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1. GİRİŞ 

1.1. Kanser Epidemiyolojisi 

Kanser, insidansı ve ölüm oranı günden güne artan bir hastalıktır. 2012 yılı 

verilerine göre Çizelge 1.1’de gösterildiği gibi kardiyovasküler hastalıklardan sonra 

kanser, ölüm nedenlerinde ikinci sırada yer almaktadır (Ferlay ve ark., 2015). 

Çizelge 1.1. 1900-2011 yılları arasındaki her 100 000 populasyondaki ölüm oranları ve nedenleri (U.S. Public 
Health Service, 1900-1970; U.S. National Center for Health Statistics, 1971-2011). 

 

Dünyada kadınlarda en sık görülen ilk üç kanser türü sırasıyla meme, 

kolorektal ve akciğer iken, erkeklerde akciğer, prostat ve kolorektal kanserlerdir 

(Ferlay ve ark., 2015). Türkiye de ise durum kadınlarda ilk üç kanser türü için 

farklılık gösterip, sırasıyla meme, tiroid ve kolorektal; erkeklerde ise dünya geneli ile 

aynıdır (T.C. Sağlık Bakanlığı, 2013). 

Teşhis edilmiş 1.7 milyon yeni vaka sayısı ile dünya çapında meme kanseri 

kadınlarda en çok görülen kanser türü olup kadınlardaki tüm yeni kanser vakalarının 



2 

%25’ini oluşturur (Ferlay ve ark., 2015). 1975 yılından 2013 yılına kadar yeni vaka 

sayısında artış olmasına rağmen erken teşhis ve yeni tedavilerin gelişmesi ile ölüm 

sayısında düşüş görülmektedir (Onur, 2005; Bray ve ark., 2004). 

Prostat kanseri, 2012 yılında 1.1 milyon yeni vaka sayısı ile dünya çapında 

erkeklerde en çok görülen ikinci kanser türüdür (Ferlay ve ark., 2015). İnsidansı 

bölgelere göre değişiklik gösterir. Kuzey ve Batı Avrupa, Kuzen Amerika, 

Okyanusya ve bazı Karayip Ada ulusları yüksek insidans gösterirken, Asya’da düşük 

insidans görülmektedir (Gronberg, 2003). Son 25 yıldan fazladır klinik olarak erken 

teşhis ile sağkalım oranlarında önemli ölçüde artış olmuştur. İsrail, Kanada, Amerika 

Birleşik Devletleri, Belçika, Almanya gibi gelir seviyesi yüksek ülkelerde prostat 

spesifik antijen (PSA) testinin kullanımına bağlı olarak 5 yıllık net sağkalım 

%90’dan fazla artmıştır (Ferlay ve ark., 2015). 

Kolorektal kanser (KRK), 2016 yılına tahmini yeni vaka sayısı 134 490 ile tüm 

yeni vakalarının %8’lik kısmını oluştururken, tahmini ölüm oranı 49 190 ile kanser 

nedeniyle gerçekleşen tüm ölümlerin %8,3’ünü oluşturur (National Cancer Institute, 

Erişim Tarihi: 12.10.2016). KRK hastalarında dünya genelindeki ortalama 5 yıllık 

sağkalım oranı 1970’li yıllarda %49 civarıyken, 2006-2012 yılları arasında %65’lere 

yükselmiştir (National Cancer Institute, Erişim Tarihi: 12.10.2016). Sağkalımdaki 

artışın sebebi, evreleme ve patolojik değerlendirmelerin gelişmesi, yeni cerrahi 

yöntemlerinin ortaya çıkması ve adjuvan tedavi uygulamalarıdır (Akbulut, 2005). 

1.2. Karsinogenez 

Kanser, çeşitli mutasyonlar ile hücrelerin kontrolsüz çoğalmasını ve/veya diğer 

doku ve organları istila etmesini uyaran sinyallerin aktive olması sonucu oluşan 

genetik bir hastalık olarak tanımlanabilir. Karsinojenlerin etkisiyle anahtar 

genlerdeki mutasyonların birikmesi, tümör oluşumunu tetikleyen esas güçtür. Her 

başarılı mutasyon, tümör hücrelerine komşu normal hücrelerinden daha fazla klonal 

büyümeyi sağlayan avantajlar kazandırır (Nowell, 1976). Normal bir hücrenin kanser 
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hücresine dönüşümü biyolojik, kimyasal ve fiziksel karsinojenlere maruz kalması 

sonucu kontrolsüz çoğalma kabiliyeti kazanması ile başlar. Viral ajanlar biyolojik 

karsinojenlerdir. Spesifik viral onkogenlerin ekspresyonu ile viruslar insan 

karsinogenezine direkt olarak katkı sağlarlar (Hausen, 2009; Butel, 2000; Mesri ve 

ark., 2014). Hormonlar, yüksek dozda kokanserojenik etki ile tümörlere yol açarlar. 

Yüksek östrojen salgılayan granuloza hücreli tümörlerin endometriyumda, önce 

hiperplazi daha sonra kanser gelişimine yol açtığı gösterilmiştir (Ukah ve ark., 2011). 

Ultraviyole ve iyonize radyasyon fiziksel karsinojenler olup, ultraviyole radyasyona 

maruz kalan hücre DNA’larında timin dimerleri, tek veya çift iplik kırıkları, 

proteinlerin DNA ile çapraz bağlanmalarına sebep olurken, iyonize radyasyon 

sonucu tek veya çift iplik kırıkları, proteinlerin DNA ile çapraz bağlanmaları 

meydana gelir (Lodish ve ark., 2003). Kimyasal karsinojenler, endüstri sektöründe 

çalışan işçilerde çeşitli kanserler meydana gelmesi sonucu ortaya çıkmıştır. Sigaranın 

içerdiği birçok kimyasal karsinojen maddenin de özellikle akciğer kanserine yol 

açtığı bilinmektedir (Kuper ve ark., 2002; Lipworth ve ark., 2008; Boffetta, 2008; 

Iodice ve ark., 2008; Vineis ve ark., 2004). 

Karsinogenez süreci genel olarak başlama, geliştirme ve ilerletme aşamalarını 

içerir (Hennings ve ark., 1993). Başlama aşaması, çoğunlukla tek gende bir 

mutasyonun meydana getirdiği geri döndürülemez genetik değişikliklerden oluşur. 

Geliştirme, başlangıçta mutasyona uğrayan hücrelerin artmış proliferasyonu ile 

karakterizedir. İlerleme aşaması ise daha fazla genetik mutasyon birikmesi ile tümör 

hücrelerinin malignant veya invazif fenotip kazanmalarını sağladığı süreçtir (Devi, 

2004). 



4 

 

Şekil 1.1. Karsinogenez süreci (Subramaniam ve ark., 2016) 

Normal hücrelerin neoplazmaya daha sonra malingnant tümörlere dönüşümü, 

Şekil 1.2.’de görüldüğü gibi çeşitli moleküler mekanizmalara dayanır (Hanahan ve 

Weinberg, 2011).  Bu moleküler mekanizmalarda rol alan genlerdeki mutasyonların 

birikmesi sonucunda normal hücreler kanser özelliği kazanır. 

 
 

 

Şekil 1.2. Kanserin ayırıcı özellikleri (Hanahan ve Weinberg, 2011). 
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Kanser Hücreleri Proliferasyon Sinyallerini Devam Ettirir: Kanser 

hücrelerinin kontrolsüz çoğalmasına fırsat veren sinyaller, tipik olarak hücre içinde 

genellikle tirozin kinaz domaini içeren hücre yüzeyindeki reseptörlere bağlanan 

büyüme faktörleri tarafından iletilir. Hücre içerisinde bulunan tirozin kinaz domaini 

ile de hücre büyümesi (hücrenin boyutunun artması) yanı sıra hücre siklusunun 

ilerlemesini düzenleyen hücre içi sinyal yolakları aracılığıyla sinyali iletir. Bu sinyal 

yolakları da genellikle hücre sağkalımı ve enerji metabolizmaları gibi hücrenin diğer 

biyolojik özelliklerini etkiler (Hanahan ve Weinberg, 2011; Cooper, 2000; Evan ve 

Vousden, 2001). 

Kanser hücreleri çeşitli alternatif yollarla kendi proliferasyon sinyallerini 

devam ettirebilme kapasitesine sahiptir. (Lemmon ve Schlessinger, 2010; Witsch ve 

ark., 2010; Hynes ve MacDonald, 2009; Perona, 2006). Tümör hücreleri, büyüme 

faktörleri ligandları üretir ve bu ligandlar aynı türden reseptörlerin ekspresyonu ile 

otokrin proliferasyonun uyarılmasına sebep olur. Alternatif olarak, kanser hücreleri, 

tümör ile ilişkili stroma hücrelerine sinyaller yollayarak kendileri için çeşitli büyüme 

faktörlerini de sağlayabilir (Bhowmick ve ark., 2004). Kanser hücreleri, yüzeylerinde 

bulunan reseptör proteinlerin düzeylerini arttırarak ve büyüme faktörü ligandlarının 

kısıtlı miktarına fazla cevap oluşturarak ligandtan bağımsız uyarılmaya olanak 

sağlayabilmektedir. Ayrıca reseptör moleküllerinde yapısal değişimlere neden olan 

mutasyonlar otonomik reseptör sinyalizasyonuna da neden olabilir. Büyüme 

faktörlerinden bağımsız sinyal yolağı aktivasyonu, sinyalizasyonu başlatacak 

reseptörlerin sinyal akışının alt tarafında yer alan komponentlerin mutasyona uğrayıp 

aktive olmasından da kaynaklanabilir (Hanahan ve Weinberg, 2011; Deberardinis ve 

ark., 2008). 

Kanser Hücreleri Çoğalmayı Baskılayan Sinyallerden Kaçar: Normal 

dokuda, bölünme ve bölünmeyi uyaran sinyaller sıkı bir kontrol altındadır ve hücre 

döngüsünde yer alan olaylar belli noktalarda denetlenir. Bu kontrol mekanizmaları 

sayesinde hücre sayısındaki homeostazi ile birlikte normal doku yapısı ve 

fonksiyonlarının devam ettirilmesi sağlanır (Hartwell ve ark., 1994; Massague, 

2004). Kanser hücreleri bu kontrol mekanizmalarının sinyallerini serbestleştirerek 
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kendi büyüme ve bölünmelerinin kontrolünü ele alırlar (Massague, 2004; Elledge, 

1996). Bu kontrol noktaları başlıca G1/S, G2/M ve M/G1 geçişlerinde yer alır 

(Hartwell ve ark., 1989). 

 

Şekil 1.3. Hücre siklusu kontrol noktaları (Cooper ve Hausman, 2013). 

Kanser hücreleri, bazı karsinojenler ile bu döngünün düzenlenmesinde rol alan 

elemanları veya bunların fonksiyonlarını doğrudan veya diğer bazı genetik yapılar 

aracılığıyla dolaylı olarak etkileyerek kendi proliferasyonunu yönetebilir. Örneğin 

malign dönüşümde rol oynayan onkogenlerin bir kısmı siklin bağımlı kinazları (Cdk) 

ve siklinleri stabilize ederek veya uyararak kontrolsüz hücre çoğalmasına neden 

olurken, tümör baskılayıcı genler tarafından kodlanan p21 ve p16 vb. proteinlerde 

meydana gelen değişiklikler de benzer şekilde karsinogeneze katkıda bulunmaktadır 

(Deshpande ve ark., 2005). Çoğu insan kanserlerinde hücre siklus gardiyanlarından 

biri olan p53 tümör baskılayıcı geninin mutasyona uğramış olduğu ve böylece 

kansere yol açmada önemli rol aldığı birçok çalışma tarafından gösterilmiştir. 

Yapılan bir çalışmada, TP53 geni içermeyen fareler normal bir şekilde gelişimlerini 

sağlamış, düzgün hücre ve doku homeostazi göstermiş ancak ileri yaşlarda lösemi ve 

sarkoma şeklinde bozukluklar geliştirmişlerdir (Ghebranious ve Donehower, 1998). 

G1 fazında, siklusun düzenlenmesinden sorumlu retinoblastoma geninde meydana 

gelen bozuklukların da genellikle çocuklarda 5 yaşından önce retinada malign tümör 

gelişimine sebep olduğu bilinmektedir (Ali ve ark., 2010; Lohmann ve Gallie, 2010, 

Erişim Tarihi: 15.10.2016). 
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Kanser Hücreleri, Hücre Ölüm Mekanizmalarına Direnç Gösterir: Apoptoz 

mekanizması, proliferasyon ve hücre ölümü arasındaki dengeyi ayarlayarak doku 

homeostazisini sağlar. Fakat kanser hücreleri, anti-apoptatik moleküller ile ve/veya 

pro-apoptatik proteinlerinin bozulmuş veya azalmış fonksiyonları ile hücre ölüm 

sinyalizasyonunu bloke edebilirler (Fulda, 2008). Örneğin, apoptoz sürecinde önemli 

olan birçok faktörden biri olan Bcl-2 onkogeni, tümör gelişiminde apoptozun 

baskılanmasında önemli rol oynar. Bcl-2 onkogeni, hücre proliferasyon kontrolünün 

de bir parçası olduğu için, bu gende meydana gelen bozukluk hem hücre siklusunun 

kontrolünde hem de programlı hücre ölümü mekanizmasında bir bozukluğa sebep 

olarak kanser hücrelerinin sağkalımına yardım eder (Hockenbery ve ark., 1990). 

