve patolojik anjiyogenez sonucu olusan damarlarin
yapilarinda farkliliklar mevcuttur. Patolojik anjiyogenez ile olusan kan damarlarinda
liimen basina diisen endotel sayisinda fazlalik izlenirken, sizintili, kivrimli ve

diizensiz bir llimen yapis1 goze ¢arpar (Carmeliet ve Jain, 2011).

Anjiyogenez siireci ile kan damarlarinin olusmasi anjiyogenik doniisiim adi
verilen anjiyogenez aktivatorleri ve inhibitorleri arasindaki denge ile diizenlenir

(Liao ve ark., 2007; Maharaj ve ark., 2006).

! Gorsel drnekler tarafimizdan diizenlenmistir.
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VEGF, bFGF
PDGF, PIGF
IL-8, TGF-a
TGF-B, HGF

Trombospondin 1/2
Endostatin
Angiostatin

Restin

Vasostatin

Sekil 1.6. Anjiyogenez aktivatdrleri ve inhibitdrleri?

Anjiyogenik doniisiimiin 6nemli diizenleyicisi olan hipoksi, diisik pH,
hipoglisemi, inflamasyon, onkogen aktivasyonu, timor baskilayict genlerin
delesyonu tiimor dokularinda anjiyogenezi indiikleyen etmenler arasinda 6nemli yer

tutar (Fidler ve ark., 2001).

Anjiyogenez siireci endotel hiicrelerinin uyarilmasi, mevcut damarlarin
vazodilatasyonu, bazal membran ve ekstraseliiller matriksin yikilmasi, endotel
hiicrelerinin proliferasyonu ve migrasyonu, kapiller kordon ve liimen olusumu ve

stabilizasyon basamaklarini icerir (Adair ve Montani, 2010).

1.3.1.1. Uyarilma

Yeterli perfuze olan bir dokuda, hipoksi tarafindan indiiklenen faktorler (HIF)
hidroksillenir. Hidroksillenmis HIF, proteazlar tarafindan degredasyon i¢in hedef
haline gelirler. Aksine hipoksik ortamdaki endotel hiicrelerindeki HIF2a
transkripsiyon faktorii degrede edilemedegi icin NO, VEGF-A, bFGF gibi

2 Gorsel 6rnekler tarafimizdan diizenlenmistir.
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anjiyogenezi uyaran genlerin ifadesini tetikler. Bu genlerin sentezledigi faktorler

anjiyogenez siirecini uyarir (Liao ve Johnson, 2007; Krock ve ark., 2011).

1.3.1.2. Vazodilatasyon

Mevcut kan damarlari, VEGF ve nitrik oksit ile uyarildiginda genisler. VEGF,
vaskiiler gecirgenligi de arttirarak vazodilatasyona katkida bulunur. Vaskiiler
gecirgenligin artisiyla VEGF ve plazma proteinleri damar disina ¢ikar ve endotelyal
hiicrelerin gogii icin gerekli ekstraseliiler matriksin olusumu saglanir (Liao ve ark.,

2007; Maharaj ve ark., 2006).

1.3.1.3. Bazal Membran ve Ekstraseliiler Matriksin Yikimi

Matriks metallopeptidaz (MMP) adi verilen enzimlerle ekstraseliiler matriks
proteinleri degrede edilir, dolayisiyla damar stabilizasyonu bozulur ve endotel
hiicreleri, hiicre-hiicre temaslarini kaybeder ve onlar1 destekleyen perisit ve diiz kas
hiicrelerinden ayrilirlar. Ozellikle MMP-9 ve MMP-2 tarafindan ekstraseliiler
matriksin parcalanmasi ile ortaya g¢ikan bosluklarda endotelyal hiicrelerinin gog
edebilmesi i¢in alan acilmis olur (Donati ve Gozdzikiewicz, 2008; Liao ve ark.,

2007).

1.3.1.4. Endotel Hiicrelerinin Proliferasyon ve Migrasyonu

Ekstraseliiler matriks (ECM) ve bazal membran (BM) yikimini takiben bazik
fibroblast biiyiime faktorii (bFGF) ve platelet kokenli biiyiime faktorii-BB (PDGF-
BB), interlokin-8 (IL-8) ve VEGF-A gibi faktorlerin etkisi ile endotel hiicreler
cogalir ve limeni olusturmak i¢in uzak bolgelere dogru hareket ederler. (Liao ve

ark., 2007).

14



1.3.1.5. Kapiller Kordon Liimen Olusumu ve Stabilizasyonu

Endotel hiicrelerinin prolifere olarak anjiyogenez uyaranlarinin geldigi bolgeye
dogru gocii ile kapiller kordonlar olusur ve daha sonra bu kordonlarin ortasinda
bosluklar (limen) ag¢ilir. Liimen olustuktan sonra yeni olusturulan kan damarlar
cevresinde bazal lamina birikir, ortama cekilen perisitler olgunlasir ve endotelyal
hiicreler ile birlik saglanarak damar yapisi stabil hale getirilir (Liao ve ark., 2007;

Carmeliet ve Jain, 2011).

1.3.2. Anjiyogenez Siirecinde Rol Oynayan Faktorler

Cesitli anjiyogenik faktorler kimyasal olarak anjiyogenezi uyarirlar. VEGF
siirecin esas elemanidir ve ortama diger anjiyogenik faktorleri cagirir, endotel
hiicrelerin proliferasyonunu uyarir ve damar gegirgenligi arttirir (Goto ve ark., 1993;
Cross ve Claesson-Welsh, 2001). FGF-2, anjiyogeneze endotelyal hiicrelerinin
proliferasyonunu ve farklilasmasini uyarir (Goto ve ark., 1993; Cross ve Claesson-
Welsh, 2001). PDGF-BB homodimer molekiilii ise diiz kas hiicrelerini anjiyogenez
bolgesine toplar (Battegay ve ark., 1994). MMP molekiilleri, damar duvarlarindaki
proteinleri degrede ederek endotel hiicrelerin anjiyogenez dallanmasini
gergeklestirmelerini saglar (Rundhaug, 2005). IL-8 sitokini ise bu siirece matriks

metalloproteaz iiretimi saglayarak katkida bulunur (Li ve ark., 2003).

1.3.2.1. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF)

Platelet kokenli biiylime faktorii (PDGF) ve vaskiiler endotelyal biiylime
faktorli (VEGF) ailesi iiyesi olan VEGF geni, VEGF-A, MVCDI1, VPF isimleri ile de
literatiirde yer alir. 9 ekzona sahiptir ve insanda 6. kromozomun p21.1 lokusunda
bulunur. VEGF geni, distlfit baglanmis homodimer olarak bulunan, heparin
baglayan + 45 kDa protein kodlar. Alternatif ugbirlestirme mekanizmasi ile transkript

varyantlarindan farkli izoformlar olusur (Wynendaele ve ark., 1999; Stefanini ve
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ark., 2008). FLTI/VEGFR1 ve KDR/VEGFR2 reseptorleri, heparan siilfat ve
heparine baglanarak sinyalizasyonu baslatirlar. VEGF-165 ve VEGF-145 izoformlari
norofiline (NRP1) baglanirken, VEGF-165B izoformu KDR reseptoriine baglanir
ancak sinyal yolagini aktive edemez. Kodlanan biiyiime faktorii, vaskiiler endotelyal

hiicrelerin proliferasyonunu ve migrasyonunu indiikler (Kut ve ark., 2007).

Insan kolon kanseri fare modelinde karaciger metastazinin VEGF-A
aracilifiyla diizenlendigi gosterilmistir (Warren ve ark., 1995). Daha sonra yapilan
cogu calisma ile VEGF molekiiliiniin kolon, meme ve prostat kanserlerinin
anjiyogenezinde onemli rol oynadig: belirtilmistir (Ellis ve ark., 2000; Bendardaf ve
ark., 2008; George ve ark., 2001; Weidner ve ark., 1991; Vartanian ve Weidner,
1994; Ferrer ve ark., 1997; Jackson ve ark., 1997).

1.3.2.2. Bazik Fibroblast Biiyiime Faktorii (b FGF)

Fibroblast biiylime faktorii gen ailesi tarafindan kodlanan bir proteindir.
Normal dokularda, kan damarlarinin bazal membran1 ve subendotelyal ekstraseliiler
matriksinde bulunur. Bir uyar1 olmadiginda membrana heparin araciligiyla bagh
olarak durur (Ornitz ve Itoh, 2001). Gelisimsel siire¢te uvuz ve sinir sistemi geligimi
veya doku yaralanmasi veya tiimor gelisimi gibi durumlarda heparan siilfat degrede
edici enzimler ile aktif hale gelir ve anjiyogenez siirecine aracilik eder (Mori ve ark.,
2013; Ornitz ve ark., 1996). bFGF (FGF-2) geni insanda 4. kromozomun ¢28.1
lokusunda yer alir ve 3 ekzonu vardir. Cok sayida poliadenilasyon bdlgesi
bulunduran mRNA igerir ve AUG olmayan (CUG) ve AUG baglama kodonlarindan
alternatif olarak translasyon gecirir. Sonugta olusan 5 farkli izoform, degisik
ozellikler gosterir. CUG ile baslayan izoformlar ¢ekirdekte lokalize olurlar ve hiicre
icinde etki gosterirler. AUG ile baslayan form ise ¢gogunlukla sitosoliktir ve parakrin
ve otokrin etkilidir (Powers ve ark., 2000; Ornitz ve Itoh, 2015). bFGF, heparan
stilfat glikozaminoglikan ko-reseptorii tarafindan fibroblast biiylime faktorii reseptor
1 (FGFR1), FGFR2, FGFR3 ve FGFR4 ile interaksiyona girer (Coutts ve Gallagher,
1995; Ornitz ve ark., 1996).
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Kolorektal kanserli hastalarda bFGF diizeyinin yiliksek olmasinin kétii prognoz
ile iligkili oldugu gosterilmistir (Kos ve Dabrowski, 2002). Ancak hastaligin

anjiyogenez ile iliskili net bir sekilde ortaya konmamastir.

Ileri evre meme kanserinde anjiyogenez siirecinde VEGF-A gibi molekiillerle
beraber siirece katildiklar1 gosterilmistir (De Jong ve ark., 1998). Hatta yapilan bir
calismada, insan meme timori belli bir boyuta ulagtiginda VEGF molekiiliinden
bagimsiz olarak yiiksek bFGF diizeyde eksprese ettigi saptanmistir (Yoshiji ve ark.,
1997). Yapilan baska bir calismada, hastaliksiz sagkalim gdsteren meme kanseri
hastalarinin diisiik diizeyde bFGF eksprese ettikleri bulunmus ve meme karsinomasi
icin prognostik biyobelirte¢ olabilecegi diisiiniilmiistiir (Rykala ve ark., 2011;
Colomer ve ark., 1997).

Yapilan ELIZA deneylerinde normal prostat dokusuna goére lokalize kanserli
dokuda bFGF konsantrasyonunun oOnemli Olgiide (yaklasik 2-5 kat) arttigi
gosterilmistir (Giri ve ark., 1999). Genellikle metastatik prostat kanserlerde yiiksek
bFGF diizeyi saptanmistir ve tiimor anjiyogenezinde rol aldigi diisiiniilmektedir

(Cronauer ve ark., 1997; Kwabi-Addo ve ark., 2004).

1.3.2.3. Platelet Kokenli Biiyiime Faktorii - BB (PDGF-BB)

Insanda 22. kromozomun ql13.1 lokusunda bulunan VEGF ve PDGF ailesi
tarafindan kodlanan PDGF-B, 13 ekzon igerir ve 241 amino asitten olusan 27288 Da
agirliginda bir peptid kodlar. PDGF-B, homodimer olarak ya da PDGF-A ile
heterodimer olarak bulunabilir ve birbirlerine disiilfit baglar1 ile baglanirlar (Heldin
ve Lennartsson, 2013; Bowen-Pope ve Raines, 2011). Tirozin kinaz reseptorii
PDGFRaa, PDGFRaf, PDGFBB’ya baglanarak embriyonik gelisim, hiicre
proliferasyonu, hiicre migrasyonu, sagkalimi ve kemotaksisin diizenlenmesinde
gorev alir. Ogzellikle PDGF P reseptdrii araciligiyla endotel hiicrelerin
proliferasyonunu ve anjiyogenezini diizenledigi gosterilmistir (Battegay ve ark.,

1994). Perisitlerin ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinin proliferasyonu ve ortama
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toplanmasinda gerekli bir faktordiir (Westermark ve Heldin, 1993; Andrae ve ark.,
2008). Yapilan bir calismada, FGF-2 ile PDGF-BB faktorlerinin sinerjik olarak fare
timdr neovaskiilarizasyon ve metastazint uyardigi gosterilmistir (Nissen ve ark.,

2007).

