ANKARA UNIVERSITESI
BIYOTEKNOLOJI ENSTITUSU

TEMEL BIYOTEKNOLOIJi
YUKSEK LISANS TEZi

KEMOTERAPININ KOLON KANSERI, MEME KANSERI VE MIDE
KANSERINDE VEGF DUZEYLERINE ETKIiSINiN iN VivO VE iN VITRO
INCELEMESI

Sedef Hande AKTAS

Danisman Ogretim Uyesi

Prof. Dr. Hakan AKBULUT

ANKARA
2010



Kemoterapinin kolon kanseri, meme kanseri ve mide kanserinde VEGF diizeylerine
etkisinin in vivo ve in vitro incelenmesi

OZET

Kanser insidanst son yillarda artan bir hastaliktir. Farkli tedavi rejimleri kullanilmasina
ragmen heniiz kanseri eradike edebilecek bir tedavi mevcut degildir. Anjiyogenez
inhibisyonu son yillarda kanser tedavisinde onem kazanmistir. Klasik kemoterapi
ilaclarinin anjiyogenez iizerindeki etkileri tartigmalidir. Bu calismamizda kemoterapide
siklikla kullanilan bazi kanser ilaglarmin anjiyogenez diizeyleri iizerindeki etkisini

arastirmay1 amagcladik.

Bu amacla kolon, mide ve meme kanserli hastalarda rutin kemoterapininVEGF diizeylerine
etkisini ve ayrica kolon, meme ve mide kanseri hiicre dizilerinde in vitro olarak kemoterapi
ilaglarinin sitotoksik ve VEGF {izerindeki etkileri arastirildi. Hasta serum orneklerinden
VEGF, ELISA yontemiyle 6l¢iildii. In vitro sitotoksite deneyleri MTT ydntemi ile tayin

edildi ve Trypan mavisi yontemi ile konfirme edildi.

Sonug olarak kanserli hastalarda kemoterapinin, genellikle tedavi yanit1 ile paralel olarak,
serum VEGF diizeylerini azalttigi goriildii. Calismada kullanilan ilaglardan irinotekanin
timor kiictiltiici etkisinden bagimsiz olarak serum VEGF diizeylerinde bir azalmaya yol
acabilecegi bulundu. Tiimor hiicre kiiltiirlerinde incelenen tiim kemoterapétik ilaglar diigiik
konsantrasyonlarda VEGF salgisin1 azaltti. Anjiyogenezin hastalifin seyrinde, 6zellikle
metastazlarla iliskisi disiiniildiigiinde VEGF diizeylerinin kemoterapétiklerle azaltilmasi

kanser acisindan 6nemli olabilir.

Anahtar kelimeler: VEGF, anjiyogenez, sitotoksisite, MTT, kolon kanseri, meme kanseri, mide

kanseri.



The effects of conventional chemotherapy on VEGF secretion in colon cancer, breast
cancer and gastric cancer.

ABSTRACT

The incidence of cancer is still increasing. Although there are different treatment
modalities in cancer treatment, the disease needs to be eradicated effectively. Recently,
anti-angiogenesis treatment strategies have gained great importance. The effects of
conventional chemotherapy drugs on angiogenesis are not known. In this study we aimed

to investigate the effects of conventional chemotherapy drugs on VEGF secretion.

For this purpose, some chemotherapy drugs’s effect on cytotoxic VEGF levels was
investigated on colon, breast and stomach cell lines in vitro and the effects of conventional
chemotherapy on VEGF levels on colon, breast and stomach cancer patients. VEGF in
patient’s serum was evaluated by ELISA method. In vitro cytotoxic experiments was
evaluated with MTT cell proliferation assay and confirmed with trypan blue viability

assay.

As a result, along with its cytotoxic effects, the chemotherapy could decrease the serum
VEGF levels. Irinotecan seems to decrease the serum VEGF level independent of its
cytotoxic effect. We found that the cehmotherapeutic drugs decreased the VEGF secretion
at the lower doses.If we think about angiogenesis on course of disease, especially the
relationship between metastases, decreasing VEGF levels with chemotherapeutics could be

important in cancer treatment.

Key words: VEGF, angiogenesis, cytotoxicity, MTT, colon cancer, breast cancer, stomach

cancer.
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1. GIRIS

Kanser, son yillarda insidansi ve mortalitesi hizla artan bir hastaliktir. Yilizyilin baslarinda
6liime neden olan hastaliklar siralamasinda 7., 8. siralarda yer alirken bugiin birgok iilkede
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci sirayr almistir (Haydaroglu 2007). En sik
goriilen kanser tiirleri erkeklerde akciger(%?22), kolorektal(%12) ve prostat(%]11) iken
kadinlarda ise meme(%26), kolorektal(%14) ve midedir(%7) (TKASKD 1995).

Kanser tiirlerinin dagilimi {lkelere gore farklilik gostermekle birlikte kolorektal
kanserlerin (KRK) gelismis batili iilkelerde dnemli saglik problemlerinden biri oldugu
goriilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri’nde yilda yaklasik 150.000 yeni olgu tespit
edildigi ve bunlarin da yaklasik ticte birinin bu hastaliktan 6ldiigii hesaplanmaktadir.
Ulkemizde saghkli istatistikler bulunmamakla birlikte Saglik Bakanligi verilerine gore
KRK tiim kanserler i¢inde 4.siray1 almaktadir (Li & Kantor 1997, Eser 2007) . 19601
yillardan itibaren KRK  hastalarin 5 yillik sagkalim oranlarinda anlamli artiglar
gozlemlenmistir. Sagkalimdaki bu artis daha radikal cerrahi girisimlerin yaninda cerrahi
Oncesi evreleme, daha iyi patolojik degerlendirmeler ve adjuvan tedavilerin uygulanmasi

sonucudur (Akbulut H. 2005).

