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OZET

Giliniimiizde diinyadaki {ilkelerin biiyiik ¢ogunlugunda 1. ve 2. siklikla insan
Olimiine neden olan hastaliklar sirasiyla anjiyogenez eksikligi ve fazlaligiyla
karakterize olmaktadirlar. VEGF (vaskiiler endotelyal biliylime faktorii), anti
anjiogenik tedavinin en Onemli hedefidir ve insan tiimorlerinin yaklasik %601
tarafindan salgilanir. Gii¢lii bir anjiogenez belirteci olan serum VEGF seviyesi bu
hastaliklarin ~ klinik  seyrinin  tahmininde ve tedavi etkinliginin erken
degerlendirilmesinde rol oynayabilir. Anjiogenez inhibitdrlerinin endotel hiicreleri
tizerinden etkisi, serum VEGF seviyesinin metronomik kemoterapi ve bevacizumAb
(Avastin) tedavisi alan hastalar lizerinde ¢alisilmasi ile gozlemlenmistir.

Calismaya metronomik kemoterapi alan 11 hasta (7 kadin, 4 erkek, yas
ortalamalar1 55), bevacizumAb tedavisi alan 16 hasta (4 kadin, 12 erkek, yas
ortalamalar1 55.1) dahil edilmis, kontrol amagli olarak 15 saglikli bireydeki VEGF
diizeyleride galisilmistir. Hastalarin kemoterapi oncesi ve 3 ay sonrasi serum VEGF
diizeyleri analiz edilmis ve hastalarin klinik seyri ile birlikte yorumlanmaya
calisilmigtir.

Calismamizda su gozlemler yapilmistir;

1) Metronomik tedavi alan metastatik tlimorlii hastalarin tedavi oncesi VEGF
diizeyleri saglikli kontrollerden yliiksektir. 2) BevacizumAb + kemoterapi alan
metastatik tiimorlii kolon kanserli hastalarin tedavi dncesi VEGF diizeyleri saglikli
kontrollerden yiiksektir. 3) Metronomik tedavi alan daha Once birden fazla
kemoterapi almis hastalarin VEGF diizeyleri bevacizumAb alan daha once
kemoterapi almamis hastalardan daha yiiksektir. 4) BevacizumAb ve metronomik
tedavi ile VEGF diizeyleri diismiistiir. Ozellikle VEGF mAb uygulamasindan 3 ay
sonra higbir hastada VEGF diizeyi normal sinirlar {izerinde goriilmemistir. Sonug
olarak metastatik kanserli hastalarda VEGF diizeyinin yiikseldigi ve anjiyogeneze
yonelik tedaviler ile bu diizeylerin diigebildigi gozlemlenmistir. Diisen VEGF
diizeylerinin klinik anlamlilig1 i¢cin daha cok sayida hasta ile yapilacak ilave
calismalara ihtiya¢ vardir.

Anahtar kelimeler: VEGF, metronomik kemoterapi, bevacizuamAb
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ABSTRACT

Currently the first and second leading cause human death are characterized by
lack of angiogenesis and excess of angiogenesis in most of the countries in the world.
VEGF (vascular endothelial growth factor) is the most important target of the anti-
anjiogenic treatment and it is secreted by 60% of human tumours. Serum VEGF
level, being a strong angiogenesis marker, can have a role in assessing the clinical
progress of these illnesses and in the early evaluation of the treatment efficiency.
The effect of angiogenesis inhibitors on endothelium cells is observed by studying
the serum VEGF level of patients on metronomic chemotherapy and bevacizumAb
(avastin) treatment.

The study includes 11 patients who receive metronomic chemotherapy (7
female, 4 male, medium age is 55), 16 patients who receive bevacizumAb treatment
(4 female, 12 male, medium age is 55.1) and also VEGF levels of 15 healthy
individuals are studied as control. Patients serum VEGF levels before chemotherapy
and 3 months after chemotherapy are analyized and been tried to commented on with
the patients of clinical progress. Some characteristic of clinical progress have been
attempted to be correlated with these serum VEGF levels.

The following observations have been made;

1) VEGEF levels prior to the treatment of the patients with metastatic tumour who
receive metronomic treatment are higher than the healthy controls. 2) VEGF levels
prior to the treatment of the patients with metastatic colon cancer who receive
bevacizumAb + chemotherapy are higher than the healthy controls. 3) VEGF levels
of the patients who receive metronomic treatment and had received chemotherapy
are higher than the VEGF levels of the patients who receive bevacizumAb and 4)
VEGF levels decreased with bevacizumAb and metronomic treatment.

Key words: VEGF, metronomic chemotherapy, bevacizumAb
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

aFGF : Asidik fibroblast growth faktor

AMD : Yas iliskili maskiiler dejenerasyon

bFGF : Bazik fibroblast growth faktor

BSO : Bilateral Salpingoooferektomi

CEA : Karsinoembriyonik antijen

CEC : Dolagimdaki endotelyal hiicreler

CEP : Dolagimdaki endotelyal progenitor hiicrele
ECM : Ekstraselliiler matriks

ECs : Endotel hiicreleri

ELISA : Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
FDA : Food and Drug Administration

Flk-1 : Fetal liver kinase-1

Flt-1 : Fms-like tyrosine kinase

HIF-1 : Hipoksi ile uyarilan faktor 1

HB-EGF : Heparin-Binding Epidermal Growth Factor
ICAM-1 : Intercellular adhesion molecule 1

IGF-I : Insiilin benzeri bilyiime faktorii — I

IL-6 : Interlokin 6

KDR : Kinase domain region

LSECs : Karaciger siniisoidal endotel hiicreleri
mAb : Monoklonal Antikor

ml : Mililitre

MTED : Maksimum tolere edilebilen doz

NK : Natural killer

PAI-1 : PA inhibitor 1

PDGF : Trombosit tiirevli bliylime faktorii

Pq : pikogram

PIGF : Plasental growth faktor

RECIST : Klasik Cevap Parametreleri

TGF-a : Transforming growth faktor-a

TGF-8 : Transforming growth faktor-3

TNF-a : Ttimor nekrozis faktor-a

TAH : Total Abdominal Histerektomi

uPAR : Urokinaz reseptorii

pl : Mikrolitre

VEGF : Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii
VCAM-1 : Vascular cell adhesion molecule 1

VLA-4 : Very late antigen-4

VHL : Von Hippel-Lindau

VEGF : Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii
VEGFR-1 : Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii reseptorii 1
VEGFR-2 : Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii reseptorii 2
VEGFR-3 : Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii reseptorii 3
5FU : 5-fluorouracil
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GIRIS ve AMAC

Konvansiyonel sitotoksik ilaglar kanser tedavisinde  maksimum tolere
edilebilen dozda (MTED) kullanilabilmek i¢in dizayn edilmislerdir. MTED
kullanilan kemoterapi sinirli sayidaki kanserli hastalarda sifayla, 6nemli sayidaki
hastada da hastalik kontrolii ile sonu¢lanmasina karsin belirgin uzun ve kisa donem
komplikasyonlarina neden olmaktadir. Sitotoksik ilaglarin doz kisitlayict yan
etkilerine ulagsmasina, dolayisiyla istirahat donemlerine gerek kalmayacak derecede
diisiik dozlarda siirekli olarak verilmesiyle antikanser etkinliklerinin artirildigi
alternatif bir kullanim bi¢imi giderek daha ¢ok ilgi ¢cekmektedir. Bu kemoterapi
semalart metronomik kemoterapi olarak adlandirilmaktadir. Metronomik tedaviler
tiimor hiicrelerine oranla ¢ok daha yavas prolifere olan aktive endotel hiicrelerini
hedef alarak yetersiz neovaskiilarizasyon sonucunda tiimor hiicrelerinin biiytimesini
inhibe etmektedirler. Metronomik kemoterapiye ya da diger yontemlere dayanan
anti-anjiogenik tedavinin kanser hastalarinda faydali oldugu ancak son zamanlarda
gosterilebilmistir (1,2,3).

Aslhinda  c¢esitli kanserlerde daha Onceleri idame kemoterapiler olarak
adlandirilan ¢esitli protokoller de  pekala metronomik kemoterapi olarak
tanimlanabilir. Losemilerdeki basarili giinliikk merkaptopurin + haftalik methotreksat,
noroblastomlardaki etkili giinlik siklofosfamid + haftalik vinkristin, Wilms
timorlerindeki haftalik vinkristin, akciger adenokarsinomlarinda UFT semalari
bunlar arasindadir (4,5,6,7). Ampirik olarak gelistirilen ¢esitli tedavilerin etkinlik
mekanizmalarinin daha sonraki bilimsel izahlarina bir 6rnek de metronomik-anti-
anjiogenik tiimor kontrolii teorisi olacak gibi goriinmektedir. Dorde bir orandaki
urasil:tegafurdan olusan UFT in vivo olarak SFU, gama-hidroksibutirat ve gama-
butirolaktona doniisiir. Her ii¢ metabolitinde anti-anjiogenik o&zellikleri oldugu
preklinik modellerde gosterilmistir (8,9). ki sene siireyle hergiin 250 mg/m2 oral
UFT alan akciger adenokarsinomlarinda 5-8 sene sonra belirgin sagkalim avantaji
oldugu gozlenmistir (7). Grade III toksisite orani ise sadece %2dir. Yarar ozellikle
yiiksek mikrodamar yogunlugu ve VEGF (vaskiiler endotelyal biiylime faktorii)
ifadesi olan tiimorlii hastalarda goriilmektedir. Haftada bir anti-VEGF monoklonal
antikoru  bevacizumAb +  hergiin oral siklofosfamid kullanimiyla standart
kemoterapilere direncli over ve primer peritoneal kanserlerde %80 klinik yarar
(kismi yanit +stabil yanit) ve 5.8 ay progresyonsuz sagkalim elde edilmistir (10).

VEGF vaskiiler permeabilite faktorii olarak da bilinir. Dvorak ve arkadaslari
mikrovaskiiler permeabilitede artigin tiimorler ve yaralanmalar ile iliskili
anjiyogenezde c¢ok benzedigini ileri siirmiislerdir (11,12). Melder ve arkadaslari
VEGF’ in endotel hiicrelerinde VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1) ve
ICAM-1" in (intercellular adhesion molecule 1) ifadesini ilerlettigini gdstermislerdir.



Bu uyarim endotel hiicrelerine NK (natural killer) hiicrelerinin yiizeyindeki VLA-4
(very late antigen-4) ve CD 18 ile endotelyal VCAM-1 ve ICAM-1’ in 0zgiil
etkilesimi ile aktive NK hiicrelerinin adezyonu ile sonuglanabilir. Bu etkiler timor
damarlanmasina kars1 IL-2 ile aktive olmus NK hiicrelerinin 6nceden gozlemlenen
tercihli adezyonu igin bir agiklama saglayabilir (13,14). Gabrilovich ve arkadaslari
dendritik hiicreler gibi profesyonel antijen sunan hiicrelerin olgunlasmasinda VEGF’
in bir inhibitdr etkiye sahip olabilecegini belirtmislerdir (15). Bu bulgular VEGF’ in
timor biliylimesini kolaylastirabilecegini, ayrica bir immiin yanitin uyarimindan
tiimoriin kagmasina olanak saglayabilecegini diisiindiirmektedir.

Molekiiler biyolojideki ilerleme ile onkolojik tedavi yaklasimlarinda devrim
gerceklesmektedir. Anjiogenez inhibitorleri endotel hiicrelerine etki ederek timor
progresyonunu engellemektedir. Anjiogenez inhibitorlerinin endotel hiicreleri
tizerinden etki etmelerinin sonuglari, giiclii bir anjiogenez belirteci olan serum VEGF
seviyesinin metronomik kemoterapi ve bevacizumAb (Avastin) tedavisi alan hastalar
tizerinde calisilmasi ile gozlemlenebilmesi miimkiin olabilir.

Anti-anjiyogenik tedaviyi yakin gelecekte klasik tedavi yontemleri arasina
sokacagi tahmin edilen nedenlere sunlar 6rnek olarak verilebilir; 1) Dogrudan timor
hiicrelerini hedefleyen ilaglara karsi gelisen siklikta direng olugsmamasi, 2) Timor
endotel hiicrelerinin normal endotel hiicrelerinden 50-100 kat daha hizl1 boliinmeleri,
3) Aktif endotel hiicrelerinin iizerinde bulunan bazi molekiiler isaretlerin aktif
olmayan endotel hiicrelerinin iizerinde olmamasi, 4) Yetiskinlerde anjiogenesisin
sinirli olmasindan dolay1 anti anjiogenik ilaclara bagli yan etkilerin ¢ok az goriilmesi,
5) Endotel hiicrelerine kan dolasimi ile kolay ulasilmasi, 6) Bir endotel hiicresinin
yaklagik 50 timor hiicresini besleyebilmesi dolayisiyla birka¢ mikro damarin tahrip
edilmesi ile ¢ok sayida tiimor hiicresinin oldiiriilmesi, 7) Endotel hiicrelerinin
besledikleri tiimor hiicrelerinden 4 giin dnce apoptozise ugramalar1 gibi nedenlerin
anti-anjiyogenik tedaviyi yakin gelecekte klasik tedavi yontemleri arasina sokacagi
tahmin edilmektedir (1). Bu konudaki en 6nemli sorun tedavi etkinliginin klasik
cevap parametreleri (RECIST) ile izlenememesidir. Dolayisiyla bu etkinligi
izleyebilecek basit parametrelere ihtiyag duyulmaktadir. Tezimiz bu ihtiyaca ucuz ve
basit bir metodla cevap vermeyi amaglamaktadir.



GENEL BIiLGIiLER

Damarsal gelisim, embriyogenez sirasinda organ gelisimi ve farklilagmasi igin
temel bir gerekliliktir. Yetigkinlerde de yara iyilesmesi ve yeniden yapilanma i¢in
vaskiiler gelisim gereklidir (16). Anjiyogenez ayrica proliferatif retinopati, yas iliskili
maskiiler dejenerasyon (AMD), tiimorler, romatizmal kemik iltihab1 gibi bir takim
rahatsizliklarin patogenezinde iligkili bulunmustur (16).

Tiimorle iligkili neovaskiilerizasyon sistemik dolagim ile siirekli olarak devam
ederek tiimoOr hiicrelerinin kritik biiylime avantajlarina ve metastatik yayilimina
yardim eder (17,18). Bu duruma uygun olarak tiimorlerde mikrodamarlarin dansitesi
ile sagkalim arasinda negatif korelasyon mevcuttur (19). Benzer bicimde vaskiilarite
ve cesitli timorlerin invaziv davranislart arasinda bir korelasyon gosterilmistir
(20,21).