Glioblastoma hastalarinda PDGF-B’nin patolojik olarak endotel hiicrelerinde
otokrin biiyiimeyi indiikledigi bildirilmistir (Hermansson ve ark., 1998). Kolorektal
kanser caligmalarinda, PDGF-BB molekiiliinii yiiksek diizeyde ifade eden hastalarin,
normal diizeyde ifade edenlere gore vaskiiler invazyon insidansinin yiiksek ve
sagkalim oranlarinin daha diisiik oldugu rapor edilmistir (Nakamura ve ark., 2008).
Prostat kanserinde PDGF-BB’nin, mezenkimal kok hiicrelerin proliferasyonunu
tetikleyerek kanser biiylimesini hizlandirdig:r gosterilmistir (Cheng ve ark., 2013).
Meme kanserli hastalarda yapilan bir ¢alismada ise hipoksi indiikleyici faktor-1a ile
iligkili anjiyogenezde bFGF, EGFR ile birlikte PDGF-BB eskpresyonun da arttig
ortaya konmustur (Bos ve ark., 2005).

1.3.2.4. Matriks Metallopeptidaz-9 (MMP-9)

Matriks metallopeptidazlar, ¢inko-metalloproteaz ailesine ait 92 kDa tip IV
kollajenaz, 92 kDa jelatinaz veya jelatinaz B (GELB) olarak da bilinen enzimlerdir.
Insanda 20. kromozomun q13.12 bélgesinde bulunan ve 13 ekzona sahip olan MMP-
9 geni, bir sinyal peptidi, bir propeptid, C-terminal hemopeksine benzeyen domain
ve 3 fibronektin tip II domain tekrar1 bulunan bir katalitik domain kodlar (Nagase ve
Woessner, 1999). Oncelikle 707 aminoasitlik bir prepro-enzim sentezlenir. Daha
sonra aktif MMP-3 enzimi ile 92 kDa pro-MMP-9 proteinini keserek enzimatik
olarak aktif 82 kDa MMP-9 enzimini olusturur (Ramos-DeSimone ve ark., 1999).
MMP ailesi fizyolojik olarak ekstraseliiler matriksi degrede ederek embriyonik
gelisim, anjiyogenez, kemik geligsimi, yara iyilesmesi, hiicre migrasyonu, 6grenme ve
hafiza siireclerine katilmalarinin yani sira patolojik olarak kanser metastazi, artrit
gibi durumlarda da rol oynar (Van ve ark., 2013). MMP-9 enziminin, anjiyogenez ve

neovaskiilarizasyonda rol aldigim gosteren calismalar mevcuttur. Ornegin, malign
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glioma neovaskiilarizasyonunun yeniden diizenlenmesinde yer aldigi gosterilmistir
(Forsyth ve ark., 1999). Bunu disinda, timor mikrogevresinden salgilanan ve tiimor
hiicreleri arasindaki matriks elemanlarinca baglanmis olan VEGF’1 serbest birakarak
anjiyogenezi destekler (Bergers ve ark., 2010; Kessenbrck ve ark., 2010). MMP-9
ayrica matriksi pargaladigi icin agilan bosluklarda endotel hiicrelerinin yeni damar
tomurcuklar1 ve kapiller tiipleri olusturmasini da kolaylastirir (Nakumara ve ark.,
2007). MMP-9 inhibitorleri ile yapilan bir calismada tiimdrdeki anjiyogenez
gecisinin zayifladigini ve tiimor say1 ve bliylimesinin azaldig1 gosterilmistir (London

ve ark., 2003).

MMP-9 enziminin yiiksek diizeyde ifade olmasinin kolorektal kanserde lenf
nodu metastazi ile iligkili oldugu ve kotii prognostik bir belirteg olabilecegi ortaya
konmustur (Yang ve ark., 2014; Said ve ark., 2014). Ayrica primer insan meme
kanserinin invazyon ve metastazi i¢in potansiyel bir biyobelirtec oldugu
gosterilmistir (Wu ve ark., 2008; Nanda ve ark., 2013; Merdad ve ark., 2014). Insan
prostat kanseri hiicre hattt (LNCaP) ile yapilan bir c¢alismada, MMP-9
ekspresyonunun yiiksek olmasinin invazyonu kolaylastirdig1 ortaya konulmustur
(Aalinkeel ve ark., 2011). Prostat kanseri hastalarinda yapilan calismalar da in vitro

sonuglar1 desteklemektedir (Schveigert ve ark., 2013; Morgia ve ark., 2005).

1.3.2.5. Interlokin-8 (IL-8)

C-X-C motif kemokin ligand 8 (CXCLS8) olarak da bilinen IL-8 geni, CXC
kemokin ailesinin bir iiyesidir. Insanda 4. kromozom iizerinde q13.3 lokusunda
bulunur ve 4 ekzona sahiptir. ilk olarak 99 amino asitlik bir dncii protein sentezlenir
ve daha sonra kesilerek aktif IL-8 izoformlar1 olusturulur (Hebert ve Baker, 1993).
IL-8 cogunlukla, hiicre ylizeyinde bulunan G-protein bagli serpantin reseptorleri
CXCR1 ve CXCR2’ye baglanir ve CXCRI1 reseptoriine affinitesi daha yiiksektir
(Russo ve ark., 2014). IL-8, nétrofil, bazofil ve T hiicreleri i¢in kemoatraktan
faktordiir. Epitelyal hiicreler, solunum yolunda bulunan diiz kas hiicreleri, endotelyal

hiicreler ve makrofajlar gibi birgok hiicre tipinden inflamatuvar tetikleyici ajan
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olarak salinir. Notrofil aktivasyonunda ve endotel hiicrelere proliferasyon, sagkalim
ve matriks metalloproteaz iiretimi saglayarak anjiyogenez siirecinde de gorev alir

(Baggiolini ve Clark-Lewis, 1992; Li ve ark., 2003; Szekanecz ve ark., 1994).

Kanser anjiyogenezinde IL-8 molekiiliiniin rolii bircok calismayla ortaya
konmustur (Brat ve ark., 2005; Waugh ve Wilson, 2008). Kolon kanserlerinde
otokrin biliylime faktdrii olarak (Brew ve ark., 2000) ve metalloproteinaz
molekiillerinin aktivasyonu icin kesim siirecine katilarak hiicrelerin boliinme ve
migrasyonunu tetikledigi (Itoh ve ark., 2005) belirtilmistir. Farelerde yapilan bir
calismada, IL-8’in prostat kanser hiicrelerinin anjiyogenez ve metastazi ile iligkisi
bulunmustur (Kim ve ark., 2001). Meme kanserli hastalardan alinan doku ve kan
serumlar1 ile yapilan c¢alismalarda IL-8 ile meme kanseri progresyonun iliskili
olabilecegi ve prognoz i¢in bir marker olarak kullanilabilecegi gosterilmistir
(Todorovic-Rakovic ve Milovanovic, 2013, Zuccari ve ark., 2012; Snoussi ve ark.,

2010; Benoy ve ark., 2004; Kozlowski ve ark., 2003).

1.4. Kanser Tedavisi

Kanser tedavisinde geleneksel olarak cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi olmak
iizere 3 tedavi yontemi vardir. Bu tedavilere ek olarak hormon tedavisi ve hedefe
yonelik tedaviler (immiinoterapi ve monoklonal antikor tedavileri) son yillarda rutin
kullanima girmistir (NCCN Clinical Practice Guidelines, Erisim Tarihi: 05.11.2016;
ESMO Clinical Practice Guidelines, Erisim Tarihi: 07.11.2016; Stewart, 2005).
Erken evrelerde tan1 konulan kanserli hastalarda esas tedavi segenegi cerrahi olup bu
tedavi yontemi ile kanser tiirline gore hastalarin %20-100’inde sifa saglanabilirken,
hastaligin bolgesel olarak yayildigi lokal ileri evrelerdeki hastalarda radyoterapi,
kemoterapi ve cerrahi kombinasyonlari ile bu oranlar %0-20 arasinda olabilmektedir
(Akbulut, 2005). lleri evrelerdeki hastalarda ise ne yazik ki, mevcut tedavi
secenekleri ile sifa saglamak hemen hemen miimkiin olamamaktadir. Ileri
evrelerdeki hastalarda cerrahi ve radyoterapinin yeri son derece smirli iken esas

tedavi segenegini sistemik bir tedavi yontemi olan kemoterapi olusturmaktadir
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(Corrie ve Pippa, 2008). Kemoterapi sadece tiimor hiicrelerine spesifik olmayip
normal hiicrelere de zarar vermesi nedeniyle ciddi yan etkilere neden olmaktadir.
Son yillarda kanserin biyolojisinin daha iyi anlasilmasi ile kanser gelisiminde 6nemli
rol oynayan hedeflere yonelik tedaviler gelistirilmeye baslanmistir. Genel olarak
hedefe yonelik tedaviler basligi altinda degerlendirilen bu ilaglardan bazilar1 rutin
tedaviye de girmis bulunmaktadir. Bu tedavi yontemlerinde genellikle timor
anjiyogenezi, sinyal iletim yolaklari, timor mikrogcevresi ve immiin sistem tedavi
hedefleri olarak alinmistir (Zhang ve ark., 2009; Gerber, 2008; Chen ve Cleck,
2009). Tiumiir anjiyogenezini hedefleyen tedaviler arasinda baslica VEGF’yi
baglayan antikorlar (bevacizumab) ve proteinler (aflibercept) ve VEGF reseptor
yolagindaki tirozin kinaz aktivitesine sahip reseptor ve molekiillerini hedefleyen
reseptor tirozin kinaz inhibitérleri (RTKI) (sorafenib, sunitinib, regorafenib vb.) ve
reseptorleri baglayan antikorlar (ramicirumab) sayilabilir (Ellis ve Hicklin, 2008;
Ferrara ve ark., 2004; Sharma ve ark., 2013; Arora ve Scholar, 2005; Madhusudan ve
Ganesan, 2004).

Kemoterapi ilk kez II. Diinya Savasinda hardal gazina maruz kalan askerlerde
ozellikle lenf nodlarinda gerileme ve kemik iligi hipoplazisi saptanmasi {izerine
kanser tedavisinde kullanilmasi glindeme gelmis ve nitrojen mustard hematolojik
neoplazmlarda rutin kullanima girmistir (Chu ve ark., 2001). Alkilleyici bir ajan olan
nitrojen mustardtan sonra degisik etki mekanizmalarma sahip 200 civarinda
kemoterapotik ajan gelistirilmis ve hastalarin rutin tedavisinde kullanilmaya
baslanmistir (Pamir, 2005). Klasik kemoterapi ajanlari, etki mekanizmalarina gore

Sekil 1.7°de gosterilmistir.
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Sekil 1.7. Kemoterapi ajanlarmin etki mekanizmalari?

Klasik kemoterapi ilaclart ile esas olarak tiimor hiicrelerinin 6ldiiriilmesi
(sitotoksik etki) hedeflense de tiimor hiicrelerine spesifik etki géstermeyip hemen
hemen cogalan tiim canl hiicrelere benzer sekilde toksik etki gosterirler. Klinikte,
kemoterapi uygulamalar1 hastalarin yan etkileri tolere edebilecegi maksimum dozlar
secilerek yapilir. Diger bir uygulama ise sitotoksik etki disinda anjiyogenezi
baskilama ve apoptozu uyarma icin genellikle diisiik doz olarak doz degisikligi
yapilmasidir. Diisiik doz ve sik sik kullanim seklinde olan metronomik kemoterapi,
baz1 kanser tiirleri icin klinik uygulamalarda yerini almigtir (Salter ve Miller, 2007;

Fioravanti ve ark., 2009).

3 Gorsel 6rnekler tarafimizdan diizenlenmistir.
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Oksaliplatin: Yapisinda 1-2-diaminosislohekzan (DACH) tasiyict ligand
bulunan bir platin bazli kemoterapi ajanidir. Aktive olmus oksaliplatin tarafindan
biiyiilk DACH halkasinin tutulmasi, platin-DNA yapisinin olugsmasia neden olur.
Ozellikle hem zincirler aras1 hem de zincir iizerinde ¢apraz baglanmalar olusturarak
DNA replikasyonunu bloke eder ve hiicre dliimiine neden olur (Raymond ve ark.,

1998; Graham ve ark., 2004).

