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KUCUK HUCRELI OLMAYAN AKCIGER KANSERi HUCRE
HATTINDA (A549) YENI BiR TiROZIN KiNAZ iNHIiBITORU OLAN
PAZOPANIBIN (GW786034) ANTIANJIYOJENIK ETKIiLERININ
ARASTIRILMASI

OZET

Akciger kanseri, yirminci yiizyilin baglarinda ender olmasina karsin, giiniimiizde
gorliilme siklig1 artan, onemli bir saglik problemidir. Kiigiik hiicreli olmayan
akciger kanseri (KHDAK) akciger kanserinin agresif bir tiriidiir. Glinlimiizde
yeni ve daha etkili ajanlarin kullanilmasiyla, kanser tedavisinde yeni ¢alismalar
yapilmaktadir. Anjiyojenik ve antianjiyojenik faktorlerin dengesinin bilinmesi
gelecekte akciger kanseri gibi tiimorlerde yeni bir tedavi segenegi giindeme
getirecektir. Kanser gelismesinde; hiicre ¢ogalmasi, tiimdr yayilimi, metastazi gibi
siregler aktive olmus tirozin kinaz reseptoriiniin tetikledigi sinyal yolaklar
tarafindan yonetilir. Pazopanib (GW786034), VEGFR-1,-2,-3, PDGFR ve c-Kit
reseptorlerine karsi aktivite gosteren ¢cok hedefli bir tirozin kinaz inhibitoriidiir.
Son zamanlarda ilerlemis renal hiicreli karsinom (RCC) tedavisi igin FDA
tarafindan pazopanibin klinik kulanim1 onaylanmaistir.

Bu tez ¢alismasinda, bir tirozin kinaz inhibitdrii olan pazopanibin, antianjiyojenik
etkileri insan akciger kanseri (A549) ve insan umbilikal ven endotel hiicre
(HUVEC) hattinda in vitro yontemler ile arastinlmistir. Pazopanib
konsantrasyonlarinin (2.5, 25, 50, 100, 200 uM) sitotoksik etkileri, mitokondriyal
aktivite diizeylerinde MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) yontemi ile belirlenmistir. Antiproliferatif etkiler, Gergek Zamanl
Hiicre Analiz (RTCA DP) Sistemi kullanilarak hiicre indeks degerlerindeki
degisikliklere gore degerlendirilmistir. Vaskiiler endotel biiyiime faktorii (VEGF)
miktarlart ELIZA ve VEGF mRNA ekspresyonlarida real-time PCR ydntemi ile
arastirilmistir.

Calismanin sonucunda, zamana ve konsantrasyona bagli olarak pazopanib, A549
ve HUVEC hiicrelerinde hiicre proliferasyonunda, invazyon ve migrasyonu ile
VEGF miktarlarinda 6nemli diizeyde azalma yapmistir. RTCA DP Sisteminde
AS549 hiicreleri lizerinde pazopanibin ICsy degeri 24. saatte 51.6 uM olarak analiz
edilmistir.

Bu c¢alismanin sonucunda, pazopanibin A549 hiicreleri {izerinde Onemli
antiproliferatif ve antianjiyojenik etkilere sahip oldugunu HUVEC hiicreleri ile
karsilastirmali olarak belirledik. Bir tirozin kinaz inhibitorii olan pazopanibin
akciger kanser kemoterapisi i¢in potansiyel bir ajan olabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: anjiyojenez, VEGF, tirozin kinaz, pazopanib, A549



INVESTIGATION OF A NEW TYROSINE KINASE INHIBITOR OF
PAZOPANIB (GW786034) ANTI-ANGIOGENIC EFFECTS ON
NON-SMALL CELL LUNG CANCER CELL LINE (A549)

ABSTRACT

Lung cancer, although rare in the early twentieth century, today it's a major health
problem that is rising in number of incidence. Non-small cell lung cancer
(NSCLC) is a particularly aggressive type of cancer. Thanks to new and more
efficient agents, new researches have been done nowadays. Balance of angiogenic
and anti-angiogenic factors will bring new treatment ways to tumors like lung
cancer. Activated tyrosine kinase receptor is responsible of signal transduction in
cancer development that is composed of cell proliferation, tumor invasion and
metastasis respectively. Pazopanib (GW786034) is inhibitor of tyrosine kinase
receptors that are VEGFR-1,-2,-3, PDGFR and c-Kit. Recently, FDA clinically
has approved usage of pazopanib against renal cell carcinoma (RCC).

In this study, anti-angiogenic effects of tyrosine kinase inhibitor pazopanib were
evaluated in vifro in human lung cancer cell line (A549) and human umbilical ven
endothelial cell line (HUVEC). Cytotoxic effects of different pazopanib
concentrations (2.5, 25, 50, 100, 200 uM) were determined by MTT (3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide) method. Antiproliferative
effects were evaluated by real time cell analysis (RTCA DP) system according to
changing in cell index values. ELISA was used to measured vascular endothelial
growth factor (VEGF) and real-time PCR method was used to determined VEGF
mRNA expression.

Our results show that pazopanib depending on time and concentration decreases
the amount of VEGF and cell proliferation due to invasion and migration in A549
and HUVEC cells. RTCA DP system results show that ICs values of pazopanib at
24 hours was analyzed as 51.6 uM in A549 cells.

As a result of our studies, pazopanib has important antiproliferative and anti-
angiogenic effects on A549 cells according to results of HUVEC cells. It shows
that pazopanib as a tyrosine kinase receptor inhibitor might be potential agent for
lung cancer chemotherapy.

Key Words: angiogenesis, VEGF, tyrosine kinase, pazopanib, A549
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GIRiS ve AMAC

Bilim ve teknolojik gelismelerin bas dondiiriicii hizla ilerledigi giiniimiizde hala
bazi konularda aydinlatilamayan noktalar mevcuttur. Bunlarin basinda ise biiyiik
Olim oranina sahip olan kanser hastaligi gelmektedir. Genel 6lim nedenleri
arasinda kalp hastaliklarindan sonra ikinci siray1 alan akciger kanseri, kanser
oliimlerinin %28’1ni olugturmaktadir (Bozkurt ve ark., 2004).

Akciger kanseri en sik goriilen kanser tiirlerinden biridir ve her yil bir milyondan
fazla kisi akciger kanserinden Olmektedir (Kloskowski ve ark., 2012). Akciger
kanserinin %80°’1 ise kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseridir (KHDAK)
(Barutca, 2006).

Kanser hiicreleri asir1 miktarda vaskiiler endotel biiyiime faktorii (VEGF) ve
trombosit kaynakli biiylime faktorii (PDGF-B) gibi bazi biiylime faktorleri ve
sitokinler salgilar. Bunlarin endotel hiicreleri {izerindeki reseptorlere baglanmasi,
Raf/MEK/ERK yolaklarin1 aktive eder, bunun sonucunda da anjiyojenez goriiliir.
(Goto ve ark., 2010; Hackel ve ark., 1999; Woodburn, 1999). Anjiyojenezin
engellenmesi kanser tedavilerinde O6nemli bir rol oynadigi i¢in son yillarda
anjiyojeneze yol agan sinyal yollarinin ortaya ¢ikarilmasi arastirmacilarin ilgi
alan1 olmustur (Durak ve ark., 2005).

Anjiyojenez, Onceden var olan kan damarlarindan, endotel hiicrelerinin
aktivasyonu, invazyonu, migrasyonu ve c¢ogalmasi gibi basamaklardan olusan
kompleksbir siirectir (Paper, 1998; Ferrara, 2007). Kanser hiicrelerinde, yiiksek
metabolik hizin yol agtig1 diisiik oksijenli ortam (hipoksiya) sonucu, hiicresel
dengeler bozulmaktadir (Durak ve ark., 2005). Artan timor kitlesi ile birlikte
gelisen hipoksi tiimor hiicrelerinden VEGF salgilanmasini arttirmakta ve
anjiyojeneze neden olmaktadir (Guidi ve ark.,1994). VEGF, antianjiyojenik
tedavinin en 6nemli hedefidir (Cvetkovic ve ark., 2001). VEGF ailesinin etkilerini
gosterebilmesi icin, endotel hiicreleri lizerinde bulunan 06zgiin transmembran
tirozin kinaz reseptorlerine baglanmasi gerekir (Yazir, 2007).

VEGF yolagint hedef alarak gelistirilmekte olan ¢esitli ilaglar (tirozin kinaz
inhibitorleri gibi) KHDAK tedavisinde gecerli bir hedeftir (Riely ve ark., 2007).
Pazopanib (Votrient™, GlaxoSmithKline), VEGFR-1, -2, -3, PDGFR ve c-Kit
reseptorlerine karsi aktivitesi olan ¢oklu kinaz inhibitoriidiir (Drabkin, 2010).

Biz de bu c¢aligmada, klinikte FDA (U.S. Food and Drug Administration)
tarafindan Ekim 2009' da renal hiicre kanserinin 6nlenmesi amaciyla onaylanan ve
bir tirozin kinaz inhibitdrii olan pazopanibin (GW786034), insan akciger kanseri
(A549) ve insan umbilikal ven endotel hiicre (HUVEC) hattindaki antianjiyojenik
etkilerini aragtirmay1 amacladik. Bu nedenle pazopanibin her iki hiicre hattinda
hiicre proliferasyonunu, invazyon ve migrasyonunu, hiicresel VEGF miktar ile
VEGF mRNA ekspresyon diizeylerini belirledik.



KAYNAK BIiLGiSi
KANSER

Yasamin ve canliligin en temel birimi olan hiicrenin, i¢ ve dis cevresiyle
haberlesmesini saglayan sinyallesmeler, normal hiicrelerde sinirli ve kontrollii
boliinmeyi saglarken, kanser hiicrelerinde kontrolsiiz boliinme ve biiylime olarak
algilanmaktadir. Bu ozelliklerle, ¢cok temel olarak agiklanmaya c¢alisilan kanser
olgusu, biraz daha detaylandirilirsa; kanser hiicrelerinin gelisimi, hizli boliinme
kapasitesi, canli kalma siiresi, 6liim sinyallerine duyarsizlik nedeniyle apoptoza
girmeme, istila ve metastaz yetenegi ile hiicreler icin mutasyon ve seleksiyonu
iceren ¢ok basamakli bir siireci kapsamakta oldugu goriiliir (Liileyap, 2008).

Ingiliz onkolog Willis’in kanser tanimi eksikler igermekle birlikte kabul gériilen
en yaygin tanimdir. Willis’e gore; Kanser anormal bir doku kitlesidir. Biiylimesi
normal hiicrelerden hizlidir ve onlarla esgiidiim i¢inde degildir. Bu biiylime hiz1
onu baslatan uyarmin ortadan kalkmasindan sonra da ayni asir1 bicimde devam
eder” (Ruacan, 2003).

Genellikle kanser ile es anlamli olarak kullanilan tiimdr, benign (iyi huylu) veya
malign (kotli huylu) olmasina bakilmaksizin anormal hiicre biiylimesi olarak
tanimlanir. Buna gore; benign tiimorler, olustuklar1 orjinal bolgelerde kalarak ve
orada smirli bir sekilde biyliyerek viicudun diger bdlgelerine sigramayan
ozellikler tasirken, malign tiimorler ise siirekli boliinerek biiyliyen, lenf ve kan
dolasimai ile metastaz yapma 6zelligi bulunan tiimor tiirlerini tanimlar.

Kanserde, malign hastaliklar klasik olarak kontrolsiiz asir1 bir hiicre
proliferasyonunun oldugu hastaliklar olarak bilinir. Oysa asir1 proliferasyonun
yaninda azalmis apoptik hiicre olim hizinin da kanser gelisimine katkida
bulundugu goriilmiistiir. Olme zamani1 gelmis olmasina ragmen normal olarak
apoptozize gidemeyen dolayisiyla beklenenden daha uzun siire yasayan hiicreler
genomlarinda biriktirdigi mutasyonlarin etkisiyle malign hiicrelere doniisme
potansiyeli tasirlar (Liileyap, 2008).

Epidemik boyutta ortaya ¢ikmasi ve gerek hastanin, gerekse yakin c¢evresinin
morali ve davranisi iizerinde olumsuz yansimalar olusturmasi nedeniyle kanser,
cagimizin en Onemli saglik sorunlarindan birisidir. Gelismis {ilkelerin 6lim
istatistiklerine gore kalp-damar hastaliklarindan sonra ikinci sirada goriilen 6lim
nedenidir.

Kanser iizerine yapilan arastirmalardan elde edilen sonuclar, kanserlesen
hiicrelerin, normal viicut hiicrelerine goére bircok degisim gecirdigini
aciklamaktadir. Ancak bu degisimler her kanser tipinde aym1 olmadig1 gibi ayni
kanser tipinin ilerleyen donemlerinde de farklilik gostermektedir. Ayrica aym
kanser tipi insandan insana da farklilik gostermektedir. Dolayisiyla bu durum
hastaligin tedavisini oldukca giiclestirmektedir.

Kanser, genetik bir hastaliktir. Hiicresel gelisimi kontrol eden genlerdeki
bozukluklar kontrolsiiz hiicre biiylimelerine yol agmaktadir. Bu genetik bozukluk
bir¢cok olguda kalitsal degildir (Karp, 2005). Ancak, kanser olgularinin %1 inde,
esey-kok hiicrelerinin ¢esitli genlerinde meydana gelen mutasyonlar sonraki



nesillere aktarildiginda, yeni neslin kansere yatkinligini olusturur (Klug ve
Cummings, 2002).

Kanserlesme siirecinde, hedef hiicreye ait DNA’nin yapisinda meydana gelen
endojen (oksidatif stres, telomer kisalmasi) ve eksojen (UV, X-i1s1mn1, oksidatif
stres ile diger hasarlar) kaynakli hasarlar, DNA hasarma duyarli tamir
mekanizmalarini uyararak hasari tamir etmek i¢in slire kazanmak amaciyla hiicre
dongiisiinii durdururlar. Eger hiicre dongiisti kontrol noktasinda regiilator rol olan
p53, pl6, retinoblastoma gibi proteinleri inaktive eden mutasyonlar var ise hasar
tamir edilmeden ve hiicre dongiisii durdurulmadan hiicre boliinmeye devam eder
ve kanserlesme olusur. Eger hasar fark edilir fakat tamir edilemez ise hiicre
apoptoza siiriiklenir. Bu silire¢ apoptozis ya da programli hiicre 6liimii olarak
bilinmektedir. Bu siire¢ ile yaslanmis hiicreler ortadan kalkarken gen¢ ve yeni
hiicreler ile organizma devamliligini saglar. Apoptozis hiicrenin kendi kendini yok
ettigi bir siirectir. Bunlarin disinda hiicre siirekli hasara maruz kalir ve meydana
gelen spontan mutasyonlar hiicrede birikirse de hiicre yaslanmasina neden olur.
Kendileri direkt karsinojen olmayan bazi ilaglar ve hormonlar mutasyona neden
olmadan, sadece hiicre boliinmesini uyarmalart nedeniylede tiimoér promotoru
olarak tanimlanirlar (Liileyap, 2008).

Kanser Hiicrelerinin Ozellikleri

Insan kanser hiicrelerinin davranislari ile ilgili elde edilen bilgilerin ¢ogu, in vitro
ortamda gelistirilmis hiicrelerle yapilan calismalardan elde edilmistir (Karp,
2005).

Boliinme sinyallerinin iiretimi

Kanser hiicreleriyle normal hiicreler arasindaki en 6nemli farklardan birisi, normal
hiicrelerin ortamda bulunan biiyliime faktorlerinin belirledigi miktara ulasana
kadar boliiniip Gy evresine girerek gecici olarak boliinme donglisiinden
ayrilmalaridir. Oysa kendi béliinmeleri i¢in gerekli olan biiylime hormonlarini
sentezleyebilme 06zelligi kazanmis olan (otokrin uyarim) kanser hiicreleri igin
boyle bir sinirlama s6z konusu olmadigindan siirekli boliiniirler.

Kontakt inhibisyon yoklugu

Kanser hiicrelerinde, hiicre yiizey adezyon genlerinin normal hiicrelere gore daha
az ifade edilmesinden kaynaklanan daha az hiicre-hiicre ve hiicre-matrix
etkilesimi bulunur. Kanser hiicrelerinin, diger doku elemanlariyla iligkisini
etkileyen ve bu sekilde istila ve metastazda 6nemli rol oynayan iki ozelligi
bulunur. Bunlar;

a) Malign hiicreler genellikle extraselliiler matrix bilesenlerini sindiren
proteaz, kollajenaz gibi enzimler salgilayarak kanser hiicrelerinin kan
damarlarina ulasmasini ve bu yolla viicudun diger bolgelerine yayilmasina
(metastaz) neden olurlar.

b) Kanser hiicreleri hizli boliinmelerinden kaynaklanan yiiksek metabolik
aktivitelerini karsilayabilme ic¢in ihtiyag duyduklar1 O, ve besin
maddelerini karsilanabilme amaciyla yeni kan damarlar1 (anjiyojenezis)
olusturmak i¢in anjiyojeneze yonelik biiylime faktorlerini salgilarlar.



Sinirsiz bolitnme potansiyeli

Hiicre boliinmesinde ¢ok onemli bir role sahip olan telomeraz aktivitesinin, tiim
kok hiicrelerde ve kanser hiicrelerinde bulundugu saptanmaistir.

Apoptozisten kagig

Kanser hiicrelerinin apoptoza karsi direncli olmalarindan dolayr da normal
hiicrelere gore artmis yasam uzunlugu s6z konusudur. Normal hiicreler, DNA
tamir ve timor baskilayict gen aktivitelerine sahip olduklarindan, tamiri miimkiin
olmayan DNA hasarlarinin varliginda apoptosise giderler. Ancak ayni durum
kanser hiicreleri i¢in gecerli degildir.

Kanserler ayrica koken aldiklar1 hiicre grubuna gore de; karsinom, sarkom ve
l6semi/lenfoma olarak ii¢ gruba ayrilirlar.

Karsinom: Tiim kanserlerin %90’1m1 olustururlar. Yasam boyu bdliinme
yeteneginde olan epitel hiicrelerden kdken aldiklari ve epitel hiicrelerininde ii¢
embriyolojik tabakadan (ektoderm, mezoderm ve endoderm) olusmasi nedeniyle,
karsinomlarin ytlizdesi yiiksektir.

Sarkom: Tiim kanserlerin %3’iinli olustururlar. Cok az siklikta goriilen ve
mezensim kokenli; kas, kemik, kikirdak ve fibroz bag dokularin solid
tiimorleridir.

Losemi-Lenfoma: Tiim kanserlerin %7’sin1 olusturur. Kan ve immiin sisteme
dahil hiicrelerin malignant tiiriidiir (Lileyap, 2008).

Invazyon ve Metastaz

Normal hiicreler viicuttaki yerlerini korurlar ve genellikle goc¢ etmezler, kanser
hiicreleri ise viicudun diger bolgelerine go¢ ederler. Mutasyonlar invazyon ile
ilgili enzimlerin aktivitesini degistirir ve hiicre-hiicre ve hiicre-ekstraseliilar
adezyon molekiillerini degistirirler (Karaca, 2008).