Meme kanseri tiim diinyada kadinlarda en ¢ok goriilen kanser tilirlerinin basinda gelir.
Yapilan bazi arastirmalarla ABD'de kadin kanserlerinin %29.7'sini (1998) ve Tiirkiye'deki
kadm kanserlerinin %26'sin1 (1995) olusturdugu tespit edilmistir. insidansinda artisa
ragmen erken tani yoOntemleri ve etkin tedavi yaklasimlariyla mortalitesi azalma

egilimindedir (Onur 2005).

Mide kanseri insidansinda son yillarda bir azalma izlenmektedir. 20.yiizyilin son ¢eyregine
kadar kanser vakalarinin 6nemli bir boliimiinii olusturan mide kanseri diyet, gida
hazirlama yontemleri ve c¢evresel faktorlerin iyilestirilmesine paralel olarak bati
diinyasinda insidansinda anlamli azalmalar izlenmistir (Karpeh M.S. et al. 2001).
Ulkemizde ise mide kanseri hala ¢ok énemli bir sorun olup tiim kanserler i¢inde erkeklerde
2. ve kadinlarda ise 3. siray1 almaktadir. Batidaki insidans patternine paralel olarak da
iilkemizde 6zellikle dogudan batiya dogru bir insidans azalmasi dikkati ¢gekmektedir (Eser

2007) .



Kanser tedavisinde mortaliteyi azaltmak ve sagkalimi artirmak icin farkli birgok tedavi
modaliteleri kullanilir. Bunlar: cerrahi, radyoterapi, kemoterapi-hormon tedavisi ve yeni
tedavi yontemlerinden immunoterapi, sinyal ileti sistemi inhibitorleri, gen tedavisi ve

anjiyogenez inhibitdrleri olarak sayilabilir (Dellabona P. et al. 1999, Terrero M.N. 2004).

Kanser tedavisi i¢in son yillarda ¢ok sayida ila¢ ve yeni tedavi yontemleri gelistirilmis
olmasina karsin giiniimiizde ilerlemis kanser vakalarinda sifa saglayici tedavi segenekleri
hemen hemen yok gibidir. Bu durum o&zellikle kanser gelisim siirecinin karmagiklig1 ve

heniiz aydinlatilmasi gereken ¢ok sayida noktalarin olmasi ile kismen agiklanabilir.

Kanser hiicrelerinin otonomi, kontakt inhibisyon, apoptozisi baskilama, anjiyogenez,
Oliimsiizliikk, invazyon ve metastaz gibi birtakim temel 6zellikleri vardir (Akbulut H. ve

Akbulut K.G. 2005). Bu 6zelliklerden anjiyogenez belki de iizerinde en ¢ok ¢alisilanidir.

Tiimorler besinlerini difiizyon yolu ile saglayarak ancak 1-2 mm c¢apinda kiiclik hiicre
populasyonlar1 seklinde yasamlarimi siirdiirebilirler. Difiizyon yolu ile beslenme daha
biiylik tiimorlerin gelisimi ve bunun sonucunda klinik kanser hastaligi olusturabilmeleri
icin yetersiz kalmaktadir. Tiimoriin biliylimesi, yeterli miktarda besin, oksijen, proteolitik
enzim ve diger gerekli elementleri saglamak i¢in tiimdr anjiyogenezi adi verilen siirecle

yeni kan damarlarinin olugsmasi gerekir (Tobelem 2007).

Anjiyogenez, mevcut damar yapilarindan yeni kan damarlarinin olusmasi anlamina gelir
(Ribatti D. 2004). Fizyolojik durumlarda; menstriiyel siklus boyunca endometriyumda,
yara iyilesmesi boyunca doku rejenerasyonu ya da onariminda, embriyogenez sirasinda
diferansiyasyon ve organ gelisimi i¢in anjiyogenez limitli bir turn-over ile devam eder
(Werther et al. 2000, Maharaj A.S.R. et al. 2007). Fizyolojik durumlarda izlenen
anjiyogenez organizmanin biitiinliigiiniin korunmasi ve dengenin devam etmesi agisindan
Oonem tasirken, tiimorlerde izlenen anjiyogenez hastaligin ilerlemesi ve viicuda

yayilmasinda ¢ok énemli rol oynar (Konukoglu 2005).



Kanser
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Sekil 1.1: Anjiyogezde rol alan fizyolojik ve patolojik durumlar

*Dr. Ayse Sibel Turgutun uzmanlik tezinden alinmustir.



Normalde anjiyogenez siireci ¢ok siki bir denetim altindadir. Anjiyogenez birgok faktor
tarafindan uyarilir ya da inhibe edilir. Tiimorlerde inhibitdr ve uyaricilar arasindaki denge

genellikle uyaricilar lehine bozulur (Zetter B.R. 2008).

Anjiyogenezi uyaran baglica faktorler arasinda damar endotelyal biiyiime faktorii (VEGF),
fibroblast biiyiime faktorii (FGF), anjiyogenin, anjiyotropin, transforme edici biiylime
faktorii (TGF a ve B) ve epidermal biiyiime faktorii yer alirken, inhibitorleri arasinda ise
angiostatin, endostatin ve trombospondin-1 bulunur. Anjiyogenez bu uyaricit ve inhibe
edici faktorler arasi dengesizlik sonucu baglar ve bu durum anjiyogenetik doniisiim

(switch) olarak bilinir (Tobelem 2007).