Metastatik kolon kanseri tedavisi i¢in, ilk kez 1996 yilinda Avrupa’da, 2002
yilinda ise Amerika Birlesik Devleti’'nde onay almistir. Birinci basamak tedavisi
olarak folinik asit ve 5-florourasil ile birlikte FOLFOX olarak bilinen tedavi seklinde
uygulanmaktadir ve biiylik Olclide sagkalim avantaji saglamaktadir. Evre 2 ve 3
kolorektal kanserli hastalarda rutin olarak adjuvan tedavi i¢in kullanilmaktadir
(Dogan ve Akbulut, 2009). Cesitli ¢calismalar oksaliplatinin kombine tedaviler ile
timor anjiyogenezi tizerinde etkili oldugunu gosterse de (Abu-Lila ve ark., 2009;

Hecht ve ark.,2015) tek basina etkili olduguna dair ¢caligma bulunmamaktadir.

Oksaliplatin sadece KRK hastalar1 i¢in ruhsatlandirilmis olsa da, meme,
pankreas, mide ve prostat kanseri hastalarinda yapilan ¢aligmalarda az da olsa umut
veren sonuglar alinmistir (Droz ve ark., 2003; Blesa ve ark., 2011; Delpeuch ve ark.,

2011; Honecker ve ark., 2006; Njiaju ve ark., 2013).

5-Florourasil (5-FU): Timidilat sentaz1 geri doniisiimsiiz olarak inhibe eden
bir antimetabolittir. Timidin sentazin etkisini ortadan kaldirarak, DNA replikasyonu
icin gerekli olan pirimidin timidin niikleosit sentezini bloke eden bir pirimidin
analogudur. Timidilat sentaz, timidin monofosfat (dTMP) olusturmak ig¢in
deoksiiiridin monofosfati (dUMP) metiller. 5-FU, dTMP olusumunu engelleyerek

yetersiz timinden dolay1 hiicrelerin 6lmesine sebep olur (Longley ve ark., 2003).

Sistemik olarak kolorektal, meme, aniis, 6zafagus, mide, pankreas, bas-boyun ve
baz1 deri kanserlerinde diger kanser ilaglar1 veya radyoterapi ile birlikte kullanilir
(Rossi ve ark., 2013). Standart olarak erken evre (2, 3) ve metastatik kolorektal kanser

tedavisinin asil ajanlarindandir (Douillard ve ark., 2000; Giacchetti ve ark., 1999).
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Meme kanserinde ise erken ve lokal olarak ilerlemis hastalarda sislofofamit ve

metotreksat ile kombine olarak kullanilir (Jordan, 2016; Curreri ve ark., 1958).

5-FU ajani, 1990’11 yillarin basinda prostat kanseri tedavisinde kullanilmis olsa
da giinlimiizde standart tedavi arasinda yer almamaktadir (Sundararajan ve

Vogelzang, 2014; Berlin ve ark., 1998; Hansen ve ark., 1991).

Yapilan bircok  klinik  6ncesi calismada  5-FU’nun  anjiyogenezi
thrombospondin-1 aracilifi ile inhibe ettigi (Zhao ve ark., 2008), ancak diisiik
dozlarmin VEGF-A aracili anjiyogenezi uyardigi gosterilmistir (Albertsson ve ark.,

2009).

Irinotekan: Topoizomeraz-I inhibitoriidiir. Topoizomeraz I enzimi, DNA
replikasyonu sirasinda cift zincirin agilmasi i¢in zinciri keser ve ardindan tekrar o
zincire baglanarak zincirin sarilmasina yardim eder. Karboksil esteraz enzimi ile 7-
etil-10-hidroksil-kamptotekin ~ (SN-38) aktif metabolitine doniliserek, DNA
replikasyonu ve transkripsiyonu inhibe eder (Pommier ve ark., 2010; Vanhoefer ve

ark, 2001).

Kolon kanserinde kullanilmak iizere 1998 yilinda FDA onayr almistir.
Genellikle 5-florourasil ve leucovorin kemoterapi ajanlari ile kombine olarak birinci
basamak tedavide kullanilir (Asmis ve Saltz, 2008; Tebbutt ve ark, 2002; Douillard
ve ark., 2000).

Meme kanseri tedavisinde standart kullanima girmese de yapilan c¢alismalar
tedavide etkili olabilecegini diisiindiirmektedir (Hayashi ve ark., 2013; Shigeoka ve
ark., 2001).

Prostat kanserinde irinotekan etkisi ile ilgili ¢ok veri olmamakla birlikte,

hormona direngli prostat kanserinde irinotekan ilacinin etkisiz (Reese ve ark., 1998-
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1999), kiiclik hiicreli prostat karsinomada cisplatin ile birlikte kullaniminin etkili

olabilecegi gosterilmistir (Tung ve ark., 2011).

Irinotekan ve anjiyogenez iliskisi, yliksek diizeyde VEGF ekspresyonu
gosteren ¢esitli kanser tiirlerinde ilacin etkisinin artmasi seklindedir (Bocci ve ark.,
2008; Takano ve ark., 2010; Koizumi ve ark., 1996). Ayrica hipoksiyi indiikleyen
faktor 1 alfa (HIF-la) molekiilinii inhibe ederek anjiyogenezi gerilettigi
gosterilmistir (Kamiyama ve ark., 2004).

1.5. Amag

Bu tezde kanser tedavisinde siklikla kullanilan 5-florourasil, oksaliplatin ve
irinotekanin tiimor hiicrelerinde anjiyogenik faktor salgisi tizerindeki etkilerini in

vitro olarak tiimdr hiicre hatlarinda arastirmayi amacladik.

25



2. GEREC ve YONTEM

2.1. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

2.1.1. Tiimor Hiicreleri

MCF-7 (insan Meme Kanseri Hiicresi), LNCaP (insan Prostat Kanseri
Hiicresi), HT-29 (Insan Kolon Kanseri Hiicresi) hiicreleri ticari olarak (ATCC,
Ingiltere) satin almmustir. -86°C dondurucudan alinan hiicreler hemen 37°C su
banyosuna alinmis, 3/2’si eridikten sonra, %10 fetal sigir serumu (FBS) (Biological
Industries, Israil) ve %1 antibiyotik-antimikotik soliisyonu (Biological Industries,
Israil) iceren hiicre kiiltiir besiyerlerine (MCF-7 i¢in Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) (Biological Industries, Israil), LNCaP hiicreleri icin RPMI-1640
(Biological Industries, Israil), ve HT-29 hiicreleri icin McCoy’s 5A (Biological
Industries, Israil) konulmus ve %5 COs iceren 37°C inkiibatérde cogalmasi igin

inkiibe edilmistir.

2.1.2. Sitotoksisite Deneyi

Sitotoksisite testi ile pisayadan temin edilen oksaliplatin (Eloxatin® Sanofi
Aventis), 5-florourasil (Fluorouracil, Kogak Farma) ve irinotekan (Irontu, Onko ilag)
ilaglarinin tiimor hiicrelerinin yarisini 6ldiirdiigii letal dozu (ICso) ve metronomik
dozlart (-1loglCso, -2loglCso ve -3loglCso) belirlemek icin daha Once ¢ogalmis
hiicreler 96 kuyucuklu plaklara kuyucuk basma 10* hiicre olacak sekilde ekilmis ve
tutunup c¢ogalabilmeleri i¢in 24 saat boyunca %5 CO2 ve 37°C’de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda 5-florourasil, irinotekan ve oksaliplatin ilaclar1 Cizelge 2.1°de
belirtilen doz araliklarinda hiicrelere verilmis ve 72 saat boyunca %5 CO; igeren

37°C inkiibatorde inkiibe edilmistir.
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Cizelge 2.1. Sitotoksisite deneyinde tiimdr hiicrelerine uygulanan ilag dozlar

En Yiiksek Doz En Diisiik Doz

5-Fluorouracil 410 pmol/L 0,00626 umol/L

Oxaliplatin 500 pmol/L 0,0076 pmol/L
Irinotecan 1,3 nmol/L 0,0000195 nmol/L

72 saatlik inkiibasyon sonrasinda canli hiicre oranini saptamak amaciyla 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrasodium bromide (MTT) (Chemicon
International, ABD) testi yapilmustir. ilagh besiortami dikkatli bir sekilde aspire
edildikten sonra her kuyucukta son hacim 70 pl olacak sekilde konsantrasyonu 5
mg/ml olan MTT soliisyonundan 20 pl MTT alinarak 50 pl taze mediuma eklenerek
%5 CO2 ve 37°C’de yaklasik 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi canli
hiicrelere giren MTT canli hiicrelerin mitokondriyal aktivitesi ile koyu mavi renkli

formazan {irlinline doniistiigii i¢in renk degisimi ve formazan kristalleri gézlenmistir.

Olusan formazani ¢ozmek icin her kuyuya 150 pl dimetil stilfoksit (DMSO)
(Sigma, ABD ve Kanada) konulup yaklasik yarim saat ¢oziinmesi icin calkalayicida
beklenmis ve ELIZA plak okuyucuda 590 nm ve 620 nm’de absorbans degerleri
okutulmus ve ilaglarin ICso, -110gICso, -210gICso ve -31ogICso dozlar1 belirlenmistir.

2.1.3. Belirlenen Dozlarin Tiimor Hiicrelerine Uygulanmasi

MCEF-7, HT-29 ve LNCaP hiicreleri, her ila¢ dozu i¢in 2 tekrar olacak sekilde 6
kuyulu plaklara kuyu basina 5x10° hiicre olacak sekilde ekilmistir. 24 saat boyunca
%35 COz igeren 37°C’de inkiibatorde inkiibe edildikten sonra besiortamlar1 aspire
edilerek her ilag¢ i¢in belirlenen ICso, -110gICso, -2logICso ve -3logICso dozlar1 taze
medium i¢inde uygulanmistir. Hiicreler, 24 saat siireyle %5 CO; ve 37°C’de inkiibe
edildikten sonra es zamanli polimeraz zincir reaksiyonunda (EZ-PZR) anjiyogenik
gen ifadelerini aragtirmak i¢in kullanilmak iizere kuyulardan hiicreler toplanarak -

86°C ye kaldirilmis ve calisma yapilana kadar saklanmustir.
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Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) testi ile besiyerine salgilanan
anjiyogenik faktor diizeyini belirlemek i¢in es zamanli olarak benzer sekilde
hazirlanan plaklar bu defa 72 saat inkiibe edildikten sonra besiortamlar1 toplanarak -

86°C de calisma yapilana kadar saklanmistir.

2.2. Molekiiler Calismalar

2.2.1. RNA izolasyonu

Ilag uygulanan hiicrelerden EZ-PZR deneyi icin silika tabanli, segici dzellikteki
membran ve santrifiij teknolojisini kullanan kit (Qiagen RNeasy Mini Kit, Almanya)
prosediiriine gdre RNA izolasyonu yapilmistir. izole edilen RNA o6rneklerinin
konsantrasyon ve safliklar1 spektrofotometre cihazi ile 6l¢tilmiistiir. RNA safliklari,

2.1 > M60/A2g0 > 1.85 arasi olan drnekler ¢alismaya alinmistir.

2.2.2. RNA Nicelik ve Nitelik Tayini

Izole edilen RNA &rneklerinden Agilent Bioanalyzer cihazi ile RNA
molekiillerinin biitiinliigli arastirilmistir. Agilent kit (Agilent RNA 6000 Nano Assay,
ABD-Kanada) prosediiriine gore deney yapilmistir. Agilent kit c¢alismaya
baslamadan yarim saat Once oda 1sisinda bekletilmistir. Ardindan onceden
aliquatlanan jel, boya ile karistirilarak agilent ¢ipine ilgili kuyulara yiiklenmistir.
Ardindan, jel yiiklenen kuyular iizerine Agilent marker yliklenmistir. RNA 6rnekleri
1 ul olacak sekilde 0,2 ml’lik tiiplere alindiktan sonra ladder ile birlikte 70 C°’de 2
dakika denatiire olmalar1 i¢in termal cycler cihazinda inkiibe edilmistir. Bu islem
sonunda RNA’lar ve ladder ilgili kuyulara 1 pl olacak sekilde yiiklenmistir. Cip
calkalandiktan sonra cihaza konulmustur. RNA integrity number (RIN) 7 — 10

arasinda olan ornekler ¢alismaya alinmistir.
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2.2.3. Genomik DNA Eliminasyonu ve cDNA Sentezi

RNA izole edilen 6rneklerden 250 ng RNA ile kit (Qiagen Quantitect Reverse
Transcription, Almaya) prosediiriine gore genomik DNA eliminasyonu ve cDNA
sentezi yapilmistir. Kisaca, ilk basamakta DNaz igerikli soliisyon ile olasi DNA
kontaminasyonlar1 elimine edilmistir. Daha sonra random primerler ve oligo-dT
primerler araciligiyla reverse transkriptaz enzimi ile komplementer DNA sentezi
yapilmistir. Reaksiyon sonunda 20 pl ¢cDNA o6rnekleri RNaz-DNaz icermeyen su

(Qiagen, Almanya) ile 100 pl son hacme tamamlanmugtir.