Kanserden hastalanma ve 6liim nedenlerinin basinda metastaz gelir. Metastaz,
“hastaligin bir organdan diger bir organa transferidir” seklinde de tanimlanabilir.
Timoriin yayilmasi, konake1 hiicreler ile tiimor hiicreleri arasindaki etkilesim ile
bes basamakta ger¢eklesir;

1. Kanser hiicrelerinin kiigiik lenf ve kan damarlarina gecerek kendisini
cevreleyen konake1 dokuya invazyon ve infiltrasyon,

Dolasima kanser hiicrelerinin tek tek veya grup halinde salinmasi,
Dolasimda hayatta kalmalari,

Uzaktaki dokuda kapiller yataga takilipkalmasi,

Lenfatik veya kan damarindan geldigi dokuya gecerek burada ikincil bir
timor olusturmasidir (Franks ve Teich, 1996).

Nk

Metastaz olusumunun baslangic asamasi olan invazyon ise {ii¢ basamakta
gerceklesir;
1. Mekanik baski,

2. Litik enzimlerin salimi,
3. Timodr hiicrelerinin hareketliliginin artmasi.



Metastaz genel olarak kotli huylu tiimor hiicrelerinin (kanserli hiicreler)
salgiladig1 enzimler nedeniyle etrafindaki kapsiilii eriterek damari gegmesi,
dolasima katilmasi ve viicudun herhangi bir yerinde tekrar yerlesip ¢cogalabilmesi
olayidir ve tiimor gelisiminin son basamagidir (Liekens ve ark., 2001).

Metastazin onemli bir basamagi olan tiimor invazyonu kompleks ve dinamik bir
olaydir. Tiimor hiicre invazyonu, her bir asamasinda farkli molekiillerin gorev
aldign ¢esitli alt basamaklardan olusur. Ilk asama kanser hiicresinin primer
tiimorden ayrilmasidir. ikinci asama ise kanser hiicrelerinin matrikse, endotel
hiicrelerine ve subendotel bazal membrana tutunma asamasidir.

Invazyon ve metastazda bir diger basamak bazal membran ve extraselliiler matriks
komponentlerinin yikimidir. Bu islemde birgok proteolitik enzim goérev alir.
Proteoliz i¢in baslica enzim gruplar1 metalloproteinazlar, plazminojen
aktivatorleri ve Cathepsin’lerdir. Matriksin ve bazal membranin yikimindan
sorumlu bu enzimler i¢inde matriks metalloproteinazlar 6zel bir yere sahiptir.
Tiimor hiicreleri ve endotel hiicreleri i¢in en 6nemli bariyer olan bazal membranin
icerdigi tip-IV kollajeni yikan MMP-2 ve MMP-9, malignitenin derecesiyle korele
olarak bircok metastatik tlimorde yiiksek olarak bulunmustur. Bu amagla,
proteolizi engelleyen gerek fizyolojik gerekse sentetik inhibitorlerin bulunmasi
kanser tedavisinde yeni umutlar dogurmustur (Giillii ve Akalin, 2005).

Endotel hiicrelerin aktivasyonu, matriks metaloproteinazlarin (MMP) salinmasini,
hiicre baglanti molekiillerimin ekspresyonunu dolayisiyla gé¢ ve invazyonu
arttirir. Aktive olan endotel hiicreler matriks metalloproteinazlar tiretirler. Daha
sonra bu enzimler endotel hiicrelerden c¢evre dokulara salinirlar. Matriks
metalloproteinazlar hiicre dis1 matriksi parcalar. Parcalanan matriks endotel
hiicrelerin gbgiine izin verir (Bayramoglu 2007).

Metastaz dongiiniin hem basinda hem de sonunda anjiyojenez yer almaktadir.
Anjiyojenez yani yeni damar olusumlar1 hiicrelerin dolasima karisabilmeleri i¢in
gereklidir. Anjiojenez tlimoriin metastaz potansiyelini artirir. Timor metastaz
yaptiktan sonra yasayabilmesi i¢in gittigi ikincil organda da damarlanma yapar.
Anjiyojenezin olmadig1 durumlarda tiimor anaerob metabolizma yoluyla yagamsal
faaliyetlerini stirdiirme yoluna da gidebilmektedir.

AKCIiGER KANSERI

Akciger kanseri, yirminci yiizyilin baslarinda ender olmasina karsin giiniimiizde
goriilme siklig1 artan, 6nemli bir saghik problemidir. Genel 6liim nedenleri
arasinda kalp hastaliklarindan sonra ikinci sirayr alan akciger kanseri, kanser
Oliimlerinin %28’ini olusturmaktadir (Bozkurt ve ark., 2004). Akciger kanseri,
yapisal olarak akciger hiicrelerinin ihtiyac ve kontrol disi cogalarak akciger i¢inde
bir kitle (tlimor) olusturmasidir.

Akciger kanserti, hiicre tipine gore kii¢iik hiicreli akciger kanseri ve kii¢iik hiicreli
dis1 akciger kanseri (KHDAK) olmak tizere 2 temel grupta ele aliir. Kiigiik
hiicreli dis1 akciger kanseri, skuamé6z hiicreli, adenokanser ve biiyiik hiicreli
akciger kanseri alt gruplarindan olusur. KHDAK bu kanser tiirlerinin %80’in1
olusturmaktadir (Chang ve ark., 2004; Kuo ve ark., 2005). Kii¢iik hiicreli olmayan
akciger kanseri agresif 6zellik tasir.
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Sekil 1. Kanser istatistik (http-1)

Iki tip alveoler hiicre vardir. Tip I alveollerin i¢ yiizeyinin %96’sin1 kaplamaktadir
ve in vitro ortamda tiretmek zordur. Tip II ise daha az yiizey kaplar. Tip I’e gore
farkli ve bircok sayida fonksiyonlar1 vardir. Ayrica tip II hiicreler, tip I
hiicrelerinin ata hiicreleridir. A549 hiicreleri tip II hiicre orijinlidir (Fang ve Aust,
1997; Shimizu ve ark., 2004). Sitokinlerin A549 hiicrelerinden prostaglandin E2
(PGE2) ve siklooksijenaz—2 (COX-2)’nin yiiksek miktarlarda sentezlenmesine
neden oldugu gosterilmistir. PGE2 ve COX-2’nin sentezlenmesi sonucu nitrik
oksit ve indiiklenebilen nitrik oksit sentaz enziminin de diizeylerinin arttig1
gosterilmistir (Banerjee ve ark., 2002; Tong ve Tai, 2005). inflamasyona yol
acabilen ajanlarin varliginda A549 hiicrelerinden interlokin-6 ve interlokin-8
salgilanmaktadir (Garofalo ve ark., 1996; Jepsen ve ark., 2004).

KHDAK da hedeflenen en 6nemli tedavilerden biri VEGF yolagin1 amaglayan
ajanlardan olusur. 1971 yilinda, Judah Folkman ¢esitli malignantlarin tedavisinde
antianjiyojenik ajanlari aragtirmak i¢in tiimor biiylimesinin anjiyojeneze bagli
oldugunu gostererek aragtirmacilara onciiliik etmistir. (Podar ve ark., 2006).

ANJIiYOJENEZ

Anjiyojenez terimi ilk olarak 17. yiizyilin sonunda Ingiliz cerrah Dr. John Hunter
tarafindan “mevcut kan damarlarindan yeni kan damarlarinin olusumu” olarak
tanimlanmis olup 1935 yilinda ise patolog Dr. Arthur T. Hertig hamile maymun
plasentasinda anjiyojenezi tarif etmistir (Ribatti, 2009).



Anjiyojenez, viicutta fizyolojik ve patolojik olmak tizere iki sekilde gergeklesir.
Fizyolojik anjiyojenez, saglikli bir yetiskin viicudunda embriyogenezde yani
plasenta olusumunda, yara iyilesme siirecinde ve kadin iireme sisteminde 6rnegin
korpus luteumun olusmasi sirasinda gozlenir. Patolojik anjiyojenez ise
ateroskleroz, romatoid artrit, psoriyazis, kronik enflamasyon, enflamatuvar
bagirsak hastaliklarinda, tiimor gelisimi ve metastazda (6zellikle meme, mesane,
kolon, akciger, noroblastom, melanom, bdbrek, pankreas, rahim, serviks,
gliablastom gibi ¢esitli kanser tiirlerinde), diyabetik retinopati gibi goz ve
kardiyovaskiiler hastaliklarda meydana gelir (Paper, 1998; Ataergin ve ark., 1999;
Brower, 1999; Ribatti ve ark., 2000; Liekens ve ark., 2001; Konukoglu ve Turhan,
2005; Sagar ve ark., 2006; Ozgiirtas, 2009).

Anjiyojenez, Onceden var olan kan damarlarindan endotel hiicrelerinin
aktivasyonu, adezyonu, goc¢ii ve cogalmasi gibi basamaklardan olusan kompleks
bir siirectir (Paper, 1998; Ferrara, 2005). Ekstraseliiler matriks (ECM) ve matriksi
cevreleyen hiicrelerden salinan bir¢ok biliylime faktorii, sitokinler ve reseptorleri
anjiyojenezde temel rol oynar. Bu siirecin temel hiicreleri olan endotel hiicreleri
kapiler damar duvarlarini olusturur (Konukoglu ve Turhan, 2005).

Yeni Kapiler Damar Olusumu

Yeni kapiler damar olusum siireci;

1. Bazal membranin proteolitik enzimlerle yikilmasi,

2. Endotel hiicrelerinin aktivasyonu, gocii ve cogalmasi,

3. Kapiler olusumu ve damar olgunlagsmasi1 basamaklarini kapsar.

Bazal membranin proteolitik enzimler tarafindan yikilmasi

Anjiyojenez siireci damar endotelini kaplayan bazal membranin proteolitik yikimi
ile baglar.

Endotel hiicreleri go¢ etmek ve cogalmak iizere uyarildiginda membran ve
hiicreler arasinda bir boliinme meydana gelir. Normalde, endotel hiicreleri
yayllma etkisi gostermeyen tek bir tabaka olustururlar. Ancak anjiyojenez
sirasinda ¢ogalip yayilma gosterirler. Normal, hastalikli ya da hasarli dokularda
iretilip salgilanan anjiyojenik biiyiime faktorleri komsu dokulara difiizyon yolu
ile gecer. Anjiyojenik biiylime faktorleri, yakinindaki onceden var olan kan
damarlariin endotel hiicrelerinde bulunan 06zgiin reseptorlere baglanirlar.
Biiylime faktorleri tarafindan aktive edilen proteolitik enzimler bazal membranin
ve endotel hiicrelerini ddseyen ekstraseliiler matriks (ECM) bilesenlerinin
yikimma neden olur. ECM’nin enzimatik yikilimimi, endotel hiicrelerinin
uyarilmast ve kapiller filizlenme izler. Endotel hiicrelerinin invazyon ve gog
siregleri, plazminojen aktivator (PA) ve matriks metaloproteinaz (MMP)
sisteminin igbirligi i¢inde aktive olmasini gerektirir (Konukoglu ve Turhan, 2005).
MMP-2 ve MMP-9 hiicre disi matriks ve bilesenlerini ve bazal membran
yitkmadan sorumludurlar (Gigianelli ve Antonaci, 2002). Ozellikle MMP-9 normal
hiicrelere gore melanoma, akciger tiimorii, meme adenokarsinomasi ve
gliomalarda daha fazla salgilanir (Shravan ve ark., 1999).



Endotel hiicrelerde go¢ ve ¢cogalma

Anjiyojenik uyari, proteolitik yikim ile kisa bir siire sonra endotel hiicreleri aktive
eder. Endotel hiicreleri ekstraseliiler matrikse go¢ eder ve ¢ogalir. Bu siirecte en
etkili anjiyojenik faktdr wvaskiiler endotel biiylime faktori (VEGF) diir
(Konukoglu ve Turhan, 2005).

Kapiller olusumu ve damar olgunlasmasi

Endotel hiicre ¢ogalmasindan sonra ECM bilesenlerinin depolanmasi ve bir araya
getirilmesi i¢in ekstraseliiler proteoliz mutlaka lokal olarak inhibe edilmelidir.
Kapiller filizlenme olustuktan sonra yine bu filizlenmenin ucunda yeni olusmus
ECM’de yikilma ortaya cikar ve bu sayede daha ileri yayilimi miimkiin olur.
Bazal membranin yikilmasi endotel hiicre gogiine ve filiz olusumuna izin verir.
Endotelin yol almasi1 ve uzamasi sirasinda hiicre i¢i ve hiicreler arasi boslukta,
sonunda kendilerinden damarlarin olustugu liimenler gelisir. Bdylece,
ekstraseliiller matriks proteolizinin birbirini sirayla izleyen aktivasyon ve
inhibisyonlar1 sonucunda kapillerler olusur. Proteolitik yikilma ve endotel hiicresi
gociinden sonra yeni olusan kapillerler, yeni bazal membrani olustururlar. Bu
nedenle, endotel hiicrelerinin yeni kapiller yapilar olusturabilmeleri i¢in
birbirlerine ve ECM’e tutunma gereksinimi vardir. Damar olgunlastiktan ve
uygun anjiyojenez ortaya ciktiktan sonra anjiyojenik faktorlerde azalma
goriiliirken, anjiyojenez inhibitorlerinde artis gozlenir (Konukoglu ve Turhan,
2005).

Tiimor Anjiyojenezi ve Metastaz

Yaklasik yiiz yil 6nce tiimor icerisinde yeni damar gelisiminden bahsedilmistir.
Ancak o donemde yeni damarlarin olusmasinin tiimdr metabolitlerine bagl basit
bir dilatasyon oldugu diisiiniilmiis ve tiimor hiperemisi olarak adlandirilmistir.
Daha sonra yapilan calismalarda olusan yeni damarlarin konak¢i damarlardan
koken aldigi yani anjiyojenez kaynakli oldugu goriilmistir (Konukoglu ve
Turhan, 2005). 1971°de ise Judah Folkman; “Tiimor gelisimi anjiyojeneze
bagldir ve anjiyojenezin inhibisyonu terapdtik olabilir” hipotezini ortaya atmistir
(Folkman, 1990; Ferrara ve Kerbel, 2005; Konukoglu ve Turhan, 2005; Ribatti,
2008). Seksenli yillarin ortalarinda tiim deneysel bulgular tiimor gelisiminin
anjiyojeneze baghi oldugunu kanitlamistir. Ayrica anjiyojenezin metastazi
kolaylastirdigr varsaymmi1 deneysel ve klinik kanitlarla ortaya konmustur
(Konukoglu ve Turhan, 2005).

Tiimor hiicreleri ancak metastaz yaparak gelisip yayilabilmektedir. Ozetle
anjiyojenez olmaksizin solid tiimorler gelisemez ve primer tiimorlerden metastatik
tiimorler olusamaz yani timor gelisimi ve metastazi anjiyojeneze bagl bir olaydir.
0.5 mm”den daha kiigiik tiimérler oksijen ve besin gereksinimini difiizyonla
karsilayabilirken, biyiikligii 0.5 mm’’iin {izerine ¢ikinca anjiyojeneze bagimli
hale gelir (Konukoglu ve Turhan, 2005). Timoriin neovaskiilarizasyonu
anjiyojenez olusum basamaklarinda gergeklesir ve anjiyojenik diizenleyici
faktorler arasindaki dengeyle kontrol edilir (Paper, 1998).



Anjiyojenezin Molekiiler Mekanizmasi

Anjiyojenez olduk¢a karmasik bir mekanizma ile gerceklesir. Ekstraseliiler
matriks ve matriksi ¢evreleyen hiicrelerden salinan pek c¢ok biiyiime faktori,
sitokinler ve bunlarin reseptorleri anjiyojenezde temel rol oynar.
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Sekil 2. Antianjiyojenik Etki Mekanizmasi (Sabanci, 2010)

Diisiik oksijenli ortam tiimor gelisiminin ilk sathalarindan itibaren goriilmektedir.
Timor biiylimesi ve yayilmasina yol acan yeni damar olusumlarindan sonra da
timoriin  oksijen iste§i yeterince karsilanamamakta, diisiik oksijenli ortam
olusmaktadir. Bu sebeple tiimor hiicresinin diisiik oksijenli ortama gosterdigi
tepkinin 6nemli basamaklarini, genler lizerinde etkili hiicre ici sinyal yolaklarim
etkileyerek karsilamaktadir. Hipoksiye bagimli transkripsiyon faktorii (HIF),
anjiyojenez ile iligkili sinyal iletiminde rol oynayan en onemli faktorlerden biridir
(Durak ve ark., 2005). Hipoksi, tiimor hiicrelerini, enflamasyonda rol alan
hiicreleri ve bag dokusu hiicrelerini uyararak anjiyojenez Ozelligi tasiyan
molekiillerin [(VEGF) vaskiiler endotel biiyiime faktorii, (FGF) fibroblast biiylime
faktorti, (PDGF) trombosit kaynakli biiylime faktorii gibi] olusumuna yol agarak,
anjiyojenezi baslatan en etkili uyaranlarin basinda gelir. Artan timor kitlesi ile
birlikte gelisen hipoksi tiimor hiicrelerinden VEGF ekspresyonunu artirmakta ve
anjiyojenezisi daha da ilerletmektedir (Guidi ve ark., 1994) (Sekil 2).

Anjiyojenezin diizenlenme evreleri pek c¢ok biiyiime faktoriiniin ve diizenleyici
proteinin kontrolii altindadir. Bu diizenleyiciler; ECM ve ECM’yi c¢evreleyen
hiicrelerden salinan vaskiiler endotel biiylime faktorii (VEGF), interlokin-1 veya
prostaglandin E2 (PGE2) gibi sitokinler ve bunlarin reseptorleri (Konukoglu ve
Turhan, 2005), diizenleyici proteinler ve hiicre adhezyon molekiilleridir (Paper,
1998).



Anjiyojenezde rol alan faktorler;

1. Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii ve reseptorleri

2. Fibroblast biiylime faktorleri
3. Anjiyopoietinler ve tie reseptorleri
4. Transforme edici biiytime faktorii-3
5. Interlokin-8 ve matriks metalloproteinaz-2
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Sekil 3. Normal Doku Onarimi ve Tiimorlerde Anjiyojenezi Uyaran Ortak Yollar (Konuoglu
ve Turhan, 2005)

Anjiyojenez kontrol mekanizmalarinin isleyisi metabolik stres (hipoglisemi,
diisik pH, dokularda O, basicinin diismesi yani hipoksi durumu), mekanik stres
(cogalan hiicrelerin yaptig1 basing), immiin/enflamatuvar cevap ve genetik
mutasyon (onkogenlerin aktivasyonu veya anjiyojenez diizenleyicilerin {iretimini
kontrol eden tiimor baskilayict genlerin delesyonu gibi) durumlarda hiicresel
sinyaller bozuldugunda anjiyojenez yanlis zamanda veya yanlis dokuda aktive
olur (Carmeliet ve Jain, 2000).

Saglikli, yetigkin bir organizmada endotel hiicrelerinin dongiisii ve anjiyojenezi
cok yavas (3 aydan 1 yila kadar) seyreder. Ancak yara iyilesme siireci,
embriyogenez veya korpus luteumun olusumu gibi sadece belli kosullardaki
anjiyojenez c¢ok kisa bir stirede gergeklesir (Paper, 1998).