Anjiyogenezde en potent uyaricilardan biri damar endotelyal biiyltime faktorii (VEGF) diir.
VEGF, ozellikle vaskiiler endotelyum {izerinde anjiyogenik, mitojenik ve vaskiiler
permeabilite arttirici etkileri olan, homodimerik yapida, 45 kDa agirhiginda c¢ok
fonksiyonlu bir glikoproteindir (Tobelem 2007, Kumar H. et al 1998, Wynendaele W. et al.
1999). VEGF'liin timor biiyiimesindeki etkilerini ise su sekilde siralamak miimkiindiir:
Endotelyal hiicre proliferasyonu ve sagkalimi, neovaskiilarizasyonun uyarilmasi, artmis

intratiimoral basing ve konak¢1 immiin cevabinin baskilanmasi (Tobelem 2007).

Kanserli hastalarda serum VEGF diizeyleri ile hastaligin seyri arasindaki iligki uzun
stiredir arastirilan bir konudur . Kanserli hastalarda serum VEGF diizeyleri ile hastaligin
evresi ve prognozu arasinda bir iliski oldugunu gosteren caligmalarin yani sira herhangi bir

iliski gostermeyen ¢alismalar da s6z konusudur .

KRK, meme ve mide kanserli hastalarda serum VEGF diizeylerinin hastaligin prognozunu
belirlemede anlamli olup olmadigini gosteren bir¢cok arastirma yapilmistir. Bazi
aragtirmalarda hastalik derecesini degerlendirmede, adjuvan terapiye ihtiya¢ duyan
hastalar1 segmek i¢in VEGF Ol¢limiiniin anlamli olabilecegi ortaya konulurken bazi
arastirmalar da ise anlamli bir iliski bulunamamistir (Kumar H. et al 1998, Fujisaki K. et
al. 1998, Werther K. et al. 2000, Fidler I. J. et al. 2001, Akbulut H. et. al. 2002, Broll R. et
al. 2001, Gonzales F-J et al. 2007, Karayiannakis A.J. et al. 2002, Berglund A. et al. 2002,
Heer K. et al 2001). Giiniimiizde serum VEGF diizeylerinin yukarida sayilan kanser

tiirlerinde hastaligin prognozu konusundaki rolii hala tartismalidir.



Kemoterapi esas olarak kanser hiicrelerinin dldiiriilmesini hedefleyen bir tedavi seklidir.
Ancak mevcut kemoterapi ajanlarinin degisik kanser tiirlerindeki etkinligi sinirlidir. Bazi
kemoterapi ilaglar1 ise, 6rnegin paklitaksel , diisiik dozlarda kullanildiklarinda tlimérlerin
damarlanmasin1 azaltarak hastaligin kontrol edilmesine yardimec1 olabilmektedir.
Kemoterapi ilaglarinin bu etkilerinin mekanizmas1 tam olarak aydinlatilamamistir.
Anjiyogenezde Onemli bir rol oynayan VEGF’nin timér hiicreleri tarafindan
salgilanmasinin baskilanmasi mekanizmalardan birisi olmaya aday goriinmektedir. Son
yillarda yapilan kemoterapi cevabi ile VEGF diizeylerindeki diisiis arasinda bir korelasyon
oldugunu gosteren calismalar yaymlanmaya baglamistir (Vincenzi et al. 2007). Serum
VEGF diizeyleri bu anlamda kemoterapi ilaglariin bu amagla kullanilmasini belirlemede
yararli olabilir. Fakat bu caligmalarda kemoterapiye iyi yanit veren hastalarda serum
VEGF degerlerinin anlamli olarak diismesi, s6z konusu ilaglarin VEGF’yi baskilamas1 mu
yoksa tiimor kitlesinin kiigiilmesinden mi kaynaklandigi konusu ¢ok net degildir. Biz bu
calismada cesitli kemoterapdtik ilaglarin VEGF iizerindeki etkilerini hem in vivo olarak
metastatik kanserli hastalarda ve hem de in vitro olarak hiicre kiiltiirlerinde arastirmay1

amagcladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Karsinogenez

Kanser genetik bir hastaliktir. Kanser gelisimi ile ilgili degisik teoriler olmakla birlikte
hiicreler karsinogenez siirecinde genetik degisikliklerin ve cevresel faktorlerin etkisiyle
cok basamakli bir siire¢ i¢inde bazi temel 6zellikler kazanir. Kanser hastaliginin ortaya
cikabilmesi i¢in tiimdr hiicrelerinde mutlaka bulunmasi gereken 6zellikler baslica otonomi
(bagimsiz ¢ogalabilme), kontrolsiiz ¢ogalma (kontak inhibisyon kaybi1), apoptozisin
baskilanmasi, anjiyogenez, 6liimsiizliik, invazyon ve metastaz yetenegidir. Bu 6zelliklere
sahip olan hiicrelerin ¢ogalmasi ile kanser hastaligi ortaya ¢ikar (Akbulut H. ve Akbulut
K.G. 2005).

Kanser hiicrelerinde izlenen bu fonksiyonel degisikliklere hiicrelerin genetik materyalinde
meydana gelen bazi degisiklikler neden olur. Karsinogenez siirecindeki genetik
degisiklikler genel olarak ; genomik dayaniksizlik, kromozom kaybi, kromozomlarin
yeniden diizenlenmesi veya insan kromozomlarinin lokuslarina yabanci DNA dizilerinin(

genellikle viral DNA dizileri) girmesi seklinde 6zetlenebilir (Fiskin K. 2002).