2.2.4. Primer-Prob Dizayni

Kanser anjiyogenez siirecinde etkili olan vaskiiler endotelyal biliylime faktorii-
A (VEGF-A), bazik fibroblast biiyiime faktorii (bFGF), platelet kdkenli biiylime
faktorii-B  (PDGF-B), matriks metallopeptidaz-9 (MMP-9), interlokin-8 (IL-8)
genleri ve referans olarak B-aktin (ACTB) geni i¢cin EZ-PZR deneyinde kullanilmak
iizere ileri ve geri primer ve FAM-TAMRA ile boyali prob dizaynlar1 yapilmistir.
Primer ve prob dizayninda Primer3web (version 4.0.0) sitesinden yararlanilmistir
(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/). Daha sonra dizayn edilen primerler ve
problarin gen dizileri ile uyumu NCBI/Blast web sayfasindan kontrol edilmistir
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Cizelge 2.2. Kullanilan primer-prob setleri

Gen Forward Primer Reverse Primer Prob
B-Aktin 5*-CCCTGGAGAAGAGCTACGAG-3’ 5" AAGGTAGTTTCGTGGATGCC3 5"-CCAGCCTTCCTTCCTAGOCA 3
VE GF_ A 5-TGTGAATGCAGACCAAAGAAAGA-3' 5"-GCTTTCTCCGCTCTGAGCAA-3" 5"-AGAGCAAGACAAGAAAATCCCTGTGGGC-3"
bFGF 5-ACCCCGACGGCCGA-3” 5-TCTTCTGCTTGAAGTTGTAGCTTGA-3" 5-TCCGGGAGAAGAGCGACCCTCAC-3"
PDGF-B 5" GGOCACACAGACTGGAGAAA-Y 5"-CACACCCACCAAGAGGAGTC-3 5" CCCACGGTGCCCAAACACCAGTCA-3
IL-8 5= ATCTGGCAACCCTAGTCTGC-3° 5°- GTGCTTCCACATGTCCTCAC3® 5" TCCTTGTTCCACTGTGCCTTGGTT-3
MMP-Q 5-GTCTTCCCCTTCACTTTCCTG-3° 5-GAGGAATGATCTAAGCCCAGC-3° 5 -CACCTCGAACTTTGACAGCGACAAGA-3”
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2.2.5. Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Sentezlenen cDNA o6rneklerinden 384 kuyucuklu derin kuyulu plate i¢ine stok
hazirlanmistir. Daha sonra stok cDNA orneklerinden 384 kuyucuklu platelere 3 pl
dagitilarak oncelikle calisilacak plateler hazirlanmistir. Daha sonra galigilacak her
gen i¢in primer-prob seti, prob qPCR karisimi (Solis Biodyne 5x Hot FirePol Probe
Mix Plus (No Rox), Estonya) ve RNaz-DNaz icermeyen su (Qiagen, Almanya)
bilesenleri ile ‘ortak karistm’ master miks hazirlanmis ve 7pl olarak plak
kuyucuklarma dagitilmistir. cDNA igermeyen negatif kontrol kuyucuklarina karigim
dagitildiktan sonra 3 pul RNaz-DNaz i¢cermeyen su (Qiagen, Almanya) eklenerek son
hacim 10 pl’ye tamamlanmustir. Ornekler kit proseriidiindeki gibi Cizelge 2.3.’de

belirtilen reaksiyonlarda amplifiye edilmistir.

Cizelge 2.3. EZ-PZR reaksiyonu

Sicaklhik Siire Siklos Sayis1
Polimeraz o . .
Aktivasyonu 95°C 15 dakika 1 siklus
Denatiirasyon 95°C 20 saniye _
40 siklus
Baglanma-Uzama 60°C 60 saniye
Soguma 37°C 10 dakika 1 siklus

2.2.6. Bradford Testi

Kemoterapi ilaglar1 uygulanmis ve uygulanmamis hiicre kiiltiiriinden toplanan
besiortamlarindaki total protein konsantrasyonlar1 Bradford (coomassie parlak mavi)
yontemi ile tayin edilmistir. Kisaca daha dnce -86° C’ de saklanan ila¢ uygulanmig
ve uygulanmamis hiicre besiortamlarindan 5 pl alinarak 96 kuyucuklu mikroplatelere
aktarilmigtir. Orneklerdeki protein miktarlarin1 hesaplamada kullanilacak protein
standartlar1 0.1 — 1.4 mg/ml olacak sekilde BSA (Sigma, ABD) ile hazirlanarak ilgili
kuyucuklara 5’er ul dagitilmistir. Daha sonra tiim kuyucuklara 250 ul Bradford
soliisyonu (Sigma, ABD) eklenerek oda sicakliginda yaklagik 45 dakika inkiibe
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edilmistir. Kuyucuklarda olusan renk degisiklikleri, 595 nm dalga boyundaki
absorbans degerleri ile Ol¢iilmistiir. Standart kuyucuklardaki absorbans degerleri

referans alinarak orneklerin total protein konsantrasyonlari hesaplanmastir.

2.2.7. Sandvi¢ ELISA Testi

Daha 6nce -86° C’ de saklanan ila¢ uygulanmis ve uygulanmamis kontrol
hiicre besiortamlarindan VEGF-A, bFGF, PDGF-BB, MMP-9 ve IL-8 miktarlari,
ticari kit (YH Biosearch ELISA Kits, Cin) ile tayin edilmistir. -86°C de saklanan
hiicre mediumlar1 oda 1sisina getirildikten sonra 40 pl olarak ilgili kuyucuklara
konularak tizerlerine ilgili spesifik antikordan 10 pl eklenmistir. Standart diliisyonlar
kit prosediiriine gore hazirlanmig ve 50 pl olarak standart kuyucuklarina
dagitilmigtir. Daha sonra standart ve ornek kuyucuklarina 50 pl streptavidin-HRP
eklenerek antikorun baglanmasi i¢in plak 37°C’de inkiibe edilmistir. Baglanmayan
ve spesifik olarak baglanmayan molekiilleri uzaklastirmak i¢in yikama islemleri
yapilmustir. Yikama islemini takiben kuyucuklara TMB substrat eklenerek renk
olusumu saglanmis ve olusan renk HCI soliisyonu ile durdurularak kuyucuklardaki
renk degisimleri i¢in 650 nm referans alinarak 450 nm’de absorbanslar belirlenmistir.
Standart kuyucuklardaki absorbans ve konsantrasyonlar baz alinarak o6rneklerdeki

ilgili faktor diizeyleri tayin edilmistir.

2.3. istatistik

In vitro sitotoksiste testlerinde IC50 degerlerininin hesaplanmasinda non-lineer
regresyon analizi kullanilmistir. Ortalamalar arasindaki karsilastirmalarda tek yonlii
ANOVA testi, T testi ve Mann-Whitney U testleri kullanilmistir. Gen ifade diizeyleri
ile sitokin diizeyleri arasindaki iliskinin analizinde Pearson ve Spearman korelasyon

testleri uygulanmistir.
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3. BULGULAR

3.1. 5-Florourasil, Irinotekan ve Oksaliplatin Ilaclarmin In Vitro Sitotoksisite

Sonuclari

MCF-7, HT-29 ve LNCaP hiicrelerine Cizelge 2.1°de verilen konsantrasyon

araliklarinda 9 doz olarak uygulanan 5-fluorourasil,

irinotekan ve oksaliplatin

ilaclarmin in-vitro doza bagl hiicre 6lim egrileri Sekil 3.1. — 3.3’de gosterilmistir.

[lag uygulanmayan kuyucuklarin absorbans degerleri referans olarak kullanilmis ve

bu kuyucuklardaki hiicrelerin canlilik orani %100 olarak alinmustir.
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Sekil 3.1. 5-Fluorourasil ilacinin sitotoksisite grafigi
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Sekil 3.3. Oksaliplatin ilacinin sitotoksisite grafigi
Kemoterapi ilaglarin etkinlikleri hiicrelerin = %50’sini  Oldiiren inhibitor

konsantrasyon 50 (ICso) degerleri hesaplanarak belirlenmistir. Doz-canli hiicre

yiizdesi egrileri lineer dagilim gdsteren ilaglar i¢in;
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Y =a* X +b, (b: sabit, a: egrinin egimi)

ICs0=(50-b)/a

Sigmoid dagilim gosteren cevap egrileri igin;

Y=100 + ((100-A)/(1+10(X-logIC50)*B))

A: minimum deger; ICso: %50 inhibisyon yapan doz, B: Egrinin tepe egimi

formiiller1 kullanilarak ilaglarin  hiicre tiplerine gore ICso degerleri

hesaplanmuistir.

Her bir ilag i¢in belirlenen ICso degerleri esas alinarak, -110gICso, -2logICso ve

-3loglICso degerleri sonraki deneylerde metronomik dozlar olarak test edilmistir.

Cizelge 3.1. MTT testi ile belirlenen ilaglarin hiicrelere gore ICso, -11ogICso, -21ogICso ve -31ogICso degerleri

IC50 -1logIC50 | -210gIC50 -3logIC50
5-Fluorouracil (pmol/L) 8,9646 0,8965 0,0897 0,0090

HT-29 Irinotecan (mmol/L) 0,0974 0,0097 0,0010 9,7354E-05
Oxaliplatin (umol/L) 16,2348 1,6235 0,1624 0,0162
5-Fluorouracil (umel/L) | 56,2678 5,6268 0,5627 0,0563

LNCaP Irinotecan (mmol/L) 0,0583 0,0058 0,0006 5,8334E-05
Oxaliplatin (umol/L) 5,4792 0,5479 0,0548 0,0055
5-Fluorouracil (umol/L) | 673,9457 67,3946 6,7395 0,6740

MCF-7 Irinotecan (mmol/L) 0,0438 0,0049 0,0005 4,8795E-05
Oxaliplatin (umol/L) 21,2269 2,1227 0,2123 0,0212

Deneylerde kullandigimiz hiicrelerden 5-fluorourasile en duyarli kolon kanseri

hiicreleri bulunurken, oksalipatine en duyarli olan prostat kanseridir. irinotekanmn her

tic hiicrede de benzer etkinlikte oldugu bulunmustur (Cizelge 3.1.). Meme kanseri

hiicrelerinin 5-fluorourasil ilacina oldukc¢a direng gosterdigi saptanmigtir
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3.2. RNA Orneklerinin Saflik ve Konsantrasyonlari

Izole edilen RNA oOrneklerinin

spektrofotometrede dSlgiilen

konsantrasyonlar1 Cizelge 3.2. — 3.4.‘de gosterilmistir.

Cizelge 3.2. LNCaP hiicrelerinden izole edilen RNA konsantrasyon ve safliklar1

saflik ve

LNCaP Ornekleri Safhk (260/280) Konsantrasyon (ng/ul)
SFU ICS0 2.1 684,63
S5FU -1logIC50 1.99 1194,7
SFU -2logICS0 1.97 1008,8
S5FU -3logIC50 1.97 1219.1
IR ICS0 2.1 698,47
IR -1logICS0 1.95 979,22
IR -2loglC50 2.1 1159,28
IR -3loglC3S0 1.97 1222.8
OX IC50 2.1 288,87
OX -1logICS0 1.95 797
OX -2loglC50 2.1 1045,22
OX -3loglCS0 1.93 1395.7
Kontrol 1.95 1366,7

Cizelge 3.3.