Anjiyogenezin potansiyel diizenleyicileri i¢in yapilan aragtirmalar bir¢cok aday
ortaya c¢ikarmistir. Asidik fibroblast biiylime faktorii (aFGF), bazik fibroblast
biiyiime faktorii (bFGF), transformine edici biiyiime faktori-alfa (TGF-a),
transformine edici biiyliime faktorii-beta (TGF-f8), hepatosit biliylime faktorii, timor
nekrozis faktor-alfa (TNF-a), anjiyogenin, interlokin-8 (IL-8) baslicalaridir. Bu
molekiiller anjiyogenezi ilerletebilme kapasitesinde olsalar da kan damarlar
olusumunun fizyolojik veya patolojik diizenlenmesinin bu molekiillerle tamamen
uyum gosterdigini sdylemek zordur (16).

Cesitli laboratuarlarda yapilan ¢aligmalar ile normal ve anormal anjiyogenezin
diizenlenmesinde vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriiniin (VEGF) merkezi rolii
aydmlatilmistir (22). Ozellikle tek bir VEGF allelinin dahi kaybmin embriyonik
Oliim ile sonuglanmas1 bu faktoriin vaskiiler sistemin gelisimi ve farklilagsmasindaki
roliinii ortaya koymaktadir (23,24).

2.1. VEGF’ nin Biyolojik Aktiviteleri

VEGF arterlerden, venlerden ve lenflerden gelen mikro ve makrovaskiiler
endotel hiicreleri i¢in kuvvetli bir mitojendir, fakat siirekli iiretilmez ve diger hiicre
tipleri i¢in kayda deger bir mitojenik aktiviteye sahiptir (25). VEGF in vitro
modellerde anjiyogenezi ilerletir, kollojen hiicrelere ve kapiller benzeri yapilara karsi
mikrovaskiiler endotel hiicreleri indiikler. Ayrica, VEGF bir kollojen jelde si¢an
aortik halkalardan yan dallarin olusumunu uyarir (26,27). Benzer sekilde insiilin
benzeri biiytime faktorii — I (IGF-I) veya trombositten gelen biiyiime faktorii (PDGF)
genis fibroblastik ¢ogalma ile birlikte endotel hiicrelerini uyarir (27). VEGF serin
proteaz lrokinaz tip ve doku tip plazminojen aktivatorlerin (PA) ifadesini uyarir.



Ayrica, dana mikrovaskiiler endotel hiicre kiiltiiriinde PA inhibitér 1’in (PAI-1)
ifadesini artiir (28).Ustelik VEGF insan gdébek veni endotel hiicrelerinde
metalloproteinaz interstiyal kollajenazin ifadesini de artirir (29). VEGF tarafindan
kollajenaz ve PA’ nin es zamanli uyarimi bir prodegratif cevre ile siireklilik arz
etmektedir ki bu durum endotel hiicrelerin gogiini ve dallanmasini
kolaylastirmaktadir. Pepper ve Montesano PAI-1’in bir negatif regiilator adim
sagladigimi ileri stirmektedirler. Bu adim proteolitik siirecin ayarlanmasina hizmet
eder (30). Diger bir ¢alisma VEGF’nin vaskiiler endotelyal hiicrelerde iirokinaz
reseptoriin (uPAR) ifadesini ilerlettigini gostermistir (31). Bu bulgular VEGF’ nin
proanjiyogenik aktiviteleri ile tutarlidir.

VEGEF ayrica vaskiiler gegirgenlik faktorii olarak bilinir. Dvorak ve arkadaslari
mikrovaskiiler gegirgenlikte artisin tlimorler ve yaralanmalar ile iliskili
anjiyogenezde c¢ok Onemli bir basamak oldugunu ileri siirmislerdir (11,12). Bu
hipoteze uygun olarak damar gelisimi siirecinde VPF/VEGEF’ nin asil islevi plazma
protein sizintisinin uyarimidir. Diger bir ¢alisma da ayrica VEGF’ nin endotel
hiicrelerinde delikler agilmasini uyaran bir faktor olabilecegini diistindiirmektedir
(32). Vaskiiler endotelyum iizerine VEGF’ in diger bir ilave etkisi hekzos
transportun uyarimidir. Dana tasinma endotel hiicrelerinin VEGF veya TNF-a’ ya
maruz kalmasi hekzos transportun oraninda 6nemli bir artigla sonuglanir (33).

Melder ve arkadaslar1t VEGF’ in endotel hiicrelerinde VCAM-1 ve ICAM-1" in
ifadesini ilerlettigini gostermislerdir. Bu uyarim endotel hiicrelerine NK hiicrelerinin
ylzeyindeki VLA-4 ve CD 18 ile endotelyal VCAM-1 ve ICAM-1’ in 0zgiil
etkilesimi ile aktive NK hiicrelerinin adezyonu ile sonuclanabilir. Bu etkilerin timor
damarlanmasina kars1 IL-2 ile aktive olmus NK hiicrelerinin 6nceden gozlemlenen
tercihli adezyonu i¢in bir agiklama saglayabilir (13,14).

VEGEF’ nin belirli hiicrelerde diizenleyici etkilere sahip oldugu belirlenmistir.
Clauss ve arkadaglar1 VEGF’ nin monosit kemotaksisini ilerletebilecegini
gostermislerdir (34). Broxmeyer ve arkadaglar1 VEGF’ nin bir koloni uyarici faktor
ile uyarilan olgun graniilosit-makrofaj progenitor hiicreleri koloni formasyonuna
yonlendirdigini ifade etmislerdir (35). Gabrilovich ve arkadaslar1 dendritik hiicreler
gibi konukcu profesyonel antijen sunan hiicrelerin olgunlasmasinda VEGF’ nin bir
inhibitdr etkiye sahip olabilecegini belirtmislerdir(15). Bu bulgular VEGF’ nin tim6r
biiylimesini kolaylastirabilecegini, ayrica bir immiin yanitin uyarimindan timorin
kacmasina olanak saglayabilecegini diisiindiirmektedir.

VEGF in vitro doz bagiml olarak vazodilatasyonu uyarir, siganlarda tasikardi,
hipotansiyon ve gegici intravendz enjeksiyonla kardiyak verimde bir azalmaya neden
olur. VEGF in vitro izole sigan kalbinde kontraktilite veya hizinda dogrudan etkiye
sahip degildir (36). Fakat bu hemodinamik etkiler sadece VEGF’ ye 6zgii degildir;
aFGF ve bFGF gibi diger anjiyogenik faktorlerde nitrik oksit aracili vazodilatasyon
ve hipotansiyonu uyarabilir (37).



2.2.VEGF izoformlari

Insan VEGF geni 8 ekzon ve 7 introndan olusmaktadir. Alternatif ekzon kesimi
baslangigta 4 farkli izoform seklinde sonuglanir (VEGF;2; , VEGF 65, VEGF 3o,
VEGF 306 ). Sirast ile 121, 165, 189 ve 206 amino asite sahiptirler. VEGF s
predominant izoformdur. Ekzon 6 ile kodlanan kisimdan yoksundur. VEGF;” de
ekzon 6 ve 7° den kodlanan kisimlar mevcut degildir. Daha az siklikla olugan
alternatif kesim varyantlar1 ayrica ifade edilmistir. Bunlar VEGF145 ve VEGF 183’
tiir(42) (sekil 2.1).

Insandaki dogal VEGF 45 kDa bir heparin bagli homodimerik glikoproteindir.
Dogal VEGF’ in o6zellikleri VEGF¢s” in Ozellikleri ile uyusmaktadir. VEGF )y,
heparin baglamayan bir asidik polipeptitdir. VEGF 39 ve VEGF 546 yliksek derecede
baziktir ve yiiksek affinite ile heparin baglarlar. Fakat VEGF,; rahatca yayilabilen
bir proteinken, VEGF 39 ve VEGF 50’ nin hemen hemen tamami ekstraselliiler
matrikste (ECM) yer alir (38). VEGF¢s ara Ozelliklere sahiptir. Salgilanir fakat
onemli kismi hiicre ylizeyinde ve ECM’ de kalir. VEGF’ nin heparin baglayan
bolgesinin kayb1 dnemli bir mitojenik aktivite kaybi ile sonuglanir (38).

Tiimor hiicresi
Hipoksi, Ras

aktivasyonu

ECM’ ye baglanan
VEGEF 189

Endotel hiicre

Sekil 2.1 VEGF izoformlar1 ve VEGF reseptorleri ile etkilesimi (Ferrara 2003).



2.3. VEGF Gen ifadesinin Diizenlenmesi

Hipoksi: Oksijen stresi ¢esitli genlerin ifadesinin diizenlenmesinde anahtar bir role
sahiptir. VEGF mRNA ifadesi ¢esitli patofizyolojik kosullar altinda diisiik oksijene
maruz kalma sonucu uyarilir. Hipoksi ile uyarilan faktoér 1 (HIF-1), hipoksi yanitinin
anahtar bir aracisidir (16). Yakin zamanl ¢aligmalar HIF-1 bagimli hipoksi yanitinda
von Hippel-Lindau (VHL) tiimdr supresor geninin iiretiminin énemli roliinii ortaya
cikarmistir. VHL geni, VHL sendromlu hastalarda inaktiftir. Bu sendrom retina ve
beyincikte kapiller hemanjiyoblastomalar ve sporadik berrak hiicreli renal
karsinomalar ile karakterize edilir. Bir VHL mutanti ifade eden renal hiicre
karsinoma hiicrelerinin yatagindaki endotel hiicrelerinin mitojenik aktivitelerinin
cogu VEGF’ e karst antikorlar ile notralize edilir (39). VHL proteininin bir
fonksiyonu VEGF ve diger hipoksi durumunda uyarilan genlerin negatif
diizenlenmesini saglamaktir. HIF-1, VHL-noksan renal karsinoma hiicre hatlarinda
aktiftir (40).

Biiyiime Faktorleri ve Onkogenler: Epidermal biiyiime faktorii, TGF-a, TGF-f3,
keratinosit biiylime faktorii, insiilin benzeri bliylime faktorii-1, FGF ve trombositten
gelen biiyiime faktorii gibi ¢esitli major biiyiime faktorleri VEGF mRNA ifadesi ile
diizenlenir ki bu durum bazi faktorlerin mikrogevrede salinan VEGF’ nin lokal
hipoksi ile birlikte parakrin veya otokrin olarak salgilandigini diisiindiirmektedir.
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Sekil 2.2. Tiimdr, hipoksi, diisiik ph ve diger faktorler sonucu VEGF salinimi (Otrock 2007).

Bu duruma ilave olarak, IL-a ve IL-6 gibi inflamatuvar sitokinler sinoviyal
fibroblastlarida iceren bazi hiicre tiplerinde VEGF’ nin ifadesini uyarir. Bundan



dolayr VEGF inflamatuvar hastaliklarda anjiyogenezin ve permeabilitenin bir aracisi
olabilir (38) (sekil 2.2). Spesifik doniisiim olaylar1 ayrica VEGF gen ifadesinin
uyarimi ile sonuglanir. Onkojenik mutasyonlar veya Ras’ in amplifikasyonu VEGF
diizenlenmesine onciiliikk eder. Bu galigmalar in vivo tiimor biiyiimesi i¢in mutant Ras
bagimli VEGF ifadesinin gerekliligini gostermektedir (41).

2.4. VEGF Reseptorleri

VEGFR-1: 7 hiicre dis1 immiinglobulin homoloji bolgesi, tek bir transmembran
gecis bolgesi ve bir hiicre i¢i tirozin kinaz bdlgesinden olusur. VEGFR-1, VEGF-A,
VEGF-B ve PIGF ile yiiksek affiniteli baglanir. Gelisim esnasinda, VEGFR-1
endotelyumda ve anjiyoblastlarda Once ifade edilir (42). VEGFR-1 endotel
hiicrelerinde  (ECs), osteoblastlarda, monosit / makrofajlarda, plasental
trofoblastlarda, renal mezensial hiicrelerde ve ayrica bazi hematopoietik hiicrelerde
ifade edilir. VEGFR-1 ifadesi HIF-1 ( hypoxia — inducible factor — 1 ) bagimh
mekanizma ile hipoksi tarafindan diizenlenir (38).

Hayvan deneyleri VEGFR-1’ in anjiyogeneziste kritik roliinli goéstermistir (43).
Diger ¢aligmalar VEGFR-1’ in monosit goclinde, EC progenitdrlerinin
olgunlagsmasinda ve natural killer hiicrelerinin adheziv 6zelliklerinin artisinda aktif
fonksiyonel role sahip oldugunu gostermektedir (44,45). Karaciger siniisoidal
endotel hiicrelerinde (LSECs) VEGFR-1’ in yeni bir fonksiyonu icin delil
sunulmustur (42, 46), (Sekil 2.2). VEGFR-1 aktivasyonu LSECs’ te hepatosit
bliylime faktoriiniin, IL-6" nin ve diger hepatotropik molekiillerin parakrin salinimi
ile sonuclanmaktadir. Sonug olarak, hepatositler LSECs ile kiiltiirleri yapildiginda
cogalmalar1 i¢in uyarilmaktadirlar. VEGF hepatositler tizerine dogrudan mitojenik
etkiye sahip degildir. Yakin zamanli ¢aligmalar hematopoiesis ve endotel
progenitorlerin olgunlagsmasinda VEGFR-1" in etkilerini vurgulamaktadir (47).

Dogal olarak olusabilen VEGFR-1’ in ¢6ziiniir formu VEGF ile uyarilan EC
cogalimini inhibe eder. Bu ¢oziiniir reseptor VEGF-A veya PIGF’ m etkili spesifik
antagonisti olarak rol oynayabilir. Coziinlir VEGFR-1 astrosit tiimorleri ve meme
kanserini iceren ¢esitli timorlerde ifade edilir (48,49).
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Sekil 2.3 Karaciger siniisoidal endotel hiicrelerinde VEGFR-1 ve VEGFR-2’ nin farkl etkileri
(Ferrara 2003).

VEGFR-2: ilk kez 1991’ de Terman ve arkadaslar tarafindan izole edilmistir ve
kinase-insert domain containing receptor ° (KDR) olarak adlandirilmistir. Fare
VEGFR-2 geni bagimsiz iki arastirma grubu tarafindan izole edilmis ve flk-1 olarak
adlandirlmistir  (38). VEGFR-2 yedi immiinglobulin benzeri boélge, bir
transmembran bolgesi ve yaklasik 70 amino asitlik bir tirozin kinaz bolgesinden
olusur. Hiicre icinde VEGFR-2 proteini bir 150 kDa’ luk protein olarak iiretilir ve
glikolizasyon ile 200 kDa’ a ¢okar. Bu molekiil bir ileri glikolizden sonra 230 kDa’
luk bir formda hiicre ylizeyinde ifade edilir (25,42).

VEGFR-2, VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D ve VEGF-E’ yi baglar. Endotel
hiicreleri disinda ayrica noéron hiicrelerinde, osteoblastlarda, megakaryositlerde ve
hematopoietik kok hiicrelerde ifade edilir. VEGFR-2 aktivasyonu, Raf-MEK-ERK
yolagi aktivasyonu ile endotel hiicre biiyliimesini uyarir (50).