Genlerde izlenen degisikliklerin bir kismi kalitsal olabildigi gibi onemli bir kismi ise
cevresel faktorlerin etkisiyle ortaya c¢ikmaktadir. Cevresel faktorler arasinda ise
radyasyonu, beslenme tarzi gibi kisisel aligkanliklari, meslekle baglantili olarak bazi
ajanlara siirekli maruz kalma durumundaki, 6rnegin akciger kanserinde asbestoz, arsenik
iliskisi, 16semi de benzen iliskisi, kanser gelisimini saymak miimkiindiir (Fiskin K. 2002 ,

Bilir N.2007).



2.1.1. Hiicre Dongiisii ve Kanser

Normalde hiicreler proliferatif uyaranlara bagli olarak gereken durumlarda boliiniirler.
Kanserli hiicrelerde ise mutasyonlar sonucunda normal hiicrelerde goriilen kontrollii
bliylime siireci kaybolmustur (Evan G.I. and Vousden, K.H 2001). Kanser hiicrelerinde

siklikla hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde bir defekt s6z konusudur (Figkin K. 2002).

Hiicre dongiisii biri G2/M gegisi, bir digeri S fazina girmeden onceki ge¢ G1 fazinin da
dahil oldugu noktada ve M kontrol noktasinda olmak iizere farkli noktalarda denetlenir

(Fiskin K.).

Feplike clmamms Eromozonmm
vada yanhs siralanmas:
Hasarh DNA -

Hasarh DNA

Sekil 2.1: Hiicre Siklusu Kontrol Noktalar:

*The cell, A Molecular Approach Second Edition, Geoffrey
M. Cooper, Figure 14.8’den uyarlanmistir.

Bu denetim noktalarinin her birinde, ilgili proteinlerce dongiiniin ilerlemesine veya
durmasina karar verilmektedir. Bu kararlarin verilmesinin kontrolii, hedef proteinleri secip
fosforile eden bir enzim ailesinden olan protein kinazlar ve hiicre dongiisiiniin islerligini

kontrol eden siklin adl1 proteinler tarafindan yapilir (Fiskin K. 2002).

Ik kontrol noktas1 ge¢ G1 fazi olup hiicrenin G1 fazini terkedip S fazina gegebilmesi igin
DNA’nin hasarsiz olmas1 gerekmektedir. Aksi takdirde hasar onarilana kadar hiicre bu

kontrol noktasinda durur. Hasar onarilamayacak boyutta ise birka¢ saat alan Gl



noktasindaki bu durma p53’lin girmesiyle uzatilir (Cabadak, H. 2008, Kastan, M. and
Bartek, J. 2004).

Kanser hiicrelerindeki genetik bozuklugun en Onemli nedenlerinden biri  hiicre
dongiisiiniin kontroliinlin herhangi bir basamakta bozulmasini saglayan mutasyonlardir.
Ornegin G1 kontrol noktasinda gérev alan kinazlar1 ya da siklinleri kodlayan genlerde
meydana gelen mutasyonlarin hiicrelerin malign doniisiimiinde 6nemli rol alabilecegi
diisiiniilmektedir (Figkin K. 2002). Ayrica G2 fazinda tamir mekanizmalarindan kagmis
hasarli DNA veya replike olmamigs DNA varsa bu fazda kontrol edilir.

Buna ek olarak, tam bir kromozom takiminin yavru hiicrelere gegmesini saglamak tlizere
kromozomlarin mitoz sirasindaki dizilimlerini kontrol eden M kontrol noktas1 bir diger
onemli kontrol noktasidir. Eger, hatali dizilim sonucu kromozomlarin tam bir takiminin
yavru hiicrelere dagiliminda bir problem olursa hata giderilinceye kadar mitoz fazinin

metafazinda siklus durur.

Ozetle, normal hiicreler DNA sekansinda olusan hasarl niikleotidleri normal molekiillerle
degistirme, tamiri olanaksiz DNA hasarinda ya da yanlis, eksik, gereksiz olarak fazla
transkribe olmus DNA s6z konusu oldugunda ise apoptoz adini verdigimiz mekanizmanin
devreye girmesi gibi hatalar1 saptayan, yok etmeye ¢alisan mekanizmalara sahiptirler.
Sonug olarak, kontrol noktalar1 genetik defektlerin diizeltilmesi i¢in hatalarin saptanmaya
calisildig1 onemli yerlerdir. Boylece, DNA’sin1 sadece dogru bir sekilde ve tam olarak

replike etmis hiicrelerin dongiide ilerlemesine izin verilir.

Buna karsilik kanser dokusunda hizli bir hiicre ¢ogalmasi ve dokunun biiyiimesi s6z
konusudur. Kanser dokusunun biiyiimesinde belli basli 4 ana mekanizma onemli rol

oynamaktadir:



1. Apoptozis mekanizmasindaki problemler,

2. Hiicre proliferasyonunu istenmeyen bicimde uyaran genetik defektler,
3. Tiimér baskilayici genlerdeki bozukluklar ve

4. Tiimor anjiyogenezi.

Apoptozis:

Apoptoz, kanser gibi patolojik olaylarda onemli oldugu kadar fizyolojik olaylarda da etkin

rol oynamaktadir.