MCEF-7 hiicrelerinden izole edilen RNA konsantrasyon ve safliklart

MCF-7 Ornekleri

Saflik (260/280)

Konsantrasyon (ng/ul)

SFUICS0 2.04 116,49
SFU -1logIC50 2.02 283,54
SFU 2logICS0 1.98 364,74
SFU -3logIC50 1.98 472,51
IRICS0 1.90 493 41
IR -1logIC30 1.90 269,15
IR -2logIC350 1.97 290,51
IR -3logIC30 2.04 334,64
OX IC30 2.07 154,55
OX -1logIC50 2.09 168,37
OX -2logIlC50 2.00 148,67
OX -3logIC50 2.02 376,08
Kontrol 2.00 497,56
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Cizelge 3.4. HT-29 hiicrelerinden izole edilen RNA konsantrasyon ve safliklar:

HT-29 Ornekleri | Safhik (260/280) | Konsantrasyon (ng/ul)
SFUICS50 1.92 631,65
SFU -1logIC50 1.96 721,01
SFU -2logIC50 1.96 737,69
SFU -3logIC50 1.98 731,92
IRICS0 1.86 832.43
IR -1logIC50 2.03 342,57
IR -2logIC350 1.85 1717
IR -3logIC30 1.96 587.67
OX IC50 1.96 412,97
OX -1logIC50 1.95 333,46
OX -2logIC50 1.91 792,79
OX -3logIC50 1.98 371,56
Kontrol 2.00 229,69

3.3. RNA Nicelik ve Nitelik Tayini

RNA Orneklerinin biitiinliikleri 7.30 ve 9.70 RIN degerleri arasinda
degismektedir Sekil 3.4 - 3.6 sirasiyla LNCaP, HT-29 ve MCF-7 hiicrelerinden izole
edilen kontrol grubu RNA 6rneklerinin biitliinliigii goriilmektedir.
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Overall Results for sample 7 1 7
RMA Area: 014 RMA, Integrity Mumber (RIN): 07 (B.O2.0E)
RMA Concentration: 247 ngful Result Flagging Color:
[RNA Ratio [28s / 1B<]: 23 Result Flagging Label: RIN; £.70
Fragment table for sample 7 : 7
Mame  Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area
185 1727 1,932 60,7 20.1
285 3406 4,256 1325 43.5

Sekil 3.5. HT-29 Kontrol RNA biitiinliigi
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Dverall Results for sample 10 : 10
RMA Area: 5223 RN Integrity Mumbar (FIN): 9.3 {B.02.08)
RMA Concentration: 427 ngll Result Flagging Color: [—
rRMA Ratio [285 { 18] 1.8 Result Flagging Label: RIN: D20
Fragment table for sample 10 : 10
MName  Start Size [nt] End Size [mt] Area % of total Area
185 1,554 1,937 1159 23.0
285 3401 4,191 1E9.8 6.3

Sekil 3.6. MCF-7 Kontrol RNA biitiinliigii

3.4. Metronomik Dozlarda Kemoterapinin Tiimor Hiicrelerinde Anjiyogenik

Genlerin ifadeleri Uzerindeki Etkileri

Hiicrelerdeki gen ifade degisimleri, referans gen olarak insan B-aktin geni
kullanilarak AACt metodu (yaklasim methodu) ile hesaplanmistir. Bu tez
caligmasinda in vitro sitotoksisite deneylerinde kemoterapi ilaglar1 igin belirlenen
IC50 dozlar ile birlikte -110gIC50, -2logIC50 ve -3logIC50 dozlarmmin VEGF-A,
PDGF-B, bFGF, IL-8 ve MMP9 genlerinin ifadeleri tizerindeki etkileri incelenmistir.
Gen ifade degisimleri Sekil 3.7 — 3.19 ve Cizelge 3.5 — 3.9°da gosterilmistir.
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3.4.1. VEGF-A Gen ifadesi

fla¢ uygulanmamus ve degisik dozlarda kemoterapi ilaglar1 uygulanmis LNCaP,
MCF-7 ve HT-29 hiicrelerindeki VEGF gen ifade degisimleri Sekil 3.7 - 3.9°da

gosterilmistir.

LNCaP hiicrelerinde 5-fluorourasil ilacinin -1logIC50 ve IC50 dozlari,
irinotekan ilacinin tiim dozlar1 ve oksaliplatin ilacinin -3logIC50 ve IC50 dozlari
kontrole gére VEGF-A ifadesinde anlamli azalma gostermistir. Diisiik kemoterapi
dozlarina bakildiginda ise irinotekan ilag dozlari, LNCaP hiicrelerinde VEGF-A
ifadesinde, en fazla azalmaya neden olmustur (Cizelge 3.5; Sekil 3.7).

MCF-7 hiicrelerinde ise uygulanan ilaglar VEGF-A diizeyini farkli sekilde
etkilemistir. 5-fluorourasil ifade artisina neden olurken oksaliplatin dozlar1 anlamli
sekilde azaltmistir. Buna karsilik irinotekan ise -2loglC50 ve -31ogIC50 dozlarinda
anlamli azalmaya yol acarken -1logIC50 ve IC50 dozlarinda artisa neden olmustur

(Cizelge 3.5; Sekil 3.8).

HT-29 hiicrelerinde kemoterapi ilaglar1 genel olarak VEGF-A ifadesini
kontrole gbore anlamli olarak arttirmistir (Cizelge 3.5; Sekil 3.9). 5-FU -2logIC50
dozunda VEGF-A ifadesi anlamli olarak azalmistir (Cizelge 3.5; Sekil 3.9).
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Sekil 3.7. Kemoterapi ilaglart uygulanmis ve uygulanmamig LNCaP hiicrelerinde VEGF-A ifadesi
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Sekil 3.8. Kemoterapi ilaglart uygulanmis ve uygulanmamig MCF-7 hiicrelerinde VEGF-A ifadesi
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Sekil 3.9. Kemoterapi ilaglart uygulanmis ve uygulanmamis HT-29 hiicrelerinde VEGF-A ifadesi
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Cizelge 3.5. Kemoterapi ilaglari uygulanmis hiicrelerin AACt metodu ile kontrol gruplarina gére VEGF-A gen
diizeyindeki degisimler (Ortalama + Standart Hata)

Kontrol 3logIC50 | -2logICS0 ~110gIC50 1C50
LNCap | SForourasil | 1,12=0,51 0,60£0,06 | 1,24%0,01 0,17£0,01% 0,07=0,02*
Trinotekan 1,12=0,51 | 0,14%0,01* | 0,17%0,01* 0,16=0,01* 0,0520,01*
Oksaliplatin | 1,120,551 | 0450,01* | 0,680,05 0,67=0,04 0,20=0,01*
5-fluorourasil | 1,00:0,08 | 2,08£0,00% | 1,5520,15% | 46,16=048% | 240,02:6247*
MCF-7 | Jrinotekan 1.00=0,08 | 0.36=0,05* | 0,31=0,03* 1,96=0,20* 1,71=0,19*
Oksaliplain | 1,000,038 | 036=0,09* | 0,3420,01* 0,120,01* 0,11£0,01*
5-fluorourasil | 1,000,035 | 2,02£0,62 | 0,16=0,02% | 34,15=3 64* 3,835022*
HT-29 | Jrinotekan 1.00=0,05 | 6,63=041* | 2,1120,17* | 38,0620,79* 1,88=0,02*
Olsaliplatin | 1,0050,05 | 1,83=027* | 8,18%0,03* 0,860,32 10,012, 54*

* p<0.05.

3.4.2. PDGF-B Gen ifadesi

LNCaP hiicrelerinde uygulanan tiim kemoterapi ila¢ dozlar1 kontrole gore

PDGF-B gen ifade seviyesini anlamli derecede azaltmistir buna karsilik MCF-7

hiicrelerinde ise arttirmistir (Cizelge 3.6; Sekil 3.10-3.11).

HT-29 hiicrelerinde ise 5-FU -2logIC50 dozunda PDGF-B gen ifadesinde

anlamli azalmaya neden olurken diger dozlarda ve irinotekan ve oksaliplatin

dozlarinda gen ifadesinde artisa neden olmustur (Cizelge 3.6; Sekil 3.12).
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Sekil 3.10. Kemoterapi ilaglar1 uygulanmis ve uygulanmamis LNCaP hiicrelerinde PDGF-B ifadesi
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Sekil 3.11. Kemoterapi ilaglari uygulanmis ve uygulanmamis MCF-7 hiicrelerinde PDGF-B ifadesi
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Sekil 3.12. Kemoterapi ilaglar1 uygulanmis ve uygulanmamis HT-29 hiicrelerinde PDGF-B ifadesi
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Cizelge 3.6. Kemoterapi ilaglar1 uygulanmis hiicrelerin AACt metodu ile kontrol gruplarina gére PDGF-B gen
diizeyindeki degisimler (Ortalama + Standart Hata)

Kontrol -3logIC50 -2logIC50 -1logIC50 IC50
LNCaP S-fluorourasil | 1,070,229 0,29=0,03 0,25=0,01%* 0,08=0,01%* 0,02=0,01*
a Irinotekan 1,07+0,29 0,04=0,01%* 0,03=0,01%* 0,03=0,01* 0,01=0,01*
Oksaliplatin 1,07=0,29 0,07=0,01* 0,19=0,03* 0,14=0,05* 0,07=0,01*
S-fluorourasil | 1,01%0,10 16,92=425% | 18,87=5,82* | 99,96=14,75% | 414,31£36,37*
MCF-7 | Frinotekan 1,01£0,10 1,94=0.46 2.86=021* | 53,.82+538* 12,79+1.28*
Oksaliplatin 1,01£0,10 2.62+0.26* 1,85£027* 2.16=0,16* 0,92+0,17
S-fluorourasil 1.00=0,1 4,11+0,81* 0,29+0,03* 165,31£27,81* 13,55+0,04*
HT-29 Irinotekan 1,00+0,1 8,74=0,73* 3,17=0,50% | 12445=18,98* | 4,10=044*
Oksaliplatin 1,00+0,1 2,59+0,39*% | 28,80+2,58* 1,300,20 279,15564,49*
* p<0.05.
3.4.3. bFGF Gen ifadesi

LNCaP hiicrelerinde 5-FU, irinotekan ve oksaliplatin ile bFGF ifadesinde

belirgin bir baskilanma izlenmistir (Cizelge 3.7). MCF-7 hiicrelerinde bFGF gen

ifadesi gozlenmemistir. HT-29 hiicrelerinde ise her ii¢ ilag¢ ile genel olarak bFGF

ifadesinde baskilanma izlenirken 5-FU -1loglC50 ve oksaliplatin -3logIC50

dozlarinda gen ifadesinde bir artis gézlenmistir (Cizelge 3.7; Sekil 3.14).
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Sekil 3.13. Kemoterapi ilaglar1 uygulanmis ve uygulanmamis LNCaP hiicrelerinde bFGF ifadesi
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Sekil 3.14. Kemoterapi ilaglar1 uygulanmis ve uygulanmanmus HT-29 hiicrelerinde bFGF ifadesi

Cizelge 3.7. Kemoterapi ilaglar1 uygulanmig hiicrelerin AACt metodu ile kontrol gruplarna gére bFGF gen
diizeyindeki degisimler (Ortalama + Standart Hata).

Kontrol -3logIC50 -2logIC50 -11logICS0 ICS50

S-fluoronrasil 10,1 - - - -

LNCaP ™ tnotekan 10,1 0,30=0,03 - - -
Oksaliplatin 1+0,1 - - - -
S-fluorourasil - - - - -

MCF-7 | Irinotekan - - - - -
Oksaliplatin - - - - -
5-fluorourasil 1£0,1 - - 4,15£042

HT-29 Irinotekan 1+0,1 - - - 1,19+0,12
Oksaliplatin 1=0.1 1,98+0,06 - - -

* p<0.05.

3.4.4. IL-8 Gen ifadesi

LNCaP hiicrelerinde 5-fluorourasil uygulanan tiim dozlarda kontrole gore IL-8
geni ifadesinde belirgin azalmaya neden olmustur (Cizelge 3.8; Sekil 3.15).
irinotekan ve oksaliplatin ise IC50 dozlarinda IL-8 gen ifadesinde anlamli bir
degisiklik yapmazken diisiik dozlarda (-310gIC50, -21ogIC50, -11ogIC50) anlaml1 bir
azalmaya neden olmustur (Cizelge 3.8; Sekil 3.15).
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MCEF-7 hiicrelerinde 5-FU tim dozlarda IL-& ifadesini arttirirken irinotekan ve

oksaliplatin ilaglar1 -11oglC50 disindaki dozlarda arttirmistir (Cizelge 3.8; Sekil

3.16). Oksaliplatin -1logIC50 dozunda ise IL-8 gen ifadesi anlamli olarak

baskilanmistir (Cizelge 3.8).

HT-29 hiicrelerinde 5-FU ve oksaliplatin tiim dozlarda IL-8 gen ifadesini

anlamli olarak arttirirken sadece irinotekan -31oglC50 dozunda belirgin olarak IL-8

ifadesi azalmistir (Cizelge 3.8; Sekil 3.17).
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Sekil 3.15. Kemoterapi ilaglari uygulanmis ve uygulanmamig LNCaP hiicrelerinde IL-8 ifadesi
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Sekil 3.16. Kemoterapi ilaglari uygulanmis ve uygulanmamis MCF-7 hiicrelerinde IL-8 ifadesi
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Sekil 3.17. Kemoterapi ilaglar1 uygulanmis ve uygulanmamis HT-29 hiicrelerinde 1L-8 ifadesi

QOksaliplatin

S-Fluorourasil

Cizelge 3.8. Kemoterapi ilaglart uygulanmis hiicrelerin AACt metodu ile kontrol gruplarina gére IL-8 gen
diizeyindeki degisimler (Ortalama + Standart Hata).