Transgenik farelerde yapılan bir çalışmada, Bcl-2 genini yüksek düzeyde ifade eden 

farelerde lenfoproliferasyon olduğu gösterilmiştir (McDonnell ve ark., 1989). Bunun 

dışında, apoptozu baskılayan Bcl-x geninin bazı tümörlerde ekspresyonunun arttığı 

ortaya konulmuştur (Reed, 1998). Apoptozun uyarılmasında görev olan tümör 

baskılayıcı gen Bax, kolon kanseri ve hemotapoietik kanserlerin bazı tiplerinde 

inaktif olarak tümör gelişimine katkıda bulunur (Rampino ve ark., 1997; Meijerink 

ve ark., 1998). 

Kanser Hücreleri Kendilerine Replikatif Ölümsüzlük Sağlarlar: Replikatif 

yaşlanma olarak bilinen hücre bölünmesi ile telomer kısalması, organizmaya tümör 

büyümesi için bir bariyer sağlar. Telomerler, kromozomların uçlarında bulunan, 

replikasyon sırasında kalıp DNA’dan oluşacak yeni DNA’ların 3’ uçlarında kısalma 

olmaması için bu bölgelere TTAGG nükleotid tekrarları ekleyerek gen kaybının 

önlenmesini sağlayan mekanizmadır. Hücre bölündükçe tekrar bölgelerinden oluşan 

telomer bölgeleri de kısalır (Kim ve ark., 1994). Telomerler kritik olarak 

kısaldığında, DNA hasar sinyalizasyonu ve hücre yaşlanması uyarılır. Hücrede başka 

değişiklik yoksa anti-kanser koruma mekanizması olarak yıllarca pasif bir şekilde 

yaşlılık döneminde kalabilir. Fakat insan karsinom hücreleri, çoğunlukla hücresel 

senesansdan ve DNA hasar sinyal yolaklarından kurtulurlar (Shay ve Wright, 2011). 
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Şekil 1.4. Normal hücrenin telomeraz aktivitesi ile kanserli hücreye dönüşümü (Shay ve Wright, 2011). 

Senesanstan kurtulma TP53, p16INK4a ve pRb gibi hücre döngüsünü kontrol 

eden önemli genlerin ortadan kaldırılması ile gerçekleşir ve sonuçta malign 

potansiyele sahip hücrelerin çoğalmasına neden olarak hastalık sürecine girer 

(Wright ve ark., 1989). Kromozom son birleşmelerinden dolayı, genomik 

dengesizlik, kromozomların yeniden düzenlenmesine ve sonunda telomerazların 

birleşmesine neden olan kromozom kırılma-füzyon-köprü olayları gerçekleşir (Kim 

ve ark., 1994). Malign tümörlerin yaklaşık %90’nında telomeraz aktivitesi 

saptanmıştır (Kim ve ark., 1994). 

Tümör Hücreleri İnflamasyonu Uyarır: Tümör hücreleri lökositleri etkileyen 

çeşitli sitokin ve kemokinler salgılayabilir. Gelişen bir neoplazmanın inflamatuvar 

bileşenleri, nötrofiller, dendritik hücreler, makrofajlar, eozinofiller, mast hücreleri ve 

lenfositler olabilir. Bu hücreler, sitokinler, reaktif oksijen türevler, serin ve sistein 
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proteazlar, matriks metalloproteazlar ve membran delici ajanlar içeren sitotoksik 

aracılar ve TNF-α, interlökinler ve interferonlar gibi çözünür aracıları üreterek tümör 

gelişimine katkı sağlarlar (Kuper ve ark., 2000; Wahl ve ark., 1998; Coussens ve 

Werb, 2002). 

Kanser Hücreleri Enerji Metabolizmasını Yeniden Programlarlar: Kanser 

hücreleri, hücre büyümesi ve bölünmesinde kullanmak üzere enerji 

metabolizmalarında düzenlemeler yaparlar. Normal hücreler oksijenli koşullarda ilk 

olarak glikoliz yoluyla sitoplazmada glukozu piruvata ve ondan sonra mitokondride 

karbon dioksite dönüştürürler. Oksijensiz koşullarda ise, glikoliz tercih edilir ve 

görece az piruvat, oksijen tüketen mitokondriye gönderilir (Nelson ve Cox, 2008). 

Tümör hücrelerinde gözlenen tanımlanmış en iyi metabolik fenotip Warburg 

etkisidir. Kanser hücreleri, ortamda oksijen konsantrasyonu normal olsa bile, glukoz 

metabolizmalarını yeniden programlayabilirler ve böylece glikoliz ile enerji 

metabolizmalarını kısıtlayarak enerji üretimlerini “oksijenli glikoliz” adı verilen bir 

aşamada tutabilirler (Warburg ve ark., 1927; Warburg, 1956). Dönüşüm geçirmiş bu 

hücreler çoğu normal hücrenin aksine enerjilerinin çoğunu, glikozu laktata 

dönüştürerek elde eder (Warburg, 1956). Glikoliz, oksidatif fosforilasyona göre daha 

hızlı ATP üretimi yapar ancak, her bir ünite glukozun tüketimi ile üretilen ATP 

açısından yeterli değildir. Tümör hücreleri artan enerji, biyosentez ve redoks 

ihtiyaçlarını anormal derecede yüksek oranda glukoz alımı ile gerçekleştirirler 

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

Kanser Hücreleri İmmün Sistemden Kaçar: Kanser hücreleri, düşük düzeyde 

immunojenesite göstererek, antijen değişimi yaparak, kendileri veya düzenleyici T 

hücreleri aracılığıyla immün baskılamayı tetikleyerek ya da lenfositlerin apoptoza 

gitmesini sağlayarak immün yanıttan kurtulmaya çalışırlar (Beatty ve Gladney, 

2015). Bu mekanizmalara örnek olarak, tümörde infiltre olmuş lenfositler tarafından 

üretilen IFNγ, malignant hücrelerin üzerinde immün sistemi inhibe eden PD-L1 

molekülünün upregüle olmasını indükleyebilir (Taube ve ark., 2012). 
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Kanser Hücreleri Anjiyogenez Mekanizmalarını Uyarır: Normal dokularda 

olduğu gibi tümörler de besin ve oksijen gereksinimin giderilmesi, metabolik atık ve 

karbon dioksitin uzaklaştırılmasına ihtiyaç duyarlar. Tümörler genellikle 1–2 mm3 

hacme kadar difüzyon ile beslenerek büyüyebilirler (Muthukkaruppan ve ark., 1982). 

Ancak daha fazla büyüyebilmeleri, tümörün iç kısmında kalan hücrelere oksijen ve 

besin gitmesi için kan damarları oluşmasını gerektirir, bu da hastalığın progresif 

seyretmesine neden olur. Anjiyogenez dönüşümü olarak bilinen bu süreç, tümör 

hücrelerinden veya tümör hücrelerinin mikroçevredeki diğer hücreleri etkilemesi ile 

anjiyogenezde anahtar rol oynayan vasküler endotelyal büyüme faktörü-A (VEGF-

A) molekülünü salgılanması ile gerçekleşir. VEGF-A ekspresyonunun artması, 

hipoksik ortam veya onkogenler tarafından indüklenebilir (Ferrara, 2009; Mac 

Gabhann ve Popel, 2008; Carmeliet, 2005). Yapılan birçok çalışmada tümörlerin 

büyümesi ve yayılmasında anjiyogenez aktivatörlerinin önemli rol oynadığı 

gösterilmiştir. Salven ve arkadaşlarının (1998), yaptığı immunohistokimyasal 

deneyde, VEGF ailesi ve reseptörlerinin insan kanserlerinin yaklaşık olarak yarısında 

eksprese olduğunu saptamışlardır. Daha sonra bu faktörlerin 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 olduğu ortaya konmuştur. 

Kanser Hücreleri İnvazyon ve Metastazı Uyarır: İnvazyon ve metastaz çok 

basamaklı bir süreçtir ve genellikle kanser hastalığının son aşaması olma özelliği ile 

ilişkilendirilir. İnvazyon ve metastaz kaskadı, tümör bölgesinde bulunan ekstraselüler 

matriksin yıkımı ile lokal invazyon olarak başlar, sonrasında kan ve lenfotik 

damarlara intravazasyon yaparak lenfatik ve hematojenik sistemlere giriş yapar. 

Dolaşımdan kurtulan kanser hücreleri uygun bir bölge bulduğunda dokuların 

parankiması içindeki damarların luminasından ekstravazasyon yaparak bu bölgede 

küçük nodüller (mikrometastaz) oluştururlar. Son olarak mikrometastatik lezyonların 

büyümesi ile kolonizasyon gerçekleşir (Talmadge ve Fidler, 2010; Fidler, 2003). 

Metastaz sürecinde önemli bir mekanizma olan epitelyal mezenkimal geçişin, kanser 

hücrelerinin epitelyal morfolojisinin fibroblastik yapıya dönüşerek invasyon ve 

intravazasyon aşamalarında kolay ilerlemeyi sağlayadığı ve böylece metastazı 
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kolaylaştırdığı 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 vasküler damarlardan yeni kan damarlarının oluşmasıdır 

(Kut ve ark., 2007; Larsson ve ark., 2002; ve Gozdzikiewicz, 2008). Solid 

tümörlerde anjiyogenezin önemi ilk kez 1971 yılında Folkman ve arkadaşlarının 

tümör büyümesinin anjiyogeneze bağlı olduğu hipotezi ile ortaya konmuştur 

(Folkman, 1971). 

1.3.1. Anjiyogenez Süreci 

Vücudumuzdaki kan damarları vaskülogenez ve anjiyogenez yolları ile 

oluşmaktadır. Vaskülogenez, endotel hücre prekürsörleri olan anjiyoblastların 

çoğalıp birleşerek öncül damar yapıları olan primer kapiller pleksusunu oluşturması 

olarak tanımlanır. Daha sonra primer kapiller pleksustan anjiyogenez ile yeni damar 

yapıları filizlenir ve dallanır (Carmeliet, 2003). Vaskülogenez, embriyo gelişimi için 

hayati önem taşıyan bir süreçtir. Gelişimin ilk haftalarında çevre dokudan difüzyon 

ile beslenen embriyo, büyüdükçe artan besin ve oksijen talebini karşılayamaz ve bu 

nedenle erken dönemde (üçüncü haftanın başında) anjiyogenez uyarılır (Ribatti, 

2004). 
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Yetişkinde ise anjiyogenez menstrüyel siklus boyunca endometriyumda ve 

dokularda yara iyileşmesi süreçleri dışında genellikle inaktif durumdadır (Daly ve 

ark.,2003). Bununla birlikte anjiyogenezi tetikleyen ve önleyen faktörler arasındaki 

denge bozulduğu takdirde dokularda anjiyogenezde eksiklik veya fazlalık görülebilir 

(Carmeliet, 2003). Örneğin kanserlerde, romatoid artrit, inflamatuvar bağırsak 

hastalıkları gibi inflamatuvar hastalıklarda, maküler dejenerasyon gibi değişik göz 

hastalıklarında patolojik olarak artmış anjiyogenez izlenir. Buna karşılık periferik 

arter hastalıkları, kalp yetmezliği, infertilite ve gecikmiş yara iyileşmesi gibi 

durumlarda ise anjiyogenezde yetersizlikler saptanmıştır (Li ve ark., 2008; Chung ve 

Ferrara, 2011). 

 

Şekil 1.5. Patolojik anjiyogenez durumları1 

Fizyolojik anjiyogenez ve patolojik anjiyogenez sonucu oluşan damarların 

yapılarında farklılıklar mevcuttur. Patolojik anjiyogenez ile oluşan kan damarlarında 

lümen başına düşen endotel sayısında fazlalık ൴zlen൴rken, sızıntılı, kıvrımlı ve 

düzens൴z b൴r lümen yapısı göze çarpar (Carmel൴et ve Ja൴n, 2011). 

Anjiyogenez süreci ile kan damarlarının oluşması anjiyogenik dönüşüm adı 

verilen anjiyogenez aktivatörleri ve inhibitörleri arasındaki denge ile düzenlenir 

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

                                                           
1 Görsel örnekler tarafımızdan düzenlenmiştir. 
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Şekil 1.6. Anjiyogenez aktivatörleri ve inhibitörleri2 

Anjiyogenik dönüşümün önemli düzenleyicisi olan hipoksi, düşük pH, 

hipoglisemi, inflamasyon, onkogen aktivasyonu, tümör baskılayıcı genlerin 

delesyonu tümör dokularında anjiyogenezi indükleyen etmenler arasında önemli yer 

tutar (Fidler ve ark., 2001). 

Anjiyogenez süreci endotel hücrelerinin uyarılması, mevcut damarların 

vazodilatasyonu, bazal membran ve ekstraselüler matriksin yıkılması, endotel 

hücrelerinin proliferasyonu ve migrasyonu, kapiller kordon ve lümen oluşumu ve 

stabilizasyon basamaklarını içerir (Adair ve Montani, 2010). 