Hiicre yapim-yikimi apoptozun rol aldigi énemli fizyolojik olaylardan biridir. Ornegin;
deri, barsak epiteli, kan hiicreleri gibi hiicre yapim-yikiminin hizli oldugu dokularda
yaslanan hiicreler apoptozla ortadan kaldirilir ve yerine yeni hiicrelerin yapimi saglanir.
Apoptoz ayrica, fetusun implantasyonundan organogenezise kadar tiim gelisim siirecinde
yani embriyogenezde, metamorfozda, insanin embriyolojik gelisiminde; parmak
aralarindaki zarin, sinir sisteminde istenmeyen noronlarin ortadan kaldirilmasinda, kurbaga
tetarinda kuyrugun ayrilmasinda, eriskinde hormona bagli involiisyonda; Ornegin
menstriiel siklusta endometriyal hiicre yikiminda, menapozda folikiil atrezisi, laktasyonun
kesilmesinden sonra meme bezlerinin kiigiilmesinde ve bagisiklik sistemi hiicrelerinin
secimi gibi pek ¢ok olayda rol alir. Ek olarak, yenidogan timusunun involusyonu
sonucunda T lenfositlerin yaklasik %98’inin seleksiyona ugradig: bilinmektedir. Ayrica B
hiicrelerinde de lenfositlerinin duyarli oldugu uyaranla yeniden karsilagsmasi durumunda
hazir bulunmasini saglamak amaciyla apoptozun baskilandigi belirtilmektedir (Tomatir

2003).

Apoptoz genetik olarak diizenlenir, hatali ya da hasarli DNA’nin apoptozis ile yok
edilememesi sonucunda kromozom sayisinin korunumunda devamlilik saglanamaz ve
anoploidi gibi istenmeyen durumlar olusur (Melet A vd, 2008) Kanserli hiicrelerde
genellikle apoptozis baskilanmistir. Bunun sonucu olarak tiimor dokusu stirekli biiyiime

egilimindedir.



Genetik defektler:

Kanser ile ilgili ti¢ sinif gen vardir: onkogenler, tiimor baskilayici genler ve DNA onarim

genleri.

Protoonkogenler normal hiicrelerde hiicre boliinmesinin  kontrolli  bir  sekilde
gerceklestirilmesinden sorumludur. Hiicre membranindaki resptére baglanan biiylime
faktoriinden, reseptdre ve g¢ekirdege kadar giden yolakta rol alan tiim protonkogenler
gerektigi zamanlarda aktivite gostererek normal hiicre boliinmesi olaylarini kontrol ederler.
Bu siiregte rol alan genlerden herhangi birisinde aktivasyonu arttirict yonde bir degisiklik,
mutasyon, meydana gelirse bu durum genellikle hiicre ¢ogalmasinin kontroliiniin
kaybomasi ile sonug¢lanir. Hiicre boliinmesinin diizenlenmesi i¢in, bu genlerin ve/veya bu
genlerin irilinlerinin inaktiflestirilmis durumda olmalar1 gerekmektedir. Protoonkogen
mutasyonlarinin sonucunda onkogen adimi verdigimiz kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasinin

uyarilmasina neden olan genler olusur (Figkin K. 2002).

Biiyiime faktorleri, bliylime faktori reseptorleri, sinyal iletim proteinleri ve transkripsiyon
faktorleri onkogenlere Ornektir. En iyi bilinen onkogenler: RAS, c¢-MYC, RET, MET,
CDK4, BCR/ALB, BCL2’dir (Kopnin, B.P. 2000).

Tiimor baskilayict genler:

Tiimdr baskilayict genler diger adlariyla anti onkogenler hiicre bdliinmesini durdurur.
Yaptiklart islev genelde onkogenlerin tersi yoniindedir ve inaktivasyonlar1 sonucu timor

gelisimi s6z konusu olur (Akbulut H. ve Akbulut K.G 2005).

Tiumor baskilayici genler ilk kez herediter ve sporadik formlari olan ve ¢ocukluk ¢aginda

en sik goriilen goz ici tiimorii retinoblastomda tespit edilmistir (Figkin 2002).

Tiumor baskilayict genlere 6rnek olarak pro veya antiapoptotik proteinler, hiicre siklusu
kontrol proteinleri, DNA tamir proteinleri, hiicrelerarasi iletisimde gorevli proteinler
verilebilir. En iyi bilinen tiimor baskilayici gen pS3 geni olup digerleri: RB1, WT1, NF1,
NF2, DCC, BRCA1, BRCAZ2 dir (Kopnin, B.P 2000).

Alfred Knudson’in 1971 yilinda “ikili vurus” hipotezinde de 6nermis oldugu gibi tiimor-

baskilayict genin her iki allelinde olusan mutasyonlar kanser gelisimini baslatmakta iken
10



onkogenin tek kopyasinda meydana gelecek bir mutasyon kanser gelisimini

baslatabilmektedir (Fiskin K. 2002, Knudson 1971).

DNA onarim genleri ise baz kesip ¢ikarma (BER), hasarin direkt geriye dondiiriilmesi,
yanlis eslestirme onarimi (MMR), niikleotid kesip ¢ikarma (NER), homolog
rekombinasyon gibi aktivitelere sahip olup hiicre dongiisii siiresince olusan mutasyonlarin

onarilmasini saglamaktadirlar (Wood 2001).

Onkogenler, tiimor baskilayici genler ve DNA onarim genleri kanserle baglantili
mutasyonlarda ana neden olmakla beraber mutasyonlar ayni zamanda karsinojenleri aktive
ya da deaktive eden genlerde, hiicre sinyal genlerinde, hiicre dongiisii kontrol noktalari
genlerinde, hiicresel diferansiyasyon genlerinde, metastaz genlerinde, hiicresel senesans

genlerinde de olabilir (Pierotti MA 2003).