Anjiyojenezin engellenmesi kanser tedavilerinde 6nemli bir rol oynadigi i¢in son
yillarda anjiyojeneze yol agan sinyal yolaklarmin ortaya ¢ikarilmasi
arastirmacilarin ilgi alam1 olmustur (Durak ve ark., 2005). Timdr biiylimeye
basladiginda merkezdeki hiicreleri hipoksik olurlar, tiimdér merkezine yasamsal
ihtiyaglarimin gidebilmesi i¢in damarlanmaya baglar. Bu olusum anjiyojenik
faktorlerin (vaskiiler endotel biiyiime faktorii, fibroblast biliyiime faktori,
trombosit kaynakli bliylime faktorii gibi) salgilanmasi ve anjiyojenezi inhibe eden
faktorlerin farklilasmasi veya uzaklastirilmasi ile olur (Fidler ve ark., 2001; ilyas
ve ark., 1999; Liotta ve Kohn, 2000; Kenemans ve ark., 2004) (Sekil 3).
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Sinyal yolaklarindan VEGF inhibisyonu kanser tedavisi i¢in en umut verici
yaklagim olarak ortaya ¢ikmistir. Son yillarda hematopoetik ve solid tlimdrlerin
tedavisinde kullanilan tirozin kinaz inhibitorleri etkinligi kanitlanmus,
antineoplastik ajanlardir.

TIROZIN KiNAZ RESEPTORLERI

Kompleks organizmalarda hiicreler hem dis ¢evreden hem de komsu hiicrelerden
gelen devamli bilgi akisina maruz kalirlar. Bu sinyallarin biitlinliigii ve hiicre
tarafindan dogru bir sekilde yorumlanmasi hiicrenin ve organizmanin bulundugu
cevreye adaptasyonunu saglar. Bu adaptasyonda membrana lokalize olmusg
reseptorler Onemli rol oynarlar. Bunlardan tirozin kinaz aktivitesine sahip
reseptorler genis bir aileyi olusturmaktadir (Blume-Jensen ve Hunter, 2011;
Holbro ve Hynes, 2004).

Protein kinazlar substrat Ozgiinliigline gore serin/treonin kinazlar ve tirozin
kinazlar olarak ikiye ayrilir. Membranda yerlesim gosteren proteinlere reseptor
tirozin kinazlar (RTK) denilmektedir. RTK lar, biiyiime faktorleri ve hormonlar
gibi bir¢ok polipeptit icin yiiksek afiniteye sahip hiicre yiizey reseptorleridir.
Insan genomunda bulunan 58 adet reseptdr tirozin kinaz amino asit
sekanslarindaki benzerlikler, yapilar1 ve biyolojik fonksiyonlari dikkate alinarak
20 gruba ayrilmistir. Bu ailenin iyeleri proliferasyon, farklilasma, sagkalim,
metabolizma, hiicre gogii, anjiyojenez, invazyon, metastaz, apoptoz ve hiicre
dongiisiinlin kontrolii gibi 6nemli hiicresel siireclerde gorev almaktadir (Lemmon
ve Schlessinger, 2010; Bae ve Schlessinger, 2010).

Tirozin Kinaz Reseptorlerinin Yapisi ve Aktivasyonu

RTK’larin ¢ogu ortamda ligand olmadigi zaman hiicre zarinda monomerik ve
inaktif halde bulunurlar. Her bir monomer hiicre dis1 ligand baglanma bolgesi,
transmembran bolgesi ve hiicre i¢i kinaz aktivitesine sahip katalitik kisimdan
olusmaktadir (Lemmon ve Schlessinger,2010; Cloura ve Rebai, 2011). Biiylime
faktorlerinin yoklugunda hiicre yiizeyinde monomerik halde bulunan reseptor
tirozin kinazlar, hiicre disinda kalan kisimlarinin ligand ile etkilesiminden sonra
konformasyonel degisiklige ugrarlar. Ligandla aktive edilince iki reseptor proteini
birbirleriyle birleserek dimer olusturur. Bu olay lic asamada meydana gelir.
Birinci asamada, reseptor ligandina baglandiginda, kinazin katalitik aktivitesi
artar; ikinci asamada, sitoplazmik sinyal molekiillerinin fosfotirozin iceren
baglanma bolgeleri ile etkilesir, liclincli asamada ise sinyal yolaklarindaki hedef
molekiillerin aktivitesi en st diizeye ¢ikar (Lemmon ve Schlessinger,2010;
Blume-Jensen ve Hunter, 2011). Boylece hiicre i¢i kinaz bolgelerinin aktivasyonu
saglanir (Lemmon ve Schlessinger, 2010; Blume-Jensen ve Hunter, 2011; Choura
ve Rebai, 2011).

Bu reseptorler biliyiime faktorleri ile baglandiktan sonra aktif hale gecerler ve
sitoplazmadaki hedef proteinleri ile etkileserek sinyal iletimini gergeklestirirler.
RTK aktivasyonu, reseptdriin kendi kendini fosforile etmesiyle baslar. ikinci
asamada ise, bu fosforlanan bdlgelere cesitli adaptor proteinler baglanirlar ve
uyarimin hiicre icine iletimini saglarlar. Adaptor proteinlerin ortak yapisal 6zelligi
SH2 (Src-homology-2) bdlgeleri igermeleridir (Barutca, 2010). Bu proteinler,
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SH2 bolgeleri araciligiyla reseptore baglanarak, RTK ile dogrudan etkilesebilirler
veya adaptor proteinlere baglanarak dolayli yoldan etkilesime girerler. Bu
proteinler, proliferasyon, farklilasma, sagkalim, hiicre gogli, metabolizma,
apoptoz gibi hiicresel fonksiyonlarda rol oynayan sinyal yolaklarin1 aktive ederler
(Schlessinger ve Lemmon, 2003; Pawson, 2002). RTK aktivasyonunun
sonlandirilmasindan fosfataz grubu proteinler sorumludur. Buna gore, fizyolojik
kosullarda sinyal iletimi tersinir 6zellik tasir ve RTK aracili iletim kontrol altinda
tutulur. Karsinogenez siirecinde ise, siirekli ve kontrolsiiz RTK aktivitesi sz
konusudur (Dogan ve Giig, 2004).

Hucre Disl

Sitoplazma ®,
P ®

Sekil 4. Reseptor Tirozin Kinazlarin Aktiflesme Mekanizmasi (Tunali, 2012)

Kinazlarin aktivasyon halkasinin N-terminali katalitik aktiviteyi saglarken C-
terminali substratin baglanmasi i¢in zemin hazirlar. Hiicre dis1 N-terminal bolgesi
genellikle immiinoglobulin benzeri veya EGF benzeri yapilar, fibronektin tip III
tekrarlar1 veya sistein amino asidi bakimindan zengin olan bolgeler icerir. Bunlar
RTK’larin her bir alt grubu i¢in karakteristiktir. Transmembran bolgesi hidrofobik
olup hiicre zarina gémiilii olarak bulunur. Bu bolge 25-38 amino asitten olusan o-
heliks yapisindadir. Hiicre i¢i C-terminal bolgesi reseptOriin tirozin kinaz
aktivitesinden sorumludur. Bu bolge, ¢ok sayida tirozin rezidiisii iceren katalitik
kisimdan ve ATP baglanma bolgesinden meydana gelmektedir (Zwick ve ark.,
2001) (Sekil 4).

Kanser hiicreleri asir1 miktarda VEGF ve PDGF-f3 gibi bazi biiylime faktorleri ve
sitokinler salgilar. Bunlarin endotel hiicreleri tizerindeki reseptorlere baglanmasi,
Raf/MEK/ERK yolaklarini aktive eder, bunun sonucunda da anjiyojenez goriliir.
Ras kinazlar, VEGF ve PDGF-B timor gelismesinin ve anjiyojenezin
engellenmesinde potansiyel molekiiler tedavi hedefleridir. Tirozin Kkinaz
reseptorleri  kendi ligandlari tarafindan uyarilmadigi zaman, hormon,
norotransmitter ve lenfokinler tarafindanda uyarilirlar. VEGF ve tirozin kinaz
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reseptorii anjiyojenezde c¢ok Onemli rol istlenmektedir (Goto ve ark., 2010;
Hackel ve ark., 1999; Woodburn, 1999).

Anjiyojenez sirasinda bir¢cok gen ve hiicresel mekanizma rol oynamaktadir. VEGF
reseptorlerinin aktivasyonu; fosfolipaz-C, fosfoinositol-3 kinaz ve ras GTPaz
aktivator proteinleri gibi bir dizi hiicre i¢i sinyal iletim proteinlerini fosforile
ederek endotel hiicrelerinin proliferasyon, migrasyon, ve diferansiyasyonunu
saglar (Cozzi ve Li, 2009; Kountouras ve ark., 2005; Giillii ve Akalin, 2005).

Ras/Raf/MEK/ERK sinyal iletim yolu

Hormonlar, biliylime faktorleri, diferansiasyon faktorleri ve tiimér promoter
maddeler bu sinyal yolunu kullanirlar. Bu iletim yolu Ras aktivasyonu ile baslar
ve swrastyla Raf, MEK ve ERK proteinleri ile kinaz kaskadi ilerler. Ras ve Raf
protoonkogendir. Protoonkogenler, hiicrede ©onemli rol oynayan, genellikle
hiicrenin normal ¢ogalmasini denetleyen sinyal yollarinda gorev yapan genlerdir.
Bu nedenle Ras sinyal yolaginin aktivasyonu, insanda kanser gelismesinde 6nemli
bir mekanizmadir. Ras proteinlerinin aktif hale gelmesi i¢in translasyon sonrasi
modifikasyondan sonra membrana yerlesmesi gerekir. Istirahat halindeki
hiicrelerde Ras proteinleri inaktif (Ras-GDP) halde bulunurlar. Hiicrenin
uyarilmast ile GDP’nin yerine GTP baglanarak aktif konformasyona doniisiim
(Ras-GTP) tetiklenir. Ras aktivasyonu tersinir bir siirectir. Aktive olan Ras
proteinleri Raf kinazlara yiiksek afinite ile baglanirlar ve Raf kinazlarin hiicre
membranina yerlesimini ve aktivasyonunu saglarlar (Dogan ve Giig, 2004).

Insan tiimorlerinin %30’unda Ras/Raf/MEK/ERK yolunun asir1 aktivasyonu sz
konusudur (Dogan ve Giig, 2004). Bu oran tiimdrlerdeki Ras mutasyonu sikligi ile
uyumludur. Mutant Ras proteinleri, aktif Ras-GTP formunda kalirlar; bu nedenle,
hiicrenin kontrolsiiz uyarilmasindan sorumlu tutulmaktadirlar.
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Trozin Kinaz Reseptori (EGFR/PDGFR)
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Sekil 5. Tirozin Kinaz Reseptoriiniin Hiicre i¢i Etki Mekanizmasi (da Rocha ve ark., 2002)

Protein kinaz C (PKC), siklik adenozin monofosfat (CAMP) aktivasyonuna gerek
duymaksizin membran fosfolipidleri, Ca*" ve diagilgliserol (DAG) ile aktive
olarak, farkli proteinlerin fonksiyonunu serin ve treonin aminoasitlerinin hidroksil
gruplariin fosforilasyonunu gergeklestirerek kontrol eden bir enzim grubudur
(Tepekoy, 2011).

Protein kinaz C (PKC), biiyiime faktorli reseptorleri ile geri doniisiimlii olarak
aktive olur. Sinyal yolaklarimi isleterek Raf-1 ve bcl-2 kaskadi gibi sistemleri
uyarabilir. Raf-1 kaskadi sitoplazmadaki sinyalleri ¢ekirdege ileten ana
sistemlerden biridir. Bu yiizden PKC’nin asir1 uyarilmasi hiicre boliinmesi ve
invazyonun artmasina yol acabilir (Risau, 1997).

PKC, DAG molekiiliiniin birincil hedefidir. PKC, bir serin treonin kinaz ailesidir
ve hiicre i¢i pek ¢ok biyokimyasal reaksiyonun (hiicre zarindan glukoz gegisi,
sekresyon, egzositoz, diiz kas kasilmasi, gen anlatimi, iyon gecirgenliginin
diizenlenmesi, hiicre ¢ogalmasi, hiicredis1 reseptorlerin duyarsizlastirilmasi, vb..)
kontroliinde 6nemli rolii vardir (Risau, 1997). Birden cok sinyal iletim yolunun
kesisim noktasinda olmasi sebebiyle sitoplazmadan niikleusa giden cok c¢esitli
sinyalin iletilmesinde hayati 6nem tasir (Sekil 5).
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VASKULER ENDOTEL BUYUME FAKTORU

VEGF veya diger adiyla vaskiiler permeabilite faktorii (VPF) heparin-baglayici
bir anjiyojenik biiytime faktorii olup cesitli tiimor tiplerinde yiliksek derecede
eksprese edilir. Anjiyojenezin en 6nemli uyaricist VEGF dir ve insan tlimdrlerinin
yaklasik %60°1 tarafindan salgilanir (Fayette ve ark., 2005). Endotel hiicreleri i¢in
migrasyon 0zelligininin yani sira VEGF; hiicre dis1 matriks yikimindan sorumlu
olan matriks metalloproteinazlar ile urokinaz ve doku-tipi plazminojen
aktivatorlerinin salimimint da uyarir. Boylelikle invazyon ve metastazi da
kolaylastirir (Risau, 1997).

VEGF, 46 kDa agirliginda, homodimerik, heparin bagl glikoprotein yapisinda bir
molekiildiir (Claus, 2000). VEGFA, B, C, D, E, plasental biiytime faktorii (PGF)
ve yakin zamanda yilan zehrinde bulunmus VEGF-F adi verilen yedi iiyeden
olusmaktadir (Takahashi, 2004; Houch ve ark., 1991; Rosenstein ve Krum, 2004).

En c¢ok calisilmis VEGF izoformu VEGFA’dir ve bu izorformun endotel
hiicrelerin migrasyon ve mitozunu artirarak anjiyojenezi sagladigi aciklanmistir.
Kesfedildigi donemde vaskiiler permeabilite faktorii olarak adlandirilan faktér son
zamanlarda VEGFA olarak adlandirilmaktadir. Graniilosit ve makrofajlar i¢in
kemotaktikdir. VEGFA ayni zamanda mikrovaskiiler gecirgenligi artirir ve
vazodilatasyon yapar. Hiicre yiizeyinde bulunan tirozin kinaz reseptorlerine
baglanarak hiicresel cevabi tetikler.

Sekil 6’da gortildiigii gibi VEGFA’nin bes farkli izoformu bulunmaktadir
(Zachary, 1998). Bunlar; VEGF  , VEGF4s, VEGF]65, VEGF]89 ve VEGF206 dir

(Cook ve Figg, 2010). Izoformlarin hepsi heparine baglanir fakat etki yerleri
birbirinden farklidir ve VEGF; hari¢ diger izoformlar dimerik yapiya sahiptirler
(Zachary, 1998).
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Sekil 6. VEGFA’nin izoformlar:

VEGF monomerleri paralel olmayan ve kovalent bagh disiilfit kopriilerinden
olusmaktadir. VEGF,; ve VEGF¢5°de bulunmayan ekzon 6, amino asitce zengin
bir bolgedir. Bu izoformlarin biyolojik aktiviteleri ve reseptdr baglanma
ozellikleri birbirinden farklilik gostermektedir ve bu farkliliklar heparin stilfat
proteoglikanlara olan farkli baglanma kapasitelerinden kaynaklanmaktadir
(Zachary, 1998).
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165’ 189
VEGon ‘nin ekspresyonunun arttigi tespit edilmistir (Cvetkovic ve ark., 2001).

6

VEGF RESEPTORLERI

VEGF ailesinin etkilerini gosterebilmesi icin, endotel hiicreleri lizerinde bulunan
0zglin transmembran tirozin kinaz reseptOrlerine baglanmasi gerekir (Yazir,
2007). Bu reseptorler; VEGF reseptor-1 (VEGFR-1; Flt-1), VEGF reseptor-2
(KDR/FIk-1) ve VEGEF reseptor-3 (VEGFR-3)’diir. VEGFA aktivitesini VEGFR-
1 ve VEGFR-2 iizerinden gostermektedir (Ferrara ve ark., 2003). VEGFR-1 ve
VEGFR-2, yetiskinlerde beyin damar endotel hiicreleri hari¢ diger damar endotel
hiicreleri tarafindan eksprese edilmektedirler (Podar ve Anderson, 2005).

VEGF, endotelyal hiicrelere spesifik bir mitojendir ve yiiksek afiniteli
reseptorlerine (Flt-1/VEGFR-1, Flk-1/KDR/VEGFR-2) baglandiginda inositoliin
hidrolizi yoluyla ikinci mesajcilarin olusumunu tetikler ve bu ylizden heparin
benzeri molekiillerin varliginda reseptorlerin  otofosforilasyonunu indiikler,
fosfotidilinositol metabolik sinyal iletim yolaklarin1 tetikler ve endotel
hiicrelerdeki MAP kinazlar1 aktive eder. Sonug olarak, VEGF mitojenik etkilerini
endotel hiicre proliferasyonunu arttirarak gosterir (Ferrara, 2001).

Tablo 1. VEGF Reseptorleri, Ligandlar1 ve Etkileri (Demir, 2008)

Reseptorler Biiyiime Faktorleri Biyolojik Etkileri

VEGFR-1 VEGF-A,B.F ve PGF Hiicre-hiicre ve hiicre-matriks iligkisinin
kontrolii

VEGFR-2 VEGF-A,C,D,EF Anjiyojenez, proliferasyon ve migrasyon

VEGFR-3 VEGF-C,D Lenfanjiyojenez, lenfatik metastaz

Akciger kanserinin tedavisinde c¢esitli antikanserojen ilaglar kullanilmaktadir.
VEGF yolagin1 hedef alarak gelistirilmekte olan ¢esitli ilaglar (tirozin kinaz
inhibitdrleri gibi) kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri (KHDAK) tedavisinde
gecerli bir hedeftir (Riely ve Miller, 2007).
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Sekil 7. Vaskiiler Endotel Biiyiime Faktorii Tirozin Kinaz Reseptorlerinin Yapisi
(McMahon, 2000)

Sekilde 7°de gosterildigi gibi tirozin kinaz inhibitorleri sitoplazmik etkinlige
sahip tek gecisli bir transmembran reseptorleridir ve VEGF reseptorleri
sitoplazmik  alanda tirozin kinaz reseptorlerinin  otofosforilasyonunu
etkinlestirmek i¢in dimer olustururlar (McMahon, 2000).

TIROZIN KiNAZ iNHIBITORLERI

Tirozin kinaz ihbititorleri (TKI) esas olarak biiyiime faktorleri ve diger hiicre dis
ligandlar i¢in hiicre yiizey reseptorlerinin bir smifin1 olustururlar. VEGF gen
ailesinin belki de en géze carpan iiyeleridir. Bu reseptorler sadece bir kez plazma
zarina yayilan transmemberan proteinleridir (Pawson, 2002).

TKD'nin bir avantaji da aym1 anda birden fazla reseptor inhibe gercegini igerir
boylece sinyal-ajan aktivitesi olasilig1 daha yiiksek potansiyel saglar. Baska bir
faydas1 da bu ajanlarin oral olarak mevcut olmasi hastalara kolaylik sunar (Das ve
Wakelee, 2012).

Protein kinazlarin islevlerindeki artisin kanser patogenezindeki roliiniin ortaya
konulmasi, bu islevlerin bir sekilde baskilandiginda hastaligin tedavi
edilebilecegini de diislindiirmiis ve ¢alismalar bu yonde yogunlastirilmistir. Bu
arastirmalar sonucu etkinligi gosterilmis ilk tirozin kinaz inhibitorii ajan imatinib
mesilattir. Imatinib mesilatin kronik miyeloid 16semi (KML) hastaligmin
tedavisindeki basaris1 hedefe yonelik tedaviler agisindan bir ilktir ve bu konudaki
arastirmalarin artisinda da oOncii rol oynamustir (Tablo 2). Tirozin kinaz
inhibitorlerinin KML tedavisindeki basarisi bu ajanlarin, patogenezinde tirozin
kinazlarin rol oynadigr diger hastaliklarin tedavisinde de kullanilabilecegini
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distindiirmiistiir (Yenerel, 2010). Cesitli antianjiyojenik kiiclik molekiil TKI
mevcut klinik gelistirme asamasindadir.