Insan squamoz hiicre karsinomu hiicre hattinin bir fare modelinde, VEGF
sinyalinin bloke edilmesi epitelial timdr fenotipinin stromal normalizasyon yOniinde
kaymasi ile sonuglanmistir (51). VEGFR-2 antianjiyogenik aracilik i¢in bir merkezi
molekiiler hedefi simgelemektedir. Ciinkii endotel hiicre biiyiimesinde ve gociinde



cok oOnemli bir yere sahiptir. Li ve arkadaslar1 VEGFR-2’ nin molekiiler
inhibisyonunun tiimor yanitini artirabilecegini géstermislerdir (52).

VEGFR-3: Endotel hiicre reseptor tirozin kinazlarin bir iiyesidir. Sadece alti Ig-
homoloji bdlgesine sahiptir. VEGFR-3 tercihli olarak VEGF-C ve VEGF-D’ ye
baglanir. Insanlarda, VEGFR-3 geninin alternatif kesilimi ile VEGFR-3’ {in 2
izoformu meydana gelir ve bu izoformlarin C- terminalleri farklidir. VEGFR-3
ornegin; perifer solid tiimorlerde ve vaskiiler tiimorlerdeki gibi patolojik kosullarda
kan vaskiiler endotel hiicrelerinde yeniden diizenlenir (16,38). Bu reseptor vaskiiler
timorlerde genis capta yayilmistir ve vaskiiler neoplasmalarin endothelial hiicre
farklilagmasinin bir belirteci olarak kararlastirilabilir. Yakin zamanda VEGFR-3’ iin
korneal transplantasyonun bir deneysel modelinde adaptif immiiniteyi diizenledigi
gosterilmistir (53).

Insanlarda VEGFR-3 ifadesi kronik inflamatuvar yaralardaki kan damar
endotelyumunda artirilir ve yara iyilesmesinde gegici lenfanjiyogenezis ile
uyumludur. Bu sonugla, VEGFR-3’ iin kardiyovaskiiler gelisimde embriyogeneziste
primer vaskiiler agin olusumunda ve yetiskinlerde lenfanjiyogeneziste g¢esitli roller
oynadigma inanilmaktadir. Yakin zamanda, Jennbacken ve arkadaglar1 VEGFR-3 ve
VEGF-C’ nin artan ifadesinin prostat kanserinin ilerlemesinde ve lenf nodlarina
metastazlarinda rol oynadigini1 gostermislerdir (54).

VEGFR-3 aktivasyonu ve ligandlarindaki artis melanoma ve meme kanserini de
iceren belirli neoplastik sartlarda gézlemlenmistir. Buna ilave olarak, VEGFR-3’ iin
bloke edilmesi 6nemli derecede lenfanjiyogenezisi ve lenf nodu metastazlarini inhibe
etmektedir. Bu nedenle 6zgiin inhibitorler ile VEGFR-3’ iin bloke edilmesi yeni
lenfatik biiyiimeyi inhibe edebilir (55).

Noropilin NP-1 ve NP-2: Noropilin NP-1 baslangicta semaforin / kollapsinler i¢in
bir reseptor gorevi goren 130-140 kDa agirliginda hiicre ylizey glikoproteini olarak
tanimlanmistir. Semaforin / kollapsinler aksonal ve néronal gelisimde itici yardim
sinyalleri bi¢iminde hizmet ederler. NP-2 VEGF-A, VEGF-C ve PIGF baglarken
NP-1 VEGF-A, VEGF-B ve PIGF baglar. Embriyonik gelisim esnasinda NP-1
nervus, kardiyovaskiiler ve iskelet sistemlerinde ifade edilirken, yetiskinlerde ayrica
endotel hiicrelerinde, tiimor hiicrelerinde, akciger, kalp, karaciger, bobrek, pankreas,
osteoblastlar ve kemik iligi stromal hiicrelerinde ifade edilir (16,38,42). NP-2’ de
buna benzer bir ifade drnegi gosterir. Insanlarda NP-1 kromozom 10’ da, NP-2’ de
kromozom 2’ de lokalizedir. Her iki gende 17 ekzondan meydana gelir (38).

NP-1, VEGF-A-VEGFR-2 etkilesimini artiran bir ko-reseptér bigiminde rol
oynar, artan in vivo timor anjiyogenezinde VEGFR-1 ile kompleksler olusturur.
Cozilinlir NP-1 endotelyuma, timor hiicrelerine VEGF ;45 baglanmasini ve endotel
hiicrelerinde VEGFR-2’ nin VEGF 45 ile uyarilan tirozin fosforilasyonunu inhibe
eder. Rekombinant ¢6ziiniir NP-1 ifade eden si¢an prostat karsinoma hiicreleri damar
hasari, yaygin hemoraji ve apoptotik tiimor hiicreleri ile karakterize edilmistir (56).



2.5. FIt-1 ve Flk-1 / KDR Tirozin Kinazlar

Iki VEGF reseptdr tirozin kinaz tanimlanmistir. Flt-1 (fms-like tyrosine kinase)
ve KDR (kinase domain region) reseptorleri VEGF ile yiiksek affiniteli baglanir. Flk-
1 (fetal liver kinase-1) / KDR ve Flt-1 hiicre dis1 kisimda 7 immiinglobulin benzeri
kisimdan, tek bir transmembran kisimdan ve ortak bir tirozin kinaz sekansindan
meydana gelir. Flt-1 thVEGF,¢s” e yiiksek affinite gosterirken, KDR VEGF i¢in
diistik affinite gosterir (16,42) (sekil 2.4).

Tiumor Hiicresi

Coziiniir

VEGFR-1

uPA, tPA, MMP9 Cogalma, gog, Gogalma, g6g, sagkalim, G‘"Zi’ X
uyarimi; Vaskiiler temelli sagkalim, anjiyogenez lenfatik endotel hiicrelerde sagkalim
6zgiin bilylime faktorleri .

salinimi anjiyogenez

Hematopoietik

veya losemik
hiicre

Sekil 2.4 Farkli hiicre tiplerinde VEGF reseptor tirozin kinazlarin rolii (Ferrara 2003).

2.6. Solid Tiimorlerde ve Hematolojik Malignitelerde VEGF’ nin Rolii

In situ hibridizasyon c¢aligmalart VEGF mRNA’ nin pek ¢ok insan tiimoriinde
ifadesinin arttigin1 gostermistir. 1993° te Kim ve arkadaslart VEGF’ e karsi
antikorlarin ¢iplak farede cesitli timor hiicre hatlarinin bilylimesinde giiglii bir
inhibitor etki olusturdugunu gdstermislerdir (57). Daha sonra, pek ¢ok diger hiicre
hatlarinin bu ve VEGF sinyalinin kiiglik-molekiil inhibitorlerle blokasyonu, antisense
oligoniikleotitler ve VEGFR-2’ ye kars1 antikorlarin kullanimini da igeren anti-
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VEGEF tedavileri ile in vivo inhibe edilebilecegi gosterilmistir (16). Her ne kadar
tiimor hiicreleri VEGF’ nin major kaynagi ise de, tiimor iligkili stroma ayrica VEGF
tiretiminin 6nemli bir alanin1 olusturmaktadir (42).

Cesitli ¢aligmalar kemoterapi ile veya radyasyon terapisi ile anti-VEGF
tedavisinin kombine kullaniminin her iki tedavinin yanliz basina kullanimindan ¢ok
daha biiyiik anti tlimor etki ile sonuglandigini gostermistir (58,59).

Kanser hastalarinda klinik denemeler VEGF’ ye karst insanlastirilmis
monoklonal antikorlar1 (rhuMab VEGF), bir anti-VEGFR-2 antikorunu, VEGFR-2
sinyal iletimini inhibe eden kii¢iik molekiilleri ve bir ¢oziinlir VEGF reseptoriinii de
iceren ¢esitli VEGF inhibitorleri ile devam etmektedir. Faz II klinik veriler rhuMab
VEGF icin baslangic kanitlar saglamaktadir. rthuMab VEGF konvansiyonel
kemoterapi ile kombine edildiginde metastatik kolorektal karsinomali hastalarda
sagkalimi artirmaktadir (60).

VEGF multipl miyelom, T-hiicre lenfoma, akut lenfoblastik l6semi, Burkitt
lenfoma, histiositik lenfoma ve kronik myelositik losemiyi de iceren cesitli
hematolojik malignitelerden gelen hiicre hatlarinda ifade edilmektedir. Her iki VEGF
reseptoriiniin ifadesi bazi l10semi hiicre hatlarinda belirgindir ve VEGFR-1, VEGFR-
2’ den daha fazla ifade edilmektedir. Insan myeloid 16semi hiicre hatlarinda VEGFR-
1 ve VEGFR-2’ ye karsi kii¢lik molekiillerin inhibitor etkileri kanitlanmistir (61). Ek
olarak VEGFR-2’ ye kars1 gelistirilmis bir antikor ksenotransplant insan 16semi
hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe etmektedir ve ¢iplak farede sagkalimi artirmaktadir
(62). Bu bulgular VEGF inhibitorlerinin hematolojik malignitelerin tedavisinde etkili
olabilecegini diisiindliirmektedir. 2004’ te bevacizumAb metastatik kolorektal kanser
icin FDA’ dan ( Food and Drug Administration ) onay almistir (63). Bundan 2 yil
sonra da tilkemizde onay almistir.

2.7. Metronomik Kemoterapi

Konvansiyonel sitotoksik ilaglar kanser tedavisinde  maksimum tolere
edilebilen dozda (MTED) kulanilabilmek i¢in dizayn edilmiglerdir. MTED
kullanilan kemoterapi sinirli sayidaki kanserli hastalarda sifayla, 6nemli sayidaki
hastada da hastalik kontrolii ile sonu¢lanmasina karsin belirgin uzun ve kisa donem
komplikasyonlarina neden olmaktadir. Sitotoksik ilaglarin doz kisitlayic1 yan
etkilerine ulagmasina, dolayisiyla istirahat donemlerine gerek kalmayacak derecede
diisiik dozlarda siirekli olarak verilmesiyle antikanser etkinliklerinin artirildig:
alternatif bir kullanim bi¢imi giderek daha ¢ok ilgi ¢cekmektedir. Bu kemoterapi
semalar1 metronomik kemoterapi olarak adlandirilmaktadir. Metronomik tedaviler
tiimor hiicrelerine oranla ¢ok daha yavas prolifere olan anjiogenik endotel hiicrelerini
hedef alarak yetersiz neovaskiilarizasyon sonucunda tiimdr hiicrelerinin biiyiimesini
inhibe etmektedirler. Anti-anjiogenik tedavinin kanser hastalarinda faydali oldugu
ise gosterilebilmeye baslanmistir (1,2,3).
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Aslinda  c¢esitli kanserlerde daha Onceleri idame kemoterapiler olarak
adlandirilan ¢esitli protokoller de  pekala metronomik kemoterapi olarak
tanimlanabilir. Losemilerdeki bagarili giinlitk merkaptopurin + haftalik methotreksat,
noroblastomlardaki etkili giinliik siklofosfamid + haftalik vinkristin, Wilms
timorlerindeki haftalik vinkristin, akciger adenokarsinomlarinda UFT gsemalari
bunlar arasindadir (4,5,6,7). Ampirik olarak gelistirilen c¢esitli tedavilerin etkinlik
mekanizmalarinin daha sonraki bilimsel izahlarina bir 6rnek de metronomik-anti-
anjiogenik tiimor kontrolii teorisi olacak gibi goriinmektedir. Dorde bir orandaki
urasil:tegafurdan olusan UFT in vivo olarak 5 FU, gama-hidroksibutirat ve gama-
butirolaktona doniisiir. Her ii¢ metabolitinde anti-anjiogenik ozellikleri oldugu
preklinik modellerde gosterilmistir (8,9). Iki sene siireyle hergiin 250 mg/m2 oral
UFT alan akciger adenokarsinomlarinda 5-8 sene sonra belirgin sagkalim avantaji
oldugu gozlenmistir (7). Grade III toksisite orani ise sadece %?2dir. Yarar ozellikle
yiiksek mikrodamar yogunlugu ve VEGF ekspresyonu olan tiimorlii hastalarda
goriilmektedir. Haftada bir anti-VEGF monoklonal antikoru bevacizumAb + hergiin
oral siklofosfamid kullanimiyla standart kemoterapilere direngli over ve primer
peritoneal kanserlerde %80 klinik yarar (kismi yanit +stabil yanit) ve 5.8 ay
progresyonsuz sagkalim elde edilmistir (10).

ORNEK METRONOMIK KEMOTERAPI PROTOKOLLERI

1) Avrupa Onkoloji Enstitiisti-Milan Protokolii:
Oral Siklofosfamid hergiin (saat 9 da 50 mg)
Oral Methotreksat haftanin 1. ve 4. giinleri (saat 10 ve 17de 2X2.5 mg)

2) Oral Siklofosfamid hergiin (50 mg)
Oral etoposide 3 haftada bir 5 giin (2X50 mg)

3) COMBAT protokolii: (1 senede tamamlanan 13 haftalik 4 kiir)
Celecoxib 1.-77. giin (200 mg/m?)
Oral Etoposide 1.-21. giin (25 mg/m’)
Oral Temozolomide 36.-77. giin (60 mg/m?)
13-cis-Retinoic acid 1.-14., 29.-42., 57.-70. giin (100 mg/m?)

4) Oral Siklofosfamid hergiin (50 mg)
parenteral Vinblastine haftada bir (3 mg/m?)
Rofecoxib her giin (25 mg)

5) UFT oOral (300 - 400 mg/body)
Oral Siklofosfamid hergiin (100 - 150 mg/body)

2.8. BevacizumAb (Avastin)

1997’ de insanlastirilmig fare anti-VEGF monoklonal antikoru yapildi. Tipki fare
VEGF monoklonal antikorunda oldugu gibi, bevacizumab da tiim insan VEGF-A
izoformlarini ve bioaktif proteolitik fragmentleri baglar ve notralize eder fakat fare
ya da sican VEGF’ e baglanmaz. BevacizumAb’ 1n baglanan epitopu bir kompleks
Fab ligandin kristal yap1 analizi ile belirlenmistir.
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BevacizumAb c¢iplak farede insan tiimor hiicre hatlarinin biiylimesini inhibe
eder, haftalik 2 kez 1-2 mg/kg dozda maksimum inhibisyon saglar. Yiiksek insan /
fare VEGF oranli tiimorlerde inhibisyon % 90’ 1n {izerinde gerceklesebilir.