Titmér anjiyogenezi
Kanser ile ilgili gen bozukluklarinin yani sira pek ¢ok kanser hiicresi kendi biiylimesini

stimiile eden biiylime faktorleri iiretir. Bu da kanserin ilerlemesine zemin hazirlar.

Yeni damar gelisimi olmayan tiimorler asemptomatik lezyonlar olarak kalir. Bu, tiimorlerin
damar gelisimi olmaksizin nasil yillarca yasami tehdit etmeyecek sekilde dormant halde

kaldiklarinin en iyi agiklamasidir (Zetter, B.R. 2008).

Tiimorlerin salgiladiklar biiytime faktorleri icinde Vaskiiler Endotelyal Biiylime Faktorii

(VEGF) anjiyogenez olusumunu saglayan primer sitokindir.
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2.2. ANJIYOGENEZ
2.2.1. Anjiyogenez ve VEGF Arastirmalar Tarihge

Anjiyogenez, mevcut vaskiiler yataktan yeni kan damarlarinin olugsmas1 anlamma gelir
(Tobelem 2007, Wynendaele et al. 1999, Gonzales et al. 2007, Salven et al. 1997, Puchner
et al. 2000, Kut et al. 2007, Larsson et al. 2002, Donati et al. 2008, Konukoglu vd. 2005).
Solid tiimorlerde anjiyogenezin onemi ilk kez 70'li yillarin baslarinda Folkman ve
arkadaslarinin caligmalar1 ile ortaya konmustur (Donati et al. 2008). Anjiyogenez
mekanizmasi uzun yillardir arastirilmasina ve iyi bilinmesine karsin anjiyogenezin en iyi
hangi sekilde hedeflenecegi halen arastirilmakta olan konular arasindadir (Liao et al.

2007).

Anjiyogenez ve Damar Endotelyal Biiylime Faktorii arastirmalari oldukca eskiye
dayanmaktadir: 1800 yil1 sonlar1 Rudolf Virchow ve diger alman patologlar bazi insan

tiimorlerinin oldukca vaskiilerize oldugu ¢ikariminda bulunmuslardir (Ribatti,2004 (a)).

1971 yilinda Folkman ve arkadaglar1 “endotelyal hiicreler i¢in mitojenik olan ve yeni
damarlarin yapilmasindan sorumlu olan” o zamanlar “Tiimdr Anjiyogenik Faktor” (TAF)
olarak tanimlanan ve bugiin i¢in Vaskiiler Endotelyal Biiylime Faktorii (VEGF) olarak
bildigimiz faktorii izole etmeye ¢alismislardir (J.Folkman et al. 1970).

DiFUzYON PERFUZYON

Sekil 2.2: Tiimoér Anjiyogenez Faktor.
T.A.F,bugiin bilinen adiyla VEGF’in tiimor anjiyogenezindeki Oneminin ortaya konuldugu J.Folkman’in
onemli makalesinde T.A.F’in angiyogenezde &nemli oldugu ve bloke edilirse tiimoriin kiigiik bir ¢apta

tutulabilecegi agiklantyor.

*J. Folkman et al. 1970. Isolation of a tumor factor responsible for angiogenesis adli makalesinden uyarlanmustir.
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Daha sonraki yillarda degisik arastirict gruplari vaskiiler sizintiy1 kontrol eden proteinleri
saflagtirmaya calismiglardir. 1989 yilinda Ferrara ve arkadaslar1 yalnizca endotelyal
hiicreler i¢in mitojenik olan bir protein izole etmisler ve bu 6zelliginden dolay1 bu proteine

Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF) ismini vermislerdir (Ferrara N vd 1989)..

Bu caligmalari takiben VEGF ekpresyonunun en ¢ok tiimdriin iskemik bolgelerinde oldugu
gozlemlenmis ve bu gozlemler dogrultusunda hipoksinin tiimor anjiyogenezinde anahtar
bir ¢evresel tetikleyici olabilecegi ortaya ¢ikmistir. Ayrica endotel membraninda VEGF ve
diger anjiyogenik faktorlerin baglanabilecegi VEGFR-1 (FLT1) ve VEGFR-2 (KDR) adi

verilen iki adet tirozin kinaz reseptorii tanimlanmistir (Hicklin DJ vd 2005).

1996 yilinda faredeki tek bir VEGF alelinin susturulmasi (knockout) embriyogenik 6liimle
sonuglanmasi , VEGF nin tiimdr anjiyogenezi gibi patolojik anjiyogenez yanisira normal

embriyonik gelisim icin gerekli oldugunu ortaya koymustur (Carmeliet, P. et. al. 1996).
2.2.2. Anjiyogenez Olusum Basamaklan

Kan damarlar1 iki farkli asamada olusur. Oncelikle, embriyonik gelisim boyunca ilk
vaskiiler yap1, anjiyoblast adiyla da bilinen endotelyal prekiirsor hiicrelerin vaskiilojenez
olarak bilinen bir siiregte diferansiyasyonu ile olusur. Anjiyogenez ve vaskiilogenez
ayrimindaki ince nokta yukarida da belirtildigi iizere vaskiilogenezin primer damarlari
olusturmasi, anjiyogenezin ise bu primer damarlardan dallanma sonucuyla yeni damar
olusturmasidir. Primer kapiller pleksus olustugunda, yeni kan damarlar1 anjiyogenez ile
fonksiyonel ve organize bir damar ag1 olustururlar. Anjiyogenik dallanmayi anjiyogenez
aktivatorleri ve inhibitorleri arasindaki denge diizenler (Liao et al. 2007, Maharaj et al.
2006, Maharaj et al. 2007). Anjiyogenez basamaklarini maddeler halinde 6zetleyecek