1.3.1.1. Uyarılma 

Yeterli perfuze olan bir dokuda, hipoksi tarafından indüklenen faktörler (HIF) 

hidroksillenir. Hidroksillenmiş HIF, proteazlar tarafından degredasyon için hedef 

haline gelirler. Aksine hipoksik ortamdaki endotel hücrelerindeki HIF2α 

transkripsiyon faktörü degrede edilemedeği için NO, VEGF-A, bFGF gibi 

                                                           
2 Görsel örnekler tarafımızdan düzenlenmiştir. 
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anjiyogenezi uyaran genlerin ifadesini tetikler. Bu genlerin sentezlediği faktörler 

anjiyogenez sürecini uyarır (Liao ve Johnson, 2007; Krock ve ark., 2011). 

1.3.1.2. Vazodilatasyon 

Mevcut kan damarları, VEGF ve nitrik oksit ile uyarıldığında genişler. VEGF, 

vasküler geçirgenliği de arttırarak vazodilatasyona katkıda bulunur. Vasküler 

geçirgenliğin artışıyla VEGF ve plazma proteinleri damar dışına çıkar ve endotelyal 

hücrelerin göçü için gerekli ekstraselüler matriksin oluşumu sağlanır (Liao ve ark., 

2007; Maharaj ve ark., 2006). 

1.3.1.3. Bazal Membran ve Ekstraselüler Matriksin Yıkımı 

Matriks metallopeptidaz (MMP) adı verilen enzimlerle ekstraselüler matriks 

proteinleri degrede edilir, dolayısıyla damar stabilizasyonu bozulur ve endotel 

hücreleri, hücre-hücre temaslarını kaybeder ve onları destekleyen perisit ve düz kas 

hücrelerinden ayrılırlar. Özellikle MMP-9 ve MMP-2 tarafından ekstraselüler 

matriksin parçalanması ile ortaya çıkan boşluklarda endotelyal hücrelerinin göç 

edebilmesi için alan açılmış olur (Donati ve Gozdzikiewicz, 2008; Liao ve ark., 

2007). 

1.3.1.4. Endotel Hücrelerinin Proliferasyon ve Migrasyonu 

Ekstraselüler matriks (ECM) ve bazal membran (BM) yıkımını takiben bazik 

fibroblast büyüme faktörü (bFGF) ve platelet kökenli büyüme faktörü-BB (PDGF-

BB), interlökin-8 (IL-8) ve VEGF-A gibi faktörlerin etkisi ile endotel hücreler 

çoğalır ve lümeni oluşturmak için uzak bölgelere doğru hareket ederler. (Liao ve 

ark., 2007).  
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1.3.1.5. Kapiller Kordon Lümen Oluşumu ve Stabilizasyonu 

Endotel hücrelerinin prolifere olarak anjiyogenez uyaranlarının geldiği bölgeye 

doğru göçü ile kapiller kordonlar oluşur ve daha sonra bu kordonların ortasında 

boşluklar (lümen) açılır. Lümen oluştuktan sonra yeni oluşturulan kan damarları 

çevresinde bazal lamina birikir, ortama çekilen perisitler olgunlaşır ve endotelyal 

hücreler ile birlik sağlanarak damar yapısı stabil hale getirilir (Liao ve ark., 2007; 

Carmeliet ve Jain, 2011). 

1.3.2. Anjiyogenez Sürecinde Rol Oynayan Faktörler 

Çeşitli anjiyogenik faktörler kimyasal olarak anjiyogenezi uyarırlar. VEGF 

sürecin esas elemanıdır ve ortama diğer anjiyogenik faktörleri çağırır, endotel 

hücrelerin proliferasyonunu uyarır ve damar geçirgenliği arttırır (Goto ve ark., 1993; 

Cross ve Claesson-Welsh, 2001). FGF-2, anjiyogeneze endotelyal hücrelerinin 

proliferasyonunu ve farklılaşmasını uyarır (Goto ve ark., 1993; Cross ve Claesson-

Welsh, 2001). PDGF-BB homodimer molekülü ise düz kas hücrelerini anjiyogenez 

bölgesine toplar (Battegay ve ark., 1994). MMP molekülleri, damar duvarlarındaki 

proteinleri degrede ederek endotel hücrelerin anjiyogenez dallanmasını 

gerçekleştirmelerini sağlar (Rundhaug, 2005). IL-8 sitokini ise bu sürece matriks 

metalloproteaz üretimi sağlayarak katkıda bulunur (Li ve ark., 2003). 

1.3.2.1. Vasküler Endotelyal Büyüme Faktörü (VEGF) 

Platelet kökenli büyüme faktörü (PDGF) ve vasküler endotelyal büyüme 

faktörü (VEGF) ailesi üyesi olan VEGF geni, VEGF-A, MVCD1, VPF isimleri ile de 

literatürde yer alır. 9 ekzona sahiptir ve insanda 6. kromozomun p21.1 lokusunda 

bulunur. VEGF geni, disülfit bağlanmış homodimer olarak bulunan, heparin 

bağlayan ± 45 kDa protein kodlar. Alternatif uçbirleştirme mekanizması ile transkript 

varyantlarından farklı izoformlar oluşur (Wynendaele ve ark., 1999; Stefanini ve 
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ark., 2008). FLT1/VEGFR1 ve KDR/VEGFR2 reseptörleri, heparan sülfat ve 

heparine bağlanarak sinyalizasyonu başlatırlar. VEGF-165 ve VEGF-145 izoformları 

nörofiline (NRP1) bağlanırken, VEGF-165B izoformu KDR reseptörüne bağlanır 

ancak sinyal yolağını aktive edemez. Kodlanan büyüme faktörü, vasküler endotelyal 

hücrelerin proliferasyonunu ve migrasyonunu indükler (Kut ve ark., 2007). 

İnsan kolon kanseri fare modelinde karaciğer metastazının VEGF-A 

aracılığıyla düzenlendiği gösterilmiştir (Warren ve ark., 1995). Daha sonra yapılan 

çoğu çalışma ile VEGF molekülünün kolon, meme ve prostat kanserlerinin 

anjiyogenezinde önemli rol oynadığı belirtilmiştir (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 Büyüme Faktörü (bFGF) 

Fibroblast büyüme faktörü gen ailesi tarafından kodlanan bir proteindir. 

Normal dokularda, kan damarlarının bazal membranı ve subendotelyal ekstraselüler 

matriksinde bulunur. Bir uyarı olmadığında membrana heparin aracılığıyla bağlı 

olarak durur (Ornitz ve Itoh, 2001). Gelişimsel süreçte uvuz ve sinir sistemi gelişimi 

veya doku yaralanması veya tümör gelişimi gibi durumlarda heparan sülfat degrede 

edici enzimler ile aktif hale gelir ve anjiyogenez sürecine aracılık eder (Mori ve ark., 

2013; Ornitz ve ark., 1996). bFGF (FGF-2) geni insanda 4. kromozomun q28.1 

lokusunda yer alır ve 3 ekzonu vardır. Çok sayıda poliadenilasyon bölgesi 

bulunduran mRNA içerir ve AUG olmayan (CUG) ve AUG başlama kodonlarından 

alternatif olarak translasyon geçirir. Sonuçta oluşan 5 farklı izoform, değişik 

özellikler gösterir. CUG ile başlayan izoformlar çekirdekte lokalize olurlar ve hücre 

içinde etki gösterirler. AUG ile başlayan form ise çoğunlukla sitosoliktir ve parakrin 

ve otokrin etkilidir (Powers ve ark., 2000; Ornitz ve Itoh, 2015). bFGF, heparan 

sülfat glikozaminoglikan ko-reseptörü tarafından fibroblast büyüme faktörü reseptör 

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 düzeyinin yüksek olmasının kötü prognoz 

ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (Kos ve Dabrowski, 2002). Ancak hastalığın 

anjiyogenez ile ilişkili net bir şekilde ortaya konmamıştır. 

İleri evre meme kanserinde anjiyogenez sürecinde VEGF-A gibi moleküllerle 

beraber sürece katıldıkları gösterilmiştir (De Jong ve ark., 1998). Hatta yapılan bir 

çalışmada, insan meme tümörü belli bir boyuta ulaştığında VEGF molekülünden 

bağımsız olarak yüksek bFGF düzeyde eksprese ettiği saptanmıştır (Yoshiji ve ark., 

1997). Yapılan başka bir çalışmada, hastalıksız sağkalım gösteren meme kanseri 

hastalarının düşük düzeyde bFGF eksprese ettikleri bulunmuş ve meme karsinoması 

için prognostik biyobelirteç olabileceği düşünülmüştür (Rykala ve ark., 2011; 

Colomer ve ark., 1997). 

Yapılan ELIZA deneylerinde normal prostat dokusuna göre lokalize kanserli 

dokuda bFGF konsantrasyonunun önemli ölçüde (yaklaşık 2-5 kat) arttığı 

gösterilmiştir (Giri ve ark., 1999). Genellikle metastatik prostat kanserlerde yüksek 

bFGF düzeyi saptanmıştır ve tümör anjiyogenezinde rol aldığı düşünülmektedir 

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

1.3.2.3. Platelet Kökenli Büyüme Faktörü - BB (PDGF-BB) 

İnsanda 22. kromozomun q13.1 lokusunda bulunan VEGF ve PDGF ailesi 

tarafından kodlanan PDGF-B, 13 ekzon içerir ve 241 amino asitten oluşan 27288 Da 

ağırlığında bir peptid kodlar. PDGF-B, homodimer olarak ya da PDGF-A ile 

heterodimer olarak bulunabilir ve birbirlerine disülfit bağları ile bağlanırlar (Heldin 

ve Lennartsson, 2013; Bowen-Pope ve Raines, 2011). Tirozin kinaz reseptörü 

PDGFRαα, PDGFRαβ, PDGFββ’ya bağlanarak embriyonik gelişim, hücre 

proliferasyonu, hücre migrasyonu, sağkalımı ve kemotaksisin düzenlenmesinde 

görev alır. Özellikle PDGF β reseptörü aracılığıyla endotel hücrelerin 

proliferasyonunu ve anjiyogenezini düzenlediği gösterilmiştir (Battegay ve ark., 

1994). Perisitlerin ve vasküler düz kas hücrelerinin proliferasyonu ve ortama 
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toplanmasında gerekli bir faktördür (Westermark ve Heldin, 1993; Andrae ve ark., 

2008). Yapılan bir çalışmada, FGF-2 ile PDGF-BB faktörlerinin sinerjik olarak fare 

tümör neovaskülarizasyon ve metastazını uyardığı gösterilmiştir (Nissen ve ark., 

2007). 

Glioblastoma hastalarında PDGF-B’nin patolojik olarak endotel hücrelerinde 

otokrin büyümeyi indüklediği bildirilmiştir (Hermansson ve ark., 1998). Kolorektal 

kanser çalışmalarında, PDGF-BB molekülünü yüksek düzeyde ifade eden hastaların, 

normal düzeyde ifade edenlere göre vasküler invazyon insidansının yüksek ve 

sağkalım oranlarının daha düşük olduğu rapor edilmiştir (Nakamura ve ark., 2008). 

Prostat kanserinde PDGF-BB’nin, mezenkimal kök hücrelerin proliferasyonunu 

tetikleyerek kanser büyümesini hızlandırdığı gösterilmiştir (Cheng ve ark., 2013). 

Meme kanserli hastalarda yapılan bir çalışmada ise hipoksi indükleyici faktör-1α ile 

ilişkili anjiyogenezde bFGF, EGFR ile birlikte PDGF-BB eskpresyonun da arttığı 

ortaya konmuştur (Bos ve ark., 2005). 

1.3.2.4. Matriks Metallopeptidaz-9 (MMP-9) 

Matriks metallopeptidazlar, çinko-metalloproteaz ailesine ait 92 kDa tip IV 

kollajenaz, 92 kDa jelatinaz veya jelatinaz B (GELB) olarak da bilinen enzimlerdir. 

İnsanda 20. kromozomun q13.12 bölgesinde 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 tekrarı bulunan bir katalitik domain kodlar (Nagase ve 

Woessner, 1999). Öncelikle 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 oluşturur (Ramos-DeSimone ve ark., 1999). 

MMP ailesi fizyolojik olarak ekstraselüler matriksi degrede ederek embriyonik 

gelişim, anjiyogenez, kemik gelişimi, yara iyileşmesi, hücre migrasyonu, öğrenme ve 

hafıza süreçlerine katılmalarının yanı sıra patolojik olarak kanser metastazı, artrit 

gibi durumlarda da rol oynar (Van ve ark., 2013). MMP-9 enziminin, anjiyogenez ve 

neovaskülarizasyonda rol aldığını gösteren çalışmalar mevcuttur. Örneğin, malign 
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glioma neovaskülarizasyonunun yeniden düzenlenmesinde yer aldığı gösterilmiştir 

(Forsyth ve ark., 1999). Bunu dışında, tümör mikroçevresinden salgılanan ve tümör 

hücreleri arasındaki matriks elemanlarınca bağlanmış olan VEGF’i serbest bırakarak 

anjiyogenezi destekler (Bergers ve ark., 2010; Kessenbrck ve ark., 2010). MMP-9 

ayrıca matriksi parçaladığı için açılan boşluklarda endotel hücrelerinin yeni damar 

tomurcukları ve kapiller tüpleri oluşturmasını da kolaylaştırır (Nakumara ve ark., 

2007). MMP-9 inhibitörleri ile yapılan bir çalışmada tümördeki anjiyogenez 

geçişinin zayıfladığını ve tümör sayı ve büyümesinin azaldığı gösterilmiştir (London 

ve ark., 2003). 