Kontrol “31ogIC50 21ogIC50 “110gIC50 IC50

LNCap | Sflorourasil | 10120.14 | 0252007 | 022:001* | 0.2120,02% 0,59=0,07*
Irinotekan 1,01=0,14 | 0,170,04* | 0,70=0,10% | 0,22+0,03* 1,070,10
Oksaliplain | 1,01=0,14 | 0,27=0,03* | 0,21=0,02* - 0,78=0,12
S-fluorourasil | 12720,14 | 34,246,66* | 2,91029% | 86,05=4,47% | 45933%45,03*

MCF-7 | Irinotekan 12750,14 | 2526=254% | 1,49£023 - 5,4620,38%

Oksaliplain | 1,27=0,14 | 11,55=095% | 24,87=3,70* | 0,48=0,05* 1,3320,19
S-fluorourasil | 1,0050,05 | 221=014* | 2,92010% | 7,60=0,61* | 7,55039*
HT-29 | Jrinotekan 1,00£0,05 | 0,56=0,07* | 0.9320,08 | 66,5023,06% | 79,782234*
Oksaliplatin | 1,0050,05 | 839=048* | 4,175032% | 1059%0,92% | 27,63%2,70*

* p<0.05.

3.4.5. MMP-9 Gen ifadesi

Uygulanan kemoterapi ilaglart LNCaP hiicrelerinde MMP-9 ifadesini belirgin
olarak baskilamistir (Cizelge 3.9; Sekil 3.18). MCF-7 hiicrelerinde ise 5-FU ve
irinotekan diisiik dozlarda (-31ogIC50) MMP-9 ifadesini arttirmistir (Cizelge 3.9;
Sekil 3.19). HT-29 hiicrelerinde ise MMP-9 geninde kontrol ve ila¢ uygulanmis

orneklerde ifade gézlenmemistir (Cizelge 3.9).
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Sekil 3.19. Kemoterapi ilaglart uygulanmis ve uygulanmamig MCF-7 hiicrelerinde MMP-9 ifadesi
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Cizelge 3.9. Kemoterapi ilaglari uygulanmis hiicrelerin AACt metodu ile kontrol gruplarina gére MMP-9 gen
diizeyindeki degisimler (Ortalama + Standart Hata).

Kontrol 3logIC50 21ogIC50 “1logIC50 IC50
S-fluorowrasil | 1,00=0,10 - - - 0,12=0,01
LNCaP ™ iotekan | 1,0020,10 : - . 0,1120,03
Oksaliplatin 1,00=0,10 - - - -
S-fluorourastl | 1,00=0,10 4,96:0,50 - - -
MCF-7 | Irinotekan 1,00=0,10 3.40£029 5,590,356
Oksaliplatin 1,00=0,10 - - - 5,08=1,74
S-fluorounrasil - - - - -
HT-29 Irinotekan - - - - -
Oksaliplatin - - - - -
* p<0.05.

3.5. Hiicre Besiortamina Salinan Anjiyogenik Faktor Diizeyleri

Tez ¢alismasinda ELISA yontemiyle 5-FU, irinotekan ve oksaliplatinin farkli
dozlarinin LNCaP, MCF-7 ve HT-29 hiicrelerinden salgilanan VEGF-A, PDGF-B,
bFGF, IL-8 ve MMP-9 sitokin diizeylerine etkisi arastirilmistir. Sitokin diizeyleri
Bradford yontemiyle ile hiicre vasatinda mg protein basina diigen miktarlar1 olarak
standardize edilmistir. Hiicre vasatlarindaki sitokin konsantrasyonlari, her proteinin
kendi standartlar1 ile kalibrasyon egrisi olusturularak hesaplanmistir. Sitokin

konsantrasyonlar1 Sekil 3.20 — 3.34 ve Cizelge 3.10 — 3.14’de gosterilmistir.

3.5.1 VEGF-A Diizeyleri

LNCaP hiicrelerinde VEGF-A diizeyleri irinotekan ve oksaliplatin ila¢ dozlar
uygulandiginda kontrol 6rneklerine gore anlamli olarak diigmiistiir. 5-fluorourasil ise
-31ogIC50 ve -2loglC50 dozlarinda VEGF-A diizeyleri anlamli olarak azalirken,
IC50 dozunda anlamli bir sekilde artmistir (Cizelge 3.10; Sekil 3.20).

MCF-7 hiicrelerinde kemoterapi ilaglarinin -31ogIC50 ve -2logIC50 dozlarinda
VEGF-A diizeyleri artis gosterirken, -11oglC50 ve IC50 dozlarinda ise azalmaya
neden olmustur (Cizelge 3.10; Sekil 3.21). MCF-7 hiicrelerinde en belirgin azalma
irinotekan -11ogIC50 dozunda izlenmistir (Cizelge 3.10; Sekil 3.20).
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HT-29 hiicrelerinde ise 5-FU sadece -11ogIC50 ve IC50 dozlarinda VEGF-A

kan -2loglC50 ve IC50

dozlarinda, oksaliplatin de ise her ii¢ diisiik dozda da (-310gIC50, -21ogIC50 ve -

1riote

diizeylerinde anlamli azalmaya neden olurken,

Sekil

ksel olarak anlamli azalmaya neden olmustur (Cizelge 3.10;

1sti

tat

110gIC50) is

3.22).
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Sekil 3.20. Kemoterapi ilaglarinin LNCaP hiicrelerinde VEGF-A diizeylerine etkisi
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Sekil 3.21. Kemoterapi ilaglarinin MCF-7 hiicrelerinde VEGF-A diizeylerine etkisi
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Sekil 3.22. Kemoterapi ilaglarinin HT-29 hiicrelerinde VEGF-A diizeylerine etkisi

Cizelge 3.10. Kemoterapi ilaglar1 uygulanmis hiicrelerdeki VEGF-A diizeyleri (ng/L.mg protein) (Ortalama +

Standart Hata).
Kontrol -3logIC50 -2logIC50 -1logIC50 IC50
LNCaP S-fluorourasil | 973 .68+87,03 833,79=44,83* | 804,20=26,90* | 1040,97+54,77 | 1147,51=114,75*
Irinotekan | 973,68+87,93 | 785,50£31,75% | 501,51+19.24* | 726,51£7265* | 796,64=79,66*
Oksaliplatin | 973 68+87.03 | 4729445 04* | 689.52+16,80* 0,00* 42233:4223%*
S-fluorourasil | 687 85+26,52 | 827,03£101,85% | 731,68+33,14 | 5464254 64* | 621,76:62.18
MCF-7 Irinotekan | 687,85+26,52 | 1046 22+13,66* | 886,91£33,47* | 317,82+31,78* | 546,70=54,67*
Oksaliplatin | 687 .85£26,52 | 775,70£77.51 | 693,85%65,99 | 562,08+56,21 635.22+63,52
5-fluorourasil | 840,39£25,36 | 925,63£68,75 | 758,47+05,87 | 524,58+57,07* | 616,35561,64*
HT-29 Irinotekan | 840392536 | 771,12+53,42 | 533,12+60,30% | 768,78+76,80 | 58021=58.02*
Oksaliplatin | 840,39£25,36 | 543 46+29,87* | 693,05£57,71* | 686,14=68,61* | 703.32+70,33
* p<0.05.

3.5.2. PDGF-BB Diizeyleri

LNCaP hiicrelerinde kemoterapi ilaglar1 genel olarak PDGF-BB diizeyini
azaltmis olsa da bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Cizelge 3.11;
Sekil 3.23). Irinotekan -1logIC50 dozunda PDGF-BB diizeyi olciilemeyecek

diizeylerde bulunmustur.

S-fluorourasil -21ogIC50, -110gIC50 ve IC50, irinotekan -11ogIC50 dozlarinda
MCF-7 hiicrelerinde PDGF-BB diizeylerini anlamli olarak azaltmistir (Cizelge 3.11;
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Sekil 3.24). MCF-7 hiicrelerinde oksaliplatin PDGF-BB diizeylerini anlamli olarak

degistirmezken sadece IC50 dozunda dl¢iilemeyecek diizeylerde bulunmustur.

HT-29 hiicrelerinde genel olarak kontrol orneklerine gore PDGF-BB

-1logIC50 ve oksaliplatin -

sadece irinotekan

2

diizeylerinde artis gdzlenirken

21logIC50 dozlarinda anlamli azalma izlenmistir (Cizelge 3.11; Sekil 3.25).
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Sekil 3.23. Kemoterapi ilaglarinin LNCaP hiicrelerinde PDGF-BB diizeylerine etkisi
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Sekil 3.24. Kemoterapi ilaglarinin MCF-7 hiicrelerinde PDGF-BB diizeylerine etkisi
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Sekil 3.25. Kemoterapi ilaglarinin HT-29 hiicrelerinde PDGF-BB diizeylerine etkisi

Cizelge 3.11. Kemoterapi ilaglar1 uygulanmis hiicrelerdeki PDGF-BB diizeyleri (ng/L.mg protein) (Ortalama +

Standart Hata).
Kontrol -3logIC50 -2logIC50 -1logIC50 IC50
LNCaP S-fluoronrasil 506,14+58.91 260,92+12639 | 28449+£118,73 | 7221431735 |  576,93+£57,69
a Irinotekan 506,14+58.91 736,62£3,74 | 389,19+£203.97 0,00% 153,62+15,36
Oksaliplatin 506,14+38 91 412,76£166,61 | 384 47£16,50 | 377643776 324,63+42.46
S-fluorenrasil 550,06+17.64 566,08£14043 | 254,03£25,71* | 231,54£25,90* | 361,00+36,10*
MCF-7 | Irinotekan 559,06+17,64 430,13£22,24 | 376,509£75,56 | 271,98+27,20% |  550,21£55,02
Oksaliplatin 558,06+17.64 570,36+03.88 | 694,15:118.98 | 53836+2.72 0,00*
S-fluorourasil 374,09+£36,33 625,53£220,68 | 698,75111.89 | 674,97:44 04 44,99+4.50
HT-29 Irinotekan 374,09+£36,33 580,72£133.73 | 535 48+56.38 0,00* 185,69=18.57
Oksaliplatin 374,09+£36,33 371,02£263,38 | 24,092241* | 2037122037 | 417314173
* p<0.05.
3.5.3. bFGF Diizeyleri

LNCaP hiicrelerinde 5-florourasil uygulanan dozlarda bFGF diizeylerinde bir
degisiklige yol agmazken irinotekan sadece -2logIlC50 dozunda anlamli azalmaya
neden olmustur (Cizelge 3.12; Sekil 3.26). Oksaliplatin ise uygulanan tiim dozlarda
bFGF diizeylerinde anlamli azalmaya neden olmustur (Cizelge 3.12; Sekil 3.26).

MCEF-7 hiicrelerinde ilaglarin genellikle -310gIC50 ve -21ogIC50 dozlar1 bFGF
diizeylerinde anlamli artisa yol agarken sadece 5-FU -2logIlC50 ve -1logIC50 ve
irinotekan -11ogIC50 dozlar1 azalmaya neden olmustur (Cizelge 3.12; Sekil 3.27).

52



Sekil 3.28). Ayrica

b

-2logIC50 dozlar1 bFGF

ilacin

ise uygulanan 3

HT-29 hicrelerinde

oksaliplatin -310gIC50 ve 5-FU -1logIC50 ve IC50 dozlar1 da anlamli azalmaya yol

diizeylerinde anlamli azalmaya neden olmustur (Cizelge 3.12
acmustir (Cizelge 3.12; Sekil 3.28).
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Sekil 3.27. Kemoterapi ilaglarinin MCF-7 hiicrelerinde bFGF diizeylerine etkisi
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Sekil 3.28. Kemoterapi ilaglarinin HT-29 hiicrelerinde bFGF diizeylerine etkisi

Cizelge 3.12. Kemoterapi ilaglar1 uygulanmis hiicrelerdeki bFGF protein diizeyleri (pg/ml.mg protein) (Ortalama
+ Standart Hata).