Tablo 2. Baz1 Tirozin Kinaz inhibitorlerinin Hedef Yolaklar1 ve FDA Onaylan

Mlac Hedef FDA Onay1
Sunitinib VEGFR-1,-2, -3, PDGFR, c-| 2006 (RCC ve GIST)
Kit, FLT3, CSF-1R, RET
Sorafenib VEGFR-2, -3, PDGFR, Raf, c- | 2005 (Kidney)
Kit
Imatinib Ber-Abl 2001(KML),2002 (GIST)
Lapatinib ErbB1/ ErbB2 2007 (HER2+Breast)
Pazopanib VEGFR-1, -2, -3, PDGFR, 2009 (RCC)
c-Kit
Crizotinib ALK/Met 2011 (KHDAK)
Vemurafenib BRAF 2011 (Melanoma)
Axitinib VEGFR-1, -2, -3, PDGFR- B, | 2012 (RCC)
c-Kit
Pazopanib

Pazopanib HCI antitiimor aktivitesi gosteren ve oral kullanilan ¢ok hedefli bir
tirozin kinaz inhibitoriidiir. Bir¢ok tirozin kinaz reseptOriinii inhibe eden
antineoplastik bir ajandir. Pazopanib inhibisyonu, VEGFR-1, -2, ve -3, trombosit
kaynakli bliyiime faktorii (PDGFR) ve c-Kit reseptorleri ile inhibe edilir ve timor
anjiyojenezinin inhibisyonu ile sonuglanir (Pick ve Nystrom, 2012). ikinci
jenerasyon oral ¢ok hedefli tirozin kinaz reseptdrii olan pazopanib, VEGF ve
PDGF’yi hedefleyerek tiimor biiylimesi ve hayatta kalmak icin gerek anahtar
proteinlerden sorumludur.

Kimyasal ismi;

5-[[4-[(2,3-Dimethyl-2H-indazol-6-yl)methylamino]- 2-pyrimidinyl]amino]-2-
methylbenzolsulfonamide

Kimyasal FOI‘mﬁlﬁ; Cz 1 H23N7OQS
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Pazopanib HCI’in meme kanseri i¢in ilag gelistirme sathalarindan faz I/II’nin
yaninda, kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri, jinekolojik kanser, nazofarengial
kanser, pankreas kanseri, yumusak doku sarkomasi ve glioma hastalarinda da faz
II/III denemeleri yapilmaktadir. Pazopanib metastatik renal hiicreli karsinomu
olan hastalarin 1yilestirilmesinde etkinligi ve giivenilirligi agisindan su anda
lisansh olan ¢oklu tirozin kinaz inhibitorlerinden sorafenib ve sunitib den daha
etkindir. ilagla ilgili en sik karsilasilan yan etkiler; hipertansiyon, bulanti, ishal ve
sa¢ depigmentasyonudur (Hurwitz ve ark., 2009).

Pazopanib, vaskiiler endotelyal biiytime faktor reseptorii 1, 2 ve 3 (VEGFR-1, -2,-
3), Raf-1 dahil Raf kinazlar1 ve trombosit kaynakli biiylime faktor reseptorii
(PDGFR) gibi tirozin kinaz reseptorlerini inhibe eder (Furuse, 2008).

VEGF yolagint hedef alarak gelistirilmekte olan ¢esitli ilaglar (tirozin kinaz
inhibitorleri gibi) KHDAK tedavisinde gecerli bir hedeftir (Riely ve ark., 2007).
Pazopanib (Votrient™, GlaxoSmithKline), VEGFR-1, -2, -3, PDGFR ve c-Kit
reseptorlerine karsi aktivitesi olan ¢oklu kinaz inhibitoriidiir (Drabkin, 2010).

Biz de bu c¢alismada, klinikte FDA (U.S. Food and Drug Administration)
tarafindan Ekim 2009' da renal hiicre kanserinin 6nlenmesi amaciyla onaylanan ve
bir tirozin kinaz inhibitorii olan pazopanibin (GW786034), insan akciger kanseri
(A549) ve insan umbilikal ven endotel hiicre (HUVEC) hattindaki antianjiyojenik
etkilerini aragtirmay1 amacladik. Bu nedenle pazopanibin her iki hiicre hattinda
hiicre proliferasyonunu, invazyon ve migrasyonunu, hiicresel VEGF miktar ile
VEGF mRNA ekspresyon diizeylerini arastirmay1 amacladik.
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GERECLER

Kullamilan Kimyasal Maddeler

Dimetilsiilfoksit (DMSO) (Sigma—Aldrich, Almanya),

Endotel hiicre biiytime faktorii (ECGF) (Sigma—Aldrich, Almanya),

F12- Kaighn’s Modification medyum (HyClone, Thermo Scientific),
Fetal Bovine Serum (FBS) (Sigma-Aldrich, Almanya),

Human VEGF ELISA Kit (Katalog no:#KHGO0111,Invitrogen, Amerika),
L-glutamin (Sigma-Aldrich, Almanya),

Pazopanib HCI (Selleckchem- Katalog no:S1035, Amerika),
Penisilin-streptomisin (Gibco, Almanya),

Phosphate Buffer Saline (PBS) (Invitrogen, Almanya

RPMI-1640 medyum (1X) (HyClone, Thermo Scientific),

Sodyum piriivat (Biochrom AG, Almanya),

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT) (Sigma—Aldrich, Almanya),
Tripan mavisi (Roche, Almanya),

Tripsin-EDTA 10X (Pan, Biotch).

Kullanilan Malzemeler

0,2 mI’lik PCR tiipii (Greiner bio-one, Amerika),

10, 200, 1000 pl’lik mikropipet ucu (Greiner bio-one, Amerika),
10,100,1000 ve 5000 pul’lik otomatik pipet ucu (Eppendorf, Kanada),
12 kanalli otomatik pipet (Axygen, Ingiltere),

15 ve 50 mI’lik santrifiij tiipleri (Isolab, Almanya),

25 cm®’lik hiicre kiiltiir flask1 (Greiner bio-one, Amerika),
2ml’lik Ependorf tiip (Greiner bio-one, Amerika),

5 ve 10 mI’lik steril enjektor (Ayset, Tiirkiye),

50,100 ve 200 ml’lik duran siseler (Isolab, Almanya),

5-10 ve 25 mI’lik cam pipet (Isotherm, Tiirkiye),

6 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakas1 (TPP, isvigre),

75 cm®’lik hiicre kiiltiir flaski (Greiner bio-one, Amerika),

96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakasi1 (TPP, Isvigre),

Cedex smart Slide (Roche, Almanya),

CIM-plate 16 (Roche, Almanya),

E-plate 16 (Roche, Almanya),
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Filtre (0,22 uM milipor) (Sartorius stedim, Almanya),
Kryotiip (2ml) (Greiner bio-one, Amerika),

Lamel (Isolab,Almanya),

Parafilm (Pechiney, Fransa),

pH indiikator kagidi (Macherey- Nagel, Almanya),
Sarjl1 pipetor (Starlab, Almanya).

Kullanilan Cihazlar

Cedex (Innovatis),

Derin dondurucu buzdolabi (Altus),
DNA-RNA caligsma kabini HEPA/UV PCR (UVP),
Hassas terazi (Ohaus),

Inverted mikroskop (Leica),

Laminar Flow kabin (Heal Force),

Light Cycler 480° (Roche),

MagNA Lyser (Roche),

MagNA Pure Compact (Roche),

Masaiistli sogutmali santrifiij (Eppendorf),
Mikro santrifiij (Hettich),

Mikroplaka okuyucu (ELISA cihazi) (BioTek),
NanoDrop 2000 Spektrofotometre (Thermo Scientific),
Otoklav (Alp),

Otomatik pipetler (Eppendorf),

PCR Thermal Cycler (Gradient PCR) (Takara),
Steril CO; inkiibatorii (Thermo Scientific),
Sterilizator (Niive),

Su banyosu (Nuve),

Vorteks (Daihan),

xCELLigence (Roche).
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YONTEMLER
Deneylerde Kullanilan Hiicreler

Calismamizda A549 (kiiclik hiicreli olmayan akciger kanseri) ve HUVEC (insan
umbilikal ven endotel hiicresi) hiicre hatlar1 kullanilmistir.

AS549 hiicre hatt1 1972 yilinda D.J. Giard ve ekibi tarafindan 58 yasindaki Orta
Asya’lh bir erkegin akciger karsinomali dokusundan eksplant kiiltiir teknigi ile
izole edilmistir ve 1976 yilinda, altmis sekizinci pasaji M.Lieber tarafindan
Amerika  Hiicre  Bankasi’'nda  (ATCC)  stoklanmistir.  Calismamizda
kullanacagimiz adhere hiicre 6zelligine sahip A549 hiicre hatti (ATCC, CCL-
185™), daha Onceden laboratuvarimizda mevcut stoklardan c¢ogaltilarak
kullanilmasgtir.

Kullanacagimiz HUVEC hiicre hatti ise (ATCC, CRL-1730™) Anadolu
Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii'nden Dog. Dr. Ayse Tansu
Koparal’dan temin edilmistir.

Kullanilan Arag ve Gereclerin Hazirlanmasi
Kullanilan malzemelerin steril edilmesi

Calismalarda kullanilacak cam ve metal malzemeler aliiminyum folyolara sarili
olarak kuru sterilizatorde 180°C’de 2 saat, sivi soliisyonlar ise 121°C, 1.5
atm/Hg’de otoklavda 20 dakika steril edilmistir.

Pazopanib kosantrasyonlarinin hazirlanmast

Toz halindeki Pazopanib HCI (Selleckchem-S1035, Amerika) dimetilsiilfoksit
(DMSO; Sigma) icinde ¢ozilerek 100 mM konsantrasyonda ana stogu
hazirlanmis ve -80°C’de saklanmistir. Bu stok soliisyondanda, 2.5, 25, 50, 100 ve
200 uM pazopanib konsantrasyonlar1 medyumla seyreltme islemleri her deney
oncesinden taze olarak hazirlanarak kullanilmistir. Pazopanibin en yiiksek
konsantrasyonunda DMSO oran1 % 0.1 oraninda oldugu i¢in kontrol grubuna da
medyum i¢inde % 0.1 oraninda DMSO uygulanmastir.

Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Stoktan ¢ikarilan A549 hiicreleri, %10’luk fotal sigir serumu ve %1 penisilin-
streptomisin igeren RPMI-1640 (% 1 L-glutamin, %1 sodyum piriivat) besiyeri
icinde, flasklarda %95 bagil nem ve %5 CO’li gaz ortaminda ve 37°C’deki
inkiibatorde kiiltiire edilmistir. Cogalan hiicreler yeni 25 ve 75 cm?’lik flasklara
pasajlanmis ve deneylerde kullanilmak iizere hiicre stoklar1 hazirlanmistir.

Stoktan ¢ikarilan HUVEC hiicreleri ise, %10’luk f6tal sigir serumu, %1 penisilin-
streptomisin, %1 L-glutamin iceren F-12 Kaighn’s modifiye medyum ile [%]1
sodyum piriivat ve 1:50 endotel hiicre biiylime faktorii (ECGF) besiyeri igine
eklenmistir] %95 bagil nem ve %5 CO’li gaz ortaminda 37°C’de inkiibatorde
kiiltiire edilmistir. Cogalan hiicreler flasklara pasajlanarak deneysel calismalar
icin kullanilmis ve bir kismi ilerleyen deneylerde kullanilmak {izere stok
yapilmistir.
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Hiicre sayimlari

Flasklarda bulunan A549 ve HUVEC hiicreleri PBS ile yikanmistir. Kiiltiir
kabmin biiyiikliigline ve hiicrenin yogunluguna bagl olarak, 250-450 pL 1X
tripsin ilave edilmistir, yaklagik 3-5 dakika inkiibatorde bekletilerek hiicrelerin
yapistiklart flasktan kalkmalar1 saglanmistir. Tripsinin etkisini ndétralize etmek
icin, kalkan hiicrelerin {izerine hemen besiyeri ilave edilerek, besiyeri-hiicre
karigimi santrifiij tiipiine aktarilmistir. 1200 rpm’ de 5 dakika santrifiijden sonra,
pelet lizerine besiyeri eklenmis ve pipetleme yapilmistir. MTT, Ger¢ek Zamanh
Hiicre Analiz Sisteminde (RTCA DP) proliferasyon, invazyon ve migrasyonun
belirlenmesi, ELiSA’da VEGF ol¢iimii ve Real-Time PCR yontemleri
uygulanmadan Once hiicreler Tripan mavisi soliisyonu ile boyanarak hiicre sayici
cthaz (Cedex) ile sayilmis ve deneylere uygun sayilarda hiicre kullanilarak
caligmalar gerceklestirilmistir.

MTT Yontemi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesi

MTT ol¢iimii, in vitro kosullarda hiicre metabolizmasini, canlilig1 ve
sitotoksisiteyi 6l¢mek i¢in uygulanan kantitatif kolorimetrik bir yontemdir (Er,
2010). Bu yontem, canli hiicrelerdeki mitokondriyal dehidrogenaz enzim
aktivitesine dayanmaktadir. Canlilig1 azaltan; fakat 6ldiirmeyen 6zellikteki, sari
renkli, suda ¢oziinebilen tetrazolium tuzu (MTT), hiicrelere aktif olarak absorbe
olur ve suda ¢oziinmeyen koyu mavi renkli formazana indirgenir. Formazan
miktar1, direk olarak hiicre hatlarindaki hiicre sayisiyla orantilidir. Hiicrelerin
MTT indirgeme 6zelligi, hiicre canliliginin Slgiitii olarak alinir ve MTT analizi
sonucunda elde edilen boya yogunlugu canl hiicre sayisiyla korelasyon gosterir
(Mosmann, 1983; Freshney, 2005).

Bu yontem saglam hiicrelerde mitokondrinin MTT boyasinin tetrazolium
halkasii parcalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir. Bir mitokondrial enzim olan
siiksinat dehidrogenaz enziminin aktivitesine bagimlidir. Tetrazolium halkasinin
parcalanmas1 sonucu soluk sar1 renkli MTT boyasi koyu mavi-mor formazan
irlinline doniismektedir. Sonu¢ olarak canli ve mitokondri fonksiyonu
bozulmamis hiicreler mor renkte boyanmakta, 6lii ya da mitokondri fonksiyonu
bozulmus hiicreler boyanmamaktadir. Formazan kristaller DMSO, isopropanol
veya diger uygun ¢oziicli ilavesiyle liriin ¢oziliniip, serbest kalir ve kolorimetrik
olarak tespit edilebilir hale gelir. Coziinen materyalin optik dansitesi, ¢éziinmiis
olan formazanin miktarmin verdigi absorbansa gore spektrofotometrik olarak
Ol¢giilebilir. Hiicrelerin MTT indirgeme 06zelligi mitokondrinin saglamligi ve
metabolik aktivitesinin tanimlanmasini saglar. Bu da hiicre canliligimin 6lgiisii
olarak almir. Spektrofotometrik olarak olciilen deger yasayan hiicre sayisi ile
iligkilendirilir. Bu yontem daha c¢ok hizli ¢ogalan ve mitokondriyal aktivitesi
yuksek olan hiicre dizileri i¢in uygundur (Mosmann, 1983; Barile, 1997; Denizot
ve Lang, 1986; Horakova ve ark., 2001).

23



Metodun uygulanmasi

3-(4,5-dimetiltiazol-2-11)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir (MTT) (Sigma) fosfat
tamponu (PBS) i¢inde ¢oziilmiistiir. Her ¢alismadan 6nce MTT tozundan soliisyon
taze olarak hazirlanmistir. A549 hiicreleri RPMI besiyeri ortaminda, HUVEC
hiicreleri F12 Kaighn’s Modifiye besiyeri ortaminda 37°C° de %5 CO;’li
inkiibatorde kiiltiire edilmistir. Hiicrelerin yeterince ¢ogalip ¢ogalmadiginin ve
hiicre canliligin degerlendirilmesinde, sayim yapilarak 96 kuyucuklu plakalara her
bir kuyucukta A549 hiicreleri i¢in 3.000 hiicre, HUVEC hiicreleri i¢in 5.000 hiicre
olacak sekilde besiyeri ortamina ekilmis ve yapigmalar i¢in 24 saat inkiibasyona
birakilmiglardir. DMSO’da ¢oziilerek hazirlanmis olan pazopanibin 100 mM stok
sollisyonundan hiicre kiiltiir besiyeri i¢inde gerekli seyreltmeler yapilarak uygun
pazopanib konsansantrasyonlar1 (2.5, 25, 50, 100 ve 200 uM) hazirlanmistir. Daha
sonra plakalarin i¢indeki eski besiyeri atilmis ve kuyucuklara taze olarak kiiltiir
besiyerinde hazirlanan pazopanib konsansantrasyonlart uygulanmistir. Kontrol
grubundaki hiicrelere de % 0.1 oraninda DMSO igeren besiyeri uygulanmistir.
Daha sonra plakalar 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlara birakilmistir. inkiibasyon
siireleri sonunda plakanin i¢indeki besiyeri atilmis ve her bir 96’lik kuyucuktaki
hiicreler iizerine, 100 puL MTT soliisyonu ilave edilerek hiicreler 3 saat
inkiibatorde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda her kuyucuga 100 uL. DMSO
konulmustur ve 540 nm dalga boyunda ELIZA cihazinda absorbans degerleri, her
bir grupta 8 kuyucuk olacak sekilde okunmustur. Elde edilen absorbans degerleri,
hiicrelerin metabolik aktivitelerini verir ve bu deger de yasayan hiicre sayisi ile
iligkilendirilmistir. Sonuglar canlilik formiiliine goére hesaplanip % olarak
belirlenmistir.
Ornegin absorbans degeri

% Canhhik = x100
% Canhih Kontroliin absorbans degeri

Gercek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi (RTCA DP) Kullanilarak Hiicre
Proliferasyonunun Elektriksel Empedans Teknigi ile Belirlenmesi

Gergek zamanli hiicre analiz sisteminde (RTCA DP) uygulanacak pazopanib
konsantrasyonlari, 6n tarama testimiz olan MTT yontemi ile belirlenmis ve elde
edilen sonuglara gore pazopanibin belirli konsantrasyonlari hiicre hatlar1 i¢in
RTCA DP cihazinda uygulanmistir.

RTCA DP, elektriksel empedans 6lgerek hiicre canliligini tespit eder ve giinlerce,
istenilen araliklarla bu 6l¢timii devam ettirerek gercek zamanli veriler olusturur.
Olgiimiin gerceklesmesi icin, calisilan hiicrelerin hiicre kiiltiirii kabinin (E-plaka)
tabanina tutunabilmesi gerekmektedir. E-plakadan sistem tarafindan alinan
degerler, literatiirde kabul edilen birimsiz ‘cell index (CI)’ (hiicre indeksi) degeri
olarak hesaplanir. Bu deger, hiicreler E-plakanin tabanini kaplayip ¢ogaldikg¢a
verilen elektriksel yanitla paralel olarak artar (Sekil 9) (Limame ve ark., 2012).

i

Hiicre indeksi (CI) = maks;—4

........
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Ruicre yada R degerleri plakanin her bir goziinde bulunan hiicreli yada hiicresiz
alanlarin verdigi direncin sikligina gore ol¢iiliir.