BevacizumAb’ i giivenilir degerlendirmeleri Macaca fascicularis’ de
(cynomolgous monkey) baslatilmistir. 1997 de, Genentech bevacizumAb ile faz I
klinik deneme yapmistir. Bu faz I ¢alismada bir tek ajan olarak antikorun digerlerine
nazaran toksik olmadigi ve standart kemoterapi rejimlerine ilave edildiginde
kemoterapi iliskili toksisiteyi onemli derecede artirmadigi gézlemlenmistir. 1998” de
bazi faz II ¢aligmalar farkli tiimor tiplerinde bevacizumAb ile ya tek bir ajan ya da
kemoterapi ile kombine bicimde yapilmistir. En cesaret verici sonuglar kolorektal,
renal hiicreli ve akciger kanserlerinde elde edilmistir. Faz III c¢alisma ilkin
Amerika’da oOnceden tedavi almamis metastatik kolorektal kanserli hastalarda
bevacizumabin 5-fluorouracil/leucovorin ile kombine edilmesi bigiminde yapilmistir.
5-fluorouracil/leucovorin’ e bevacizumAb ilavesi toplam sagkalimda Onemli
derecede artis ile ve 6liim riskinde % 34’ liik bir azalma ile sonu¢lanmistir. Ortalama
sagkalim 15.6 ay’ dan 20.3 ay’ a yiikselmistir. 2004’ te bevacizumAb metastatik
kolorektal kanser i¢cin FDA’ dan ( Food and Drug Administration ) onay almistir
(63).

2.9. Metronomik Kemoterapi Degerlendirme Metodlari

Antianjiogenik etkinligi gosterecek biomarkerlar olan plazma VEGF, bFGF,
Thrombospondin 1 (TSP-1) diizeyleri ile anti-anjiogenik aktivite arasindaki iliski
her caligmada gosterilememektedir (65). Dolasimdaki endotelyal hiicreler (CEC) ve
endotelyal progenitorlerin (CEP) anti-anjiogenik aktiviteyi gostermekte daha iyi
potansiyeli oldugu diisiiniilmektedir. 30 lenfoma, 46 meme kanserli hastada tedavi
oncesinde bir ¢caligmada periferik kanda gerek istirahatteki gerekse aktive endotelyal
hiicrelerin 20 saglikli kontrole oranla 5 kat daha yiiksek oldugu bulunmustur (66).

Saglikli kisilerde CEC=7.9 (uL’ de), aktive CEC=1.2 (uL’ de), VEGF 83 pg/ml,
VCAM 838 pg/ml, kadinlarda aktive CEC=24, adet goéren kadinlarda aktive
CEC=4 .4, kanserde (meme, lenfoma) CEC=39.1, aktive CEC=6.8, VEGF 192 pg/ml,
VCAM 1496 pg/ml (p=0.003), lenfomada (l6semik fazda-lenfoma en yiiksek)
CEC=78, aktive CEC=8.7 (p=0.02), tedavi sonrasi remisyonda lenfomada
CEC=12.8, aktive CEC=0.8, meme kanserinde (metastatik olan ve olmayan meme
kanserinde fark yoktur) CEC=15.8, aktive CEC=5.6, Quadronektomi uygulanmadan
once meme kanserli 13 hastada CEC=25.3, aktive CEC=9, Quadronektomi
uygulandiktan 24 saat sonra meme kanserli 13 hastada CEC=16.4, aktive CEC=2’
dir. Tedavi basarisi ile 6zellikle aktive CEC orani diismektedir.

Milan Avrupa Onkoloji Enstitiisii'ndeki ayni grup yaymladiklart iki ayr
makale ile metastatik meme kanserindeki metronomik ¢alismalarini daha da ileriye
gotiirmiislerdir (67). 4-renkli akim sitometrisi ile yapilan calismada periferik
EDTAll kanda hematopoietik hiicreler anti-CD45 (BD-Mountain View, CA:
peridinin chlorophyll protein ile konjuge) ile ekarte edildikten sonra endotel hiicre
tanimlayicisi olarak P1H12, CD31, CD34, endotel hiicrelerindeki aktivasyonu

13



tanimlayan CD105, CD 106 ve oncii endotel tanimlayicis1 olarak CD133 belirtecleri
kullanilmigtir.  Bunlardan P1H12 (CD146) endotel hiicrelerine 6zgiidiir;
hematopoietik ve epitelyal hiicrelerle reaksiyon vermez. CDI105 (endoglin)
Vaskiiler Hiicre Adezyon Molekiili-1 (VCAM-1) ve TGF-beta igin reseptordiir.
[stirahatteki (“resting”) CEC oram tanimlanmasi= P1H12+ ((Chemicon, Temecula,
CA: FITC ile konjuge) ; CD31+ (BD Pharmingen, San Diego, CA: FITC ile
konjuge) ; CD34+ (BD-Mountain View, CA: AlloPhycoCyanin ile konjuge) ;
CD105- (Euroclone, Devon, ingiltere: FITC ile konjuge) ; CD106- (BD
Pharmingen, San Diego, CA: PhycoErythrin ile konjuge); CD133- (Miltenyl,
Bergisch Gladbach, Almanya: PhycoErythrin ile konjuge). Aktive CEC orani
tanimlanmasi= P1H12+ ((Chemicon, Temecula, CA: FITC ile konjuge) ; CD31+
(BD Pharmingen, San Diego, CA: FITC ile konjuge) ; CD34+ (BD-Mountain View,
CA: AlloPhycoCyanin ile konjuge) ; CD105+ (Euroclone, Devon, ingiltere: FITC
ile konjuge) ; CD106+ (BD Pharmingen, San Diego, CA: PhycoErythrin ile
konjuge); CD133- (Miltenyl, Bergisch Gladbach, Almanya: PhycoErythrin ile
konjuge). CEP oram1 tanimlanmasi= CD133+ (Miltenyl, Bergisch Gladbach,
Almanya: PhycoErythrin ile konjuge). CEP Ficoll ile ayrilan mononiikleer hiicre
fraksiyonu arasinda bulunur. Apoptotik CEC oran1 = 7 aminoActinomycin D
(7AAD) olarak tanimlanmig ve tiimdrlii immiin kompromise farelerden metronomik
tedaviye cevap verenlerde tiimorden salinan apoptotik CEC arttigi gosterilmistir
(67,68). Apopotik CEC artis1 ayn1 metronomik protokoliin uygulandigi tiimorsiiz
farelerde gozlenmemistir.

Her ne kadar CEC metodolojisi anjiyogenez degerlendirilmesinde umut vaat
eder gibi gorlinse de flow sitometrik analize dayanan bu metodun emek yogun ve
masrafli olusu nedeniyle rutin klinik pratige girmesi zor olacak gibi goriinmektedir.
Serum VEGF degerlendirmesi ELISA yontemine dayanmakta ve gilinlimiiz
hastanelerinin merkez laboratuarlarinda yaygin olarak kullandiklar1 tekniklere
kolayca uyarlanabilmektedir. Emek yogun degildir ve de kullanimi yayginlastiginda
olduke¢a ucuz olabilecektir.
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MATERYAL VE METOT

26.09.2006-08.11.2007 tarihleri arasinda Akdeniz Universitesi Hastanesi
Medikal Onkoloji Polikliniginde metronomik kemoterapi ve bevacizumAb tedavisi
almakta olan hastalardan tedavi 6ncesi ve tedaviye baslangictan itibaren 3 ay sonrasi
kan ornekleri toplandi. Toplanan kan 6rneklerinden serumlar1 ayristirildi (2000 g, 7
dk) ve -80 C’ de muhafaza edildi. Kontrol amagli 255 yas grubu 5 saglikli bireyden
ve 50%5 yas grubu 5 saglikli bireyden kan oOrnekleri toplandi.Toplanan kan
orneklerinden serumlari ayristirildi (2000 g, 7 dk) ve -80 C’ de muhafaza edildi.
Ayrica kordon kant VEGF diizeyi diisiik oldugu i¢in farkl bireylere ait 5 adet kordon
kani serumu kontrol amagl kullanild1 (64). Daha sonra muhafaza edilen hasta serum
orneklerinden ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay ) yontemi ile VEGF
baslangi¢c ve 3 ay sonrasi serum diizeyleri ve kontrol VEGF serum diizeyleri tayin
edildi. Calismada serum icermeyen 2 kuyucuk negatif kontrol olarak degerlendirildi.
Calismada Biosource marka VEGF 65 ELISA kiti kullanildi.

3.1. ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay ) yontemi

ELISA yonteminde, antijen ya da antikor bir enzimle isaretlenmekte ve
immunolojik reaksiyon, enzimatik bir aktivite sonucu gelisen renk ile dl¢iilmektedir.
Duyarli, 6zgiin ve ¢abuk sonu¢ veren bir testtir. Serolojik tanida kolay ve hizh
olmasindan dolay1 genis bir uygulama alani bulmustur. ELISA yOnteminde antijen,
katt bir faza baglanmaktadir. Kati faz olarak rigid polystyrene, polyvinyl ve
polypropilene’den yapilmig tiipler ve mikropleytlerin daha uygun oldugu
belirtilmektedir. ELISA’da enzim olarak beta galaktozidaz, glukozoksidaz,
peroksidaz ve alkalin fosfotaz kullanilmaktadir. Enzimlerin katabolik etkileri enzim
substrasyon reaksiyonu esnasinda immunolojik reaksiyonun hem hizlanmasini, hem
Ozgilliglinii saglamaktadir. Enzim substrat reaksiyonu genellikle 30-60 dakika
icinde tamamlanir. Reaksiyon NaOH veya H;SO, ile durdurulabilir ve sonuglar,
kullanilan kojugatin 6zelligine gére 400-600 nm de okunur.

Ozgiin ve saflastirilmis anti VEGF antikor polistiren mikrokuyucuklara baglanir.
Antijenler dogal halde korunmustur. Hazir kontroller ve sulandirilmig hasta serumlari
bu kuyucuklara pipetlenir. Serumda bulunan VEGF kuyucukta mevcut bulunan
kuyucuklara bagl anti-VEGF antikoru ile baglanacaktir. Baglanmayan proteinler
yikanacaktir ve daha sonra biotin bagli olan anti- insan VEGF antikorlar1 her bir
kuyucuga eklenecektir. Ikinci beklemede bu antikorlar énceden baglanmis olan hasta
antijenleri ve antikorlarla reaksiyona girecektir. Yikama sirasinda baglanmayan
enzim-konjugat kompleksi ayrilacaktir. Enzimin aktivitesi kromojen substrat
soliisyonu ilave ettikten sonra olusan rengin yogunlugu ile 6l¢iilecektir.
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Test prosediirii

1.

3.

N

11.

12.

13.

Kuyucuklara 50 pl inkiibasyon tamponu konur.

Standart 6rneklerden kuyucuklara 100 pl konur.

Hasta serumlarindan kuyucuklara 50 pl konur ve tizerine 50 pl standart
seyreltici tampon ilave edilir.

2 saat oda 1s1sinda inkiibasyon yapilir.

Kuyucuklar aspire edilir ve 4 kez yikama soliisyonu ile yikanir.

100 pl biotin + anti- VEGF konjugat konur ve oda 1sisinda 1 saat inkiibasyon
yapilir.

Kuyucuklar aspire edilir ve 4 kez yikama soliisyonu ile yikanir.

100 pl streptavidin-HRP enzimi ilave edilir ve oda 1sisinda yarim saat
inkiibasyon yapilir.

Kuyucuklar aspire edilir ve 4 kez yikama soliisyonu ile yikanir.

. 100 yl TMB ( Stabilized chromogen ) eklenir. Stvinin rengi maviye donmeye

baslar.

Yarim saat oda 1sisinda karanlikta bekletilir ( plate aliminyum folyo ile
sarilmaz ).

100 pl enzimatik reaksiyonu durduran soliisyon eklenir. Sivi rengi maviden
sartya donmelidir.

450 nm’ de 2 saat iginde UV spektrometrede okuma yapilir.

3.2. Kullanilan laboratuvar malzemeleri

1- Cihazlar:

- Heraeus Instruments Etiiv

- +4 C Buzdolab:

-80 C Buzdolabi

- Thermo Labsystems Multiscan spectrum
- Niive NF 800 santrifiij

2- Malzemeler:

- 1000 mikrolitrelik otomatik pipet

- 200 mikrolitrelik otomatik pipet

- 10 mikrolitrelik otomatik pipet

- Sar1 pipet ucu (1-100 mikrolitre) 2 paket
- Mavi pipet ucu (100-1000 mikrolitre) 2 paket
- Cok kanall1 otomatik pipet

- 500 ml meziir

- 15 mililitrelik konik tiip

- Steril kapakli 15 mililitrelik tiip

- 1,5 mililitrelik ependorf tiipleri

- Human VEGF 45 ELISA kit (Biosource)
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3.3. istatistik

Istatistik analizler SPSS hazir istatistik paket programi (SPSS 15.0 for Windows)
kullanilarak gerceklestirildi. 3 grup karsilastirmalarinda Kruskal Wallis Varyans
analizi testi, ikili grup karsilastirmalarinda Bonferonni diizeltmeli Mann Whitney U
testi yapildi. Gruplarin farkli zamanlardaki VEGF diizeylerinin karsilagtirilmasinda
Wilcoxon testi yapildi. 0,05°den kiigiik “’p’” degeri anlamli kabul edildi. Metin
icerisinde, tablo ve sekillerdeki degerler ortalama, SD (standart sapma), min-max
(minimum-maximum) olarak verildi.
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BULGULAR

Calismaya metronomik kemoterapi alan 11 hasta (7 kadin, 4 erkek, yas
ortalamalar1 55), bevacizumAb tedavisi alan 16 hasta (4 kadin, 12 erkek, yas
ortalamalar1 55.1), kontrol amagh 255 yas grubu 5 saglikl birey (2 kadin, 3 erkek,
yas ortalamalar1 27.6), 5015 yas grubu 5 saglikli birey (5 erkek, yas ortalamalar1 51)
dahil edilmistir. Ayrica yapilan ELISA analizinin giivenilirligi i¢cin VEGF diizeyi
diisiik olan farkli bireylere ait 5 adet kordon kani serumu kontrol amagh
kullanilmustir.

Metronomik kemoterapi alan hastalarin yas, tani, metronomik kemoterapi
oncesi serum VEGF diizeyleri ve metronomik kemoterapi sonrast serum VEGF
diizeyleri ¢izelge 2.1° de gosterilmistir.