MMP-9 enziminin yüksek düzeyde ifade olmasının kolorektal kanserde lenf 

nodu metastazı ile ilişkili olduğu ve kötü prognostik bir belirteç olabileceği ortaya 

konmuştur (Yang ve ark., 2014; Said ve ark., 2014). Ayrıca primer insan meme 

kanserinin invazyon ve metastazı için potansiyel bir biyobelirteç olduğu 

gösterilmiştir ((Wu ve ark., 2008; Nanda ve ark., 2013; Merdad ve ark., 2014). İnsan 

prostat kanseri hücre hattı (LNCaP) ile yapılan bir çalışmada, MMP-9 

ekspresyonunun yüksek olmasının invazyonu kolaylaştırdığı ortaya konulmuştur 

(Aalinkeel ve ark., 2011). Prostat kanseri hastalarında yapılan çalışmalar da in vitro 

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

1.3.2.5. İnterlökin-8 (IL-8) 

C-X-C motif kemokin ligand 8 (CXCL8) olarak da bilinen IL-8 geni, CXC 

kemokin ailesinin bir üyesidir. İnsanda 4. kromozom üzerinde q13.3 lokusunda 

bulunur ve 4 ekzona sahiptir. İlk olarak 99 amino asitlik bir öncü protein sentezlenir 

ve daha sonra kesilerek aktif IL-8 izoformları oluşturulur (Hebert ve Baker, 1993). 

IL-8 çoğunlukla, hücre yüzeyinde bulunan G-protein bağlı serpantin reseptörleri 

CXCR1 ve CXCR2’ye bağlanır ve CXCR1 reseptörüne affinitesi daha yüksektir 

(Russo ve ark., 2014). IL-8, nötrofil, bazofil ve T hücreleri için kemoatraktan 

faktördür. Epitelyal hücreler, solunum yolunda bulunan düz kas hücreleri, endotelyal 

hücreler ve makrofajlar gibi birçok hücre tipinden inflamatuvar tetikleyici ajan 
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olarak salınır. Nötrofil aktivasyonunda ve endotel hücrelere proliferasyon, sağkalım 

ve matriks metalloproteaz üretimi sağlayarak anjiyogenez sürecinde de görev alır 

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

Kanser anjiyogenezinde IL-8 molekülünün rolü birçok çalışmayla ortaya 

konmuştur (Brat ve ark., 2005; Waugh ve Wilson, 2008). Kolon kanserlerinde 

otokrin büyüme faktörü olarak (Brew ve ark., 2000) ve metalloproteinaz 

moleküllerinin aktivasyonu için kesim sürecine katılarak hücrelerin bölünme ve 

migrasyonunu tetiklediği (Itoh ve ark., 2005) belirtilmiştir. Farelerde yapılan bir 

çalışmada, IL-8’in prostat kanser hücrelerinin anjiyogenez ve metastazı ile ilişkisi 

bulunmuştur (Kim ve ark., 2001). Meme kanserli hastalardan alınan doku ve kan 

serumları ile yapılan çalışmalarda IL-8 ile meme kanseri progresyonun ilişkili 

olabileceği ve prognoz için bir marker olarak kullanılabileceği gösterilmiştir 

(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 

üzere 3 tedavi yöntemi vardır. Bu tedavilere ek olarak hormon tedavisi ve hedefe 

yönelik tedaviler (immünoterapi ve monoklonal antikor tedavileri) son yıllarda rutin 

kullanıma girmiştir (NCCN Clinical Practice Guidelines, Erişim Tarihi: 05.11.2016; 

ESMO Clinical Practice Guidelines, Erişim Tarihi: 07.11.2016; Stewart, 2005). 

Erken evrelerde tanı konulan kanserli hastalarda esas tedavi seçeneği cerrahi olup bu 

tedavi yöntemi ile kanser türüne göre hastaların %20-100’inde şifa sağlanabilirken, 

hastalığın bölgesel olarak yayıldığı lokal ileri evrelerdeki hastalarda radyoterapi, 

kemoterapi ve cerrahi kombinasyonları ile bu oranlar %0-20 arasında olabilmektedir 

(Akbulut, 2005). İleri evrelerdeki hastalarda ise ne yazık ki, mevcut tedavi 

seçenekleri ile şifa sağlamak hemen hemen mümkün olamamaktadır. İleri 

evrelerdeki hastalarda cerrahi ve radyoterapinin yeri son derece sınırlı iken esas 

tedavi seçeneğini sistemik bir tedavi yöntemi olan kemoterapi oluşturmaktadır 
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(Corrie ve Pippa, 2008). Kemoterapi sadece tümör hücrelerine spesifik olmayıp 

normal hücrelere de zarar vermesi nedeniyle ciddi yan etkilere neden olmaktadır. 

Son yıllarda kanserin biyolojisinin daha iyi anlaşılması ile kanser gelişiminde önemli 

rol oynayan hedeflere yönelik tedaviler geliştirilmeye başlanmıştır. Genel olarak 

hedefe yönelik tedaviler başlığı altında değerlendirilen bu ilaçlardan bazıları rutin 

tedaviye de girmiş bulunmaktadır. Bu tedavi yöntemlerinde genellikle tümör 

anjiyogenezi, sinyal iletim yolakları, tümör mikroçevresi ve immün sistem tedavi 

hedefleri olarak alınmıştır (Zhang ve ark., 2009; Gerber, 2008; Chen ve Cleck, 

2009). Tümür anjiyogenezini hedefleyen tedaviler arasında başlıca VEGF’yi 

bağlayan antikorlar (bevacizumab) ve proteinler (aflibercept) ve VEGF reseptör 

yolağındaki tirozin kinaz aktivitesine sahip reseptör ve moleküllerini hedefleyen 

reseptör tirozin kinaz inhibitörleri (RTKI) (sorafenib, sunitinib, regorafenib vb.) ve 

reseptörleri bağlayan antikorlar (ramicirumab) sayılabilir (Ellis ve Hicklin, 2008; 

Ferrara ve ark., 2004; Sharma ve ark., 2013; Arora ve Scholar, 2005; Madhusudan ve 

Ganesan, 2004). 

Kemoterapi ilk kez II. Dünya Savaşında hardal gazına maruz kalan askerlerde 

özellikle lenf nodlarında gerileme ve kemik iliği hipoplazisi saptanması üzerine 

kanser tedavisinde kullanılması gündeme gelmiş ve nitrojen mustard hematolojik 

neoplazmlarda rutin kullanıma girmiştir (Chu ve ark., 2001). Alkilleyici bir ajan olan 

nitrojen mustardtan sonra değişik etki mekanizmalarına sahip 200 civarında 

kemoterapötik ajan geliştirilmiş ve hastaların rutin tedavisinde kullanılmaya 

başlanmıştır (Pamir, 2005). Klasik kemoterapi ajanları, etki mekanizmalarına göre 

Şekil 1.7’de gösterilmiştir. 
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Şekil 1.7. Kemoterapi ajanlarının etki mekanizmaları3 

Klasik kemoterapi ilaçları ile esas olarak tümör hücrelerinin öldürülmesi 

(sitotoksik etki) hedeflense de tümör hücrelerine spesifik etki göstermeyip hemen 

hemen çoğalan tüm canlı hücrelere benzer şekilde toksik etki gösterirler. Klinikte, 

kemoterapi uygulamaları hastaların yan etkileri tolere edebileceği maksimum dozlar 

seçilerek yapılır. Diğer bir uygulama ise sitotoksik etki dışında anjiyogenezi 

baskılama ve apoptozu uyarma için genellikle düşük doz olarak doz değişikliği 

yapılmasıdır. Düşük doz ve sık sık kullanım şeklinde olan metronomik kemoterapi, 

bazı kanser türleri için klinik uygulamalarda yerini almıştır (Salter ve Miller, 2007; 

Fioravanti ve ark., 2009). 

                                                           
3 Görsel örnekler tarafımızdan düzenlenmiştir. 



23 

Oksaliplatin: Yapısında 1-2-diaminosislohekzan (DACH) taşıyıcı ligand 

bulunan bir platin bazlı kemoterapi ajanıdır. Aktive olmuş oksaliplatin tarafından 

büyük DACH halkasının tutulması, platin-DNA yapısının oluşmasına neden olur. 

Özellikle hem zincirler arası hem de zincir üzerinde çapraz bağlanmalar oluşturarak 

DNA replikasyonunu bloke eder ve hücre ölümüne neden olur (Raymond ve ark., 

1998; Graham ve ark., 2004). 

Metastatik kolon kanseri tedavisi için, ilk kez 1996 yılında Avrupa’da, 2002 

yılında ise Amerika Birleşik Devleti’nde onay almıştır. Birinci basamak tedavisi 

olarak folinik asit ve 5-florourasil ile birlikte FOLFOX olarak bilinen tedavi şeklinde 

uygulanmaktadır ve büyük ölçüde sağkalım avantajı sağlamaktadır. Evre 2 ve 3 

kolorektal kanserli hastalarda rutin olarak adjuvan tedavi için kullanılmaktadır 

(Doğan ve Akbulut, 2009). Çeşitli çalışmalar oksaliplatinin kombine tedaviler ile 

tümör anjiyogenezi üzerinde etkili olduğunu gösterse de (Abu-Lila ve ark., 2009; 

Hecht ve ark.,2015) tek başına etkili olduğuna dair çalışma bulunmamaktadır. 

Oksaliplatin sadece KRK hastaları için ruhsatlandırılmış olsa da, meme, 

pankreas, mide ve prostat kanseri hastalarında yapılan çalışmalarda az da olsa umut 

veren sonuçlar alınmıştır (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 sentazı geri dönüşümsüz olarak inhibe eden 

bir antimetabolittir. Timidin sentazın etkisini ortadan kaldırarak, DNA replikasyonu 

için gerekli olan pirimidin timidin nükleosit sentezini bloke eden bir pirimidin 

analoğudur. Timidilat sentaz, timidin monofosfat (dTMP) oluşturmak için 

deoksiüridin monofosfatı (dUMP) metiller. 5-FU, dTMP oluşumunu engelleyerek 

yetersiz timinden dolayı hücrelerin ölmesine sebep olur (Longley ve ark., 2003). 

Sistemik olarak kolorektal, meme, anüs, özafagus, mide, pankreas, baş-boyun ve 

bazı deri kanserlerinde diğer kanser ilaçları veya radyoterapi ile birlikte kullanılır 

(Rossi ve ark., 2013). Standart olarak erken evre (2, 3) ve metastatik kolorektal kanser 

tedavisinin asıl ajanlarındandır (Douillard ve ark., 2000; Giacchetti ve ark., 1999). 
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Meme kanserinde ise erken ve lokal olarak ilerlemiş hastalarda sislofofamit ve 

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

5-FU ajanı, 1990’lı yılların başında prostat kanseri tedavisinde kullanılmış olsa 

da günümüzde standart tedavi arasında yer almamaktadır (Sundararajan ve 

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

Yapılan birçok klinik öncesi çalışmada 5-FU’nun anjiyogenezi 

thrombospondin-1 aracılığı ile inhibe ettiği (Zhao ve ark., 2008), ancak düşük 

dozlarının VEGF-A aracılı anjiyogenezi uyardığı gösterilmiştir (Albertsson ve ark., 

2009). 

Irinotekan: Topoizomeraz-I inhibitörüdür. Topoizomeraz I enzimi, DNA 

replikasyonu sırasında çift zincirin açılması için zinciri keser ve ardından tekrar o 

zincire bağlanarak zincirin sarılmasına yardım eder. Karboksil esteraz enzimi ile 7-

etil-10-hidroksil-kamptotekin (SN-38) aktif metabolitine dönüşerek, DNA 

replikasyonu ve transkripsiyonu inhibe eder (Pommier ve ark., 2010; Vanhoefer ve 

ark, 2001). 

Kolon kanserinde kullanılmak üzere 1998 yılında FDA onayı almıştır. 

Genellikle 5-florourasil ve leucovorin kemoterapi ajanları ile kombine olarak birinci 

basamak tedavide kullanılır (Asmis ve Saltz, 2008; Tebbutt ve ark, 2002; Douillard 

ve ark., 2000). 

Meme kanseri tedavisinde standart kullanıma girmese de yapılan çalışmalar 

tedavide etkili olabileceğini düşündürmektedir (Hayashi ve ark., 2013; Shigeoka ve 

ark., 2001). 