RTCA DP ile elde edilen hiicre indeks degerlerine gore pazopanib i¢in ICs
degerleri RTCA DP Software 1.2.1 programi kullanilarak hesaplanmistir.

oeecocL 0 f)e
S yPOL s 000,

0 oo
A gescoo." 5 Artan Hiicre
Artan Hiicre / Sayist
Sayis1 y !
| Hiicre i
indeksi
IITIL
44 2"523 ¢ T
0}‘0 ° ')
lnm EITTL 00
S — | 0090y y0000
( — ] “i o + 54
/ - v
‘k n.u of
..“ 00,
®
qig::::u ps

Sekil 9. RTCA DP Cihazinda E-plakalarda ki Hiicre Sayisinin Artisina Bagh Olarak Hiicre
indeks (CI) Degerlerinin Gosterilmesi (Limame ve ark., 2012)

Hiicre proliferasyonun belirlenmesi

Proliferasyon calismasinda her bir hiicre hatt1 i¢cin 3 adet 16 kuyucuklu altin
elektrot kapli E-plaka kullanilmistir. Hiicrelerin yeterince ¢ogalip ¢ogalmadiginin
ve hiicre canliliginin belirlenmesi i¢in Cedex cihazinda hiicreler sayilmistir ve her
kuyucuga 100 pl besiyeri iginde 10.000 hiicre ekilmistir. Calismada kullanilacak
E-plakalara 100 pl hiicreye ait besiyeri ekilmistir ve cihazda ilk okuma alindiktan
sonra E-plakalar cihazdan ¢ikarilip 100 pl besiyeri tizerine100 pl hiicre ekilmistir.
30 dakika steril kabinde bekletilen plakalar daha sonra cihaza yerlestirilmis ve
saatte 1 Ol¢lim alacak sekilde cihaz programlandiktan sonra deney baslatilmistir.
A549 ve HUVEC hiicreleri belirli bir hiicre indeks degerine ulasinca (hiicrelere ait
proliferasyon degerleri RTCA DP’de yapilan proliferasyon ¢aligmalariyla
belirlenmistir) cihaz durdurulmus ve hiicre-besiyeri karisimindan 100 pl ¢ekilip
atilmistir. Taze hazirlanan pazopanib konsantrasyonlar (2.5, 25, 50, 100 ve 200
uM) E-plaka kuyucuklarma 100 pul medyum iginde uygulanmistir. E-plakalar
steril kabinde yaklasik 15 dakika bekletildikten sonra cihaza yerlestirilmis ve
program kaldig1 yerden devam ettirilmistir.

Gercek Zamanh Hiicre Analiz Sisteminde (RTCA DP) invazyon ve
Migrasyonun Belirlenmesi
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Bu sistem kullanilarak her iki hiicre hattinda pazopanibin hiicre invazyon ve
migrasyonuna etkileri gergek zamanli olarak kayit altina alinmis ve bilgisayar
baglantili sistemle es zamanli olarak izlenmistir.

Bir gece onceden +4°C” ye konulmasi gereken malzemeler;

 Invazyon i¢in gereken iist odacik (Upper Chamber)
* Montajin yapildig1 diizenek (Assembly tool)

e 200 ve 1000 pul’ lik pipet uglar

* Yaklasik 10 adet ependorf

* Serumsuz Medyum (SFM)

* Aliquatlanan matrijel

Invazyon calismast

Invazyon calismasinda RTCA DP’de pazopanibin hiicre invazyonuna etkisinin
saptanmasi i¢in matrijel ile kapli CIM plakalar kullanilmistir. CIM plakalar iki
odal1 bir sistem olup kanser hiicrelerinin gegisine izin veren mikro gdzenekli
membrandan olusmustur. Hiicreler matrijel kapli {ist odaciga serumsuz medyum
ile ekilirler. Ust odaciktaki hiicreler matrijel membran1 gegerek alt odaciktaki
serumlu medyuma dogru hareket ederler. Matrijelin gorevi invaziv oOzelligi
olmayan hiicrelerin membranin diger ylizeyine ge¢mesi engellemektir. Matrijel ile
kapli membranda diger ylize ancak invaziv hiicreler gecebilmektedir. Dolayisiyla
matrijel membran, invaziv olan ve olmayan hiicrelerin birbirinden ayirabilme
imkan1 sunmaktadir.

Kapak
Hiicreler
Ust odacrk ———
Matrijel
Tabakas:
Mikro CGozenekli Memb
Mikroelektrot

Yapiskan Hiicre

Alt odacrk et -

Sekil 10. invazyon Calismasinda Kullanilan CIM Plaka (http-3)

Migrasyon ¢alismasi
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RTCA DP sistemi 1le CIM plaka kullanilarak farkli  pazopanib
konsantrasyonlarinin hiicredeki migrasyonuna bakilmistir. CIM plakalar iki odali
bir sistem olup kanser hiicrelerinin ge¢isine izin veren mikro godzenekli
membrandan olusmustur. Hiicreler serumsuz medyum ile iist odaciga ekilirler. Ust
odaciktaki hiicreler porlu membran1 gecerek alt odaciktaki serumlu medyuma
dogru hareket ederler. Migrasyon 6zelligine sahip hiicreler serumsuz medyumun
oldugu odaciktan serumlu medyumun oldugu alt odaciga ge¢me egilimindedirler.
Dolayisiyla migrasyonu hizli olan hiicreler daha ¢ok alt odaciga gecerek cogalirlar
ve gecis sirasinda cihaz tarafindan sinyal alinir. Migrasyona ugramayan hiicreler
ise Ust odacikta kalirlar ve sinyal alim1 olmaz.

Invazyon ve migrasyon calismasinin uygulanmasi

Sekil 11. invazyon ve Migrasyon Calismalarinda Kullamilan CIM Plakalar (http-4)

Invazyon calismasi igin %35 oraninda matrijel hazirlanmistir. Bu islem soguk
serumsuz medyum (SFM) ve soguk pipet uclariyla yapilmistir. Bir gece dnceden
+4°C’de tutulan CIM plakanin st odacigina 50 pL matrijel hizli bir sekilde
yuklenmistir ve yliklenen matrijelin 30 pL’si geri ¢ekilmistir. Bu islem iist
odacigin zeminini kaplayan matrijelin kuyucugun tabaninda diiz bir tabaka
halinde kalmasi i¢in yapilmistir. Matrijel yiiklemesi yapilan iist odacik montaj
diizenegi ile minimum 4 maksimum 6 saat 37°C’de etiivde inkiibasyona
brrakilmistir. Inkiibasyon sonunda hem invazyon hem de migrasyon calismasi i¢in
CIM plakanin alt odaciklarina 160 pL. serumlu medyum (SM) eklenmis ve iist ile
alt odacik bir hamlede birlestirilmistir. Ardindan invazyon ve migrasyon igin iist
odaciklara 20 puL SFM eklenmistir. CIM plakalar 1 saat 37°C’de etiivde
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda cihazda ilk 6l¢iim almmustir.
Olgiim alindiktan sonra her kuyucuga 2x10* hiicre ekilmistir ve hazirlanan
pazopanib konsantrasyonlari da uygulanmistir. Daha sonra CIM plakalar cihaza
yerlestirilmis ve 24 saat boyunca 10 dakika da bir 6l¢iim alacak sekilde cihaz
programlanmis ve deney baslatilmistir.
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Anjiyojenez lliskili Olarak VEGF Miktarinin Belirlenmesi

Bu tez calismasinda, A549 hiicreleri pazopanibin belirli konsantrasyonlar: ile
inkiibe edilmistir. HUVEC hiicreleri ise VEGF uyaris1 yapmadan bir gece 6nce
%1 FBS iceren aglik medyumu ile inkiibe edilmistir. Daha sonra 4.30 saat VEGF
uygulamasi yapilmistir ve siirenin sonunda %5 FBS iceren medyum ile pazopanib
konsantrasyonlar1 uygulanmistir. inkiibasyon sonunda, her bir gruba ait hiicre
ekstraksiyonunun igermis oldugu VEGF miktarlari, insan VEGF ELIZA (Enzim
Baglantili Immiinosorbent Yontemi) kit ydntemine gore oOlgiilmiistiir. Bu
yontemde kit igerisinde yer alan insan VEGF proteinine 6zgii bir poliklonal
antikor kaplanmis 96’11 plaka kuyucuklar1 kullanilmistir ve gruplara ait hiicre i¢i
VEGF miktarlar1 kolorometrik yontemle 6l¢iilmiis, standart verilerine géore VEGF
miktarlar1 pg/mL olarak hesaplanmistir.

ELISA VEGF o6l¢timlerinde 6zel bir poliklonal antikor ile kaplanmis 96’11k plaka
kullanilmigtir. Kit icerisinde bulunan VEGF miktarlar1 belli olan standart
konsantrasyonlar ve Orneklere ait VEGF miktarlart belirlenecek hiicre
ekstraksiyon ornekleri ayn1 anda isleme konulmustur. ilk inkiibasyon sirasinda
insan VEGF antijeni antikor tarafindan tutunur. Yikamadan sonra, insan VEGF
icin spesifik olan biotinlenmis monoklonal bir antikor eklenir, daha sonra
Streptavidin-Peroxidaz (enzim) eklenir bu enzimde biyotinlenmis antikora
baglanarak dort kath sandvi¢ tamamlamis olur. Uciincii inkiibasyondan ve
baglanmamis enzimleri yikadiktan sonra, renk iiretebilmek i¢in enzime baglanmis
bir substrat soliisyonu eklenir. Bu rengin yogunlugu dogrudan ilk 6rnekte bulunan
insan VEGF konsantrasyonu ile orantilidir (Elisa Human VEGF Kit, 2013).

VEGF ELIZA yonteminin uygulanmasi

Kromojen i¢in ayrilan kuyucuklar hari¢ 96 kuyucuklu plakanin biitiin
kuyucuklarma kit igeriginde bulunan inkiibasyon tamponundan 50 pL
eklenmistir. Kit igerisinde bulunan standartlarin uygulanacagi kuyucuklara, 100
puL standart seyreltme tamponu eklenmistir. Her bir standartin 100 plL’si
(standartlar kit prosediiriine gore sulandirilip hazirlanmistir) kendisine ayrilan
standart kuyucuklara eklenmistir. Ornek kuyucuklarma ise, 50 pL standart
seyreltme tamponu ve 50 pL hiicre ekstraksiyonu kuyucuklara eklenmis ve
hafifce sallanarak karistirilmistir. Plakanin iizeri filmle kaplanarak 2 saat oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda plaka ters gevrilerek icindeki
stvi kurutma kagidina emdirilmistir. Taze hazirlanan yikama tamponuyla her
kuyucuga 200 puL konularak plaka 4 kez yikanmistir. Kromojen i¢in bos birakilan
kuyucuklar haricindeki kuyucuklara ise 100 pL biyotinlenmis Hu-VEGF (Biotin
Konjugat) ¢ozeltisi eklenmistir. Yavasca sarsarak iyice karigmasi saglanmistir.
Plaka tekrar ince filmle kaplanarak 1 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Stirenin sonunda plaka ters ¢evrilerek icindeki sivinin emdirilmesi saglanmistir.
Kuyucuklar 200 pL. yikama tamponuyla 4 kere yikanmistir. Sonra kromojen i¢in
ayrlan kuyucuklar haricindeki diger kuyulara 100 pL Streptavidin-HRP ¢alisma
cozeltisi eklenmistir ve plaka kapatilarak oda sicakliginda 30 dakika inkiibe
edilmigtir. Siirenin sonunda plaka ters ¢evrilerek ve i¢indeki sivinin emdirilmesi
saglanmis ve tekrar yikama tampouyla 4 kez yikanmistir. Tiim kuyucuklara 100
puL stabilize kromojen eklenmistir. Bu andan itibaren kuyucuklardaki sivinin
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rengi maviye donmeye baslar ve plaka kapali olarak 30 dakika karanlikta, oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Siirenin sonunda biitiin kuyucuklara 100 pL
durdurma (stop) cozeltisi eklenmis ve yavasca karistirllmistir. Kuyucuklardaki
rengin maviden sartya donmesi beklenir. Plaka kuyucuklarindaki sivinin
absorbanst yarim saat icinde 450 nm dalga boyunda ELIZA cihazinda
okunmustur.

Tablo 3. VEGF Standart Degerleri (Kit i;erigine Gore)

Standart VEGF | 450 nm Dalga Boyundaki
Miktarlar Absorbans Deger Arahigi
(pg/mL)

0 0.06 0.063
234 0.105 0.11

46.9 0.147 0.153
93.8 0.251 0.257

188 0.48 0.472

375 0.879 0.847

750 1.633 1.608
1500 2.617 2.634

Istatistiksel degerlendirmeler

Istatistiksel degerlendirmeler igin SPSS Statistics 17.0 programi kullanilmustir.
Elde edilen verilerin tek yonlii ANOVA ile post-hoc olarak Tukey testi
uygulanarak analiz edilmistir. Anlamlilik degerleri; p>0.05 fark yok, p<0.05*
fark var, p<0.01** 6nemli derecede fark var, p<0.001*** ¢ok Gnemli derecede
fark var olarak degerlendirilmistir.

Real Time-PCR (Gerc¢ek Zamanh-Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Yontemi ile
VEGF mRNA Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi

PCR, 1985 yilinda Cetus sirketinden Kary Mulis tarafindan ilk uygulamasi
yapilan bir teknik olup, belirli bir DNA parcasinin kopyalanmasina ve
cogaltilmasma olanak saglayan in vitro bir yontemdir. PCR uygulamalar1 i¢in
ilgili gen bdlgesine ait baz dizisinin (primer) bilinmesi gereklidir. Bu baz
dizilerinin, kalip DNA molekiilii yiiksek sicaklikta denatiire edildikten sonra, tek
ipliki DNA bolgeleri iizerinde kendilerine tamamlayic1 olan bdlgelerle
hibridizasyonu yapilmaktadir. Primerlerin hedef dizilere 6zgiin baglanmasi diigiik
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sicakliklarda gergeklesmektedir. DNA polimeraz enziminin, uygun tampon ve
deoksiriboniikleozid trifosfat varliginda primerin 3’ ucundan uzayarak yeni
tamamlayict DNA ipligini sentezledigi gdosterilmistir. PCR’1in bir dongiisiiniin,
denatiirasyon, annealing (yapisma) ve extension (uzama) olmak iizere ii¢
asamadan olusur ve dongilerin defalarca tekrarlanmasiyla sonug¢ elde
edilmektedir.

Amaca uygun olarak farkli PCR teknikleri kullanilmaktadir. Bunlar; Touchdown,
Hot start, Multipleks, Nested, Kismi Nested, Koloni, Arbitrary, Revers
Transkriptaz, Real Time PCR gibi yontemler icermektedir.

Real Time (gercek zamanli) PCR, hedef DNA parcasinin hem amplifikasyonu
hem de miktarinin saptanmasi i¢in kullanilan bir yontemdir. Prosediir sirasinda
PCR protokolii kullanilirken DNA miktarinin her amplifikasyon sonrasi
Ol¢iilmesi, reaksiyona “Real Time” yaklasimini kazandirmaktadir. DNA 6l¢timii
sirasinda ¢ift sarmal DNA’ya yapisan floresan boyalar veya DNA ile birlestiginde
floresan veren modifiye oligoniikleotitler kullanilmaktadir. Amplifikasyon
sonucunda olugsan DNA molekiilii (amplikon) ile dogru orantili olarak floresan
1s1ma meydana gelmektedir.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) i¢in sadece DNA 6rnekleri kullanilmaktadir.
Ancak, hiicrelerden elde edilen RNA’lar Polimeraz zincir reaksiyonunda
dogrudan kullanilamadiklarindan, 6nce revers transkriptaz (RT) ile komplementer
DNA’ya (cDNA) cevrilirler. Bu olaya revers transkripsiyon denir (Bustin, 2000).

Sekansa bagimli o6l¢iim tekniklerinde sadece PCR sirasinda olusan {iriiniin
sekansina 0zgili oligoniikleotid hibridizasyon problarina baglanan floroforlar
kullanilir. Ornegin;

* Tek isaretli problar (SimpleProb)
* Hibridizasyon problar (HybProbe)
* Hidroliz problar (TagMan, Molekiiler Beacons ve Scorpions)

TagMan sistemi prob hidrolizi olarak da tanimlanmaktadir. Sistemde bir proba
bagh iki floresan boya kullanilmaktadir. Probun 5’-ucuna raportor (haber veren)
ve 3’- ucuna baskilayici floresan boyalar ilave edilmistir. Bu prob, ekspresyonuna
bakilacak gen mRNA’s1 i¢in spesifiktir ve mRNA spesifik oligo primer baglanma
sekansimin oOniinde yer alacak sekilde diizenlenmistir. Ekspresyonuna bakilacak
gen mRNA’st i¢in kullanilan oligo primerler, denatiire olmus primer,spesifik
cDNA sekansmna baglanir ve bunu takiben DNA polimeraz, oligo primeri
kullanarak mRNA karsit zincirini sentezlemeye baglar. Kullamilan DNA
polimeraz enzimi 5’ niikleaz aktivitesine sahiptir. Hazirlanan probun ucundaki
boyalar mRNA sekansina baglandiklarinda herhangi bir 1s1ma vermemektedir.
mRNA sekans dizisini ¢ogaltan DNA polimeraz, prob ile karsilastiginda, probun
5’ ucundaki boyanin hidrolize olmasina neden olur ve buna bagli olarak da bir
1s1ma meydan gelmektedir (Sekil 10) (Holland ve ark., 1991). Bu 1sitmanin miktari
ekspresyonuna bakilacak gen mRNA miktari ile dogru orantilidir.
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Sekil 12. TagMan Tekniginin Asamalan (Karabiyik, 2011)

Probun iki ucunda floresan raportér ve baskilayici boyalar bulunmaktadir. Bu
boyalar birbirlerini baskilarlar. Uzama esnasinda prob kirilir ve boyalarin birbiri
iizerindeki baskisi kalkar ve 1s1ma gozlenir (Karabiyik, 2011).

Niceliksel 6l¢timde miktar1 belirlenmek istenen ornekler, icerdigi cDNA miktari
bilinen standartlarla PCR sonunda karsilastirilmaktadir. Bu standartlarin
amplifikasyonlari, her dokuda ayni ifade edilen genlerle (housekeeping genler)
gerceklestirilir. Housekeeping genler; bir tiir veya organizmanin her hiicresi i¢in
her zaman sabit diizeylerde eksprese olan genlerdir. Kesisme noktasi (Crossing
point: CP) her dongiide esit miktarda PCR lirlinliniin olustugu noktay1 ifade
etmektedir. Bu standart Orneklerin esik degerine (CP) girdikleri dongii, PCR
cithaz1 tarafindan saptanmaktadir ve miktar1 belirlenmek istenen esas orneklerle
karsilastirilmaktadir. Reaksiyon sonunda, standartlarin esik degerleri belirlenerek
bir egri olusturulur. Miktarlar1 bilinmeyen 6rneklerin bu egriyi kestigi dongiiler
belirlenerek miktar sayimi yapilabilmektedir. Goreceli (relative) sayima gore
calisilacak her iki ornek i¢in farkli karisim hazirlanir. Bu karisimlardan birinde
housekeeping genlerine ait primerler bulunurken, digerinde hedef genin primerleri
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bulunmaktadir. PCR sonunda hedefgenin degeri, referans genin degerine
oranlanarak Olgiiliir ve normalize edilir.