Cizelge 2.1 Metronomik kemoterapi alan hastalarin yas, tani, metronomik kemoterapi 6ncesi serum
VEGF diizeyleri ve metronomik kemoterapi sonrasi serum VEGF diizeyleri

Hastalar | Yas Tam Baslangi¢ 3 ay sonrasi
VEGF diizeyi VEGF diizeyi

GB 48 Meme kanseri 450 pg/ml 676 pg/ml
FA 69 Meme kanseri 194 pg/ml 299 pg/ml
HT 64 Meme kanseri 280 pg/ml 128.5 pg/ml
CC 42 Meme kanseri 660 pg/ml 410 pg/ml
MS 60 Meme kanseri 521.5 pg/ml 518.5 pg/ml
NK 62 Over kanseri 600 pg/ml 96 pg/ml
HU 54 Akciger kanseri 202 pg/ml 160.4 pg/ml
RY 56 Meme kanseri 300 pg/ml 350 pg/ml
FD 49 Meme kanseri 596 pg/ml 240 pg/ml
FS 52 Akciger kanseri 898 pg/ml 197.5 pg/ml
HO 49 Nazofarenks kanseri 1200 pg/ml 368 pg/ml

BevacizumAb tedavisi alan hastalarin yas, tani, bevacizumAb tedavisi Oncesi
serum VEGF diizeyleri ve bevacizumAb tedavisi sonrasi serum VEGF diizeyleri
cizelge 2.2° de gosterilmistir.
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Cizelge 2.2 BevacizumAb tedavisi alan hastalarin yas, tani, bevacizumAb tedavisi 6ncesi serum
VEGEF diizeyleri ve bevacizumAb tedavisi sonrasi serum VEGF diizeyleri

Hastalar Yas Tam Baslangic 3 ay sonrasi
VEGEF diizeyi VEGEF diizeyi

M.AK 61 Kolon kanseri 206 pg/ml 62 pg/ml
AY 60 Kolon kanseri 207 pg/ml 78.04 pg/ml
CY 53 Kolon kanseri 121 pg/ml 119.1 pg/ml
NK 65 Kolon kanseri 81 pg/ml 121 pg/ml
HK 28 Kolon kanseri 46 pg/ml 130 pg/ml
MC 52 Kolon kanseri 597 pg/ml 118 pg/ml
HK 40 Kolon kanseri 602 pg/ml 117 pg/ml
MS 62 Kolon kanseri 129 pg/ml 89 pg/ml
HE 45 Kolon kanseri 446 pg/ml 115 pg/ml
AK 53 Kolon kanseri 450 pg/ml 130 pg/ml
BO 56 Kolon kanseri 187 pg/ml 117 pg/ml
HK 66 Kolon kanseri 216 pg/ml 117 pg/ml
UK 64 Kolon kanseri 325 pg/ml 127 pg/ml
SC 58 Kolon kanseri 295 pg/ml 115 pg/ml
MK 70 Kolon kanseri 178 pg/ml 119 pg/ml
M.AT 50 Kolon kanseri 600 pg/ml 116 pg/ml

Kontrol amagh ¢alisilan saglikli bireylerin yas ve serum VEGF diizeyleri ¢izelge

2.3’ de gosterilmistir.

Cizelge 2. 3 Kontrol amagl ¢alisilan saglikli bireylerin yas ve serum VEGF diizeyleri

Saghkh Yas VEGEF diizeyi
Bireyler

DE 28 129 pg/ml
AD 30 126 pg/ml
KO 30 118 pg/ml
SU 22 119 pg/ml
DB 28 125 pg/ml
TK 49 46.9 pg/ml
BS 49 118.6 pg/ml
EY 49 195 pg/ml
ME 54 120 pg/ml
OA 54 113 pg/ml
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Yapilan ELISA analizinin giivenilirligi i¢in ¢alisilan VEGF diizeyi diistik olan
farkl bireylere ait 5 adet kordon kani serumu VEGF diizeyleri sirast ile 39, 44, 43.2,
38.6, 33.4 pg/ml’ dir. Kordon kani serumu ortalama VEGF diizeyi 39.64 pg/ml’ dir.

Hastalarin ortalama, SD (standart sapma), min-max (minimum-maximum)
VEGTF verileri ¢gizelge 2.4’ te gdsterilmistir.

Cizelge 2.4 Hastalarin ortalama, SD (standart sapma), min-max (minimum-maximum) VEGF verileri

Baslangic VEGF diizeyi 3 ay sonras1 VEGF diizeyi
Ortalama | SD | Min. | Max. | Ortalama | SD | Min. | Max.
Metronomik | 520 308 | 194 1200 | 299 176 | 96 676
Kemoterapi | pg/ml pg/ml | pg/ml | pg/ml pg/ml | pg/ml
n:l11
Bevacizumab | 211 189 | 46 602 117 18.9 | 62 130
Tedavisi pg/ml pg/ml | pg/ml | pg/ml pg/ml | pg/ml
n:16

Saglikli bireylerin serum VEGF diizeyi ortalamasi 119.5 pg/ml, standart sapmasi
35.1, minimum degeri 47 pg/ml, maximum degeri 195 pg/ml’ dir.

Cizelge 2.5 Saglikl bireylerin ve hastalarin ortalama VEGF diizeyleri

400,00
300,00
200,00
100,00

0,00

VEGF Duizeyi (pg/ml)

900,00 -
800,00 -
700,00 -

600,00 -
500,00 -

50Yas  BevacizumAb BevacizumAb Metronomik Metronomik

Oncesi Sonrasi  TedaviOncesi TedaviSonrasi

Kordon Kani 25Yas
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4.1 Hasta Klinik Verileri

4.1.1. Metronomik Tedavi Alan Hastalar

CC. 42 yasinda postmenapozal hastaya Agustos 2002 yilinda evre II meme (sag)
kanseri tanis1 konmus ve 1 hafta sonra opere edilmistir. Aksilla 15 lenf nodu (+),
timor ¢ap1 2 cm olarak degerlendirilmistir (T2 N3 (15/15) M0). CerbB 2 (-), ER (-)
ve PR % 80 alanda 2-3 siddetinde pozitif boyanmig, P 53 %50 +3’ tiir. Hastaya
14.11.2002-11.03.2003 tarihleri arasinda 6 kiir CAF protokolii kemoterapi
uygulanmistir. Hasta 04.06.2003-10.03.2005 tarihleri arasinda Zoladex 10.8 mg +
Tamoxifen 2x10 mg kullanmig, 05.04.2006-26.01.2007 tarihleri arasinda Taxotere +
Zometa 12 kiir almistir. Hasta bu tarihten itibaren 30.10.2007 tarihine kadar Zometa
kullanmaya devam etmistir. Kemoterapiye es zamanli hasta radyoterapi almis ve
2x10 mg Tamoksifen kullanmistir. 28.04.2006 tarihinde hastada kemik metastazi,
24.03.2006 tarihinde akciger metastazi, 08.12.2006 tarihinde beyin metastazi
izlenmistir. Hastaya 08.02.2007-21.02.2007 tarihleri arasinda kranial palyatif
radyoterapi uygulanmistir. 05.03.2007° de hastaya oral siklofosfamid + etoposide
(etoposide 3 haftada bir 7 giin) baslanmis ve dncesinde 0. giin kemoterapi Oncesi
VEGF degerlendirmesi amaci ile hastadan 5 cc diiz tipe kan alinmustir. Oral
siklofosfamid + etoposide baslangi¢ 6ncesi hastanin CEA degeri 3.02 ng/ml, CA15-3
degeri 34.84 IU/ml, performans skoru (ECOG) 1 (Karnofsky>%70) ve sikayeti
ylirlime esnasinda kalgada agri bi¢imindedir. Oral siklofosfamid + etoposide
kullaniminin 3 ay sonrasi tekrar VEGF degerlendirmesi amaci ile hastadan 5 cc diiz
tipe kan alinmistir. Oral siklofosfamid + etoposide kullaniminin 3 ay sonrasi
hastanin CEA degeri 2.62 ng/ml, CA15-3 degeri 39.49 IU/ml’ dir. Kranial MR’ da
timor ¢ap1 2 cm’ den 1 cm’ ye gerilemistir (14.03.2007. Kranial radyoterapiden 21
giin sonra). 06.04.2007° de 02.02.2007 (premetronomik) tarihli tetkikle yapilan
karsilagtirmali degerlendirmede, sag hemitorakstaki plevral mayi miktar1 artmistir
(en derin yerinde 1,5 cm’ den 3 cm’ ye). Oral siklofosfamid + etoposide kullaniminin
3 ay sonrasi hastanin performans skoru 1° dir. 12.11.2007°de sag hemitoraksta en
derin yerinde 6 cm olan plevral kalinlasma ve plevral sivi ile uyumlu goriiniim
izlenmistir. 28.11.2007 itibari ile hasta 11. kiir oral siklofosfamid + etoposide
kullanmaktadir. Akciger parankiminde lezyon mevcut degildir. Hastada kalp
yetmezligi yoktur. Hastanin 0. giin kemoterapi 6ncesi VEGF degeri 660 pg/ml, oral
siklofosfamid + etoposide kullanimmin 3 ay sonrast VEGF degeri 410 pg/ml
bulunmustur. Metronomik tedavi ile VEGF % 38 diiserken, klinik etkisi stabil yanit
olarak degerlendirilmistir. Progresyonsuz sagkalim 8,5 + ay’ dir.

MS. 60 yasindaki kadin hastada Haziran 2002 yilinda sag memede kitle
bulunmus (2.5+1.5 cm) ve evre Il meme kanseri tanist konmustur (T2 NO MO).
Ostrojen reseptorleri %50 +3, progesteron reseptorleri negatif, cerbB2 %90 +3 tiir.
Hasta opere edilmistir. Hastaya 4 kiir CA protokolii kemoterapi + radyoterapi +
tamoksifen 2x1 baglanmistir. 02.07.2004 tarihinde hastada kemik metastazi
belirlenmigtir. 23.08.2004° ten 04.04.2005 tarihine kadar hasta Zometa 4 mg
kullanmigtir. 12.04.2005° ten 23.08.2006 tarihine kadar hasta 19 kiir Taxotere +
Herceptin + Zometa kullanmig, 20.09.2006° dan 23.02.2007 tarihine kadar 6 kiir
Gemsitabin almigtir. 21.06.2006° da hastada beyin metastazi meydana gelmistir.
15.03.2007° de hastaya oral siklofosfamid + etoposide (etoposide 3 haftada bir 7
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giin) baslanmis ve oncesinde 0. giin kemoterapi 6ncesi VEGF degerlendirmesi amaci
ile hastadan 5 cc diiz tiipe kan alinmistir. Oral siklofosfamid + etoposide baslangic
oncesi hastanin CEA degeri 33 ng/ml, CA15-3 degeri 230 IU/ml, performans skoru
1’ dir. Oral endoksan + etoposide kullaniminin 3 ay sonrasi tekrar VEGF
degerlendirmesi amaci ile hastadan 5 cc diiz tiipe kan alinmistir. Oral siklofosfamid +
etoposide kullaniminin 3 ay sonrasi hastanin CEA degeri 602 ng/ml, CA15-3 degeri
1992 TU/ml’ dir. 16.07.2004° de hastada hepatomegali, 10.07.2007° de karaciger
metastaz1 izlenmistir. Hastanin 0. giin kemoterapi oncesi VEGF degeri 521.5 pg/ml,
oral siklofosfamid + etoposide kullaniminin 3 ay sonrast VEGF degeri 518.5 pg/ml
bulunmustur. Metronomik tedavi ile VEGF degerinde diisme olmamistir ve hastada
gerek timor belirteci artigi, gerekse yeni metastatik lezyonlar ile klinik progress
goriilmiistiir. Progresyonsuz sagkalim < 3 aydir.

HT. 64 yasindaki kadin hastaya 1997 yilinda evre IV meme kanseri tanisi
konmus ve hasta opere edilmistir. Hasta 1997 de 6 kiir CA protokolii kemoterapi +
radyoterapi + Tamoksifen almistir. 1998 de lokal niiks + kemik metastazi
izlenmigtir. 1998 de hasta 3 kiir CAF protokolii kemoterapi + palyatif radyoterapi
almistir. 2000 yilinda prognostik amagli yapilan immiinohistokimyasal boyalardan
Ostrojen reseptorleri ve cerbB 2 %50 alanda, progesteron reseptorleri %70 alanda, p
52 ve P 53 %10 alanda, CEA %80 alanda, nm 23 %70 alanda, katepsin D ve PCNA
%60 alanda 3 pozitift UEA-1 %20 alanda 2 siddetinde pozitif olarak
degerlendirilmistir. 2003 yilinda hastada hepatomegali gelismistir. Hasta 2000-2004
yillar1 arasinda Arimidex (X) + Zometa ayda bir kullanmigtir. Ekim 2004’ te hasta 8
kiir Taxotere 75 mg/m”, Aralik 2005 te Xeloda, 20.12.2005° de 2 kiir Capecitabine
2x2000 mg baslanmistir. Hastanin bu donemde aktif yakinmasi bulunmamaktadir.
Mart 2006’ da hasta 1 kiir Vinorelbin, Mayis ve Haziran 2006’ da 2 kiir Gemsitabin
almistir. Bunlara ragmen progress meydana gelen hastaya 06.12.2006° da
metronomik siklofosfamid + Methotrexate (sabah her giin 50 mg + 2x5 mg /haftada
2 gin) baglanmast kararlastirilmistir.  07.12.2006°’da oral siklofosfamid +
Methotrexate oncesi VEGF degerlendirmesi amaci ile hastadan 5 cc diiz tiipe kan
almmistir. 07.12.2006°da oral siklofosfamid + Methotrexate oncesi CA15-3 degeri
1340 IU/ml, performans skoru 2’ dir. 3 ay sonra tekrar VEGF degerlendirmesi amaci
ile hastadan 5 cc diiz tlipe kan alinmistir ve bu tarihte CA15-3 degeri 1704 IU/ml’ dir
(Mart 2007). Nisan 2007  metotreksat + siklofosfamid tedavisinin 4. ay1
tamamlanmis, CA15-3 diizeyi, aksiler lenf nodu biiytikligii azalmistir. Kismi cevap
+. Fakat grade IV myelosupresyonu gelismis, metronomik tedaviye son verilmistir.
Hastaya Fulvestrant baglanmistir. Hastanin 0. giin kemoterapi éncesi VEGF degeri
280.2 pg/ml, oral endoksan + methotrexate kullaniminin 3 ay sonras1t VEGF degeri
128.5 pg/ml bulunmustur. Dolayistyla VEGF degerinde metronomik tedavi ile diisme
gbzlemlenen bu hastada ayni donemde kismi yanit gézlenmistir.