Prostat kanserinde irinotekan etkisi ile ilgili çok veri olmamakla birlikte, 

hormona dirençli prostat kanserinde irinotekan ilacının etkisiz (Reese ve ark., 1998-
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1999), küçük hücreli prostat karsinomada cisplatin ile birlikte kullanımının etkili 

olabileceği gösterilmiştir (Tung ve ark., 2011). 

Irinotekan ve anjiyogenez ilişkisi, yüksek düzeyde VEGF ekspresyonu 

gösteren çeşitli kanser türlerinde ilacın etkisinin artması şeklindedir (Bocci ve ark., 

2008; Takano ve ark., 2010; Koizumi ve ark., 1996). Ayrıca hipoksiyi indükleyen 

faktör 1 alfa (HIF-1α) molekülünü inhibe ederek anjiyogenezi gerilettiği 

gösterilmiştir (Kamiyama ve ark., 2004). 

1.5. Amaç 

Bu tezde kanser tedavisinde sıklıkla kullanılan 5-florourasil, oksaliplatin ve 

irinotekanın tümör hücrelerinde anjiyogenik faktör salgısı üzerindeki etkilerini in 

vitro olarak tümör hücre hatlarında araştırmayı amaçladık. 
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2. GEREÇ ve YÖNTEM 

2.1. Hücre Kültürü Çalışmaları 

2.1.1. Tümör Hücreleri 

MCF-7 (İnsan Meme Kanseri Hücresi), LNCaP (İnsan Prostat Kanseri 

Hücresi), HT-29 (İnsan Kolon Kanseri Hücresi) hücreleri ticari olarak (ATCC, 

İngiltere) satın alınmıştır. -86°C dondurucudan alınan hücreler hemen 37°C su 

banyosuna alınmış, 3/2’si eridikten sonra, %10 fetal sığır serumu (FBS) (Biological 

Industries, İsrail) ve %1 antibiyotik-antimikotik solüsyonu (Biological Industries, 

İsrail) içeren hücre kültür besiyerlerine (MCF-7 için Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium (DMEM) (Biological Industries, İsrail), LNCaP hücreleri için RPMI-1640 

(Biological Industries, İsrail), ve HT-29 hücreleri için McCoy’s 5A (Biological 

Industries, İsrail) konulmuş ve %5 CO2 içeren 37°C inkübatörde çoğalması için 

inkübe edilmiştir. 

2.1.2. Sitotoksisite Deneyi 

Sitotoksisite testi ile pisayadan temin edilen oksaliplatin (Eloxatin® Sanofi 

Aventis), 5-florourasil (Fluorouracil, Koçak Farma) ve irinotekan (İrontu, Onko İlaç) 

ilaçlarının tümör hücrelerinin yarısını öldürdüğü letal dozu (IC50) ve metronomik 

dozları (-1logIC50, -2logIC50 ve -3logIC50) belirlemek için daha önce çoğalmış 

hücreler 96 kuyucuklu plaklara kuyucuk başına 104 hücre olacak şekilde ekilmiş ve 

tutunup çoğalabilmeleri için 24 saat boyunca %5 CO2 ve 37°C’de inkübe edilmiştir. 

İnkübasyon sonrasında 5-florourasil, irinotekan ve oksaliplatin ilaçları Çizelge 2.1’de 

belirtilen doz aralıklarında hücrelere verilmiş ve 72 saat boyunca %5 CO2 içeren 

37°C inkübatörde inkübe edilmiştir. 
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Çizelge 2.1. Sitotoksisite deneyinde tümör hücrelerine uygulanan ilaç dozları 

 

72 saatlik inkübasyon sonrasında canlı hücre oranını saptamak amacıyla 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrasodium bromide (MTT) (Chemicon 

International, ABD) testi yapılmıştır. İlaçlı besiortamı dikkatli bir şekilde aspire 

edildikten sonra her kuyucukta son hacim 70 μl olacak şekilde konsantrasyonu 5 

mg/ml olan MTT solüsyonundan 20 μl MTT alınarak 50 μl taze mediuma eklenerek 

%5 CO2 ve 37°C’de yaklaşık 1 saat inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrası canlı 

hücrelere giren MTT canlı hücrelerin mitokondriyal aktivitesi ile koyu mavi renkli 

formazan ürününe dönüştüğü için renk değişimi ve formazan kristalleri gözlenmiştir. 

Oluşan formazanı çözmek için her kuyuya 150 μl dimetil sülfoksit (DMSO) 

(Sigma, ABD ve Kanada) konulup yaklaşık yarım saat çözünmesi için çalkalayıcıda 

beklenmiş ve ELIZA plak okuyucuda 590 nm ve 620 nm’de absorbans değerleri 

okutulmuş ve ilaçların IC50, -1logIC50, -2logIC50 ve -3logIC50 dozları belirlenmiştir. 

2.1.3. Belirlenen Dozların Tümör Hücrelerine Uygulanması 

MCF-7, HT-29 ve LNCaP hücreleri, her ilaç dozu için 2 tekrar olacak şekilde 6 

kuyulu plaklara kuyu başına 5x105 hücre olacak şekilde ekilmiştir. 24 saat boyunca 

%5 CO2 içeren 37°C’de inkübatörde inkübe edildikten sonra besiortamları aspire 

edilerek her ilaç için belirlenen IC50, -1logIC50, -2logIC50 ve -3logIC50 dozları taze 

medium içinde uygulanmıştır. Hücreler, 24 saat süreyle %5 CO2 ve 37°C’de inkübe 

edildikten sonra eş zamanlı polimeraz zincir reaksiyonunda (EZ-PZR) anjiyogenik 

gen ifadelerini araştırmak için kullanılmak üzere kuyulardan hücreler toplanarak -

86°C ye kaldırılmış ve çalışma yapılana kadar saklanmıştır. 
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Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) testi ile besiyerine salgılanan 

anjiyogenik faktör düzeyini belirlemek için eş zamanlı olarak benzer şekilde 

hazırlanan plaklar bu defa 72 saat inkübe edildikten sonra besiortamları toplanarak -

86°C de çalışma yapılana kadar saklanmıştır. 

2.2. Moleküler Çalışmalar 

2.2.1. RNA İzolasyonu 

İlaç uygulanan hücrelerden EZ-PZR deneyi için silika tabanlı, seçici özellikteki 

membran ve santrifüj teknolojisini kullanan kit (Qiagen RNeasy Mini Kit, Almanya) 

prosedürüne göre RNA izolasyonu yapılmıştır. İzole edilen RNA örneklerinin 

konsantrasyon ve saflıkları spektrofotometre cihazı ile ölçülmüştür. RNA saflıkları, 

2.1 ≥ λ260/λ280 ≥ 1.85 arası olan örnekler çalışmaya alınmıştır. 

2.2.2. RNA Nicelik ve Nitelik Tayini 

İzole edilen RNA örneklerinden Agilent Bioanalyzer cihazı ile RNA 

moleküllerinin bütünlüğü araştırılmıştır. Agilent kit (Agilent RNA 6000 Nano Assay, 

ABD-Kanada) prosedürüne göre deney yapılmıştır. Agilent kit çalışmaya 

başlamadan yarım saat önce oda ısısında bekletilmiştir. Ardından önceden 

aliquatlanan jel, boya ile karıştırılarak agilent çipine ilgili kuyulara yüklenmiştir. 

Ardından, jel yüklenen kuyular üzerine Agilent marker yüklenmiştir. RNA örnekleri 

1 μl olacak şekilde 0,2 ml’lik tüplere alındıktan sonra ladder ile birlikte 70 C°’de 2 

dakika denatüre olmaları için termal cycler cihazında inkübe edilmiştir. Bu işlem 

sonunda RNA’lar ve ladder ilgili kuyulara 1 μl olacak şekilde yüklenmiştir. Çip 

çalkalandıktan sonra cihaza konulmuştur. RNA integrity number (RIN) 7 – 10 

arasında olan örnekler çalışmaya alınmıştır. 
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2.2.3. Genomik DNA Eliminasyonu ve cDNA Sentezi 

RNA izole edilen örneklerden 250 ng RNA ile kit (Qiagen Quantitect Reverse 

Transcription, Almaya) prosedürüne göre genomik DNA eliminasyonu ve cDNA 

sentezi yapılmıştır. Kısaca, ilk basamakta DNaz içerikli solüsyon ile olası DNA 

kontaminasyonları elimine edilmiştir. Daha sonra random primerler ve oligo-dT 

primerler aracılığıyla reverse transkriptaz enzimi ile komplementer DNA sentezi 

yapılmıştır. Reaksiyon sonunda 20 μl cDNA örnekleri RNaz-DNaz içermeyen su 

(Qiagen, Almanya) ile 100 μl son hacme tamamlanmıştır. 

2.2.4. Primer-Prob Dizaynı 

Kanser anjiyogenez sürecinde etkili olan vasküler endotelyal büyüme faktörü-

A (VEGF-A), bazik fibroblast büyüme faktörü (bFGF), platelet kökenli büyüme 

faktörü-B (PDGF-B), matriks metallopeptidaz-9 (MMP-9), interlökin-8 (IL-8) 

genleri ve referans olarak β-aktin (ACTB) geni için EZ-PZR deneyinde kullanılmak 

üzere ileri ve geri primer ve FAM-TAMRA ile boyalı prob dizaynları yapılmıştır. 

Primer ve prob dizaynında Primer3web (version 4.0.0) sitesinden yararlanılmıştır 

(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/). Daha sonra dizayn edilen primerler ve 

probların gen dizileri ile uyumu NCBI/Blast web sayfasından kontrol edilmiştir 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

Çizelge 2.2. Kullanılan primer-prob setleri 
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2.2.5. Eş Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

Sentezlenen cDNA örneklerinden 384 kuyucuklu derin kuyulu plate içine stok 

hazırlanmıştır. Daha sonra stok cDNA örneklerinden 384 kuyucuklu platelere 3 μl 

dağıtılarak öncelikle çalışılacak plateler hazırlanmıştır. Daha sonra çalışılacak her 

gen için primer-prob seti, prob qPCR karışımı (Solis Biodyne 5x Hot FirePol Probe 

Mix Plus (No Rox), Estonya) ve RNaz-DNaz içermeyen su (Qiagen, Almanya) 

bileşenleri ile ‘ortak karışım’ master miks hazırlanmış ve 7μl olarak plak 

kuyucuklarına dağıtılmıştır. cDNA içermeyen negatif kontrol kuyucuklarına karışım 

dağıtıldıktan sonra 3 μl RNaz-DNaz içermeyen su (Qiagen, Almanya) eklenerek son 

hacim 10 μl’ye tamamlanmıştır. Örnekler kit proserüdündeki gibi Çizelge 2.3.’de 

belirtilen reaksiyonlarda amplifiye edilmiştir. 

Çizelge 2.3. EZ-PZR reaksiyonu 

 

2.2.6. Bradford Testi 

Kemoterapi ilaçları uygulanmış ve uygulanmamış hücre kültüründen toplanan 

besiortamlarındaki total protein konsantrasyonları Bradford (coomassie parlak mavi) 

yöntemi ile tayin edilmiştir. Kısaca daha önce -86° C’ de saklanan ilaç uygulanmış 

ve uygulanmamış hücre besiortamlarından 5 μl alınarak 96 kuyucuklu mikroplatelere 

aktarılmıştır. Örneklerdeki protein miktarlarını hesaplamada kullanılacak protein 

standartları 0.1 – 1.4 mg/ml olacak şekilde BSA (Sigma, ABD) ile hazırlanarak ilgili 

kuyucuklara 5’er μl dağıtılmıştır. Daha sonra tüm kuyucuklara 250 μl Bradford 

solüsyonu (Sigma, ABD) eklenerek oda sıcaklığında yaklaşık 45 dakika inkübe 
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edilmiştir. Kuyucuklarda oluşan renk değişiklikleri, 595 nm dalga boyundaki 

absorbans değerleri ile ölçülmüştür. Standart kuyucuklardaki absorbans değerleri 

referans alınarak örneklerin total protein konsantrasyonları hesaplanmıştır. 

2.2.7. Sandviç ELISA Testi 

Daha önce -86° C’ de saklanan ilaç uygulanmış ve uygulanmamış kontrol 

hücre besiortamlarından VEGF-A, bFGF, PDGF-BB, MMP-9 ve IL-8 miktarları, 

ticari kit (YH Biosearch ELISA Kits, Çin) ile tayin edilmiştir. -86°C de saklanan 

hücre mediumları oda ısısına getirildikten sonra 40 μl olarak ilgili kuyucuklara 

konularak üzerlerine ilgili spesifik antikordan 10 μl eklenmiştir. Standart dilüsyonlar 

kit prosedürüne göre hazırlanmış ve 50 μl olarak standart kuyucuklarına 

dağıtılmıştır. Daha sonra standart ve örnek kuyucuklarına 50 μl streptavidin-HRP 

eklenerek antikorun bağlanması için plak 37°C’de inkübe edilmiştir. Bağlanmayan 

ve spesifik olarak bağlanmayan molekülleri uzaklaştırmak için yıkama işlemleri 

yapılmıştır. Yıkama işlemini takiben kuyucuklara TMB substrat eklenerek renk 

oluşumu sağlanmış ve oluşan renk HCl solüsyonu ile durdurularak kuyucuklardaki 

renk değişimleri için 650 nm referans alınarak 450 nm’de absorbanslar belirlenmiştir. 