Kontrol -3logIC50 -21ogICS0 -1logIC50 IC50

S-fluorourasil | 281,04:2657 | 21827£10,72 | 230,83%6,01 | 346,02£9220 | 272,99:27.30
LNCaP Trinotelean 281,04+£26,57 258,55+19,56 | 156,15+£8,21* | 193,56+19.36 23251+23,25
Oksaliplatin 281,04426,57 | 134,5554330% | 163,202 58% | 110,16£11,02% |  86,1748.62*
S-fluorourasil | 23310028 | 362,48+18,73* | 18549£1024* | 86,18+10,51% | 226,01=22,60
MCF-7 | Irinotelan 233,10£0,28 | 293,54+18,48% | 306,73£4,38% | 140,33£14,03* | 219,05221,91
Oksaliplatin 233,10+0,28 203,35+16,83* | 30738+6,13* | 215,58+21,56 242,01£24,20
S-fluorourasil 317,71£54,66 366,36+2,50 | 22948£13,76* | 201,35£20,76* | 230,18+£20,02*
HT-29 | Irinotekan 317,7145466 | 272,01%40,57 | 199,08+34,78* | 31588£3159 | 266222662
Oksaliplatin 3177185466 | 170,38£18,85* | 231,47£1243* | 309,61£3006 | 291,00=29,11

* p<0.05.

3.5.4. IL-8 Diizeyleri

LNCaP hiicrelerinde 3 kemoterapi ilaci uygulanan dozlarda IL-8 diizeyinde
anlamli degisiklige yol agmamustir (Cizelge 3.13; Sekil 3.29).

MCF-7 hiicrelerinde 5-FU -3logIC50 dozunda kontrole gore IL-8 diizeyinde
anlaml bir artig izlenirken diger ilag dozlarinda sitokin diizeyinde azalma izlenmis
olup, en fazla azalma 5-FU -21ogIC50, irinotekan -31ogIC50 ve -1logIC50 dozlarinda
gozlenmistir (Cizelge 3.13; Sekil 3.30).
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HT-29 hiicrelerinde de, MCF-7 hiicrelerine benzer sekilde 5-FU -3logIC50 ve -

2logIC50 dozlarinda kontrole gore IL-8 diizeyinde anlamli artis gozlenmistir

(Cizelge 3.13;

Sekil 3.31). Oksaliplatin ise IC50 dozunda anlamli bir artisa yol

>

acarken -31loglC50 ve -21ogIC50 dozlarinda kontrole gore IL-8 diizeyini istatistiksel

Sekil 3.31). irinotekan ise -

9

olarak anlamli bir sekilde azaltmistir (Cizelge 3.13;

azaltirken diger dozlarda

-8 diizeylerini

2logIC50 ve IC50 dozlarinda IL

etkilememistir (Cizelge 3.13; Sekil 3.31).
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Sekil 3.29. Kemoterapi ilaglarinin LNCaP hiicrelerinde IL-8 diizeylerine etkisi
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Sekil 3.30. Kemoterapi ilaglarinin MCF-7 hiicrelerinde IL-8 diizeylerine etkisi
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Sekil 3.31. Kemoterapi ilaglarinin HT-29 hiicrelerinde IL-8 diizeylerine etkisi

Cizelge 3.13. Kemoterapi ilaglari uygulanmis hiicrelerdeki IL-8 diizeyleri (ng/L.mg protein) (Ortalama + Standart

Hata).
Kontrol -3logIC50 -2logIC50 -1logIC50 ICSs0
LNCaP S-fluororasil 136,03+30,60 203,52+25,03 | 23649£15,01 | 302,44+252,42 63,93+6,39
Trinotekan 136,03£30,60 190,16+47,34 | 117,33£81,63 | 11531+11,33 146,81+14,68
Oksaliplatin 136,03+30,60 105,82+80,37 | 5295+12.82 73,04+7 30 87,15+8,72
S-flugronrasil 243,71£22.34 323,67£5,78* | 03,57+15,16% | 132,32+16,25* | 174,25£1743*
MCF-7 Trinotelan 243,71£22.34 04,68+15,18* | 118,82+11,70 | 86,51+8,65* 213,56+21,36
Oksaliplatin 243,71£22.34 23552+38,83 | 242,07x466 | 1644116 44* | 134,67£1847*
S-fluorourasil 264,47+15,73 306,37£30,64% | 326,33+7,50% | 125,70+£19,68* | 171,74+£17,17*
HT-29 Trinotelcan 264,47+15,73 20701+4.70 | 17543+37,59% | 22008+£23.00 | 214,48+£2145*
Oksoliplotin 264,47£15,73 14041£7,18* | 170,69+6,25* | 238,5023,85 | 305,12£30,51*
* p<0.05.

3.5.5. MMP-9 Diizeyleri

LNCaP hiicrelerinde 5-florourasil ve irinotekan -3loglC50 ve -2logIC50
dozlarinda MMP-9 diizeylerini anlamli olarak azaltmistir (Cizelge 3.14; Sekil 3.32).
Oksaliplatin ise uygulanan tiim dozlarda MMP-9 diizeyini belirgin olarak azaltmistir

(Cizelge 3.14; Sekil 3.32).

MCEF-7 kontrol hiicrelerinde MMP-9 diizeyleri dlgiilemeyecek diizeylerde iken

kemoterapi uygulanan hiicrelerde genel olarak artis gdzlenmistir (Sekil 3.33).
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HT-29 hiicrelerinde 5-florourasil ve irinotekan -3logIlC50 ve -2logIC50

3.34). 5-FU -1logIC50 ve IC50 dozlarinda belirgin azalma izlenmistir (Cizelge
2500

3.14; Sekil 3.34). Oksaliplatin ise IC50 ve -1loglC50 dozlarinda MMP-9
diizeylerini anlamli olarak arttirirken diger dozlarda anlamli degisiklige sebep

olmamustir (Cizelge 3.14; Sekil 3.34).

dozlarinda MMP-9 diizeylerini anlamli olarak arttirmistir (Cizelge 3.14; Sekil
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Sekil 3.32. Kemoterapi ilaglarinin LNCaP hiicrelerinde MMP-9 diizeylerine etkisi
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Sekil 3.33. Kemoterapi ilaglarinin MCF-7 hiicrelerinde MMP-9 diizeylerine etkisi

3000

2500

B -3logIC50
d-2loglIC50

W Kontrol

& -1logIC50

F1C50

R e
B

S
R e R L R L R s,

2000
1500

ujoad Swr/3u ¢-JINIA

1000

JE e e e e P e e e e e Pt e e et
e
B
b

500

Oksaliplatin

Irinotekan

5-Fluorourasil

Sekil 3.34. Kemoterapi ilaglarinin HT-29 hiicrelerinde MMP-9 diizeylerine etkisi
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Cizelge 3.14. Kemoterapi ilaclart uygulanmis hiicrelerdeki

MMP-9 (ng/L.mg protein) (Ortalama + Standart

Hata).
Kontrol -JlogIC50 -2logIC50 -1logIC50 IC50
LNCaP S-fluorourasil 1720,64+133,14 | 1179,31£202,52* | 1398.01+41,72* | 2145,69=50,10* | 1688.90+168.89
2 Trinotekan 1720,64+133,14 11354154, 24* 1071,40=1,89* 1641.96=164.20 | 1109,65=110,97*
Oksaliplatin 1720,64+133,14 | 1004.86=100.49* | 1352,00+16,61* | 1148,31+114.83* 0,00*
J-fluorourasil 0,00 1352,08+402,81* | 97040+10,15* 593,78=386,80 900,33+99,03*
MCF-7 Trinotekan 0,00 1719.59+171.,96* | 685,22+399,63* 0,00 1159,52=115,95*
Oksaliplatin 0,00 1073,32+160,79* | 1211,27£121,13* 0,00 605,61=60,56™
S-fluoreurasil 114723+17,84 2228,60+256,98* | 1939.88+45 56* 769,00=76,90* 0,00*
HT-29 | Irinotekan 114723£17,84 | 1606,66:275,86* | 1618,08110,76* | 996,35:99.64 | 770,59+77,06*
Oksaliplatin 11472321784 | 13626120241 | 1429.82=40,03 | 1738,59=173,86* | 1668,58=166,36*
* p<0.05.

Es zamanli PZR ile anjiyogenik gen ifadeleri ile hiicre kiiltiir ortamina

salgilanan sitokin diizeyleri arasindaki iliski agisindan sonuglar degerlendirildiginde

VEGF-A sitokin diizeyleri ile mRNA diizeyleri agisindan LNCaP ve HT-29

hiicrelerinde anlamli bir korelasyon izlenmistir (p<0.05). MCF-7 hiicrelerinde ise
anlamli bir korelasyon gézlenmemistir. PDGF-B, bFGF ve MMP-9 sitokin diizeyleri
ile bu genlerin mRNA diizeyleri arasinda anlamli bir iliski saptanamamigtir. I1L-8
sitokin diizeyleri ile mRNA diizeyleri arasinda o6zellikle her 3 ilacin diisiik
konsantrasyonlarinda LNCaP, HT-29 ve MCF-7 hiicrelerinde anlamli korelasyon

izlenmistir (p<0.05).
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4. TARTISMA

Konvansiyonel kemoterapi semalar1 genel olarak kanser hiicrelerinin
oldiiriilmesi (sitotoksisite) esasina dayanir. Tiimor hiicrelerinin oldiiriilmesi islemi
genel olarak nonspesifiktir. Klasik kemoterapi uygulamalarinda tiimor hiicrelerinin
yant sira viicuttaki normal hiicreler de zarar gérmektedir. Tiimdr disindaki hiicrelerin
gordligii zarar genel olarak kemoterapi ilaglarinin doz ve kulanim sikligin1 belirleyen
en onemli faktordiir. Rutin uygulamalarda genel olarak hastalarin tolere edebilecegi
maksimum dozlar secilerek tedavi ajanlari uygulanmaktadir. Son yillarda
konvansiyonel kemoterapi ilaglarinin daha diisiik dozlarda ve sik araliklarla
uygulanmasinin da klinik yarar saglayabileceginin gosterilmesi ile bu uygulama sekli
popiilarite kazanmistir. Metronomik kemoterapi olarak adlandirilan bu uygulama
seklinde, ilaglar genellikle standart alisilmis dozlarin yaklasik olarak %60-95
oraninda azaltilarak sik araliklarla (gilinliik siirekli ya da haftada en az 4-5 kez)
kullanilmaktadir (Scharovsky ve ark., 2009; Norrby, 2014). Metronomik dozlarin ne
kadar olmas1 gerektigi konusunda klinik veri olmasina karsin bu dozlarin biyolojik
etkinligi konusunda yeterli veri bulunmamaktadir. Bu tez calismamizda klinikte
gastrointestinal tiimorlerin tedavisinde siklikla kullanilan 5-florourasil, irinotekan ve
oksaliplatin kemoterapi ilaglarinin metronomik olarak kullanilabilecegi dozlarin in
vitro etkinlik agisindan degerlendirilmesi amaglanmistir. Metronomik kemoterapi
uygulamasinin tiimor hiicrelerinde uzun dénemde apoptozisi uyarmasinin yani sira
tiimor damarlarinda endotel hiicrelerinde apoptozu uyarabilecegi ve dolayisiyla
anjiyogenezi baskilayabilecegi bildirilmistir (Allegrini ve ark., 2008; Fioravanti ve
ark., 2009). Ancak metronomik kemoterapi uygulamasinin anjiyogenezde rol alan
sitokinler {izerindeki etkisi net olarak bilinmemektedir. Klinigimizde daha Once
yaptigimiz bir ¢alismada kemoterapi ilaglarinin timor hiicrelerinden VEGF salgisinm
azalttig1 gosterilmistir (Aktas ve ark., 2012/2013). Metronomik kemoterapinin
VEGF disinda diger anjiyogenik faktor salgisi tizerindeki etkisi pek calisilmamistir.
Gliomal1 hastalarda yapilan bir ¢alismada, metronomik dozda kemoterapi
uygulamasinda tedavi etkinligi ile VEGF, bFGF, endostatin ve trombospondin-1

diizeyleri arasinda anlamli bir iligki bulunamamstir (Kesari ve ark., 2007). Bununla
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birlikte metronomik tedavi uygulamasinin anti-anjiyogenik sitokin diizeylerini
arttirdigini  gésteren az sayida g¢alisma vardir (Damber ve ark.,, 2006). Bu
calismamizda Oncelikle gastrointestinal sistem kanserleri tedavisinde kullanilan 5-
FU, irinotekan ve oksaliplatinin IC50 dozlar1 belirlenerek bu dozlarin %10, %1 ve
%0,1’lik dozlarin tiimor hiicrelerinde anjiyogenik faktor yapimi tizerindeki etkilerini
hem mRNA diizeyinde hem de besiyerine salgilanan sitokin diizeyinde
arastirllmistir. Anjiyogenik faktorler olarak VEGF-A, bFGF, MMP-9, PDGF-B, IL-8

hem mRNA ve hem de salgilanan sitokin diizeyinde incelenmistir.