GB. 48 yasindaki postmenapozal hastaya 2000 yilinda meme kanseri tanisi
konmus ve mastektomi yapilmistir. 4 yil hasta Tamoksifen 2x10 mg kullanmis,
hastaya 2004 yilinda evre II endometrium kanseri tanist konmustur. 2004 Haziran’
da tiimor 5.5 x 2 x 1.5 boyutlarinda degerlendirilmistir. Hastaya 16.03.2005° de
Paclitaxel (Taxol) + Carboplatin 1 kiir verilmistir. Vaginal kanama nedeni ile hastaya
TAH + BSO yapilmistir. 17 lenf nodu reaktif degerlendirilmistir. P53 +++,
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Karnofsky performans skoru % 80’ dir. 28.01.2005° de karaciger sag lopta 4 cm
capinda hipodens kitle belirlenmistir. 06.04.2005-30.06.2005 tarihleri arasinda
hastaya 5 kiir Paclitaxel (Taxol) + Carboplatin verilmistir. Hasta 05.09.2006° da 1
kiir daha Paclitaxel (Taxol) + Carboplatin almistir. 26.09.2006° da hastaya oral
siklofosfamid + etoposide (siklofosfamid 1x50 mg/giin, etoposide 3 giinde bir 50
mg) baslanmis ve dncesinde 0. giin kemoterapi dncesi VEGF degerlendirmesi amaci
ile hastadan 5 cc diiz tiipe kan alinmistir. Oral endoksan + etoposide Oncesi hastanin
CA15-3 degeri 72 IU/ml’ dir. Oral siklofosfamid + etoposide kullaniminin 3 ay
sonrasi tekrar VEGF degerlendirmesi amaci ile hastadan 5 cc diiz tiipe kan alinmustir.
Hastada bu tarihte karinda agr1 ve halsizlik sikayetleri mevcuttur. Oral siklofosfamid
+ etoposide kullaniminin 3 ay sonrasi hastanin CA-125 degeri 1877 IU/ml, CA15-3
degeri 312 IU/ml, Karnofsky performans skoru 60’ tir (12.12.2006). 20.2.2006’ da
hastanin karaciger segment 8’de 1.5 cm, sol lobda 3x4 cm hipodens kitlesi
23.5.2006> da sirast ile 2.5x2 ve 5x4 cm’ ye yikselmistir. Hastanin 0. giin
kemoterapi Oncesi VEGF degeri 450.5 pg/ml, oral siklofosfamid + etoposide
kullantmimin 3 ay sonrast VEGF degeri 676 pg/ml bulunmustur. Metronomik
tedaviden 3 ay sonra kitle boyutu, performans skoru ve tiimor belirteci yoniinden
progress ve VEGF diizeyinde % 33 artis gézlenmistir.

HU. 54 yasindaki erkek hastaya 22.11.2006 tarihinde kiiclik hiicreli akciger
kanseri tanis1 konmustur. Bu tarihte hastada ayrica karacigerde metastaz
gozlemlenmistir. Hastaya 14.03.2007 tarihine kadar 6 kiir Carboplatin + Etoposide
verilmigtir. 02.04. 2007’ den itibaren hastanin oral siklofosfamid + etoposide
(etoposide 3 haftada bir 7 giin) almasi kararlagtirilmistir. Oral siklofosfamid +
etoposide baglangic 6ncesi VEGF degerlendirmesi amaci ile hastadan 5 cc diiz tiipe
kan alimmustir. 26.03.2007°de (premetronomik, post karboplatin+etoposide) hastada
kemik metastazi belirlenmistir. Hastanin (pre-metronomik tedavi) performans skoru
1’ dir (Karnofsky>%70 ?). 2007 Temmuz’da (post-metronomik tedavi) hastanin
performans skoru 2°dir. 24.01.2007° de akcigerde kitle 3.5 x 5 cm boyutlarindadir.
Karacigerde multiple hipodens lezyonlar mevcuttur. Patolojik boyutta lenf nodu
yoktur. Hastanin akcigerdeki kitlesi Mart 2007° de (premetronomik) 2.5 x 3.5 cm
(8.75 cm2) boyutlarina gerilemistir. Ancak Mayis 2007’ de akcigerdeki kitlesi 4 x 4
cm (post metronomik 2. ay sonu 16 cm2) boyutlarina ¢ikmigtir. Karacigerde izlenen
metastatik lezyonlarin say1 ve boyutlarinda artis izlenmistir. 27.3.2007 tarihinde
karaciger sag lob segment 6’ da yaklasik 5 cm ¢apinda hipodens lezyon izlenmitir.
18.7.2007 tarihinde karacigerde en biiyligli segment 6 ve 7° de yaklasik 3x2 cm
boyutunda hipodens lezyonlar mevcuttur. Hastadan 23.07.2007° de 3 ay sonrasi
tekrar VEGF degerlendirmesi amaci ile 5 cc diiz tiipe kan alinmistir. 18.7.2007
tarihinde akcigerde kitle 4x3.5 cm boyutundadir. Hastaya metronomik tedavinin
basarisiz oldugu degerlendirilmesiyle 2007 Temmuz’ dan itibaren 3 kiir Irinotekan +
Ifosfamid verilmistir. Hasta 13.09.2007° de vefat etmistir. Hastanin 0. giin
kemoterapi oncesi VEGF degeri 202 pg/ml, oral endoksan + etoposide kullaniminin
3 ay sonrast VEGF degeri 160.4 pg/ml bulunmustur. Metronomik tedaviden 3 ay
sonra performansta ECOG skalasinda bir koétiilesme, timor boyutlarinda progress
goriilen hastanin VEGF diizeyi % 20 azalmistir.
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FS. 52 yasindaki erkek hastaya 26.09.2006 tarihinde evre IV kiiciik hiicreli
akciger kanseri tanis1 konmustur. Hastaya 04.10.2006-05.03.2007 tarihleri arasinda 6
kiir Carboplatin + Etoposide uygulanmis, aylik Zometa verilmistir. Ayrica hastaya
palyatif radyoterapi (L2-L4 vertebralara) uygulanmistir. Bu tarihte hastada bel agrisi,
bacaklarda kasilma sikayetleri mevcuttur. 30.10.2006” da hastada kemik metastazi
tespit edilmistir. Akcigerde yaklasik 5 x 3 cm’ lik kitle kemoterapi sonrasi 2 x 2 cm’
ye gerilemistir. Patolojik lenf nodu yoktur. 16.10.2006° da hastaya yeniden
profilaktik amacgli radyoterapi uygulanmistir. 23.05.2007 tarihinde hastada beyin
metastazi tespit edilmis ve hasta profilaktik kranial radyoterapi almistir. Hastanin
14.06.2007° de oral siklofosfamid + etoposide (3 haftada bir) almasi kararlagtirilmis,
oncesinde VEGF degerlendirmesi amaci ile 5 cc diiz tiipe kan alinmistir. 05.12.2007
tarihine kadar hastaya 8 kiir oral siklofosfamid + etoposide verilmistir. 27.09.2007°
de tekrar VEGF degerlendirmesi amaci ile 5 cc diiz tiipe kan alinmistir. Hastanin oral
siklofosfamid + etoposide Oncesi performans skoru 2’ dir. 3 ay sonrasi performans
skoru 1’ dir. Hastanin metronomik kemoterapi Oncesi tomografileri ile yapilan
karsilagtirmada, sag hiler alanda izlenen yumusak doku dansitesi (LAP ?) yeni
bulgudur. Eski BT’ lerde parankim penceresi eksik oldugu i¢in karsilagtirma
yapilamamistir. Bunun disinda bulgularda anlamh farklilik saptanmamistir. Hastanin
kemoterapi sonrasi genel sikayeti sirtinda zaman zaman agr1 hissetmesi seklindedir.
Hastanin 0. giin kemoterapi oncesi VEGF degeri 898 pg/ml, oral siklofosfamid +
etoposide kullaniminin 3 ay sonrast VEGF degeri 197.5 pg/ml bulunmustur.
Metronomik tedavi ile ECOG performans skoru ikiden bire diizelen, metastatik
lezyonlar1 stabil olan hastanin VEGF diizeyi ¢ok diismiistiir. Progresyonsuz sagkalim
6 + aydir.

FA. 68 yasindaki kadin hasta 1997 yilinda meme kanseri tanisi ile sag
mastektomi operasyonu olmustur. 1997’ de sag mastektomi sonrasi hasta radyoterapi
+ 6 kiir CMF (siklofosfamid - 600mg/m* 1.giin, mtx - 40 mg/m’ 1.giin, 5-FU -
600mg/m’ 1.giin, 21 giinde bir) + tamoksifen almustir. 10.11.1997” de 20 axiller lenf
nodunda metastaz izlenmistir. 2000 yilinda hastaya TAH + BSO yapilmistir.
12.04.2002° de tiimoér dokusunun perindral ve c¢izgili kas invazyonlar1 yaptigi
izlenmigtir. 13.10.2004° te 2.5 cm capina ulagmig birka¢ odakta diizensiz sag
latissumus tizeri lokal soliter tiimor odaklart izlenmistir. 02.01.2006° da hastada T9,
T8 vertebrada izlenen metastaz {izerine 17.02.2006° da hasta palyatif radyoterapi
almistir. 06.04.2006° da hasta Zometa 4 mg + capecitabine 2x 1000 mg 1 kiir
almistir. 25.05.2006° da hasta Zometa 4 mg + capecitabine 2x 1000 mg 4. kiir
almistir. 07.06.2006° da CA15-3 degeri 66 IU/ml, CEA degeri 2 ng/ml’ dir.
12.09.2006 tarihine kadar hastaya 8-9 kiir capecitabine 2x 1000 mg verilmis, fakat
Xeloda altinda hastada progress izlenmistir. 13.09.2006 da sag paratrakeal 1.5 cm
boyutunda, prekarinal ve subkarinal 1 cm boyutlu lenf nodlari mevcuttur. Sol aksillar
alanda 2x2 cm boyutunda LAP mevcuttur. Sol akciger iist lob posterolateral kesimde
plevral tabanli 2x1 cm boyutunda nodiiler dansite mevcuttur. 13.09.2006° da
Karnofsky performans skoru % 60, CA15-3 degeri 82 IU/ml’ dir. Hastada okstiriik
sikayeti vardir. 27.09.2006° da hastaya oral siklofosfamid + etoposide (etoposide 3
giinde bir 50 mg, siklofosfamid giinlik 50 mg) baslanmis ve Oncesinde 0. giin
kemoterapi oncesi VEGF degerlendirmesi amaci ile hastadan 5 cc diiz tiipe kan
alimmistir. Bu tarihte hastanin ekokardiyografi LVEF % 58’ dir. Hasta tasikardiktir.
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08.11.2006° da Karnofsky performans skoru % 60, CA15-3 degeri 53 1U/ml’ dir.
21.12.2006° da tekrar VEGF degerlendirmesi amaci ile 5 cc diiz tlipe kan alinmistir.
15.01.2007° de hasta 10 aydir zometa + 3.5 aydir oral siklofosfamid + etoposide
(etoposide 3 giinde bir 50 mg, siklofosfamid giinliik 50 mg) kullanmaktadir.
Karnofsky performans skoru % 60, CA15-3 degeri 35 IU/ml’ dir. Hastada epigastrik
hassasiyet mevcuttur. Hastanin 0. giin kemoterapi 6ncesi VEGF degeri 194 pg/ml,
oral siklofosfamid + etoposide kullaniminin 3 ay sonrast VEGF degeri 299 pg/ml
bulunmustur. Oral siklofosfamid + etoposide ile girdigi 16kopeni nedeniyle tedavisi
kesilmistir. Dolayisiyla 3 aylik metronomik siklofosfamid + etoposide kullanimriyla
VEGF diizeyi 100 pg/ml artarken performansi stabil kalmig, CA15-3 diizeyi 82
IU/ml’den 35 IU/ml’ye (normal sinirlar) inmis, progresyonsuz sagkalim > 8 ay’dir.

NK. 62 yasindaki hastaya evre IV over kanseri tanisi konmustur. Gordigi
standart kemoterapilere ragmen progress olan hastanin 05.01.2007” de karaciger kitle
boyutu 4.5x4 cm’ dir. Eyliil 2006’ ya gore hastanin karaciger kitle boyutu artmistir.
Hastaya 30.03.2007 tarihinde oral siklofosfamid + etoposide (etoposide 3 giinde bir
50 mg, siklofosfamid giinlilk 50 mg) baslanmis ve Oncesinde 0. giin kemoterapi
oncesi VEGF degerlendirmesi amaci ile hastadan 5 cc diiz tiipe kan alinmistir. Bu
tarihte hastanin VEGF diizeyi 600 pg/ml’ dir. 27.03.2007 tarihinde (premetronomik)
hastanin CA-125 diizeyi 443 IU/ml’ dir. 05.06.2007° de hastanin CA-125 diizeyi 463
[U/ml’ dir. 05.07.2007° de tekrar hastadan VEGF degerlendirmesi amaci ile 5 cc diiz
tipe kan alinmigtir. Hastanin oral siklofosfamid + etoposide kullaniminin 3 ay
sonrast VEGF degeri 96 pg/ml bulunmustur. VEGF diizeyi diisen, timor belirteci %
5 artan hastada renal yetmezlik gelismistir.

RY. 56 yasindaki hastaya meme kanseri tanisi konmustur. 01.05.2007° de
hastaya metronomik oral siklofosfamid + etoposide baslanmis ve Oncesinde 0. giin
kemoterapi oncesi VEGF degerlendirmesi amaci ile hastadan 5 cc diiz tiipe kan
alinmistir. Bu tarihte hastanin VEGF diizeyi 300 pg/ml’ dir. 18.05.2007° de hastanin
CEA degeri 40.24 ng/ml, CA15-3 degeri 45.2 IU/ml’ dir. 26.04.2007° de hastanin
karacigerinde 3x3 cm boyutlarinda olan kitlesi 25.07.2007° de 4x4 cm boyutlarina
ctkmigtir. 13.08.2007° de hastanin CEA degeri 54.98 ng/ml, CA15-3 degeri 67.24
[U/ml diizeyine yiikselmistir.17.08.2007 de tekrar hastadan VEGF degerlendirmesi
amaci ile 5 cc diiz tiipe kan alinmistir. Hastanin oral siklofosfamid + etoposide
kullantminin 3 ay sonrast VEGF degeri 350 pg/ml bulunmustur. Tiimor belirteci ve
tiimdr boyutlarinda progress goriilen hastanin VEGF diizeyi % 17 artmustir.

Sonug olarak metronomik tedaviyle VEGF degeri diisen bes hastanin dordiinde
stabillesme ya da gerileme gortiliirken, VEGF degeri diismeyen dort hastanin {igiinde
progress gorilmistiir.