olursak:
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1. Vazodilatasyon

Oncelikle, kan damarlar1 vazodilatasyona ugrar, bu basamak VEGF ve Nitrik Oksit (NO)
tarafindan basarilir. VEGF vaskiiler gecirgenligi de arttirarak vazodilatasyona katkida
bulunur. Vaskiiler gecgirgenligin artisiyla VEGF ve plazma proteinleri ekstravaze olabilir
ve endotelyal hiicrelerin gocii igin gerekli ekstraseliiler matriksin olusumu saglanir. Bu

siireg vaskiiler gecirgenlik inhibitorlerince diizenlenir (Liao et al. 2007, Maharaj et al.

2006).

2. Bazal Membran ve Ekstraseliiler Matriksin Proteolizi

Matriks Metalloproteinaz (MMP) ad1 verilen enzimlerle ekstraseliiler matriks proteinleri
degrade edilir dolayisiyla damar stabilizasyonu bozulur ve endotelyal hiicreler,
hiicreleraras1 kontaklarin1 kaybeder ve onlar1 destekleyen diiz kas hiicrelerinden ayrilirlar.
MMP'ler ekstraseliiler matriksi pargalayip ortaya ¢ikan bosluklarda endotelyal hiicreleri
rahatlikla go¢ edebilir (Donati et al. 2008, Liao et. Al. 2007).

3. Endotel hiicrelerin proliferasyon ve migrasyonu

Endotelyal hiicreler ECM ve BM yikimim takiben goglerini uyarict birgok faktoriin etkisi
ile uzak bolgelere dogru ilerler (Liao et. Al. 2007). Bu uyarici1 faktorler arasinda endotelyal

hiicrelere spesifik davranan ve en iyi bilineni VEGF dir.

4. Liimen olusumu ve olgunlasma

Normal fizyolojik kosullar altinda endotelyal hiicrelerle siki bir iligki halinde bulunan
perisitler yeni damarlarinin olusturulmasi igin yikilan bazal membrani takiben ayrilirlar.
Bazal membran yikimi sonrasi endotelyal hiicreler uyaranin geldigi yone go¢ ederler.
Perisitler go¢ kolonuna cekilir ve yeni olusturulan kan damarlarini c¢evreleyen bazal
lamina olusturulur. Yeni olusan damarlarda perisit, endotelyal hiicreleri birlikteligi

sayesinde damar yapisi yillarca stabil olarak korunur ( Liao et. Al. 2007).
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Aktivatérer Inhibitérler

VEGF, iINOS Trembospondin-1
FGF, EGF Anjiyostatin
PDGF Platelet faktar-4
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Sekil 2.3: Anjiyogenez olusum basamaklari.

(a) endotelyal hiicre (koyu gri) ,bazal lamina (siyah ¢izgi) ve perisit (agik gri) birlikteligindeki normal damar yapisi. (b)
bazal membran yikimini takiben perisit ayrilmasi. (c) anjiyogenik uyarana dogru endotelyal hiicrelerin gocii. (d) bazal
membranin konumlanmasi, perisit tutunmasi ve liimen olusumu.

*Hypoxia: A key regulator of angiogenesis in cancer adli makaleden uyarlanmistir.

2.2.3. Anjiyogenik Doniisiim

Cogu dokuda anjiyogenez diizenlenmesi uyarict ve inhibe edici faktorlerin dengesi
tarafindan kontrol altinda tutulmaktadir. Anjiyogeneze gereksinim duyuldugunda ya
anjiyogenik uyaricilarin seviyesinde bir artis ya da anjiyogenik inhibitdrlerin seviyesinde

bir azalig olur (Zetter 2008).

2.2.4. Anjiyogenik Aktivatéorler ve Inhibitorler

Anjiyogenezin en potent aktivatori VEGF’dir. Bunun disinda anjiyogenezin diger

aktivatorleri ve inhibitorleri Cizelge 1’°de gosterilmistir.
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Cizelge 1.1: Anjiyogenik faktorler ve anjiyogenezi dnleyen faktorler

Anjiyogenik Faktorler

Anjigenezi Onleyen Faktorler

VEGF ( Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii)
PGF (Plasental Bilyiime Faktorii)

FGF (Asidik, bazik fibroblast biiytime faktor)
FGF-3 (Fibroblast Biiyiime Faktor-3)

FGF-4 (Fibroblast Biiyiime Faktor-4)
TGF-a(Transforme edici biiyiime faktor-o)
TGF-p (Transforme edici biiylime faktor-f)
EGF (Epidermal biiyiime faktor)

HGF  (Hepatosit biiyiime faktor)

TNF-a (Timoér nekroz faktor- o)

PDGF (Trombosit kaynakl biiyiime faktor)
GCSF (Graniilosit koloni uyaran faktor)

IL-8  (Interlokin-8)

Anjiogenin

Proliferin

Trombospondin-1

Anjiostatin

Endostatin

Vazostatin

Vaskiiler endotelyal biiytime faktorii
inhibitorii

Trombosit faktor-4 fragmani
Prolaktin derivesi

Restin

Proliferinle ilgili protein

Interferon o-B

Anjiopoetin-2

Antitrombin-3 fragmant

Interferon ile indiiklenebilen protein
10

>l‘Cerrahpasa tip dergisi Cilt (Say1) 36 (1), Anjiyogenezin Temel Molekiiler Mekanizmalart ve Tiimor Anjiyogenezi adli

makaleden alinmistir.