Standart kuyucuklardaki absorbans ve konsantrasyonlar baz alınarak örneklerdeki 

ilgili faktör düzeyleri tayin edilmiştir. 

2.3. İstatistik 

In vitro sitotoksiste testlerinde IC50 değerlerininin hesaplanmasında non-lineer 

regresyon analizi kullanılmıştır. Ortalamalar arasındaki karşılaştırmalarda tek yönlü 

ANOVA testi, T testi ve Mann-Whitney U testleri kullanılmıştır. Gen ifade düzeyleri 

ile sitokin düzeyleri arasındaki ilişkinin analizinde Pearson ve Spearman korelasyon 

testleri uygulanmıştır. 
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3. BULGULAR 

3.1. 5-Florourasil, İrinotekan ve Oksaliplatin İlaçlarının In Vitro Sitotoksisite 

Sonuçları 

MCF-7, HT-29 ve LNCaP hücrelerine Çizelge 2.1’de verilen konsantrasyon 

aralıklarında 9 doz olarak uygulanan 5-fluorourasil, irinotekan ve oksaliplatin 

ilaçlarının in-vitro doza bağlı hücre ölüm eğrileri Şekil 3.1. – 3.3’de gösterilmiştir. 

İlaç uygulanmayan kuyucukların absorbans değerleri referans olarak kullanılmış ve 

bu kuyucuklardaki hücrelerin canlılık oranı %100 olarak alınmıştır. 

 

Şekil 3.1. 5-Fluorourasil ilacının sitotoksisite grafiği 
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Şekil 3.2. İrinotekan ilacının sitotoksisite grafiği 

 

Şekil 3.3. Oksaliplatin ilacının sitotoksisite grafiği 

Kemoterapi ilaçların etkinlikleri hücrelerin %50’sini öldüren inhibitör 

konsantrasyon 50 (IC50) değerleri hesaplanarak belirlenmiştir. Doz-canlı hücre 

yüzdesi eğrileri lineer dağılım gösteren ilaçlar için; 
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Y = a * X + b, (b: sabit, a: eğrinin eğimi) 

IC50=(50-b)/a 

Sigmoid dağılım gösteren cevap eğrileri için; 

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

A: minimum değer; IC50: %50 inhibisyon yapan doz, B: Eğrinin tepe eğimi 

formülleri kullanılarak ilaçların hücre tiplerine göre IC50 değerleri 

hesaplanmıştır. 

Her bir ilaç için belirlenen IC50 değerleri esas alınarak, -1logIC50, -2logIC50 ve 

-3logIC50 değerleri sonraki deneylerde metronomik dozlar olarak test edilmiştir. 

Çizelge 3.1. MTT testi ile belirlenen ilaçların hücrelere göre IC50, -1logIC50, -2logIC50 ve -3logIC50 değerleri 

 

Deneylerde kullandığımız hücrelerden 5-fluorourasile en duyarlı kolon kanseri 

hücreleri bulunurken, oksalipatine en duyarlı olan prostat kanseridir. İrinotekanın her 

üç hücrede de benzer etkinlikte olduğu bulunmuştur (Çizelge 3.1.). Meme kanseri 

hücrelerinin 5-fluorourasil ilacına oldukça direnç gösterdiği saptanmıştır 
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3.2. RNA Örneklerinin Saflık ve Konsantrasyonları 

İzole edilen RNA örneklerinin spektrofotometrede ölçülen saflık ve 

konsantrasyonları Çizelge 3.2. – 3.4.‘de gösterilmiştir. 

Çizelge 3.2. LNCaP hücrelerinden izole edilen RNA konsantrasyon ve saflıkları 

 

Çizelge 3.3. MCF-7 hücrelerinden izole edilen RNA konsantrasyon ve saflıkları 
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Çizelge 3.4. HT-29 hücrelerinden izole edilen RNA konsantrasyon ve saflıkları 

 

3.3. RNA Nicelik ve Nitelik Tayini 

RNA örneklerinin bütünlükleri 7.30 ve 9.70 RIN değerleri arasında 

değişmektedir Şekil 3.4 - 3.6 sırasıyla LNCaP, HT-29 ve MCF-7 hücrelerinden izole 

edilen kontrol grubu RNA örneklerinin bütünlüğü görülmektedir. 
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Şekil 3.4. LNCaP Kontrol RNA bütünlüğü 

 

Şekil 3.5. HT-29 Kontrol RNA bütünlüğü 
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Şekil 3.6. MCF-7 Kontrol RNA bütünlüğü 

3.4. Metronomik Dozlarda Kemoterapinin Tümör Hücrelerinde Anjiyogenik 

Genlerin İfadeleri Üzerindeki Etkileri 

Hücrelerdeki gen ifade değişimleri, referans gen olarak insan β-aktin geni 

kullanılarak ΔΔCt metodu (yaklaşım methodu) ile hesaplanmıştır. Bu tez 

çalışmasında in vitro sitotoksisite deneylerinde kemoterapi ilaçları için belirlenen 

IC50 dozları ile birlikte -1logIC50, -2logIC50 ve -3logIC50 dozlarının VEGF-A, 

PDGF-B, bFGF, IL-8 ve MMP9 genlerinin ifadeleri üzerindeki etkileri incelenmiştir. 

Gen ifade değişimleri Şekil 3.7 – 3.19 ve Çizelge 3.5 – 3.9’da gösterilmiştir. 

  



39 

3.4.1. VEGF-A Gen İfadesi 

İlaç uygulanmamış ve değişik dozlarda kemoterapi ilaçları uygulanmış LNCaP, 

MCF-7 ve HT-29 hücrelerindeki VEGF gen ifade değişimleri Şekil 3.7 - 3.9’da 

gösterilmiştir. 

LNCaP hücrelerinde 5-fluorourasil ilacının -1logIC50 ve IC50 dozları, 

irinotekan ilacının tüm dozları ve oksaliplatin ilacının -3logIC50 ve IC50 dozları 

kontrole göre VEGF-A ifadesinde anlamlı azalma göstermiştir. Düşük kemoterapi 

dozlarına bakıldığında ise irinotekan ilaç dozları, LNCaP hücrelerinde VEGF-A 

ifadesinde, en fazla azalmaya neden olmuştur (Çizelge 3.5; Şekil 3.7). 

MCF-7 hücrelerinde ise uygulanan ilaçlar VEGF-A düzeyini farklı şekilde 

etkilemiştir. 5-fluorourasil ifade artışına neden olurken oksaliplatin dozları anlamlı 

şekilde azaltmıştır. Buna karşılık irinotekan ise -2logIC50 ve -3logIC50 dozlarında 

anlamlı azalmaya yol açarken -1logIC50 ve IC50 dozlarında artışa neden olmuştur 

(Çizelge 3.5; Şekil 3.8). 

HT-29 hücrelerinde kemoterapi ilaçları genel olarak VEGF-A ifadesini 

kontrole göre anlamlı olarak arttırmıştır (Çizelge 3.5; Şekil 3.9). 5-FU -2logIC50 

dozunda VEGF-A ifadesi anlamlı olarak azalmıştır (Çizelge 3.5; Şekil 3.9). 

 

Şekil 3.7. Kemoterapi ilaçları uygulanmış ve uygulanmamış LNCaP hücrelerinde VEGF-A ifadesi 
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Şekil 3.8. Kemoterapi ilaçları uygulanmış ve uygulanmamış MCF-7 hücrelerinde VEGF-A ifadesi 

 

Şekil 3.9. Kemoterapi ilaçları uygulanmış ve uygulanmamış HT-29 hücrelerinde VEGF-A ifadesi 
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Çizelge 3.5. Kemoterapi ilaçları uygulanmış hücrelerin ΔΔCt metodu ile kontrol gruplarına göre VEGF-A gen 
düzeyindeki değişimler (Ortalama ± Standart Hata) 

 
* p<0.05. 

3.4.2. PDGF-B Gen İfadesi 

LNCaP hücrelerinde uygulanan tüm kemoterapi ilaç dozları kontrole göre 

PDGF-B gen ifade seviyesini anlamlı derecede azaltmıştır buna karşılık MCF-7 

hücrelerinde ise arttırmıştır (Çizelge 3.6; Şekil 3.10-3.11). 

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

anlamlı azalmaya neden olurken diğer dozlarda ve irinotekan ve oksaliplatin 

dozlarında gen ifadesinde artışa neden olmuştur (Çizelge 3.6; Şekil 3.12). 

 

Şekil 3.10. Kemoterapi ilaçları uygulanmış ve uygulanmamış LNCaP hücrelerinde PDGF-B ifadesi 
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Şekil 3.11. Kemoterapi ilaçları uygulanmış ve uygulanmamış MCF-7 hücrelerinde PDGF-B ifadesi 

 

Şekil 3.12. Kemoterapi ilaçları uygulanmış ve uygulanmamış HT-29 hücrelerinde PDGF-B ifadesi 
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Çizelge 3.6. Kemoterapi ilaçları uygulanmış hücrelerin ΔΔCt metodu ile kontrol gruplarına göre PDGF-B gen 
düzeyindeki değişimler (Ortalama ± Standart Hata) 

 
* p<0.05. 

3.4.3. bFGF Gen İfadesi 

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

belirgin bir baskılanma izlenmiştir (Çizelge 3.7). MCF-7 hücrelerinde bFGF gen 

ifadesi gözlenmemiştir. HT-29 hücrelerinde ise her üç ilaç ile genel olarak bFGF 

ifadesinde baskılanma izlenirken 5-FU -1logIC50 ve oksaliplatin -3logIC50 

dozlarında gen ifadesinde bir artış gözlenmiştir (Çizelge 3.7; Şekil 3.14). 

 

Şekil 3.13. Kemoterapi ilaçları uygulanmış ve uygulanmamış LNCaP hücrelerinde bFGF ifadesi 
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Şekil 3.14. Kemoterapi ilaçları uygulanmış ve uygulanmamış HT-29 hücrelerinde bFGF ifadesi 

Çizelge 3.7. Kemoterapi ilaçları uygulanmış hücrelerin ΔΔCt metodu ile kontrol gruplarına göre bFGF gen 
düzeyindeki değişimler (Ortalama ± Standart Hata). 

 
* p<0.05. 

3.4.4. IL-8 Gen İfadesi 

LNCaP hücrelerinde 5-fluorourasil uygulanan tüm dozlarda kontrole göre IL-8 

geni ifadesinde belirgin azalmaya neden olmuştur (Çizelge 3.8; Şekil 3.15). 

İrinotekan ve oksaliplatin ise IC50 dozlarında IL-8 gen ifadesinde anlamlı bir 

değişiklik yapmazken düşük dozlarda (-3logIC50, -2logIC50, -1logIC50) anlamlı bir 

azalmaya neden olmuştur (Çizelge 3.8; Şekil 3.15). 
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MCF-7 hücrelerinde 5-FU tüm dozlarda IL-8 ifadesini arttırırken irinotekan ve 

oksaliplatin ilaçları -1logIC50 dışındaki dozlarda arttırmıştır (Çizelge 3.8; Şekil 

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

baskılanmıştır (Çizelge 3.8). 

HT-29 hücrelerinde 5-FU ve oksaliplatin tüm dozlarda IL-8 gen ifadesini 

anlamlı olarak arttırırken sadece irinotekan -3logIC50 dozunda belirgin olarak IL-8 

ifadesi azalmıştır (Çizelge 3.8; Şekil 3.17). 

 

Şekil 3.15. Kemoterapi ilaçları uygulanmış ve uygulanmamış LNCaP hücrelerinde IL-8 ifadesi 

 

Şekil 3.16. Kemoterapi ilaçları uygulanmış ve uygulanmamış MCF-7 hücrelerinde IL-8 ifadesi 
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Şekil 3.17. Kemoterapi ilaçları uygulanmış ve uygulanmamış HT-29 hücrelerinde IL-8 ifadesi 

Çizelge 3.8. Kemoterapi ilaçları uygulanmış hücrelerin ΔΔCt metodu ile kontrol gruplarına göre IL-8 gen 
düzeyindeki değişimler (Ortalama ± Standart Hata). 

 
* p<0.05. 

3.4.5. MMP-9 Gen İfadesi 

Uygulanan kemoterapi ilaçları LNCaP hücrelerinde MMP-9 ifadesini belirgin 

olarak baskılamıştır (Çizelge 3.9; Şekil 3.18). MCF-7 hücrelerinde ise 5-FU ve 

irinotekan düşük dozlarda (-3logIC50) MMP-9 ifadesini arttırmıştır (Çizelge 3.9; 

Şekil 3.19). HT-29 hücrelerinde ise MMP-9 geninde kontrol ve ilaç uygulanmış 

örneklerde ifade gözlenmemiştir (Çizelge 3.9). 
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Şekil 3.18. Kemoterapi ilaçları uygulanmış ve uygulanmamış LNCaP hücrelerinde MMP-9 ifadesi 

 

Şekil 3.19. Kemoterapi ilaçları uygulanmış ve uygulanmamış MCF-7 hücrelerinde MMP-9 ifadesi 
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Çizelge 3.9. Kemoterapi ilaçları uygulanmış hücrelerin ΔΔCt metodu ile kontrol gruplarına göre MMP-9 gen 
düzeyindeki değişimler (Ortalama ± Standart Hata). 