4.1.2. BevacizumAb Monoklonal Antikor + Kemoterapi Alan Hastalar

MC. 52 yasindaki erkek hastaya 04.04.2007° de kolon kanseri + karaciger
metastazi tanist konmustur. Hastanin 11.04.2007° de CEA degeri 55.83 ng/ml, CA
19-9 degeri > 700 IU/ml, CA 15-3 degeri 60.55 IU/ml, CA 125 degeri 235.3 [U/ml’
dir. Hastaya 12.04.2007 tarihinde irinotecan + 5 FU + LV + BevacizumAb
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baslanmistir. 28.03.2007’ de karacigerde en biiyiligii 6 cm c¢apinda olan ¢ok sayida
hipodens kitle mevcuttur (prebevacizumAb). 13.04.2007° de VEGF degerlendirmesi
amaci ile 5 cc diiz tiipe kan alinmigtir. Hasta 26.07.2007 tarihine kadar toplam 8 kiir
Campto + LV + 5-FU + BevacizumAb almistir. 20.06.2007° de CEA degeri 13
ng/ml, CA 19-9 degeri 276 IU/ml’ dir. 20.07.2007 de tekrar VEGF degerlendirmesi
amaci ile 5 cc diiz tiipe kan alinmistir. 24.08.2007° de karacigerde en biiyiikleri sag
lop segment 7’ de 6x4 cm ¢apl ve segment 6’ da 8x5 cm ¢apli bilobe olmak iizere
multiple hipodens nodiiler lezyonlar izlenmistir. 29.08.2007° de CEA degeri 11
ng/ml, CA 19-9 degeri 408 1U/ml, performans skoru 2’ dir. 01.11.2007 ye kadar
hasta 15 kiir BevacizumAb + 6 kiir IFL almistir. 16.11.2007° de hasta 1 kiir
oxaliplatin almistir. 06.12.2007° de hastaya aylik zometa uygulamasi baglanmistir.
13.09.2007° de karacigerde kitle 49x56x53 mm boyutundadir. 07.11.2007° de
karacigerde 8x5 cm, 5x5 cm, 4,5x3 cm boyutlarinda ¢ok sayida hipodens nodiiler
lezyonlar izlenmistir. 07.11.2007” de sol akcigerde 2 adet milimetrik pulmoner nodiil
izlenmigtir. 27.11.2007° de kemik metastaz1 goriilmiistiir. 06.12.2007° de hastaya
palyatif radyoterapi uygulanmistir. 18.12.2007° de hastada kranial metastaz
goriilmiistiir. Hastanin 0. giin kemoterapi oncesi VEGF degeri 597 pg/ml, Altuzan
(BevacizumAb) kullaniminin 3 ay sonrast VEGF degeri 118 pg/ml bulunmustur. Bu
siirede CEA degeri 56 ng/ml’ den 13 ng/ml’ ye, CA 19-9 degeri > 700 IU/ml’ den
276 TU/ml’ ye diismiis, karaciger kitle boyutu degismemistir. Progresyonsuz
sagkalim 7 ay’ dir.

MS. 62 yasindaki erkek hastaya 09.02.2005° te kolon kanseri tanis1 konmustur
(4x6 cm). 21.02.2005° te hasta opere edilmistir (T3 N2 M0). Hastaya radyoterapi ile
es zamanli 5-FU + LV baslanmistir (28.03.2005). hastaya 23.09.205° e kadar toplam
6 kir 5-FU + LV  verilmistir. Hastada 04.07.2006° da 1,5x1 cm boyutunda
karacigerde metastaz goriilmiistiir. 19.04.2007° de hastaya Irinotecan + 5-FU + LV +
Altuzan (BevacizumAb) baglanmigtir. 19.04.2007° de VEGF degerlendirmesi amaci
ile 5 cc diiz tiipe kan alinmistir. 11.04.2007° de hastanin CEA degeri 42 ng/ml,
performans skoru 1° dir. 14.08.2007 tarihine kadar hastaya toplam 3 kiir Campto + 5-
FU + LV + Altuzan (BevacizumAb) verilmistir. 23.07.2007° de VEGF
degerlendirmesi amaci ile 5 cc diiz tiipe kan alinmistir. 21.08.2007° de hastaya
Oxaliplatin baslanmig, 26.12.2007° ye kadar 4 kiir hasta Oxaliplatin almustr.
14.08.2007° de CEA degeri 8.95 ng/ml, CA 19-9 degeri 27 IU/ml’ dir. 29.09.2006’
da karacigerde kitle 3x2 cm boyutlarindadir. 24.03.2007° de hastaya karaciger
metastetektomi yapilmistir. 13.08.2007° de karacigerde 2,5x2 ve 1,5 cm boyutlu 2
adet kitle saptanmistir. Hastanin 0. giin kemoterapi 6ncesi VEGF degeri 129 pg/ml,
Altuzan (BevacizumAb) kullantminin 3 ay sonrast VEGF degeri 89 pg/ml
bulunmusgtur. BevacizumAb tedavisi Oncesi ve sonrast VEGF diizeyleri % 31 diisen
ama her ikiside normal sinirlarda olan hastanin CEA diizeyi 42 ng/ml’ den 9 ng/ml’
ye diiserken karaciger kitle boyutu 2 kat artmistir. Progresyonsuz sagkalim 4 ay’ dir.

MK. 70 yasindaki erkek hastada kolonda 5 cm capinda kitle saptanmis ve
22.05.2006° da kolon kanseri tanis1 konmustur ( T3 NO M ). Hasta opere edilmistir
(25.05.2006). 30.03.2007° de karacigerde metastaz izlenmistir (en biliyiigii 4,5x3 cm).
Hastaya 05.04.2007° de Oxaliplatin baglanmis ve 05.06.2007° ye kadar hasta 4 kiir
Oxaliplatin almistir. 05.07.2007” de hastaya FOLFIRI + LV + Altuzan
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(BevacizumAb) baslanmustir. 26.06.2007° de (prebevacizumAb) hastanin CEA
degeri 373 ng/ml, performans skoru 2’ dir. 05.07.2007° de VEGF degerlendirmesi
amact ile 5 cc diiz tiipe kan almnmugtir. 12.12.2007° ye kadar hasta FOLFIRI + LV +
Altuzan (BevacizumAb) toplam 12 kiir almistir. 30.10.2007° de tekrar VEGF
degerlendirmesi amaci ile 5 cc diiz tiipe kan alinmustir. 26.11.2007° de CEA degeri
3.4 ng/ml, CA 19-9 degeri 7,9 IU/ml, performans skoru 1’ dir. 10.12.2007° de
karacigerde kitle 26x21 mm boyutlarina gerilemistir. Hastanin 0. giin kemoterapi
oncesi VEGF degeri 178 pg/ml, Altuzan (BevacizumAb) kullaniminin 3 ay sonrasi
VEGF degeri 119  pg/ml bulunmustur. 3 aylik bevacizumAb tedavisiyle VEGF
serum diizeyleri gerileyerek saglikli kontrol diizeyine inen hastanin ayni dénemde
ECOG performans skoru ikiden bire diizelirken CEA diizeyi normalin yiiz kat1 fazla
diizeyden normale inmis, karaciger metastazlarinin en biiyligiiniin boyutu 13.5 cm™
den 5.4 cm” ye inmistir. Progresyonsuz sagkalim > 5 ay’dur.

CY. 53 yasindaki erkek hastada kolondaki tiimér ¢apt 7 cm, tiimor uzunlugu
13cm’ dir, subseroza invazyonu bulunmaktadir. 17.10.2005° de adenokarsinom
metastazi, 5 adet lenf diigiimii izlenmistir (T3 N2 MO0). 07.11.2005-25.05.2006
tarihleri arasinda hastaya Oxaliplatin 85 mg/m’ + Leukovorin 400 mg/ m>, 5-FU 400
mg/ m® IV bolus ve takiben 5-FU 2000 mg/m*> kemoterapi uygulanmustir.
01.11.2006° da karacigerde izlenen metastatik lezyon ve batin i¢i nodiiler dansite
bevacizumAb  Oncesi bulgulardir. 23.01.2007° de hastada splenomegali
gozlemlenmistir.13.11.2006-05.12.2007 tarihleri arasinda hastaya 21 kiir Altuzan
(BevacizumAb) verilmistir.  21.02.2007° de hastadan kemoterapi Oncesi
(bevacizumAb bagladiktan 3 ay sonra) VEGF degerlendirmesi amaci ile 5 cc diiz
tiipe kan alinmistir. Hastanin bu tarihte (21.2.2007) CEA degeri 5.57 ng/ml, CA19-9
degeri 81.95 IU/ml, performans skoru 1° dir. 3 ay sonra tekrar VEGF
degerlendirmesi amaci ile hastadan 5 cc diiz tiipe kan alinmistir. 13.06.2007” de CEA
degeri 5.6 ng/ml, CA 19-9 degeri 88 IU/ml’ dir. Hastanin 0. giin kemoterapi O6ncesi
VEGF degeri 120.9 pg/ml, Altuzan (BevacizumAb) kullaniminin 3 ay sonras1t VEGF
degeri 119.1 pg/ml bulunmustur. BevacizumAb tedavisinin 3. ve 6. ayinda gerek
klinik yanit, gerek VEGF diizeyi stabil kalmistir ve hastanin VEGF degeri normal
eriskin diizeyindedir.

HK. 28 yasindaki kadin hastaya 2007 Ocak’ ta kolon kanseri tanist konmustur
(T3 N1). Yapilan kolonoskopide 20 cm’ de tiimor saptanmig ve sigmoid kolon
rezeksiyonu yapilmistir. 05.03.2007° de reaktif 2 adet mezo lenf nodu mevcuttur.
06.03.2007-04.12.2007 tarihleri arasinda hasta 14 kiir Altuzan (Bevacizumab)
tedavisi almistir. Altuzan (Bevacizumab) tedavisi 6ncesi VEGF degerlendirmesi
amaci ile 5 cc diiz tlipe kan alinmigtir. Hastanin bu tarihte CEA degeri 0.817 ng/ml,
CA19-9 degeri 7.3 IU/ml, performans skoru 1’ dir. 13.06.2007° de tekrar VEGF
degerlendirmesi amaci ile hastadan 5 cc diiz tiipe kan alinmistir. Bu tarihte CEA
degeri 0.7 ng/ml, CA19-9 degeri 6.75 IU/ml, performans skoru 1’ dir. Hastada
immiinokemoterapi sonrasi tiimdral dokuda gerileme saptanmasi iizerine tanisal
laporoskopi yapilmak iizere 03.10.2007° de yatirilmis ve batin i¢inde tiimoral doku
izlenmemistir (Patolojik tam yanit). Hastanin 0. giin kemoterapi dncesi VEGF degeri
46 pg/ml, Altuzan (BevacizumAb) kullaniminin 3 ay sonrast VEGF degeri 130 pg/ml

27



bulunmustur. VEGF diizeyi tedavi Oncesi ve sonrasi normal sinirlarin iizerinde
olmayan bu hastada bevacizumAb ile tam yanit olusmustur.

HK. 66 yasindaki erkek hastaya 10.12.2003 tarihinde kolon kanseri tanisi
konmustur. 24.12.2003 tarihinde hasta opere edilmistir. Tiimor boyutu 3.5 x 2.5 x 2
cm olarak degerlendirilmistir. 5 adet reaktif lenf diiglimii mevcuttur (T3 N1).
30.03.2004-11.05.2004 tarihleri arasinda hastaya 6 kiir 5-FU 425 mg/m® +
Leukoverin 20 mg/m2 verilmistir. Hasta es zamanl radyoterapi almistir. Subat 2007’
de kanser niiks etmistir. 19.06.2007-20.09.2007 tarihleri arasinda hasta 7 kiir Altuzan
(Bevacizumab) tedavisi almistir. Altuzan (Bevacizumab) tedavisi oncesi VEGF
degerlendirmesi amaci ile 5 cc diiz tiipe kan alinmistir. Hastanin bu tarihte CEA
degeri 395 ng/ml, CA19-9 degeri 38.3 IU/ml, performans skoru 2’ dir. 03.10.2007°
de tekrar VEGF degerlendirmesi amaci ile hastadan 5 cc diiz tiipe kan alinmistir. Bu
tarihte (postbevacizumAb) CEA degeri 31.5 ng/ml, CA19-9 degeri 57 I1U/ml,
performans skoru 1’ dir. Hastanin bu dénemde idrar tutamama ve makatta agri
sikayetleri mevcuttur. 17.11.2007° de hasta agr1 kontrolii amagh yatirilmis ve
27.11.2007 de taburcu edilmistir. 4.06.2007° de (Pre bevacizumAb) jejunal anslarin
cevresinde 34x32 mm boyutlarinda hipodens saha gozlemlenmistir. 3.10.2007° de
(Post bevacizumAb) kitle boyutu 5x5 cm civarindadir. Hastanin 0. giin kemoterapi
oncesi VEGF degeri 216 pg/ml, Altuzan (BevacizumAb) kullaniminin 3 ay sonrasi
VEGF degeri 117 pg/ml bulunmustur. Dolayisiyla bevacizumAb tedavisi ile VEGF
diizeyi yaklasik 2 kat azalarak normal sinirlara donen hastanin tiimor belirteci
diizeyinde kismi yanit (10 kat diisme) gozlenirken kitle boyutunda progress olmustur.

Sonug olarak bevacizumAb anti-VEGF monoklonal antikor + kemoterapi ile
VEGF degeri diisen iki hastada klinik yarar belirginken, VEGF degeri diisen bir
diger hastanin tiimor belirteci 10 kat diiserken, kitle alani iki katina g¢ikmustir.
BevacizumAb tedavisi ile VEGF diizeyi stabil (normal sinirlarda) kalan {i¢ hastadan
birinde tam yanit goriiliirken, diger ikisinde stabil yanit goriilmiistiir. BevacizumAb
uygulanan higbir hastada VEGF diizeyi normal sinirlarin iizerinde goriilmemistir.

4.2 Kontrol Amach Kullanilan Bireylerin Klinik Verileri
BS. 49 yasinda erkek 31.12.2007° de saat 10’ da sol brakial venden kan alindi.
VEGEF degeri 118.6 pg/ml.

TK. 49 yasinda erkek. KAH. Koroner damara stent takilmistir (2007 ilkbahar).
Aspirin + Plavix kullanmakta. 31.12.2007 de saat 10’ da brakial venden kan alindi.
VEGF degeri 46.9 pg/ml.

EY. 49 yasinda erkek. Sickle cell tasiyict. 31.12.2007” de saat 10’ da brakial
venden kan alindi. Ailede hi¢ damar tikanikligi oykiisii yok. VEGF degeri 195
pg/ml.

ME. 54 yasinda erkek 31.12.2007° de saat 10’ da sol brakial venden kan
alindi. VEGF degeri 120 pg/ml.
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OA. 54 yasinda erkek 31.12.2007° de saat 10° da sol brakial venden kan alindi.
VEGF degeri 113 pg/ml.

DE. 28 yasinda erkek 31.12.2007" de saat 10’ da sol brakial venden kan alindi.
VEGF degeri 129 pg/ml.

AD. 30 yasinda erkek 31.12.2007 de saat 10’ da sol brakial venden kan alindi.
VEGEF degeri 126 pg/ml.

KO. 30 yasinda kadm 31.12.2007° de saat 10’ da sol brakial venden kan alind.
VEGF degeri 118 pg/ml.

SU. 22 yasinda kadin 31.12.2007” de saat 10’ da sol brakial venden kan alindi.
VEGF degeri 119 pg/ml.

DB. 28 yasinda erkek 31.12.2007" de saat 10” da sol brakial venden kan alindi.
VEGF degeri 125 pg/ml.