Metodun uygulanisi

Bu yontemde total RNA’dan ¢cDNA sentezi ve kalip cDNA’dan da VEGFA
geninin amplifikasyonu gercgeklestirilmistir. Housekeeping gen olarak GAPDH
(glyceraldehyde-3-phosphate-dehydrogenase) kullanilmistir.

Total RNA izolasyonu

Pazopanib konsantrasyonlari ile A549 ve HUVEC hiicrelerinin inkiibasyonundan
sonra, total RNA izolasyon robotu MagNA Pure Compact (Roche) kullanilarak
total RNA izolasyonlar1 yapilmistir. Pazopanibin ICsy konsantrasyon degerleri
temel alinarak 2.5, 50 ve 200 uM konsantrasyonlar1 ile 24 ve 48 saat inkiibe
edilen A549 ve HUVEC hiicrelerinden, total RNA izolasyonu yapilmistir. RNA
verimi Nanodrop cihazi kullanilarak 260 nm ve 280 nm optik dansitede
spektrofotometrik Ol¢lim yapilarak belirlenmistir. Daha sonra cDNA sentezi i¢in
her bir oOrnekten esit miktarda RNA (100 ng/6rnek) PCR asamasi icin
kullanilmastir.

cDNA sentezi

Genlerin mRNA ekspresyonlarina bakabilmek i¢in ilk olarak elde edilen total
RNA’larin komplementer DNA’ya (cDNA) cevrilmesi gerekmektedir. RNA
izolasyondan sonra ‘Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit’ Roche
Diagnostics, Almanya) kullanilarak reverse transkripsiyon (RT) reaksiyonu ile
cDNA eldesi saglanmistir. Bu islem i¢in tim total RNA havuzundaki kiiciik
poli(A) havuzuna spesifik primerler olan oligo (dT) primerler kullanilmistir. Her
bir PCR tiipline 6rnek basima 100 ng total RNA, 1 ul Oligo (dT)18 primeri (2.5
uM) konulmus ve toplam hacim 11.4 pl’ye distile su ile tamamlanmistir. Her bir
ornek tiipii 10 dakika 65°C’de 1sitilarak kalip-primer karisimi denature edilmistir.
Tip icerigine, 4 pl Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase Reaction
Buffer (1X ve 8 mM MgCl, igerir), 0.5 pl RNase inhibitorii (20 U), 2 ul ANTP
karigim1 (her birt 10mM ), 1 ul DTT (SmM), 1.1 pl Transcriptor High Fidelity
Reverse Transcriptase (10U) 1ilave edilerek toplam hacim 20 pul’ye
tamamlanmistir. Daha sonra tiipler 55°C’de 30 dk, 85 °C’de 5dk PCR Thermal
Cycler cihazinda inkiibe edilmistir. Elde edilen cDNA’lar, Real Time-PCR’da
amplifikasyon i¢in kullanilmistir.

RT-PCR (Real time PCR) ile mRNA ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi

RT-PCR ile A549 ve HUVEC hiicre hatlar1 iizerinde 2.5, 50 ve 200 uM
pazopanib  konsantrasyonlarinda VEGFA mRNA ekspresyon diizeyleri
arastirilmistir. RT-PCR yontemi, cihaza uygun kit ve primerler kullanilarak tek
adimda uygulanmistir. Elde edilen ¢DNA’lar, LightCycler® 480 RT-PCR
cthazinda, VEGF genine spesifik TagMan’l1 primer ve PCR kit kullanilarak kit
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protokoliine gore her bir Ornekten 3 tekrar olacak sekilde, cihazda optimize
edilerek ¢ogaltilmistir. Housekeeping gen olarak GAPDH kullanilmistir.

Light Cycler PCR 480’ e uyumlu 96’lik clear plakalara sirasiyla;

HyO. .o 4 nl
Prob Master ....................... 10 pl
Primer (Tagman’h)............... 1 ul
(R Primer ve F Primer Karisimi)
¢DNA...... Sul

kimyasallar1 yiiklenmistir. Hazirlanan bu karisim 96’lik plakaya VEGFA ve
GAPDH i¢in ayr1 ayn yiiklenmistir. Yiikleme isleminden sonra 96’lik plaka Light
Cycler 480 cihazina yerlestirilip Orneklerin niceliksel Ol¢iim miktarlar
belirlenmistir.  Sonuglar  ‘Advenced Relative Quantification” programi
kullanilarak, = pazopanibin =~ VEGFA  ekspresyonu {lizerindeki  etkileri
karsilagtirilmistir.
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BULGULAR ve TARTISMA

Pazopanibin A549 ve HUVEC Hiicrelerinde Sitotoksik Etkilerinin MTT
Yontemi ile Degerlendirilmesi

Pazopanib konsantrasyonlarinin A549 ve HUVEC hiicrelerinde, konsantrasyon ve
zamana bagli olarak onemli sitotoksik etkileri belirlenmistir. Kontrol ve 2.5, 25,
50, 100, 200 pM pazopanib konsantrasyonlarina ait MTT sonuglar1 ELIZA
cihazinda 540 nm dalga boyunda okutulmustur. Daha sonra her bir gruba ait 24
ve 48. saatlik % canlilik degerleri hesaplanmistir. Renk olusumuna gore alinan
absorbans degerleri, hiicre canliligi ile direkt olarak iliskilendirilmektedir.
Gruplara ait % canlilik degerleri sonuglar1 Sekil 13 ve Sekil 14 ile Tablo 4 ve
Tablo 5’de verilmistir.

120,00
5 100,00 ¥ Kontrol (%0.1 DMSO)
s E25uM
5 80,00
A =25 uM
£ 60,00 #50pM
E 5100 pM
U 40,00 "200 pM
s
=
20,00
0,00
24.saat 48.saat

Sekil 13. Pazopanib Konsantrasyonlarinin, A549 Hiicre Hattinda MTT Sonuclarina Gore 24
ve 48. Saat % Canhlik Degerleri ve Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi (n=8;
orttst.sapma)

MTT analizi sonucunda, Sekil 13’de goriildiigii gibi pazopanibin konsantrasyon
ve zaman artigina paralel olarak % canlilik degerlerinde 6nemli derecede

k3kok

azalmalar goriilmiistiir (p<0.001 ).

A549 hiicrelerinde 24 saatlik % canlilik degeri, kontrol grubuna gore 2.5, 25, 50,
100 ve 200 uM pazopanib konsantrasyonlarinda sirastyla % 86.71, 76.41, 65.11,
23.05 ve 19.73 olarak hesaplanmistir. Istatistiksel anlamlilik degeri, kontrol
grubuna gdre tim pazopanib  konsantrasyonlarinda  p<0.001 " olarak
belirlenmistir.

A549 hiicrelerinde 48 saatlik % canlilik degeri ise, kontrol grubuna gore 2.5, 25,
50, 100 ve 200 uM pazopanib konsantrasyonlarinda sirasiyla % 87.67, 52.97,
51.01, 20.94 ve 18.63 olarak hesaplanmustir. Istatistiksel anlamlilik degeri, kontrol
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grubuna gore 25, 50, 100 ve 200 uM pazopanib konsantrasyonlarinda
p<0.001 "olarak belirlenmistir.

Tablo 4° de A549 hiicrelerinde pazopanib konsantrasyonlarinin MTT sonuglarina
gore hesaplanan % inhibisyon degerleri verilmistir.

Tablo 4. MTT Sonuclarina Gére Pazopanibin A549 Hiicre Hatti Uzerindeki % Inhibisyon
Degerleri (Kontrol % Inhibisyonu 0’dir)

% Inhibisyon Degerleri
(A549-pazopanib)

Konsantrasyonlar | 24.saat 48.saat
(uM)

2.5 13.29 12.33

25 23.59 47.03

50 34.89 48.99

100 76.95 79.06

200 80.27 81.37

Tablo 4’deki sonuclara gore; A549 hiicre hatt1 {izerinde kontrole gore 24. saatte;
2.5 uM pazopanib konsantrasyonunda %13.29; 25 uM’da %23.59; 50 uM’da
%34.89; 100 puM’da %7695 ve 200 uM’da  %80.27 oraninda hiicre
proliferasyonunda azalma meydana gelmistir. Bu sitotoksik etkinin kontrole gore
48. saatte; 2.5 uM konsantrasyonda %12.33; 25 uM’da %47.03; 50 pM’da
%48.99; 100 uM’da  %79.06 ve 200 uM’da %81.37 oraninda oldugu
belirlenmistir.

120,00
100,00 B Kontrol (%0.1 DMSO)
E 80,00 H2.5uM
5 "
»%I: 25 uM
o 60,00
i 50 uM
Té 40,00 =100 pM
3
p "200 pM
= 20,00 *kk on
* Kk sk
- % %k k
0,00 =

24.saat 48.saat

Sekil 14. Pazopanib Konsantrasyonlarinin, HUVEC Hiicre Hattinda MTT Sonuglarina Gore
24 ve 48. Saat % Canhhk Degerleri ve Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi (n=8;
orttst.sapma)
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MTT analizi sonucunda, Sekil 14’de goriildigi gibi HUVEC hiicrelerinde
pazopanibin konsantrasyonve zaman artisina paralel olarak % canlilik

ks

degerlerinde 6nemli derecede azalmalar goriilmektedir (p<0.001 ).

24 saatteki % canlilik degeri HUVEC hiicrelerinde, kontrol grubuna gore 2.5, 25,
50, 100 ve 200 uM pazopanib konsantrasyonlarinda sirasiyla % 77.80, 40.40,
35.10, 31.41 ve 25.12 olarak hesaplanmistir. Istatistiksel anlamlilik degeri, kontrol
grubuna gore 2.5 uM pazopanib konsantrasyonunda p<0.05* iken 25, 50, 100 ve
200 uM konsantrasyonlarda da p<0.001""" olarak belirlenmistir.

48. saatteki % canlilik degeri HUVEC hiicrelerinde kontrol grubuna gore 2.5, 25,
50, 100 ve 200 uM pazopanib konsantrasyonlarinda sirasiyla % 83.79, 9.63, 6.98,
7.34 ve 3.36 olarak hesaplanmustir. Istatistiksel anlamlilik degeri, kontrol grubuna
gore 2.5 uM pazopanib konsantrasyonunda p<0.01**,25, 50, 100 ve 200 uM
pazopanib konsantrasyonlarda ise p<0.001*** olarak belirlenmistir.

Tablo 5°de HUVEC hiicrelerinde pazopanib konsantrasyonlarmin MTT
sonuglarina gore hesaplanan % inhibisyon degerleri verilmistir.

Tablo 5. MTT Sonuclarina Gére Pazopanibin HUVEC Hiicre Hatti Uzerindeki %
inhibisyon Degerleri (Kontrol % Inhibisyonu 0’dir)

% Inhibisyon Degerleri
(HUVEC-pazopanib)

Konsantrasyonlar | 24.saat 48.saat
(uM)

2.5 22.2 16.21

25 59.6 90.37

50 64.9 93.02

100 68.59 92.66

200 74.88 96.64

Tablo 5°deki sonucglara gére; HUVEC hiicre hatt1 lizerinde kontrole gore 24.
saatte; 2.5 uM pazopanib konsantrasyonunda %22.2; 25 uM’ da %59.6; 50 uM’da
%64.9; 100 uM’da %68.59 ve 200 uM’da %74.88 oraninda hiicre
proliferasyonunda azalma meydana gelmistir. Bu sitotoksik etkinin kontrole gore
48. saatte; 2.5 uM konsantrasyonda %16.21; 25 uM’da %90.37; 50 uM’da
%93.02; 100 uM’da  %92.66 ve 200 uM’da %96.64 oraninda oldugu
belirlenmistir.

Pazopanibin A549 ve HUVEC Hiicrelerinde Hiicre Proliferasyonuna
Etkisinin Ger¢ek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi (RTCA DP) Kullanilarak
Belirlenmesi

Bu sistem kullanilarak 16’lik altin ve elektrot kapli plakalarin her bir kuyucuguna
1x10* sayida A549 ve HUVEC hiicreleri ekilmis ve hiicrelerin biiyiime ve
cogalma egrileri belirlenmistir. Daha sonra, log fazina girmis hiicrelere pazopanib
konsantrasyonlar1 uygulanmis ve sitotoksik etkileri, hiicre biiyiimesi, ¢ogalmasi
belirli zaman araliklarinda, gercek zamanli olarak, konsantrasyon ve hiicre
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gruplarina gore, bilgisayar baglantili sistemle es zamanli olarak izlenmistir.
Gergek Zamanh Hiicre Analiz Sisteminde (RTCA DP) pazopanibin 2.5, 25, 50,
100 ve 200 uM konsantrasyonlariin hiicreler {izerinde zamana bagh olarak hiicre
indeks grafigi ve ICso degerleri cihazin RTCA DP Software 1.2.1 programi
kullanilarak analiz edilmistir.
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Sekil 15. Pazopanibin A549 Hiicreleri Uzerinde Antiproliferatif Etkisinin RTCA DP’de
izlenmesi (n=6; ort+st.sapma)

Sekil 15°de goriildiigli gibi pazopanib konsantrasyonlarmin artisina bagli olarak
antiproliferatif etkilerde artis gozlenmistir. 25 uM pazopanib konsantrasyonu
madde uygulanmasindan hemen sonra etkisini gostermemistir. 50, 100 ve 200 uM
pazopanib konsantrasyonlarinin uygulandiktan sonra 24. saatte hiicre
proliferasyonuna etkisi diger konsantrasyonlara gore daha etkili olmustur. Yiiksek
konsantrasyonlarin ilk etkisi ise birbirine benzerdir.

Biiylime ve c¢ogalma egrilerinden sonra cihazin RTCA DP Software 1.2.1
programinda ICsy degerleri analiz edilmistir. Analiz sisteminde variable slope
(degisken egim) ile hesaplanan 1Csy degerlerine gore pazopanib konsantrasyonu
uygulanan A549 hiicrelerinin 24 saat sonraki ICsy degeri; 51,6 uM; 48 saat
sonraki ICsy degeride 47,1 uM olarak belirlenmistir (Sekil 16).
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Compound Name | Pazopanib
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Compound Name | Pazopanib
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Sekil 16. Gercek Zamanh Hiicre Analiz Sisteminde Pazopanibin A549 Hiicre Hatt1 Uzerinde
24 ve 48. Saatteki ICsy Degerlerinin Analizi (n=6; orttst.sapma)

RTCA DP cihazi ile hesaplanan hiicre indeks degerlerine gore slope (egim)
grafikleri Sekil 17 ve Sekil 18’de gosterilmistir.
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Sekil 17. RTCA DP Sisteminde A549 Hiicrelerinde Pazopanib Konsantrasyonlarinin 24 Saat
Sonraki Slope Degerleri (n=6; orttst.sapma)
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Sekil 18. RTCA DP Sisteminde A549 Hiicrelerinde Pazopanib Konsantrasyonlarinin 48 Saat
Sonraki Slope Degerleri (n=6; orttst.sapma)
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Sekil 19. Pazopanibin HUVEC Hiicreleri Uzerinde Antiproliferatif Etkisinin RTCA DP’de
Izlenmesi (n=6;o0rttst.sapma)

N
o

HUVEC hiicreleri iizerinde pazopanibin yiiksek konsantrasyonlarinda onemli
antiproliferatif etki meydana gelmistir. Sekil 19°da goriildiigi gibi 2.5 uM
pazopanib konsantrasyonu HUVEC hiicrelerinde 6nemli bir antiproliferatif etki
gostermemistir. Ancak 25, 50, 100 ve 200 uM pazopanib konsantrasyonlari
zamana bagli olarak hiicre proliferasyonunu o6nemli derecede azaltmistir. En
onemli antiproliferatif etkiler 50, 100 ve 200 uM pazopanib konsantrasyonlarinda
gorilmiustiir.

Biiyiime ve cogalma egrilerinden sonra cihazin RTCA DP Software 1.2.1
programinda ICsy degerleri analiz edilmistir. Analiz sisteminde variable slope ile
hesaplanan ICsy degerlerine gore pazopanib konsantrasyonu uygulanan HUVEC
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hiicrelerinin 24 saat sonraki ICsy degeri; 72 uM; 48 saat sonraki ICsy degeri 20,2
uM olarak belirlenmistir (Sekil 20).

7.0000 Curve Data | Calcuaion Result
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Compound Name | PAZOPANIB
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Sekil 20. Gercek Zamanh Hiicre Analiz Sisteminde Pazopanibin HUVEC Hiicre Hatti
Uzerinde 24 ve 48. Saatteki ICs, Degerlerinin Analizi (n=6; ort+st.sapma)

RTCA-DP cihazi ile hesaplanan hiicre indeks degerlerine gore slope grafikleri
Sekil 21 ve Sekil 22’ de gosterilmistir.
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Sekil 21. RTCA DP Sisteminde HUVEC Hiicrelerinde Pazopanib Konsantrasyonlarimin 24
Saat Sonraki Slope Degerleri (n=6; orttst.sapma)
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Sekil 22. RTCA DP Sisteminde HUVEC Hiicrelerinde Pazopanib Konsantrasyonlarmin 48
Saat Sonraki Slope Degerleri (n=6; orttst.sapma)

Ger¢cek Zamanh Hiicre Analiz Sisteminde A549 ve HUVEC Hiicrelerinin
Invazyon Calismalari

Bu invazyon calismasinda, RTCA DP’de ki proliferasyon egrilerine ve hiicre
indeks degerleri ile hesaplanan slope grafiklerine gore 1Csy degerimize en yakin
olan 50 uM pazopanib konsantrasyonu ile en yiiksek (200 uM) ve en diisiik (2.5
uM) pazopanib konsantrasyonlarmmin hiicre invazyonuna olan etkileri
arastirilmistir. Invazyon ¢alismasinda CIM plakanin iist odaciklart %35 oraninda
matrijel ile kaplanmistir ve her kuyucuga 2x10* hiicre ekilmistir.
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Sekil 23. RTCA DP Sisteminde Pazopanib Konsantrasyonlar:1 Uygulanan AS49 Hiicrelerinin
invazyon Grafigi
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Sekil 24. RTCA DP Sisteminde Pazopanib Konsantrasyonlar:1 Uygulanan A549 Hiicrelerinin
Invazyon Slope Grafigi

Sekil 23 ve Sekil 24°de gorildiigii gibi pazopanib konsantrasyonunun artigina
bagh olarak AS549 hiicrelerinin invazyonunda azalma gériilmiistiir. Invazyon
iizerine en fazla olumsuz etki 200 uM pazopanibkonsantrasyonunda oldugu
belirlenmistir.
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Sekil 25. RTCA DP Sisteminde Pazopanib Konsantrasyonlar1 Uygulanan HUVEC
Hiicrelerinin invazyon Grafigi
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Sekil 26. RTCA DP Sisteminde Pazopanib Konsantrasyonlar1 Uygulanan HUVEC
Hiicrelerinin invazyon Slope Grafigi

Sekil 25 ve Sekil 26°da goriildiigii gibi pazopanib konsantrasyonlariin artigina
baglh olarak HUVEC hiicrelerinde hiicre invazyonunda azalma goriilmiistiir.
Invazyon iizerine en fazla olumsuz etki 200 pM pazopanib konsantrasyonunda
oldugu belirlenmistir.