Kemoterapi ilaglarinin VEGF-A yapimu iizerindeki etkisi tiimor hiicresi tipine
ve ila¢ dozlarina gore gostermistir. Literatiirde daha 6nce yapilan ¢alismalarda da
benzer sonuclar bildirilmistir (Albertsson ve ark., 2012; Duyndam ve ark., 2007,
Albertsson ve ark., 2009). LNCaP ve MCF-7 hiicrelerinde genellikle -31ogIC50 ve -
2logIC50 diizeyinde uygulanan 5-FU, irinotekan ve oksaliplatin VEGF-A yapimini
mRNA diizeyinde belirgin olarak baskilamistir (Cizelge 3.5). Benzer olarak bFGF,
PDGF-B ve IL-8 sentezinde de her 3 ilacin diisiikk dozlarinda (-2logIC50 ve -
3loglC50) LNCaP hiicrelerinde baskilanirken benzer etki diger hiicrelerde
izlenmemistir (Cizelge 3.6-3.7-3.8). Kolon kanseri hiicrelerinde (HT-29) 5-FU -
2logIC50 dozunda genel olarak anjiyogenik faktorleri baskilarken diger dozlarda
genel olarak arttirdig1 bulunmustur (Cizelge 3.5-3.6-3.7-3.8-3.9). Gen ifade diizeyleri
acisindan bakildiginda 5-FU ilacinin -31ogIC50 ve -2logIC50 dozlarinin incelenen
her 3 timér tipinde de en fazla anti-anjiyogenik etki gosterebilecegi
distintilmektedir. LNCaP hiicrelerinde ise ¢alismamizda incelenen her 3 kemoterapi
ilacinin da -11logIC50, -21ogIC50 ve -31ogIC50 dozlarinin gen ifadesi diizeyinde anti-
anjiyogenik etki gosterebilecegi bulunmustur (Cizelge 3.5-3.6-3.7-3.8-3.9). Gen
ifadesi lizerindeki etkileri ac¢isindan kolon kanseri hiicrelerinde (HT-29) irinotekan ve

oksaliplatinin -21ogIlC50 dozlar1 anti-anjiyogenik tedavi dozu olarak onerilebilir.

MCF-7 hiicreleri i¢in anti-anjiyogenik doz olarak, ila¢ tiirline bagh olarak

degisiklik gostermekle birlikte -21ogIC50 dozu diistiniilmektedir.
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Kolon kanseri hiicreleri 5-FU ve irinotekanin -21ogIC50 dozunda salgilanan
VEGF-A ve bFGF anjiyogenik faktor diizeylerini anlamli olarak azaltmistir (Cizelge
3.10-3.12). Buna karsilik PDGF-BB, IL-8 ve MMP-9 diizeylerinde benzer bir etki
bulunamamastir (Cizelge 3.11-3.13-3.14). Ayn hiicrelerde oksaliplatin ise -21ogIC50
dozunda genel olarak anjiyogenik faktor diizeyinde azalmaya neden olurken diger
dozlarda farkli sonuglar elde edilmistir (Cizelge 3.10-3.11-3.12-3.13-3.14).
Anjiyogenik faktor salgist iizerindeki etkileri agisindan dikkate alindiginda kolon
kanseri hiicreleri i¢in oksaliplatinin —2logIC50 dozu anti-anjiyogenik tedavi dozu

olarak diistiniilmektedir.

LNCaP hiicrelerinde 5-FU -3logIC50 ve -2loglC50 dozlarinda VEGF-A ve
MMP-9 diizeylerini azaltirken diger dozlarda anlamli bir etki gostermemistir (Cizelge
3.10-3.14). Bu hiicrelerde irinotekan da benzer olarak -2logIlC50 dozunda VEGFA,
MMP-9 ve bFGF diizeylerini anlamli olarak azaltmistir (Cizelge 3.10-3.12-3.14).
Oksaliplatin ise her 3 dozda da (-11oglC50, -21ogIC50 ve -3logIC50) genel olarak
salgilanan sitokin diizeyinde anjiyogenik faktorleri belirgin olarak baskilamistir

(Cizelge 3.10-3.11-3.12-3.13-3.14).

VEGF-A, PDGF-BB ve bFGF diizeyleri acisindan 5-FU ve irinotekanin -
110gIC50 dozlar1 azalmaya neden olmustur (Cizelge 3.10-3.11-3.12). Oksaliplatin ise
-110gIC50 dozunda VEGF-A diizeyinde anlamli azalmaya neden olmustur (Cizelge
3.10). MCF-7 hiicrelerinde uygulanan kemoterapi ilaglar1 ile MMP-9 diizeylerinde
bir artig izlenmistir (Cizelge 3.14). Buna karsilik 1L-8 diizeylerinde her 3 ilacin -
3logIC50 ve -2logIC50 dozlarinda ve irinotekanin -1loglC50 dozunda azalma
gozlenmistir (Cizelge 3.13).

Gen ifadesi ve sitokin salgis1 olarak birlikte ele alindiginda LNCaP hiicrlerinde
5-FU i¢in -3logIC50 ve -2logIlC50 dozlar1 anti-anjiyogenik dozlar olarak
onerilebilecegi goriilmektedir. Yine LNCaP hiicrelerinde irinotekan ve oksaliplatin
i¢in her 3 doz (-310gIC50, -210gIC50 ve -11logIC50) da uygun anti-anjiyogenik tedavi

dozu olarak Onerilebilir.
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Benzer olarak kolon kanseri hiicreleri (HT-29) i¢in hem gen ifadesi hem de
sitokin salgist agisindan 5-FU igin -3logIC50 ve -2logIC50, oksalaiplatin ve
irinotekan i¢in ise -2logIC50 dozu en uygun anti-anjiyogenik tedavi dozlar1 olarak

Onerilebilir.

MCF-7 hiicreleri i¢in 5-FU, irinotekan ve oksaliplatin i¢in -11ogIC50 dozu en

uygun anti-anjiyogenik tedavi dozu olarak goriilmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Tez calismamizdan elde ettigimiz sonuglar bu ilaglarin hastalarda yan etki
olusturmayacak diisik dozlarda anti-anjiyogenik etki potansiyeline sahip
olabilecegini ve kanserli hastalarda bu amacgla gilivenle kullanilabilecegini
distiindiirmektedir. Ancak sonuglarimiz, bu ilaglarin in-vitro hiicre kiiltiir
ortamindaki etkilerini yansitmaktadir. Klinik ¢alismalara gecilmeden 6nce belirlenen
bu dozlarin hayvan c¢alismalarinda in-vivo etkinliginin de test edilmesi
gerekmektedir. Yine bu ilaglarin belirlenen dozlarda kombine olarak kullanilmasi ve
diger anti-anjiyogenik ilaglarla (anti-VEGF monoklonal antikor, tirozin kinaz
inhibitorii) kombine olarak test edilmesi daha etkili anti-anjiyogenik tedavi

stratejileri gelistirme acisindan 6nem tasimaktadir.
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OZET

Kanser Hiicrelerinde Anjiyogenik Faktorlerin Ekspresyonuna Kemoterapinin
Etkilerinin Incelenmesi

Konvansiyonel kemoterapi uygulamalarinda tiimor hiicrelerinin yani1 sira
viicuttaki normal hiicreler de zarar gérmektedir. Timor disindaki hiicrelerin gordiigii
zarar genel olarak kemoterapi ilaglarinin doz ve kullanim sikligini belirleyen en
onemli faktordiir. Rutin uygulamalarda genel olarak hastalarin tolere edebilecegi
maksimum dozlar segilerek tedavi ajanlar1 uygulanmaktadir. Metronomik dozlarin ne
kadar olmas1 gerektigi konusunda klinik veri olmasina karsin bu dozlarin biyolojik
etkinligi konusunda yeterli veri bulunmamaktadir. Bu tez calismamizda klinikte
gastrointestinal tiimorlerin tedavisinde siklikla kullanilan 5-florourasil, irinotekan ve
oksaliplatin kemoterapi ilaglarinin metronomik olarak kullanilabilecegi dozlari in
vitro etkinlik acisindan degerlendirmek amaglanmistir.

Bu amacla, solid tiimor tedavisinde siklikla kullanilan 5-fluorourasil, irinotekan
ve oksaliplatinin insan kanser hiicre hatlarinda (HT-29: kolon kanser hiicresi, MCF-
7: meme kanseri hiicresi ve LNCaP: prostat kanseri hiicresi) 6ncelikle MTT testi ile
IC50 dozlar1 belirlenmistir. Daha sonra s6z konusu ilaglarin IC50 dozlar1 ve bu
dozlarin %10, %1 ve %0,1 lik dozlarinin tiimor hiicrelerinde VEGF-A, bFGF, MMP-
9, PDGF-B, IL-8 gibi anjiyojenik faktorlerin yapimi iizerindeki etkileri hem mRNA
diizeyinde es zamanli PZR hem de besiyerine salgilanan sitokin diizeyinde ELIZA
yontemleri ile arastirilmistir.

5-florourasil, irinotekan ve oksaliplatinin tiimor hiicrelerinde anjiyojenik faktor
yapimu lzerindeki etkileri farklilik gostermistir. 5-florourasil ilacinin incelenen
timor hiicrelerinde genel olarak -31ogIC50 ve -2logIC50 dozlarinda anjiyojenik
faktorlerin yapimmini etkili bir sekilde baskiladigi buna karsilik irinotekan ve
oksaliplatin ise -2logIlC50 ve -1logIC50 dozlarinda anjiyojenik faktdr salgisim
azalttig1 bulunmustur (p<0.05).

Sonuglarimiz, konvansiyonel kemoterapi ilaglarinin normal hiicrelere zarar
vermeyecek ¢ok diisiik dozlarda anti-anjiyojenik ajan olarak kullanilabilecegini
gostermektedir. Yine ¢alismamizda test ettigimiz kemoterapi ilaglarinin -21ogIC50 ve
-3logIC50 dozlarmin bevacizumab ve anti-VGFR1-2 tirozin kinaz inhibitorleri ile
kombine olarak kullanilmasinin giivenle test edilebilecegini diisiindiirmektedir. Fakat
bu tez ¢aligmasindan elde ettigimiz in vitro sonuglarin klinik gegerligi olabilmesi i¢in
hayvan modellerindeki denemeleri takiben mutlaka klinik ¢aligmalarda test edilmesi
gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Hiicre Kiiltiirii, Kanser, Metronomik Kemoterapi, Tumor
Anjiyogenezi.
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SUMMARY

The Effects of Chemotherapeutic Drugs on Angiogenic Factor Expression in
Cancer Cells

Conventional chemotherapy regimens damage tumor cells as well as normal
cells in the body. The damage to normal cells including bone-marrow cells usually
limits the dose and frequency of conventional chemotherapy regimens. Maximum
tolerated dose levels are usually preferred in conventional regimens. Recently,
metronomic chemotherapy which defined as the use of chemotherapy drugs at the
lowered doses with prolonged schedule has been widely used especially in heavily
pre-treated patients. Metronomic use of chemotherapeutic drugs mainly induce
apoptosis of tumor and endothelial cells. However, there is no consensus on the
doses of metronomic use of conventional drugs based on their mechanisms of action.
In the current study we aimed to assess the in vitro efficacy of different low doses of
5-FU, irinotecan and oxaliplatin, which are the widely used drugs in solid tumors
with regard to their effects on angiogenic factor production in tumor cells.

We first determined the IC50 doses of the drugs by using MTT test in human
tumor cell lines including the HT-29 (colon cancer cell line), the MCF-7 (breast
cancer cell line) and the LNCaP (prostatic carcinoma cell line) cell lines. Then we
tested the doses of 1C50 and 10%, 1% and 0,1% of IC50 of the drugs in order to
determine their effects on VEGF-A, bFGF, MMP-9, PDGF-B, IL-8 production in
tumor cell lines by using qPCR and sandwich ELISA methods.

S-fluorouracil, irinotecan and oxaliplatin revealed different results on
angiogenic factor prouduction in tumor cells. While, 5-fluorouracil has efficiently
decreased the production of angiogenic factors at the doses of -3logIC50 and -
21oglIC50 in all three cell lines, the -2logIC50 and -1logIC50 doses of irinotecan and
oxaliplatin significantly decreased the angigogenic factor production in tumor cell
lines (p<0.05).

Our results suggest that the conventional chemotherapeutic drugs could be used
as anti-angiogenic agents at the very low doses that non-toxic to normal cells.
Likewise, the -2logIC50 and -3logIlC50 doses of conventional chemotherapeutic
drugs may be tested in addition to new anti-angiogenic drugs such as bevacizumab
and anti-VEGFR1-2 tyrosine kinase inhibitors. However, the clinical utility of those
lowered doses found our in vitro studies needs to be tested in clinical trials following
the testing in animal tumor models.

Key Words: Cancer, Cell Culture, Metronomic Chemoterapy, Tumor Angiogenesis.
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