 
* p<0.05. 

3.5. Hücre Besiortamına Salınan Anjiyogenik Faktör Düzeyleri 

Tez çalışmasında ELISA yöntemiyle 5-FU, irinotekan ve oksaliplatinin farklı 

dozlarının LNCaP, MCF-7 ve HT-29 hücrelerinden salgılanan VEGF-A, PDGF-B, 

bFGF, IL-8 ve MMP-9 sitokin düzeylerine etkisi araştırılmıştır. Sitokin düzeyleri 

Bradford yöntemiyle ile hücre vasatında mg protein başına düşen miktarları olarak 

standardize edilmiştir. Hücre vasatlarındaki sitokin konsantrasyonları, her proteinin 

kendi standartları ile kalibrasyon eğrisi oluşturularak hesaplanmıştır. Sitokin 

konsantrasyonları Şekil 3.20 – 3.34 ve Çizelge 3.10 – 3.14’de gösterilmiştir. 

3.5.1 VEGF-A Düzeyleri 

LNCaP hücrelerinde VEGF-A düzeyleri irinotekan ve oksaliplatin ilaç dozları 

uygulandığında kontrol örneklerine göre anlamlı olarak düşmüştür. 5-fluorourasil ise 

-3logIC50 ve -2logIC50 dozlarında VEGF-A düzeyleri anlamlı olarak azalırken, 

IC50 dozunda anlamlı bir şekilde artmıştır (Çizelge 3.10; Şekil 3.20). 

MCF-7 hücrelerinde kemoterapi ilaçlarının -3logIC50 ve -2logIC50 dozlarında 

VEGF-A düzeyleri artış gösterirken, -1logIC50 ve IC50 dozlarında ise azalmaya 

neden olmuştur (Çizelge 3.10; Şekil 3.21). MCF-7 hücrelerinde en belirgin azalma 

irinotekan -1logIC50 dozunda izlenmiştir (Çizelge 3.10; Şekil 3.20). 
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HT-29 hücrelerinde ise 5-FU sadece -1logIC50 ve IC50 dozlarında VEGF-A 

düzeylerinde anlamlı azalmaya neden olurken, irinotekan -2logIC50 ve IC50 

dozlarında, oksaliplatin de ise her üç düşük dozda da (-3logIC50, -2logIC50 ve -

1logIC50) istatistiksel olarak anlamlı azalmaya neden olmuştur (Çizelge 3.10; Şekil 

3.22). 

 

Şekil 3.20. Kemoterapi ilaçlarının LNCaP hücrelerinde VEGF-A düzeylerine etkisi 

 

Şekil 3.21. Kemoterapi ilaçlarının MCF-7 hücrelerinde VEGF-A düzeylerine etkisi 
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Şekil 3.22. Kemoterapi ilaçlarının HT-29 hücrelerinde VEGF-A düzeylerine etkisi 

Çizelge 3.10. Kemoterapi ilaçları uygulanmış hücrelerdeki VEGF-A düzeyleri (ng/L.mg protein) (Ortalama ± 
Standart Hata). 

 
* p<0.05. 

3.5.2. PDGF-BB Düzeyleri 

LNCaP hücrelerinde kemoterapi ilaçları genel olarak PDGF-BB düzeyini 

azaltmış olsa da bu azalma istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (Çizelge 3.11; 

Şekil 3.23). İrinotekan -1logIC50 dozunda PDGF-BB düzeyi ölçülemeyecek 

düzeylerde bulunmuştur. 

5-fluorourasil -2logIC50, -1logIC50 ve IC50, irinotekan -1logIC50 dozlarında 

MCF-7 hücrelerinde PDGF-BB düzeylerini anlamlı olarak azaltmıştır (Çizelge 3.11; 
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Şekil 3.24). MCF-7 hücrelerinde oksaliplatin PDGF-BB düzeylerini anlamlı olarak 

değiştirmezken sadece IC50 dozunda ölçülemeyecek düzeylerde bulunmuştur. 

HT-29 hücrelerinde genel olarak kontrol örneklerine göre PDGF-BB 

düzeylerinde artış gözlenirken, sadece irinotekan -1logIC50 ve oksaliplatin -

2logIC50 dozlarında anlamlı azalma izlenmiştir (Çizelge 3.11; Şekil 3.25). 

 

Şekil 3.23. Kemoterapi ilaçlarının LNCaP hücrelerinde PDGF-BB düzeylerine etkisi 

 

Şekil 3.24. Kemoterapi ilaçlarının MCF-7 hücrelerinde PDGF-BB düzeylerine etkisi 
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Şekil 3.25. Kemoterapi ilaçlarının HT-29 hücrelerinde PDGF-BB düzeylerine etkisi 

Çizelge 3.11. Kemoterapi ilaçları uygulanmış hücrelerdeki PDGF-BB düzeyleri (ng/L.mg protein) (Ortalama ± 
Standart Hata). 

 
* p<0.05. 

3.5.3. bFGF Düzeyleri 

LNCaP hücrelerinde 5-florourasil uygulanan dozlarda bFGF düzeylerinde bir 

değişikliğe yol açmazken irinotekan sadece -2logIC50 dozunda anlamlı azalmaya 

neden olmuştur (Çizelge 3.12; Şekil 3.26). Oksaliplatin ise uygulanan tüm dozlarda 

bFGF düzeylerinde anlamlı azalmaya neden olmuştur (Çizelge 3.12; Şekil 3.26). 

MCF-7 hücrelerinde ilaçların genellikle -3logIC50 ve -2logIC50 dozları bFGF 

düzeylerinde anlamlı artışa yol açarken sadece 5-FU -2logIC50 ve -1logIC50 ve 

irinotekan -1logIC50 dozları azalmaya neden olmuştur (Çizelge 3.12; Şekil 3.27). 
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HT-29 hücrelerinde ise uygulanan 3 ilacın -2logIC50 dozları bFGF 

düzeylerinde anlamlı azalmaya neden olmuştur (Çizelge 3.12; Şekil 3.28). Ayrıca 

oksaliplatin -3logIC50 ve 5-FU -1logIC50 ve IC50 dozları da anlamlı azalmaya yol 

açmıştır (Çizelge 3.12; Şekil 3.28). 

 

Şekil 3.26. Kemoterapi ilaçlarının LNCaP hücrelerinde bFGF düzeylerine etkisi 

 

Şekil 3.27. Kemoterapi ilaçlarının MCF-7 hücrelerinde bFGF düzeylerine etkisi 
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Şekil 3.28. Kemoterapi ilaçlarının HT-29 hücrelerinde bFGF düzeylerine etkisi 

Çizelge 3.12. Kemoterapi ilaçları uygulanmış hücrelerdeki bFGF protein düzeyleri (pg/ml.mg protein) (Ortalama 
± Standart Hata). 

 
* p<0.05. 

3.5.4. IL-8 Düzeyleri 

LNCaP hücrelerinde 3 kemoterapi ilacı uygulanan dozlarda IL-8 düzeyinde 

anlamlı değişikliğe yol açmamıştır (Çizelge 3.13; Şekil 3.29). 

MCF-7 hücrelerinde 5-FU -3logIC50 dozunda kontrole göre IL-8 düzeyinde 

anlamlı bir artış izlenirken diğer ilaç dozlarında sitokin düzeyinde azalma izlenmiş 

olup, en fazla azalma 5-FU -2logIC50, irinotekan -3logIC50 ve -1logIC50 dozlarında 

gözlenmiştir (Çizelge 3.13; Şekil 3.30). 
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HT-29 hücrelerinde de, MCF-7 hücrelerine benzer şekilde 5-FU -3logIC50 ve -

2logIC50 dozlarında kontrole göre IL-8 düzeyinde anlamlı artış gözlenmiştir 

(Çizelge 3.13; Şekil 3.31). Oksaliplatin ise IC50 dozunda anlamlı bir artışa yol 

açarken -3logIC50 ve -2logIC50 dozlarında kontrole göre IL-8 düzeyini istatistiksel 

olarak anlamlı bir şekilde azaltmıştır (Çizelge 3.13; Şekil 3.31). İrinotekan ise -

2logIC50 ve IC50 dozlarında IL-8 düzeylerini azaltırken diğer dozlarda 

etkilememiştir (Çizelge 3.13; Şekil 3.31). 

 

Şekil 3.29. Kemoterapi ilaçlarının LNCaP hücrelerinde IL-8 düzeylerine etkisi 

 

Şekil 3.30. Kemoterapi ilaçlarının MCF-7 hücrelerinde IL-8 düzeylerine etkisi 
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Şekil 3.31. Kemoterapi ilaçlarının HT-29 hücrelerinde IL-8 düzeylerine etkisi 

Çizelge 3.13. Kemoterapi ilaçları uygulanmış hücrelerdeki IL-8 düzeyleri (ng/L.mg protein) (Ortalama ± Standart 
Hata). 

 
* p<0.05. 

3.5.5. MMP-9 Düzeyleri 

LNCaP hücrelerinde 5-florourasil ve irinotekan -3logIC50 ve -2logIC50 

dozlarında MMP-9 düzeylerini anlamlı olarak azaltmıştır (Çizelge 3.14; Şekil 3.32). 

Oksaliplatin ise uygulanan tüm dozlarda MMP-9 düzeyini belirgin olarak azaltmıştır 

(Çizelge 3.14; Şekil 3.32). 

MCF-7 kontrol hücrelerinde MMP-9 düzeyleri ölçülemeyecek düzeylerde iken 

kemoterapi uygulanan hücrelerde genel olarak artış gözlenmiştir (Şekil 3.33). 
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HT-29 hücrelerinde 5-florourasil ve irinotekan -3logIC50 ve -2logIC50 

dozlarında MMP-9 düzeylerini anlamlı olarak arttırmıştır (Çizelge 3.14; Şekil 

3.34). 5-FU -1logIC50 ve IC50 dozlarında belirgin azalma izlenmiştir (Çizelge 

3.14; Şekil 3.34). Oksaliplatin ise IC50 ve -1logIC50 dozlarında MMP-9 

düzeylerini anlamlı olarak arttırırken diğer dozlarda anlamlı değişikliğe sebep 

olmamıştır (Çizelge 3.14; Şekil 3.34). 

 

Şekil 3.32. Kemoterapi ilaçlarının LNCaP hücrelerinde MMP-9 düzeylerine etkisi 
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Şekil 3.33. Kemoterapi ilaçlarının MCF-7 hücrelerinde MMP-9 düzeylerine etkisi 

 

Şekil 3.34. Kemoterapi ilaçlarının HT-29 hücrelerinde MMP-9 düzeylerine etkisi 
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Çizelge 3.14. Kemoterapi ilaçları uygulanmış hücrelerdeki MMP-9 (ng/L.mg protein) (Ortalama ± Standart 
Hata). 

 
* p<0.05. 

Eş zamanlı PZR ile anjiyogenik gen ifadeleri ile hücre kültür ortamına 

salgılanan sitokin düzeyleri arasındaki ilişki açısından sonuçlar değerlendirildiğinde 

VEGF-A sitokin düzeyleri ile mRNA düzeyleri açısından LNCaP ve HT-29 

hücrelerinde anlamlı bir korelasyon izlenmiştir (p<0.05). MCF-7 hücrelerinde ise 

anlamlı bir korelasyon gözlenmemiştir. PDGF-B, bFGF ve MMP-9 sitokin düzeyleri 

ile bu genlerin mRNA düzeyleri arasında anlamlı bir ilişki saptanamamıştır.   IL-8 

sitokin düzeyleri ile mRNA düzeyleri arasında özellikle her 3 ilacın düşük 

konsantrasyonlarında LNCaP, HT-29 ve MCF-7 hücrelerinde anlamlı korelasyon 

izlenmiştir (p<0.05). 
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4. TARTIŞMA 

Konvansiyonel kemoterapi şemaları genel olarak kanser hücrelerinin 

öldürülmesi (sitotoksisite) esasına dayanır. Tümör hücrelerinin öldürülmesi işlemi 

genel olarak nonspesifiktir. Klasik kemoterapi uygulamalarında tümör hücrelerinin 

yanı sıra vücuttaki normal hücreler de zarar görmektedir. Tümör dışındaki hücrelerin 

gördüğü zarar genel olarak kemoterapi ilaçlarının doz ve kulanım sıklığını belirleyen 

en önemli faktördür. Rutin uygulamalarda genel olarak hastaların tolere edebileceği 

maksimum dozlar seçilerek tedavi ajanları uygulanmaktadır. Son yıllarda 

konvansiyonel kemoterapi ilaçlarının daha düşük dozlarda ve sık aralıklarla 

uygulanmasının da klinik yarar sağlayabileceğinin gösterilmesi ile bu uygulama şekli 

popülarite kazanmıştır. Metronomik kemoterapi olarak adlandırılan bu uygulama 

şeklinde, ilaçlar genellikle standart alışılmış dozların yaklaşık olarak %60-95 

oranında azaltılarak sık aralıklarla (günlük sürekli ya da haftada en az 4-5 kez) 

kullanılmaktadır (Scharovsky ve ark., 2009; Norrby, 2014).  Metronomik dozların ne 

kadar olması gerektiği konusunda klinik veri olmasına karşın bu dozların biyolojik 

etkinliği konusunda yeterli veri bulunmamaktadır. Bu tez çalışmamızda klinikte 

gastrointestinal tümörlerin tedavisinde sıklıkla kullanılan 5-florourasil, irinotekan ve 

oksaliplatin kemoterapi ilaçlarının metronomik olarak kullanılabileceği dozların in 

vitro etkinlik açısından değerlendirilmesi amaçlanmıştır. Metronomik kemoterapi 

uygulamasının tümör hücrelerinde uzun dönemde apoptozisi uyarmasının yanı sıra 

tümör damarlarında endotel hücrelerinde apoptozu uyarabileceği ve dolayısıyla 

anjiyogenezi baskılayabileceği bildirilmiştir (Allegrini ve ark., 2008; Fioravanti ve 

ark., 2009). Ancak metronomik kemoterapi uygulamasının anjiyogenezde rol alan 

sitokinler üzerindeki etkisi net olarak bilinmemektedir. Kliniğimizde daha önce 

yaptığımız bir çalışmada kemoterapi ilaçlarının tümör hücrelerinden VEGF salgısını 

azalttığı gösterilmiştir (Aktas ve ark., 2012/2013).  Metronomik kemoterapinin 

VEGF dışında diğer anjiyogenik faktör salgısı üzerindeki etkisi pek çalışılmamıştır. 