Ger¢cek Zamanh Hiicre Analiz Sisteminde A549 ve HUVEC Hiicrelerinin
Migrasyon Calismalar:

Bu migrasyon calismasinda, proliferasyon egrilerine ve hiicre indeksi ile
hesaplanan slope grafiklerine gore ICsy degerimize en yakin olan 50 pM
pazopanib konsantrasyonu ile en yiiksek (200 uM) ve en diisiik (2.5 pM)
pazopanib konsantrasyonlarinin hiicre migrasyonuna olan etkileri arastirilmistir.
Invazyon ¢alismasina paralel olarak migrasyon ¢alismasinda da pazopanibin 2.5,
50 ve 200 uM konsantrasyonlar1 uygulanmis ve iki odacikli bir sistem olan CIM
plakanin iist odaciginin her bir kuyucuguna 2x10* hiicre ekilmistir.
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Sekil 27. RTCA DP Sisteminde Pazopanib Konsantrasyonlar:1 Uygulanan AS49 Hiicrelerinin
Migrasyon Grafigi
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Sekil 28. RTCA DP Sisteminde Pazopanib Konsantrasyonlar:1 Uygulanan A549 Hiicrelerinin
Migrasyon Slope Grafigi

Sekil 27 ve Sekil 28’de goriildiigii gibi, A549 hiicrelerine uygulanan pazopanib
konsantrasyonlarnin  etkileri benzerdir ve kontrole gdére migrasyonu
azaltmislardir.
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Sekil 29. RTCA DP Sisteminde Pazopanib Konsantrasyonlar1 Uygulanan HUVEC
Hiicrelerinin Migrasyon Grafigi
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Sekil 30. RTCA DP Sisteminde Pazopanib Konsantrasyonlar1 Uygulanan HUVEC
Hiicrelerinin Migrasyon Slope Grafigi

Sekil 29 ve Sekil 30’ da goriildiigii gibi 50 uM pazopanib konsantrasyonu
migrasyonu Onemli bir derecede azaltmistir ve 200 pM pazopanib
konsantrasyonun migrasyona etkisi olmamustir.

A549 ve HUVEC Hiicrelerinde Pazopanibin VEGF Uzerine Etkisinin ELIZA
Yontemi ile Belirlenmesi

Bu tez calismasinda pazopanibin anjiyojenez ile iliskisini arastirmak i¢in farkl
pazopanib konsantrasyonlar1 ile 24 saat inkiibe edilen (2.5, 50 ve 200 pM
konsantrasyonlar invazyon ve migrasyon calismas: ile paraleldir) A549 ve
HUVEC hiicre ekstraktlarindaki hiicre i¢i VEGF miktarlart ELIZA yontemi
kullanilarak belirlenmistir. VEGF miktarin1 belirlemek i¢in 6nce belirli VEGF
standartlarmin ELIZA’da analizlerine gdre bir standart egri ¢izilmistir (Sekil 31).
Bu egrinin hazirlanmasinda kit iceriginde yer alan ve VEGF miktar1 bilinen
standartlar kullanilmistir. Calismamiz sonucunda standartlara ait okudugumuz
absorbans sonugclari ile kit igeriginde verilen standartlara ait absorbans sonuglari
karsilagtirilarak, calismanin dogrulugu belirlenmistir. Daha sonra VEGF miktari
bilinen standartlardan hazirlanan grafikten, pazopanib konsantrasyonlari
uygulanan A549 ve HUVEC hiicre ekstraktlarina ait 6rneklerin absorbanslarina
karsilik gelen hiicre i¢i VEGF miktarlar1 hesaplanmistir.
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Tablo 6. Standart Konsantrasyonlarinin Absorbans Degerleri

0 0.2865
234 0.3525
46.9 0.39
93.8 0.5155
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1500 2.6815
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Standart Konsantrasyonlar (pg/mL)

2000

Sekil 31. VEGF Standartlarmmin ELiZA’da Olgiilen Absorbans Degerlerine Gore VEGF

Miktarlar: (n=5; orttst.sapma)

A549 hiicrelerinde pazopanib konsantrasyonlarinin 24 ve 48 saatlik inkiibasyonu
sonunda, konsantrasyon artisina bagl olarak VEGF miktarinda azalma meydana

getirdigi belirlenmistir.

A549 hiicrelerinde ELIZA’da &lgiilen absorbans degerlerine (450 nm) karsilik

gelen VEGF miktarlar1 (pg/mL) Sekil 32 ve Sekil 33°de verilmistir.
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Sekil 32. Pazopanibin 24.Saatte A549 Hiicre Hatti Uzerinde VEGF Miktarma Etkisi (n=5;
orttst.sapma)

Pazopanib konsantrasyonlari ile 24 saat inkiibe edilen A549 hiicrelerinde VEGF
miktarlari, kontrol grubunda 437.51 pg/mL, pazopanib konsantrasyonlarinda (2.5,
50 ve 200 puM) da swrasiyla 436.48, 353.66, ve 191.32 pg/mL olarak
hesaplanmistir. VEGF miktarlar1 kontrole grubuna goére 200 uM pazopanib
konsantrasyonunda onemli diizeyde azalma meydana getirmistir (p<0.05%).
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Sekil 33. Pazopanibin 48.Saatte A549 Hiicre Hatti Uzerinde VEGF Miktarma Etkisi (n=5;
orttst.sapma)
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Pazopanib konsantrasyonlari ile 48 saat inkiibe edilen A549 hiicrelerinde VEGF
miktarlari1, kontrol grubunda 285.06 pg/mL, pazopanib konsantrasyonlarinda (2.5,
50 ve 200 puM) da smrasiyla 273.63, 207.49, ve 184.94 pg/mL olarak
hesaplanmistir. VEGF miktarlar1 kontrole grubuna goére 50 puM pazopanib
konsantrasyonunda (p<0.05*) ve 200 uM pazopanib konsantrasyonunda
(»<0.01**) 6nemli diizeyde azalma meydana getirmistir (Sekil 33).

HUVEC hiicrelerinde ELIZA’da 6lgiilen absorbans degerlerine (450 nm) karsilik
gelen VEGF miktarlar1 (pg/ml) Sekil 34 ve Sekil 35°de verilmistir.
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Sekil 34. Pazopanibin 24.Saatte HUVEC Hiicre Hatt1 Uzerinde VEGF Miktarina EtKisi
(n=5; orttst.sapma)

Pazopanib konsantrasyonu ile 24 saat inkiibe edilen HUVEC hiicrelerinde VEGF
miktarlar1, kontrol grubunda 39.75 pg/mL, pazopanib konsantrasyonlarinda (2.5,
50 ve 200 uM) da sirasiyla 45.87, 32.59, ve 26.10 pg/mL olarak hesaplanmustir.
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Sekil 35. Pazopanibin 48.Saatte HUVEC Hiicre Hatti Uzerinde VEGF Miktarma Etkisi
(n=5; orttst.sapma)

Pazopanib konsantrasyonu ile 48 saat inkiibe edilen HUVEC hiicrelerinde VEGF
miktarlar1, kontrol grubunda 40.65 pg/mL, pazopanib konsantrasyonlarinda (2.5,
50 ve 200 uM) da sirasiyla 49.84, 27.33, ve 0.69 pg/mL olarak hesaplanmistir.
VEGF miktarlar1 kontrole grubuna gore 200 uM pazopanib konsantrasyonunda
onemli diizeyde azalma meydana getirmistir (p<0.001***),

Real Time PCR (RT-PCR) Analizi ile mRNA Ekspresyonun
Degerlendirilmesi

Bu c¢aligmada da diger ¢alismalara paralel olmas1 agisindan pazopanibin 2.5 ve 50
uM konsantrasyonlart uygulanmistir. A549 ve HUVEC hiicreleri pazopanib
konsantrasyonlar1 ile 24 ve 48 saat inkiibe edildikten sonra RNA izolasyonlari
yapilmigtir. Her bir RNA Orneginin safligi ve miktar1 Nanodrop cihazinda
belirlenmis ve ¢cDNA sentezi i¢in 100 ng RNA kullanilmistir. Elde edilen
cDNAlar Light Cycler 480°nin 96’11k plakalarina yiiklenmis ve sonuglarin analizi
Software Release 1.5.0 SP4 version 1.5.0.39° da yapilmistir.

Amplifikasyon asamasinda ornek ve referans genlerin 465-510 nm dalga

boyundaki floresan araliginda esik degerine girdikleri dongiiler saptanmistir
(Sekil 36 ve Sekil 37).
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Amplification Curves
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Sekil 36. Pazopanib konsantrasyonlari ile (2.5 ve 50 pM) 24 Saat inkiibe Edilen A549
Hiicrelerinde VEGFA ve GAPDH Genlerinin Amplifikasyon Egrisi
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Sekil 37. Pazopanib konsantrasyonlari ile (2.5 ve 50 pM) 48 Saat inkiibe Edilen A549
Hiicrelerinde VEGFA ve GAPDH Genlerinin Amplifikasyon Egrisi

Pazopanib uygulanan A549 hiicrelerinde yapilan RT-PCR analiz sonucunda,
VEGFA ve GAPDH genlerinin 6lgiilen tam niceliksel esik degerleri (CP)’nin
analizi Tablo 7’ de verilmistir.

50



Tablo 7. Pazopanib Uygulanan A549 Hiicreleri i¢cin Ornek ve Referans Genlerin RT-PCR
SonundaElde Edilen Esik Degerleri (CP)

Pazopanib Konsantrasyonlar1 | CP Degeri | CP Degeri
= (M) (VEGFA) | (GAPDH)
2 | Kontrol (%0.1 DMSO) 32.44 24.85
S 25 31.20 24.62

50 31.97 24.69
= Kontrol (%0.1 DMSO) 30.14 25.49
2 25 29.08 24.30
< 50 30.39 25.07

HUVEC hiicreleri i¢in amplifikasyon asamasinda ornek ve referans genlerin esik
degerine girdikleri dongiiler saptanmistir (Sekil 38 ve Sekil 39).

Amplification Curves
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Sekil 38. Pazopanib Konsantrasyonlar ile (2.5 ve 50 pM) 24 Saat inkiibe Edilen HUVEC
Hiicrelerinde VEGFA ve GAPDH Genlerinin Amplifikasyon Egrisi
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Amplification Curves
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Sekil 39. Pazopanib Konsantrasyonlar ile (2.5 ve 50 pM) 48 Saat inkiibe Edilen HUVEC
Hiicrelerinde VEGFA ve GAPDH Genlerinin Amplifikasyon Egrisi

Pazopanib uygulanan HUVEC hiicrelerinde yapilan RT-PCR analiz sonucunda,
VEGFA ve GAPDH genlerinin 6lgiilen tam niceliksel esik degerleri (CP)’nin
analizi Tablo 8’ de verilmistir

Tablo 8. Pazopanib Uygulanan HUVEC Hiicreleri icin Ornek ve Referans Genlerin RT-PCR
Sonunda Elde Edilen Esik Degerleri (CP)

Pazopanib Konsantrasyonlar1 | CP Degeri CP Degeri
= (uM) (VEGFA) (GAPDH)
3 Kontrol (%0.1 DMSO) 32.07 26.06
S [25 33.30 26.22

50 34.38 26.36
= Kontrol (%0.1 DMSO) 32.69 25.94
2 |25 3121 2441
< 50 34.07 27.99
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: |30 HedefReferans Oram @ Normalize Oram
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Sekil 40. Pazopanib Konsantrasyonlar1 ile 24 Saat inkiibe Edilmis A549 Hiicrelerinde
VEGFA Genine Ait Hedef/Referans Oranlari

A549 hiicrelerinde 24. saatte VEGFA mRNA ekspresyonunun kontrole gore ¢ok
fazla degismedigi ancak, ICsp konsantrasyonu olan 50 uM pazopanib

konsantrasyonunda, 2.5 uM’a gore VEGFA mRNA ekspresyonunun azalmis
oldugu belirlenmistir (Sekil 40 ve Tablo 9).

! [E2 HedefReferans Oram @ Normalize Oran
1OCE
1.06EQ e
1.002-1i
Kontrol (%0.1 DMSO) 2.5 M 50 pM

Sekil 41. Pazopanib Konsantrasyonlar1 ile 48 Saat Inkiibe Edilmis A549 Hiicrelerinde
VEGFA Genine Ait Hedef/Referans Oranlari

Pazopanib konsantrasyonu uygulanan A549 hiicrelerinde 48. saatteki VEGFA
mRNA ekspresyonlar1 24. saate gore azalma gostermistir. Ozellikle ICs
konsantrasyonu olan 50 puM pazopanib konsantrasyonunda VEGFA mRNA
ekspresyonu onemli diizeyde azalmistir (Sekil 41 ve Tablo 9).
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Tablo 9. Pazopanib Konsantrasyonlar1 ile inkiibe Edilmis A549 Hiicrelerinde RT-PCR
Sonucunda Hesaplanan VEGFA Genine Ait Hedef/Referans Oranlari

Pazopanib Konsantrasyonlari Hedef/Referans Normalize
= (M) Oram Oram
3 Kontrol (%0.1 DMSO) 5.21E-3 1.000
S 25 1.05E-2 2.015

50 6.42E-3 1.232
- Kontrol (%0.1 DMSO) 3.99E-2 1.000
]
3 2.5 5.14E-2 1.287
& 50 2.49E-2 0.6246
|3 HedefReferans Oram @ Normalize Oram
1.00€1
1 ﬁoi it o o 2 o = s m e m s memt n 0 03 00 om0 =0 m s
womi
1.00€-2
Kontrol (%0.1 DMSO) 2.5 pM 50 pM

Sekil 42. Pazopanib Konsantrasyonlar: ile 24 Saat Inkiibe Edilmis HUVEC Hiicrelerinde
VEGFA Genine Ait Hedef/Referans Oranlari

2.5 ve 50 uM pazopanib konsantrasyonu ile 24 saat inkiibe edilen HUVEC
hiicrelerinde, VEGFA mRNA ekspresyonu konsantrasyon artigina paralel olarak
belirgin bir sekilde azalmistir. Her iki konsantrasyonda da kontrol grubunun
altinda azalmis VEGFA mRNA ekspresyonu belirlenmistir (Sekil 42 ve Tablo
10).
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Sekil 43. Pazopanib Konsantrasyonlar: ile 48 Saat Inkiibe Edilmis HUVEC Hiicrelerinde
VEGFA Genine Ait Hedef/Referans Oranlari

48 saat pazopanib konsantrasyonlar1 ile inkiibe edilen HUVEC hiicrelerinde,
kontrol ile 2.5 uM pazopanib VEGFA mRNA ekspresyonular1 arasinda farklilik
belirlenmemis, ancak 24. saatin aksine 50 pM pazopanibin VEGFA mRNA
ekspresyonunun artmis oldugu goriilmiistiir (Sekil 43 ve Tablo 10).

Tablo 10. Pazopanib Konsantrasyonlar ile inkiibe Edilmis HUVEC Hiicrelerinde RT-PCR
Sonucunda Hesaplanan VEGFA Genine Ait Hedef/Referans Oranlari

HUVEC Hedef/Referans Normalize
= Oram Oram
E Kontrol (%0.1 DMSO) 1.55E-2 1.000
I\ 2.5 7.37E-3 0.4761

50 3.84E-3 0.2483
= Kontrol (%0.1 DMSO) 9.28E-3 1.000
3 2.5 8.94E-3 0.9634
& |50 1.48E-2 1.594

Bu tez c¢alismasinda, pazopanibin sitotoksik etkileri On tarama testi olarak
kullandigimiz MTT yontemi kullanilarak arastirilmis ve pazopanibin zaman ve
konsantrasyona bagli olarak A549 ve HUVEC hiicreleri iizerinde antiproliferatif
etkiler meydana getirdigi belirlenmistir. MTT absorbans sonuglar1 kullanilarak,
kontrol grubuna gore, her bir grubun % canlilik degerleri hesaplanmastir.

AS549 hiicrelerinde pazopanib uygulamasindan sonraki 24 ve 48. saatte, 2.5 uM
pazopanib konsantrasyonunda kontrole gore % canlilik degerlerinde ¢cok 6nemli
bir azalma meydana getirmese de, 25, 50, 100 ve 200 uM pazopanib
konsantrasyonlarindaki % canlilbik degerleri Onemli derecede azalmistir
(p<0.001***). Pazopanib konsantrasyonu arttik¢a, hiicreler {lizerinde sitotoksik
etkinin de dogru orantili olarak arttig1 goriilmiistiir (Sekil 13 ve Sekil 14). 24. ve
48. saatlerde sitotoksik etkinin 25, 50, 100 ve 200 uM pazopanib
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konsantrasyonlarinda énemli diizeyde artmis oldugu dikkat ¢ekmektedir. Ozellikle
24. saatte kontrole gore % canlilik degerleri, 50, 100 ve 200 uM pazopanib
konsantrasyonunda sirasiyla % 65.11, 23.05, 19.73 ve 48. saatte de % 51.01,
20.94, 18.63 olarak hesaplanmustir.

HUVEC hiicrelerinde ise 24. ve 48. saatte 25, 50, 100 ve 200 uM pazopanib
konsantrasyonunda proliferasyonun Onemli derece azaldig1 belirlenmistir
(p<0.001***). Bizim bulgularimiza paralel olarak, pazopanib veya benzeri tirozin
kinaz inhibitorlerinin aym veya farkli kanser hiicreleri iizerine sitotoksik
etkilerinin arastirildigi ¢alismalar mevcuttur.

Roque Diaz ve ark., (2010), bir baska tirozin kinaz inhibitorii olan lapatinibin
sitotoksik etkilerini MTT yontemi ile A549 hiicreleri iizerinde incelemislerdir.
Bunun ig¢in lapatinibin 0.005, 0.5 ve 5 uM konsantrasyonlarini ile 24 saat inkiibe
edilen A549 hiicrelerinde, kontrol gore A549 hiicre canliliginda doza bagimli
olarak bir azalma oldugunu belirlemislerdir.

Yine Roque Diaz ve ark., (2010), AS549 hiicrelerinde yaptiklar1 in vitro ¢caligsmalar
sonucunda, lapatinibin biiyiik 6l¢iide hiicre ¢ogalmasini ve koloni olusturma
kapasitesini azalttigini agiklamiglardir.

Olaussen ve ark., (2009), WST-1 sitotoksisite testi ile A549 hiicrelerine pazopanib
ve lapatinibin 5-40 uM kombine konsantrasyonlarini uygulamiglardir. Calismanin
sonucunda, pazopanib ve lapatinib kombine tedavisinin, ilaglarin tek tek
kullanimina gbre daha gii¢lii antiproliferatif etkisi oldugunu gdstermislerdir.

Insan karaciger karsinom hiicreleri (HCC), HUVEC ve tiimér kaynakli endotel
hiicrelerinin (TEC) kullanildig1 bir calismada hiicreler {izerine 1-20 pg/mL
pazopanib konsantrasyonlar1 uygulanmistir ve en fazla hiicre inhibisyonunun 72
saat sonra HUVEC ve TEC hiicrelerinde sirasiyla, 5 pg/mL ve 15 pg/mL
pazopanib konsantrasyonlarinda oldugu aciklanmistir (Zhu ve ark., 2011).

Paesler ve ark.,, (2010), kronik lenfositik l6semi (KLL) hiicrelerinin
proliferasyonunda tirozin kinaz inhibitorleri olan vatalanib ve pazopanibin
sitotoksik etkisini test etmek icin 24 saat siire ile her maddenin 1, 10, 25, 50, 75,
100 ve 200 upmol/L konsantrasyonlarini KLL hiicrelerine uygulamiglardir.
Belirledikleri %350 oldiriicti konsantrasyon vatalanib i¢in 48.4 pumol/L iken,
pazopanib i¢in 32.7 pmol/L olarak belirlenmistir.