Metronomik kemoterapi alan hastalar, bevacizumAb tedavisi alan hastalar ve
saglikli bireyler karsilastirildiginda bir grubun VEGF diizeyi bakimindan
digerlerinden istatistiksel olarak farkli oldugu goriilmektedir. Saglikli bireylerin
VEGF diizeyi Kruskal-Wallis analizine gore hastalardan anlamli disiiktiir (p:
0.0001). Yaris1 25 yas, yarist 50 yas civarinda olan kontrol grubunda her iki yas
grubunun serum VEGF diizeyleri benzer bulunmustur. Bunun aksine kontrol kord
kant VEGF degerleri her iki gruptaki VEGF degerinin yaklasik yaris1 kadardir.
Kontrol grubunda VEGF diizeyi en diislik olan bireyin (Kontrol grubu ortalamasi
120.7 pg/ml, vs 46.9 pg/ml) retrospektif olarak alinan dykiisiinde gerek kendisi gerek
ailesinde damar tikanikligi kokenli hastaliklar bulunmasi ilgingtir. Kontrol grubu
VEGF diizeyi en yiiksek olan bireyin (120.7 pg/ml vs 195 pg/ml) 6zge¢mis ve
soygecmiginde damar tikanikligi Oykiisii olmadigi ve orak hiicreli anemi tasiyicisi
oldugu anlagilmistir. Metronomik kemoterapi alan hastalar ile bevacizumAb tedavisi
alan hastalarin baglangic VEGF diizeyleri karsilastirildiginda, metronomik
kemoterapi alan hastalarin VEGF diizeyleri Mann-Whitney U analizine gore anlaml
derecede yiiksektir (p: 0.030). Metronomik kemoterapi alan hastalarin baslangic
VEGF diizeyleri saglikli bireyler ile karsilagtirildiginda Mann-Whitney U analizine
gore anlaml yiiksektir (p: 0.0001). BevacizumAb tedavisi alan hastalarin baglangic
VEGF diizeyleri saglikli bireyler ile karsilagtirildiginda Mann-Whitney U analizine
gore anlamli yiiksektir (p: 0.005). Metronomik kemoterapi alan hastalar ile
bevacizumAb tedavisi alan hastalarnn 3 ay sonrast VEGF diizeyleri
karsilagtirildiginda, metronomik kemoterapi alan hastalarin VEGF diizeyleri Mann-
Whitney U analizine gére anlamli yiiksektir (p: 0.0001). Metronomik kemoterapi
alan hastalarda baslangic ve 3 ay sonrasi ortalama VEGF diizeylerindeki diisiis
olmakla beraber, bu diisme Wilcoxon analizine gore anlamli degildir (p: 0.075).
BevacizumAb tedavisi alan hastalarda ise baglangic ve 3 ay sonrasi ortalama VEGF
diizeylerindeki diisiis Wilcoxon analizine gére anlamlidir (p: 0.002).
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TARTISMA

Konvansiyonel sitotoksik ilaglar kanser  tedavisinde  maksimum tolere
edilebilen dozda (MTED) kulanilabilmek i¢in dizayn edilmiglerdir. MTED
kullanilan kemoterapi sinirli sayidaki kanserli hastalarda sifayla, 6nemli sayidaki
hastada da hastalik kontrolii ile sonuglanmasina karsin belirgin uzun ve kisa donem
komplikasyonlarina neden olmaktadir. Sitotoksik ilaglarin doz kisitlayic1 yan
etkilerine ulasmasina, dolayisiyla istirahat donemlerine gerek kalmayacak derecede
diisiik dozlarda siirekli olarak verilmesiyle antikanser etkinliklerinin artirildig:
alternatif bir kullanim bi¢imi giderek daha ¢ok ilgi ¢cekmektedir. Bu kemoterapi
semalar1 metronomik kemoterapi olarak adlandirilmaktadir. Metronomik tedaviler
tiimor hiicrelerine oranla ¢ok daha yavas prolifere olan anjiogenik endotel hiicrelerini
hedef alarak yetersiz neovaskiilarizasyon sonucunda tiimdr hiicrelerinin biiyiimesini
inhibe etmektedirler. Anti-anjiogenik tedavinin kanser hastalarinda faydali oldugu
ancak son zamanlarda gdsterilebilmistir (1,2,3).

VEGF, anti anjiogenik tedavinin en Onemli hedefidir ve insan tiimdrlerinin
yaklasik %601 tarafindan salgilanir. Kanserli hastalar uzun siire yasadiklarinda
tiimor hiicre mutasyonuna bagli bol miktarda anjiogenik proteinin ortaya ¢ikma riski
vardir. Ornegin; meme kanserlerinin ¢ogu tan1 aninda sadece VEGF salgilamalarina
karsin ozellikle niiks meme kanserleri yaklasik 5’e yakin farkli anjiogenik protein
salgilarlar. Anjiogenez inhibitorleri endotel hiicrelerine etki ederek tiimor
progresyonunu engellemektedir. Bu ¢alismada anjiogenez inhibitdrlerinin endotel
hiicreleri iizerinden etki etmelerinin sonuglari, gii¢lii bir anjiogenez belirteci olan
serum VEGF seviyesinin metronomik kemoterapi ve bevacizumAb (Avastin)
tedavisi alan hastalar iizerinde calisilmasi ile gozlemlenebilmesi amacglanmustir.
BevacizumAb tiim insan VEGF-A izoformlarini ve bioaktif proteolitik fragmentleri
baglayan ve nétralize eden bir anti-VEGF monoklonal antikorudur (63).

Dogrudan tiimor hiicrelerini hedefleyen ilaglara karsi gelisen siklikta direng
olusmamasi, tiimor endotel hiicrelerinin normal endotel hiicrelerinden 50-100 kat
daha hizli boliinmeleri, aktif endotel hiicrelerinin tizerinde bulunan fakat aktif
olmayan endotel hiicrelerinin {izerinde olmayan isaretlerin bulunmasi, yetiskinlerde
anjiogenesisin smirli olmasindan dolay1 anti anjiogenik ilaglara bagl yan etkilerin
cok az goriilmesi, endotel hiicrelerine kan dolasimi ile kolay ulagilmasi, birka¢ mikro
damarin tahrip edilmesi ile ¢ok sayida tiimdr hiicresinin oldiiriilmesi gibi 6zelliklerin
anti-anjiyogenik tedaviyi yakin gelecekte klasik tedavi yontemleri arasina sokacagi
tahmin edilmektedir. Bu konudaki en énemli sorun tedavi etkinliginin klasik cevap
parametreleri ile (RECIST) izlenememesidir. Ciinkii RECIST parametreleri tiimor
dokusunun kii¢iilmesine dayanmaktadir. Bu her zaman timér damarlanmasinin
bozulmasina paralel gitmemektedir.
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Calismaya metronomik kemoterapi alan 11 hasta (7 kadmn, 4 erkek, yas
ortalamalar1 55), bevacizumAb tedavisi alan 16 hasta (4 kadin, 12 erkek, yas
ortalamalar1 55.1) dahil edilmistir. Metronomik kemoterapi alan hastalarin altisi
meme, ikisi over, ikisi akciger ve biri nazofarenks kanseridir. BevacizumAb tedavisi
alan onalt1 hastanin tamami kolon kanseridir.

Metronomik kemoterapi alan hastalar ile bevacizumAb tedavisi alan hastalarin
baslangic VEGF diizeyleri karsilastirildiginda, metronomik kemoterapi alan
hastalarin VEGF diizeyleri anlamli derecede yiiksektir (p: 0.030). Metronomik
kemoterapi alan hastalar daha ge¢ donemde ve daha once ¢ok sayida kemoterapi
almig hastalardir. Kemoterapi anjiyogenezi uyariyor olabilir (Aktive endotel
hiicrelerini Oldiiren ilaghi donem ve bunu takiben 1-3 haftalik endotel hiicrelerin
yeniden ¢ogalmasina izin veren donemlerin tekrarlanmasi gibi nedenlerle). Bunun
aksine BevacizumAb tedavisi alan hastalar daha Once tedavi almamis hastalardir.
Metronomik tedavi grubundaki baslangic VEGF diizeyi farkliliginin bir diger nedeni
bevacizumAb tedavisi alan hastalarda genellikle karaciger metastazi, metronomik
tedavi alan hastalarda ise kemik basta olmak iizere multiple organ (beyin, akciger)
metastazlar1 gériinmesi olabilir.

Metronomik kemoterapi alan hastalarin baslangic VEGF diizeyleri saglikli
bireyler ile karsilastirildiginda anlamli yiiksektir (p: 0.0001). Benzer sekilde
bevacizumAb tedavisi alan hastalarin baslangi¢ VEGF diizeyleri saglikli bireyler ile
karsilastirildiginda anlamli yiiksektir (p: 0.005).

Bu goézlemler metastatik kanserlerde VEGF salinmasi ve anjiyogenetik siirecin
yiiksek oldugu diistincesini desteklemektedir. Metronomik kemoterapi alan hastalar
ile bevacizumAb tedavisi alan hastalarin 3 ay sonrast VEGF diizeyleri
karsilagtirildiginda, metronomik kemoterapi alan hastalarin VEGF diizeyleri anlaml
ol¢iide yliksek bulunmustur (p:0.0001). BevacizumAb tedavisi ile ortalama VEGF
diizeyindeki diistis 94.5 pg/ml olurken metronomik kemoterapi ile ortalama VEGF
diizeyindeki diislis 221 pg/ml’ dir. Metronomik kemoterapi alan hastalarda baslangic
ve 3 ay sonrasi ortalama VEGF diizeylerindeki diislis egilimi bulunmakla beraber bu
istatistiksel olarak anlamli degildir (p: 0.075). Ulkemizde daha &nce Artag ve
arkadaslarinin metronomik siklofosfamid + etoposide kemoterapisi uygulanan sekiz
metastatik meme kanserli hastada serum VEGF diizeyi diismesi ile progresyonsuz
sagkalim iliskili bulunmustu (69). VEGF monoklonal antikoru kullanan hasta grubu
yada saglikli grup ile kontrolii olmayan bu calismadaki metastatik hastalarin serum
VEGF diizeyleri ortalamasi tedavi oncesi 495 pg/ml iken, tedaviden 2 ay sonra ise
346 pg/ml’ ye diismiistii. Serum VEGF degerleri tezimizde ise tedavi 6ncesinde 520
pg/ml ve metronomik uygulamadan 3 ay sonra 299 pg/ml olarak bulunmustur.
Calismaya az sayida hastanin dahil edilebilmesi ve dagilimlarindaki heterojenlik
nedeni ile yapilan istatistiksel analiz anlamli ¢ikmamis olabilir. Fakat metronomik
kemoterapi alan bazi hastalarda baslangic ve 3 ay sonrasi ortalama VEGF
diizeylerindeki diisiis klinik olarak anlamli goriinmektedir. Ornegin metronomik
kemoterapiye cevap veren stabil meme kanseri hastas1 C.C.” de VEGF diizeyi 660
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pg/ml’ den 410 pg/ml’ ye, metronomik kemoterapiye kismi cevap veren meme
kanseri hastas1t H.T.” de VEGF diizeyi 280.2 pg/ml’ den 128.5 pg/ml’ ye, kiigiik
hiicreli akciger kanseri hastasi F.S.” de VEGF diizeyi 898 pg/ml’ den 197.5 pg/ml’ ye
gerilemistir. Oysaki metronomik kemoterapiye cevap vermeyen meme kanseri
hastas1t M.S.” de VEGF diizeyi 521.5 pg/ml’ den 518.5 pg/ml’ ye stabil kalmus,
metronomik kemoterapi altinda progress olan meme kanseri hastas1 G.B.” de VEGF
diizeyi 450.5 pg/ml’ den 676 pg/ml’ ye yiikselmistir. Metronomik kemoterapi altinda
progress olan kiiciik hiicreli akciger kanseri hastast H.U.” da ise 202 pg/ml’ den
160.4 pg/ml’ ye bir miktar gerilemistir. Metronomik kemoterapi alan hastalarda,
hasta klinik wverileri ile VEGF diizeyleri arasindaki iligki egilimi var gibi
goriinmektedir. Bu konu metronomik kemoterapi tedavi etkinliginin tedavi 6ncesi ve
sonrast VEGF parametreleri ile izlenebilecegi fikrini desteklemektedir ve daha ¢ok
sayida hasta ile arastirilmay1 hakeder goriinmektedir.

BevacizumAb tedavisi alan hastalarda baslangi¢ ve 3 ay sonrasi ortalama VEGF
diizeylerindeki diistis anlamlidir (p: 0.002). Benzer bicimde bevacizumAb tedavisine
yanit veren hastalarda da VEGF diizeylerinde diisiis kaydedilmistir. Metronomik
kemoterapide oldugu gibi bevacizumAb tedavisinin etkinliginin tedavi Oncesi ve
sonrast VEGF parametreleri ile izlenebilecegi olas1 goriinmektedir. Bununla beraber
VEGF diizeyi normal smirlarda olan (150 * 50 pg/ml) hastalarda anti-VEGF
tedavisinin uygulanmasi soru isaretidir. Anti-VEGF monoklonal antikor tedavisinin
pahal1 bir uygulama olmasi nedeniyle etkili olmayacagi hasta alt gruplarinin daha 1yi
belirlenmesi ile bu problemler ortadan kalkacak gibi goriinmektedir.

Yeni anti-VEGF tedavilerinin malignitelerin tedavisi i¢in gelistirilmesi ve
formiilize edilmesi devam etmektedir. Ornegin anti ~VEGF monoklonal antikor,
¢Oziiniir Flt-1, anti-KDR kinaz (SU 5416 ve SU 6668) ve anti-KDR veya anti-Flt-1
antikoru simdiye kadar c¢alisilan anti-VEGF ajanlaridir (25). Calismamizda olusan
metastatik tliimorlerdeki anjiyogenez siirecinin basit ve ucuz serum VEGF diizeyi
tayini ile izlenebilecegi kanaati gerek anti-VEGF monoklonal antikorlar1 ve
metronomik tedavilerin, gerekse thalidomit, lemidomit (hatta anjiyogenezi
hedefledigi soylenilen bazi alternatif yontemlerinin) gibi anjiyogenetik siireci
etkileyen tiim tedavilerde etkinlik takibi caligsmalarinda denenmesi gerektigini
diistindiirmektedir.
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SONUCLAR

Bu ¢aligsmada su gozlemler yapilmistir;

)

2)

3)

4)

Metronomik tedavi alan metastatik timorli hastalarin tedavi oncesi VEGF
diizeyleri saglikli kontrollerden yiiksektir.

BevacizumAb + kemoterapi alan metastatik tiimorlii kolon kanserli hastalarin
tedavi oncesi VEGF diizeyleri saglikli kontrollerden yiiksektir.

Metronomik tedavi alan daha once birden fazla kemoterapi almig hastalarin
VEGF diizeyleri bevacizumAb alan daha dnce kemoterapi almamis

hastalardan daha yiiksektir.

BevacizumAb ve metronomik tedavi ile VEGF diizeyleri diismiistiir.
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