Gliomalı hastalarda yapılan bir çalışmada, metronomik dozda kemoterapi 

uygulamasında tedavi etkinliği ile VEGF, bFGF, endostatin ve trombospondin-1 

düzeyleri arasında anlamlı bir ilişki bulunamamıştır (Kesari ve ark., 2007). Bununla 
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birlikte metronomik tedavi uygulamasının anti-anjiyogenik sitokin düzeylerini 

arttırdığını gösteren az sayıda çalışma vardır (Damber ve ark., 2006). Bu 

çalışmamızda öncelikle gastrointestinal sistem kanserleri tedavisinde kullanılan 5-

FU, irinotekan ve oksaliplatinin IC50 dozları belirlenerek bu dozların %10, %1 ve 

%0,1’lik dozların tümör hücrelerinde anjiyogenik faktör yapımı üzerindeki etkilerini 

hem mRNA düzeyinde hem de besiyerine salgılanan sitokin düzeyinde 

araştırılmıştır. Anjiyogenik faktörler olarak VEGF-A, bFGF, MMP-9, PDGF-B, IL-8 

hem mRNA ve hem de salgılanan sitokin düzeyinde incelenmiştir. 

Kemoterapi ilaçlarının VEGF-A yapımı üzerindeki etkisi tümör hücresi tipine 

ve ilaç dozlarına göre göstermiştir. Literatürde daha önce yapılan çalışmalarda da 

benzer sonuçlar bildirilmiştir (Albertsson ve ark., 2012; Duyndam ve ark., 2007; 

Albertsson ve ark., 2009). LNCaP ve MCF-7 hücrelerinde genellikle -3logIC50 ve -

2logIC50 düzeyinde uygulanan 5-FU, irinotekan ve oksaliplatin VEGF-A yapımını 

mRNA düzeyinde belirgin olarak baskılamıştır (Çizelge 3.5). Benzer olarak bFGF, 

PDGF-B ve IL-8 sentezinde de her 3 ilacın düşük dozlarında (-2logIC50 ve -

3logIC50) LNCaP hücrelerinde baskılanırken benzer etki diğer hücrelerde 

izlenmemiştir (Çizelge 3.6-3.7-3.8). Kolon kanseri hücrelerinde (HT-29) 5-FU -

2logIC50 dozunda genel olarak anjiyogenik faktörleri baskılarken diğer dozlarda 

genel olarak arttırdığı bulunmuştur (Çizelge 3.5-3.6-3.7-3.8-3.9). Gen ifade düzeyleri 

açısından bakıldığında 5-FU ilacının -3logIC50 ve -2logIC50 dozlarının incelenen 

her 3 tümör tipinde de en fazla anti-anjiyogenik etki gösterebileceği 

düşünülmektedir. LNCaP hücrelerinde ise çalışmamızda incelenen her 3 kemoterapi 

ilacının da -1logIC50, -2logIC50 ve -3logIC50 dozlarının gen ifadesi düzeyinde anti-

anjiyogenik etki gösterebileceği bulunmuştur (Çizelge 3.5-3.6-3.7-3.8-3.9). Gen 

ifadesi üzerindeki etkileri açısından kolon kanseri hücrelerinde (HT-29) irinotekan ve 

oksaliplatinin -2logIC50 dozları anti-anjiyogenik tedavi dozu olarak önerilebilir. 

MCF-7 hücreleri için anti-anjiyogenik doz olarak, ilaç türüne bağlı olarak 

değişiklik göstermekle birlikte -2logIC50 dozu düşünülmektedir. 
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Kolon kanseri hücreleri 5-FU ve irinotekanın -2logIC50 dozunda salgılanan 

VEGF-A ve bFGF anjiyogenik faktör düzeylerini anlamlı olarak azaltmıştır (Çizelge 

3.10-3.12). Buna karşılık PDGF-BB, IL-8 ve MMP-9 düzeylerinde benzer bir etki 

bulunamamıştır (Çizelge 3.11-3.13-3.14). Aynı hücrelerde oksaliplatin ise -2logIC50 

dozunda genel olarak anjiyogenik faktör düzeyinde azalmaya neden olurken diğer 

dozlarda farklı sonuçlar elde edilmiştir (Çizelge 3.10-3.11-3.12-3.13-3.14). 

Anjiyogenik faktör salgısı üzerindeki etkileri açısından dikkate alındığında kolon 

kanseri hücreleri için oksaliplatinin –2logIC50 dozu anti-anjiyogenik tedavi dozu 

olarak düşünülmektedir. 

LNCaP hücrelerinde 5-FU -3logIC50 ve -2logIC50 dozlarında VEGF-A ve 

MMP-9 düzeylerini azaltırken diğer dozlarda anlamlı bir etki göstermemiştir (Çizelge 

3.10-3.14). Bu hücrelerde irinotekan da benzer olarak -2logIC50 dozunda VEGFA, 

MMP-9 ve bFGF düzeylerini anlamlı olarak azaltmıştır (Çizelge 3.10-3.12-3.14). 

Oksaliplatin ise her 3 dozda da (-1logIC50, -2logIC50 ve -3logIC50) genel olarak 

salgılanan sitokin düzeyinde anjiyogenik faktörleri belirgin olarak baskılamıştır 

(Çizelge 3.10-3.11-3.12-3.13-3.14). 

VEGF-A, PDGF-BB ve bFGF düzeyleri açısından 5-FU ve irinotekanın -

1logIC50 dozları azalmaya neden olmuştur (Çizelge 3.10-3.11-3.12). Oksaliplatin ise 

-1logIC50 dozunda VEGF-A düzeyinde anlamlı azalmaya neden olmuştur (Çizelge 

3.10). MCF-7 hücrelerinde uygulanan kemoterapi ilaçları ile MMP-9 düzeylerinde 

bir artış izlenmiştir (Çizelge 3.14). Buna karşılık IL-8 düzeylerinde her 3 ilacın -

3logIC50 ve -2logIC50 dozlarında ve irinotekanın -1logIC50 dozunda azalma 

gözlenmiştir (Çizelge 3.13). 

Gen ifadesi ve sitokin salgısı olarak birlikte ele alındığında LNCaP hücrlerinde 

5-FU için -3logIC50 ve -2logIC50 dozları anti-anjiyogenik dozlar olarak 

önerilebileceği görülmektedir. Yine LNCaP hücrelerinde irinotekan ve oksaliplatin 

için her 3 doz (-3logIC50, -2logIC50 ve -1logIC50) da uygun anti-anjiyogenik tedavi 

dozu olarak önerilebilir. 
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Benzer olarak kolon kanseri hücreleri (HT-29) için hem gen ifadesi hem de 

sitokin salgısı açısından 5-FU için -3logIC50 ve -2logIC50, oksalaiplatin ve 

irinotekan için ise -2logIC50 dozu en uygun anti-anjiyogenik tedavi dozları olarak 

önerilebilir. 

MCF-7 hücreleri için 5-FU, irinotekan ve oksaliplatin için -1logIC50 dozu en 

uygun anti-anjiyogenik tedavi dozu olarak görülmektedir. 
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5. SONUÇ ve ÖNERİLER 

Tez çalışmamızdan elde ettiğimiz sonuçlar bu ilaçların hastalarda yan etki 

oluşturmayacak düşük dozlarda anti-anjiyogenik etki potansiyeline sahip 

olabileceğini ve kanserli hastalarda bu amaçla güvenle kullanılabileceğini 

düşündürmektedir. Ancak sonuçlarımız, bu ilaçların in-vitro hücre kültür 

ortamındaki etkilerini yansıtmaktadır. Klinik çalışmalara geçilmeden önce belirlenen 

bu dozların hayvan çalışmalarında in-vivo etkinliğinin de test edilmesi 

gerekmektedir. Yine bu ilaçların belirlenen dozlarda kombine olarak kullanılması ve 

diğer anti-anjiyogenik ilaçlarla (anti-VEGF monoklonal antikor, tirozin kinaz 

inhibitörü) kombine olarak test edilmesi daha etkili anti-anjiyogenik tedavi 

stratejileri geliştirme açısından önem taşımaktadır. 
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ÖZET 

Kanser Hücrelerinde Anjiyogenik Faktörlerin Ekspresyonuna Kemoterapinin 
Etkilerinin İncelenmesi 

Konvansiyonel kemoterapi uygulamalarında tümör hücrelerinin yanı sıra 
vücuttaki normal hücreler de zarar görmektedir. Tümör dışındaki hücrelerin gördüğü 
zarar genel olarak kemoterapi ilaçlarının doz ve kullanım sıklığını belirleyen en 
önemli faktördür. Rutin uygulamalarda genel olarak hastaların tolere edebileceği 
maksimum dozlar seçilerek tedavi ajanları uygulanmaktadır. Metronomik dozların ne 
kadar olması gerektiği konusunda klinik veri olmasına karşın bu dozların biyolojik 
etkinliği konusunda yeterli veri bulunmamaktadır. Bu tez çalışmamızda klinikte 
gastrointestinal tümörlerin tedavisinde sıklıkla kullanılan 5-florourasil, irinotekan ve 
oksaliplatin kemoterapi ilaçlarının metronomik olarak kullanılabileceği dozları in 
vitro etkinlik açısından değerlendirmek amaçlanmıştır.  

Bu amaçla, solid tümör tedavisinde sıklıkla kullanılan 5-fluorourasil, irinotekan 
ve oksaliplatinin insan kanser hücre hatlarında (HT-29: kolon kanser hücresi, MCF-
7: meme kanseri hücresi ve LNCaP: prostat kanseri hücresi) öncelikle MTT testi ile 
IC50 dozları belirlenmiştir.  Daha sonra söz konusu ilaçların IC50 dozları ve bu 
dozların %10, %1 ve %0,1 lik dozlarının tümör hücrelerinde VEGF-A, bFGF, MMP-
9, PDGF-B, IL-8 gibi anjiyojenik faktörlerin yapımı üzerindeki etkileri hem mRNA 
düzeyinde eş zamanlı PZR hem de besiyerine salgılanan sitokin düzeyinde ELIZA 
yöntemleri ile araştırılmıştır.  

5-florourasil, irinotekan ve oksaliplatinin tümör hücrelerinde anjiyojenik faktör 
yapımı üzerindeki etkileri farklılık göstermiştir. 5-florourasil ilacının incelenen 
tümör hücrelerinde genel olarak -3logIC50 ve -2logIC50 dozlarında anjiyojenik 
faktörlerin yapımını etkili bir şekilde baskıladığı buna karşılık irinotekan ve 
oksaliplatin ise -2logIC50 ve -1logIC50 dozlarında anjiyojenik faktör salgısını 
azalttığı bulunmuştur (p<0.05).  

Sonuçlarımız, konvansiyonel kemoterapi ilaçlarının normal hücrelere zarar 
vermeyecek çok düşük dozlarda anti-anjiyojenik ajan olarak kullanılabileceğini 
göstermektedir. Yine çalışmamızda test ettiğimiz kemoterapi ilaçlarının -2logIC50 ve 
-3logIC50 dozlarının bevacizumab ve anti-VGFR1-2 tirozin kinaz inhibitörleri ile 
kombine olarak kullanılmasının güvenle test edilebileceğini düşündürmektedir. Fakat 
bu tez çalışmasından elde ettiğimiz in vitro sonuçların klinik geçerliği olabilmesi için 
hayvan modellerindeki denemeleri takiben mutlaka klinik çalışmalarda test edilmesi 
gerekmektedir.  

Anahtar Kelimeler: Hücre Kültürü, Kanser, Metronomik Kemoterapi, Tümör 
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 IC50 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.  

5-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 -
2logIC50 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 -3logIC50 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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