Zhu ve ark., (2011)’lar1 da, pazopanibin farkli konsantrasyonlarinin (0, 1, 2, 5, 10,
ve 20 pg/mL) insan damar endotel hiicrelerinde (HUVEC) tiibiil olusumunu ve
proliferasyonunu doza bagimli bir sekilde inhibe ettigini belirlemislerdir.

Pazopanibin farkli hiicre hatlarindaki canlhiliklarinin tetrazolyum bazli analiz ile
degerlendirdigi bir calismada Li ve ark., (2011) insan mesane kanseri hiicrelerine
(HTB3, HT1376, 182, RT4, CRL1749, T24 ve HTB9) pazopanibin0.3, 0.6, 1.25,
2.5, 5 ve 10 uM konsantrastyonlar1 uygulanmistir ve pazopanibin ICsy degeri RT4
hiicresi haricindeki hiicre hatlar i¢in 10 uM” dan fazla bulunmustur. Pazopanibin
J28, T24, HT1376, RT4, CRL1749, HTB9 ve HTB3 hiicre hatlar1 i¢in ICs
degerleri ise sirasiyla; 24.57, 52.45, 28.21, 5.14, 22.69, 11.84 ve 14.16 uM olarak
belirlenmistir.
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Bizim calismamizda A549 ve HUVEC  hiicre hatlarinda pazopanib
konsantrasyonlarinin hiicre proliferasyonuna etkileri Ger¢ek Zamanli Hiicre
Analiz Sistemi (RTCA DP) kullanilarak arastirilmistir. MTT bulgularimizla da
uyumlu olarak pazopanibin konsantrasyon ve zamana bagli olarak iki hiicre hatti
iizerinde de antiproliferatif etkileri oldugu belirlenmistir.

AS549 hiicrelerinde pazopanib uygulamasindan sonraki 24 ve 48. saatte pazopanib
konsantrasyonlariin hiicre proliferasyonunu inhibe edici etkisi en fazla 25, 50,
100 ve 200 pM konsantrasyonlarda oldugu goriilmiistiir (p<0.001). 2.5 uM
pazopanib konsantrasyonunda da kontrole gére A549 hiicre proliferasyonunun
azaldig1 belirlenmistir (p<0.01) (Sekil 15, Sekil 17 ve Sekil 18). Analiz
sisteminde variable slope ile hesaplanan ICsy degerlerine gore pazopanib
konsantrasyonu uygulanan A549 hiicrelerin 24. saatteki ICsy degeri; 51.6 uM, 48.
saatteki ICso degeri de 45.1 uM olarak hesaplanmistir (Sekil 16). Bu ¢alismada,
gergek zamanli hiicre analiz sistemi ile pazopanibin A549 hiicreleri ilizerinde
onemli antiproliferatif etkisinin oldugu belirlenmistir.

Yine ayni cihazda HUVEC hiicrelerinde pazopanib uygulamasindan sonraki 24.
ve 48. saatte Sekil 19’da goriildiigii gibi, 2.5uM pazopanib konsantrasyonu
kontrole gore dnemli bir antiproliferatif etki gostermemesine ragmen, 25, 50, 100
ve 200 pM pazopanib konsantrasyonlarinin zamana bagli olarak hiicre
proliferasyonunu onemli bir sekilde azalttig1 goriilmiistiir (Sekil 19, Sekil 21 ve
Sekil 22). Analiz sisteminde variable slope ile hesaplanan ICsy degerlerine gore
pazopanib konsantrasyonu uygulanan HUVEC hiicrelerin 24. saatteki ICsy degert,
72 uM, 48. saatteki ICsy degeri de 20.2 uM olarak hesaplanmistir (Sekil 20).

Yapilan literatiir taramalarinda A549 hiicrelerinde bir tirozin kinaz inhibitorii olan
pazopanibin herhangi bir kanser hiicre hattiyla RTCA DP sistemi ile yapilan
caligmasina rastlanmamistir. Ancak Ger¢ek Zamanli Hiicre Analiz Sisteminde
elde ettigimiz sonuglar MTT testimizin sonuglari ile paralellik gostermektedir.

Bizim c¢alismamizda Ger¢ek Zamanli Hiicre Analiz Sistemi (RTCA DP)
kullanilarak A549 ve HUVEC hiicre hatlarinda pazopanibin 2.5, 50 ve 200 uM
konsantrasyonlarinin hiicre migrasyonuna ve invazyonuna etkileri arastirilmistir.
CIM plaka kullanilarak pazopanibin AS549 hiicre hattindaki invazyon ve
migrasyonunu arastirmak agisindan calismamiz bir ilktir. Insan akciger kanseri
hiicresi olan A549’da invazyon ve migrasyonun etkisine bakarak bir endotel
hiicresi olan HUVEC hiicrelerindeki pazopanibin invazyon ve migrasyonuna
etkisini karsilastirdik. On ¢alismalardaki bulgularimizla da uyumlu olarak
pazopanibin konsantrasyon ve zamana bagli olarak iki hiicre hattinda da invazyon
ve migrasyonu azalttigi belirlenmistir.

A549 hiicrelerinde 200 pM pazopanib konsantrasyonunda, HUVEC hiicrelerinde
de 50 ve 200 uM pazopanib konsantrasyonlarinda invazyonun 6nemli derecede
azaldig1 belirlenmistir (Sekil 23 ve Sekil 24). Migrasyon analizine gore;
uygulanan tiim pazopanib konsantrasyonlarinda (2.5, 50 ve 200 uM), A549
hiicrelerinde migrasyonun onemli derecede azaldigi belirlenmistir (Sekil 27 ve
28). HUVEC hiicrelerinde de invazyon sonucuna paralel olarak 50 ve 200 uM
pazopanib konsantrasyonlarinin, hiicre migrasyonunu azaltti§1 goriilmistiir (Sekil
29 ve Sekil 30).
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Morelli ve ark., (2009), Boyden chamber yontemi ile bir tirozin kinaz inhibitori
olan cediranibin tiimor hiicreleri iizerindeki (5 kolon, 3 pankreas, 2 karaciger
karsinom hiicresi ve A549 insan akciger kanseri hiicresi) proliferasyon, migrasyon
ve invazyonunu calismislardir. Bu ¢alismada da bizim invazyon ve migrasyon
sonuglarimiza paralel olarak, VEGFR inhibitorii cediranibin, 100 nmol/L
konsantrasyonunda tiimor hiicrelerinin migrasyon ve invazyonunu inhibe ettigini,
ancak hiicre proliferasyonu azaltic1 etkisinin 6nemli olmadigini belirlemislerdir.

Baska bir ¢alismada Podar ve ark., (2006), Boyden chamber yontemi ile cesitli
multiple myelom (MM) hiicre hatlarinda, pazopanibin VEGF ile indiiklenen
migrasyonu inhibe ettigini belirlemislerdir. Once HUVEC hiicrelerini biiyiime
faktoriinden yoksun olarak 6-10 saat 10 ng/ml VEGF uygulamasina maruz
birakmiglar, daha sonra biiylime faktoriinden yoksun birakilmis HUVEC
hiicrelerine pazopanibin 1,5 ve 10 pg/ml konsantrasyonlarin1 uygulanmislardir.
Sonu¢ olarak, pazopanibin HUVEC hiicrelerinin migrasyonunu Onledigini
aciklamiglardir.

Greiner ve ark., (2010)’nin yaptiklar1 bir ¢alismada, A549 hiicrelerinde SEC62
geninin susturulmasi ile invazyonun azaldigin1 xCELLigence sistemini kullanarak
gostermislerdir. Atienza ve ark.’lari da RTCA DP cihazinda farkli sayidaki (2x10*
ve 4x104) HUVEC hiicrelerinin migrasyonuna arastirmiglar ve hiicre indeksinin
4x10* sayida ekilen HUVEC hiicrelerinde daha fazla oldugunu a¢iklamislardir.

Zhu ve ark., (2011), yara iyilestirici bir in vitro ¢alismada, pazopanibin iki
karaciger karsinom (HCC) hiicre hattinda (karaciger kanser hiicre hatti: HCCLM3
ve PLC/PRF/5) invazyon ve migrasyonu inhibe ettigini ve apoptozisi dnemli
derecede indiikledigini belirlemislerdir. Yine bu ¢alismada pazopanibin HUVEC
hiicrelerinin migrasyonunu doza bagimli bir sekilde inhibe ettigi belirlenmistir.
Ozellikle 20 pg/mL pazopanib konsantrasyonunda, HUVEC hiicrelerinin
migrasyonunun kontrole gore %30 oraninda azaldigi belirlenmis ve 100 pg/mL
pazopanib konsantrasyonunda ise yogun hiicre oliimii sebebi ile migrasyonu
degerlendirememislerdir. Bu bulgu da, bizim ¢alismamizda HUVEC hiicrelerinde
200 uM pazopanibin migrasyon iizerine etkisinin goriilmemesini agiklamaktadir.

VEGF, timér anjiyojenezinde, hiicre yayiliminda ve metastazinda 6nemli rol
oynayan potansiyel bir anjiyojenik mitojendir (Grunstein ve ark. 1999; Chau ve
ark., 2008). VEGF, potansiyel olarak tiimor gelisimi siiresince endotel hiicre
proliferasyonunu ve gogiinii aktive eder (Zhang ve ark., 2009).

Bizim ¢alismamizda invazyon ve migrasyon sonuglarimiza paralel olarak, ELIZA
yontemi ile A549 ve HUVEC hiicrelerinde 2.5, 50 ve 200 uM pazopanibin VEGF
iizerine etkisi arastirilmistir. MTT ve RTCA DP analiz sisteminde caligilan
proliferasyon, invazyon ve migrasyon bulgularimizla da uyumlu olarak,
pazopanibin konsantrasyon ve zamana bagli olarak iki hiicre hatt1 icinde
antianjiyojenik etki gosterdigi belirlenmistir.

AS549 hiicrelerinde 24. saatte 200 pM (p<0.05), 48. saatte ise 50 ve 200 uM
(strastyla p<0.05, p<0.01) pazopanib konsantrasyonunda (Sekil 32 ve Sekil 33)
VEGF miktarinin 6nemli diizeyde azaldigi belirlenmistir. HUVEC hiicrelerinde
ise 24 ve 48. saatte sadece 200 pM pazopanib konsantrasyonunda VEGF
miktarinin 6nemli diizeyde azaldigi belirlenmistir (p<0.001) (Sekil 34 ve Sekil
35).
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Olaussen ve ark., (2009) yaptiklar1 calismada, lapatinibin A549 hiicrelerinde
VEGFR-1 fosforilasyonunu %70 oraninda inhibe ettigini ve Onemli
antiproliferatif aktiviteye sahip oldugunu gostermislerdir. Podar ve ark., (2006),
yaptiklar1 bir calismada multiple myelom (MM) hiicrelerinde pazopanibin
VEGFR-1 fosforilasyonunu inhibe ettigini gostermislerdir.

Soyding ve ark., (2012), kiiclik hiicreli akciger kanseri (KHAK) hastalarinda,
VEGF, VEGFR-1 ve VEGFR-2’nin serum diizeylerini ELIZA yontemi ile
arastirmiglar ve VEGF (p<0.001) ve reseptorlerinin (p<0.001) kontrol grubuna
gore azaldigini istatistiksel olarak belirlemislerdir.

Paesler ve ark., (2010),VEGFA nin KLL hiicrelerinin apoptozun engellemesinde
anjiyojenezin bagimsiz bir rolii oldugunu gostermek i¢in yaptiklar1 ¢alismada,
vatalanib ve pazopanibin VEGFR’lerinin kuvvetli inhibitorii oldugunu ve
VEGFR-1 icin ICsy degerini, vatalanib ve pazopanib konsantrasyonlari i¢in
sirasiyla 54 ve 10 nmol/L; VEGFR-2 i¢in de, 39 ve 30 nmol/L olarak
belirlemislerdir.

Roque ve ark., (2010), A549 hiicrelerini 100 ng/ml EGF ile uyardiktan sonra 2
pM lapatinib konsantrasyonu uygulamiglar ve Western blot analizi sonucunda
kontrole gore p-EGFR ve p-HER-2 diizeylerinde azalma oldugunu buna bagh
olarak da, bizim ¢aligmamiza da paralel olarak hiicre proliferasyonunun azaldigini
belirlemislerdir.

Connolly (1991), yaptig1 bir calismada in situ hibridizasyon yontemiyle VEGF
diizeylerinin bir¢ok doku ve organda artis gostererek, VEGF’in vaskiiler endotel
hiicrelerinin biiyiimesinde ¢cok énemli rol iistlendigini agiklamiglardir.

Bizim calismamizda A549 ve HUVEC hiice hatlarinda 2.5 ve 50 uM pazopanib
konsantrasyonlarmin VEGFA mRNA ekspresyonu RT-PCR kullanilarak
arastirtlmistir. 1Csp degerimiz olan 50 uM pazopanib konsantrasyonunun, A549
hiicrelerinde 48. saatte, HUVEC hiicrelerinde de 24. saatte, VEGF mRNA
ekspresyonunu azalttig1 belirlenmistir (Sekil 40 ve Sekil 42).

Yaptigimiz literatiir taramalarinda A549 hiicrelerinde bir tirozin kinaz inhibitorii
olan pazopanibin VEGFA mRNA ekspresyonu degerlendiren RT-PCR
caligmasina rastlanmamustir.

Olaussen ve ark., (2009), A549 hiiclerinde yaptiklar1 gen paneli analizinde,
pazopanib ve lapatinibin kombine uygulanmasi sonucunda 174 gen arasindan 58
gende anlamli degisimler oldugunu belirlemislerdir.

Podar ve ark., (2006), cesitli multiple myelom (MM) hiicrelerinde pazopanib
uygulamasindan sonra c-Myc eksepresyonununda onemli bir azalma meydana
geldigini, VEGF mRNA diizeylerinde VEGF 45 ve VEGF 45’ de azalma meydana
gelmisken VEGF 2, de etki goriilmedigini belirlemislerdir.

Zygalaki ve ark., (2007),27 erkek hastadan alinan akciger kanseri hiicrelerinde
total VEGF, VEGF,; ve VEGF6s5’nin tiim orneklerde eksprese edildigini, fakat
VEGF35s ve VEGFgun ekspresyonun bazi orneklerde azalmis oldugunu rapor
etmislerdir. VEGF 45 orani, ornekler arasinda benzerlik gosterirken, VEGF g3 ve
VEGF;g’un mRNA ekspresyonunun saglikli akciger dokularinda artmis oldugu
belirlenmistir.
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Li ve ark., (2011), Western blot analizi c¢alismalarinda insan mesane kanseri
hiicreleri J82 ve T24 hiicre hatlarinda fosfarlanmis- AKT ekspresyonunun 12.5
uM pazopanib konsantrasyonu uygulamasi ile azaldigini, 12.5 uM docetaxel
konsantrasyonu ile kombine uygulandiginda ise ekspresyonu daha da azalttiginm
belirlemislerdir.

Yine baska bir caligmada Tanaka ve ark., (2013), RT-PCR deneylerinde yiiksek
diizeyde metastatik osteosarkom (LMS) hiicrelerindeki VEGF salgilanmasinin,
Dunn (osteosarkom) hiicrelerine gore daha fazla oldugunu belirlemislerdir. LMS,
Dunn ve fare aort endotel hiicrelerinde (mAEC), VEGFA ekspresyonu varken
VEGFR-1 ve VEGFR-2 mRNA ekspresyonunu yalnizca mAEC hiicrelerinde
gozlemlemislerdir.
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SONUC ve ONERILER

Bu calisma akciger kanserinde faz I1I agsamasinda bir tirozin kinaz inhibitorii olan
pazopanibin, kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri (A549) ve human umbilikal
ven endotel (HUVEC) hiicreleri ile karsilastirmali olarak antiproliferatif ve
antianjiyojenik etkilerinin arastirilmasi i¢in planlanmistir. Yapilan literatiir
taramalarinda A549 hiicrelerinde bir tirozin kinaz inhibitérii olan pazopanibin
Ger¢ek Zamanli Hiicre Analiz Sistemi (RTCA DP) ile yapilan ¢alismasina
rastlanmamistir. Bu tez ¢alismasi pazopanib konsnatrasyonlart uygulanan A549
hiicrelerinin RTCA DP Sistemi ile analiz edilen proliferasyon, migrasyon ve
invazyon ¢alismasi agisindan ilk oldugu i¢in 6zgiin bir degere sahiptir.

AS549 hiicrelerinde pazopanib uygulamasindan sonraki 24. ve 48. saatte, 25, 50,
100 ve 200 uM pazopanib konsantrasyonlarindaki % canlilik degerleri 6nemli
derecede azalmistir. Pazopanib konsantrasyonu arttikca, hiicreler iizerinde
sitotoksik etkinin de dogru orantili olarak arttigi belirlenmisti. HUVEC
hiicrelerinde ise 24. ve 48. saatte 25, 50, 100 ve 200 uM pazopanib
konsantrasyonunda proliferasyonun 6nemli derece azaldigi belirlenmistir.

Gergcek Zamanli Hiicre Analiz Sisteminde (RTCA DP), 24. ve 48. saatte
pazopanib konsantrasyonlarinin artis1 ve zamana bagli olarak her iki hiicre
hattinda da 6nemli antiproliferatif etkisi oldugu gdsterilmistir.

Pazopanibin konsantrasyon ve zamana bagl olarak en yiiksek konsantrasyonda
oldiriici dozda oldugu fakat ICsy degerimiz olan 50 uM pazopanib
konsantrasyonunda iki hiicre hattinda da invazyon ve migrasyonu azalttig
belirlenmistir.

MTT ve RTCA DP analiz sisteminde c¢alisilan proliferasyon, invazyon ve
migrasyon bulgularimizla da uyumlu olarak, pazopanibin konsantrasyon ve
zamana bagli olarak A549 hiicrelerinde 24. saatte, HUVEC hiicrelerinde ise 24. ve
48. saatte en yliksek pazopanib konsantrasyonunda VEGF miktarinin 6nemli
diizeyde azaldigi ve her iki hiicre hatti i¢inde antianjiyojenik etki gosterdigi
belirlenmistir.

RT-PCR’da VEGFA mRNA ekspresyonu c¢alismasinin sonuglarina gore; ICs
degerimiz olan 50 pM pazopanib konsantrasyonunun AS549 hiicrelerinde 48.
saatte, HUVEC hiicrelerinde de 24. saatte, VEGF mRNA ekspresyonunu azalttig1
analiz edilmistir.

Bu ¢alisma, KHDAK tedavisinde tirozin kinaz inhibitérlerininde kullanabilecegini
gosteren bir in vitro 6n ¢alisma olmustur. Sonug olarak biz bu ¢alismada, hem
A549 hem de HUVEC hiicre hattinda pazopanibin konsantrasyon artisina bagh
olarak antiproliferatif ve antianjiyojenik etkili oldugunu gosterdik. Bu ¢aligma bir
tirozin kinaz reseptdr inhibitorii olan pazopanibin, kiiciik hiicreli olmayan akciger
kanserinin antikanserojenik etkilerinde, antianjiyojenik mekanizmalar1 da iceren
yeni molekiiler ¢alismalarin yapilmasina 6nderlik edecegi kanaatindeyiz.
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