Yukarida belirtilen anjiyogenik faktorlere ek olarak anjiyogenik doniisiimiin 6nemli

fizyolojik diizenleyicisi olan hipoksi, ayrica diisiik pH, hipoglisemi, inflamasyon, onkogen

aktivasyonu, tiimor baskilayic1 genlerin delesyonu anjiyogenezi tetikleyen etmenler

arasindadir (Fidler L. J. et al. 2001).
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2.3. VASKULER ENDOTELYAL BUYUME FAKTORU
2.3.1. Genel Bilgiler

VEGF, tiimor anjiyogenezinde rol alan + 45 kDa homodimerik yapili, spesifik olarak
vaskiiler endotelyum {izerinde etkili bir glikoproteindir [10,15]. Vaskiiler endotelyal

hiicrelerin gelisiminden, sagkalimindan ve proliferasyonundan sorumludur (Kut et al.

2007).

Insan VEGF geni kromozom 6p21.3’te lokalize olup 7 intron ile ayrilan 8 exonun alternatif
degisimleri ile olusur (Broll et al. 2001). VEGF gen ailesi VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D ve PIGF,Plasental Biiyiime Faktorii, olmak iizere 5 {iyeden olusur . VEGF ile
genellikle VEGF-A ifade edilmektedir. VEGF-A ailesinde alternatif splicingler sonucu
olusan farkli izoformlar bulunmaktadir (Wynendaele et al. 1999, Stefanini et al. 2008).
Olusan izoformlar , rakamlar igerdigi aminoasit sayist olmak tiizere, baglica 5 tanedir:
VEGF 121 145,165,189.206 (Yazir 2007). Bu farkli varyantlar heparine baglanma 6zelliklerine
gore kendi aralarinda ayrilirlar. Biiyiik olan formlardan VEGF, 39 ve VEGF,06’nin heparine
afiniteleri yiiksektir, dolayisiyla hiicre yiizeyine ve ECM ‘e kuvvetle baglanirlar. Kiiciik
olan formlar yani VEGF,;; ve VEGF¢s ise heparin baglanma domainleri az yada yetersiz
oldugu i¢in ¢oziinebilen proteinlerdir. Bu nedenle VEGF,; ve VEGF 45’1 ELISA gibi
immunoassay yontemiyle serumda tespit etmemiz miimkiindiir (Broll et al. 2001, Liao et
al. 2007). Kanda tespit edilen VEGF’iin ¢ok biiyiik kism1 VEGF 65 dir (Karayiannakis et
al. 2002, Stefanini et al. 2008). Ayrica ¢6ziinebilen izoformlarin hiicre yiizeyine baglanan
formlardan daha fazla tiimorijenik ve anjiyogenik Ozellikleri oldugu one siiriilmiistiir

(Garvin et al. 2003).
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2.3.2. VEGF Reseptorleri

VEGEF etkilerini tirozin kinaz reseptdrleri lizerinden gosterir. Bunlar: VEGFRI (Flt -1, fins-
benzeri tirozin kinaz- 1) ve VEGFR2 (Flk-1, fotal karaciger kinaz -1/Kinaz domaini igeren

reseptor) dir (Stefanini et al. 2008).

Reseptor tirozin kinazlar bir hiicredis1 ligand baglama domaini, bir transmembran
domaini ve bir de stoplazmik tirozin kinaz domaini olmak iizere {ii¢ domaine sahip

transmembran proteinlerdir (Carpenter C. L. et al. 2001).

PIGF VEGF-E VEGF-C
VEGF-B VEGF-A VEGF-F VEGF-D

N oy W%

VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3

Kan damarlarinin olugumu Lenfatik damariarin olusumu

Sekil 2.4: VEGEF ailesi ligand ve reseptorleri

*The role of VEGF receptors in angiogenesis; complex partnerships adli derlemeden
uyarlanmustir.

Reseptoriin adindan da anlagildig: lizere reseptor uyarimi sonucu reseptoriin stoplazmik
bolgesindeki tirozinden fosforillenme olur (Carpenter C. L. et al. 2001). Fosforillenme
sonucu —SH, domaini olarak bilinen polipeptit segmentlerinin bu fosforillenen yapiya
baglanmalaria olanak saglanmis olur. Bdylece ilgili birgok protein birbiriyle etkilesime
girerek neticede kinaz kaskadiin son hedefi olan transkripsiyon faktorleri fosforillenir.
Boylece gen transkripsiyonunda degisimler sonucunda anjiyogenezin uyarilmasi, vaskiiler
permeabilitenin artmasi, mitojenez ve saglikli endotelyal hiicrelerin kemotaksisiyle ilgili

genlerin ekspresyonu artar (Igbal et al. 2004, Dogan 2004).

Saglikli dokudaki VEGF dagilimma bakildiginda VEGF’iin yaklagik yarisindan

fazlasinin reseptor tirozin kinaz VEGFR2 ve ko-reseptorii Norofilin-1 ile kompleks
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yapmis olarak bulundugu goriiliir. Hastalikli dokularda ise bu oran %]15'lere kadar

diisebilir (Stefanini et al. 2008).

A 10,000 NRP1 100,000 NRP1
VEGF1g5 VEGF121 Saghikh doku Kan igin Timor i¢in Timor
- R

e 5

[ 6 Toplam ""|
[
\ VEGF /

VEGF dagilimi
//. =
. ol

10,000 NRP1 100,000 NRP1

B VEGFR1 VEGFR2 NRP1 igin Tiimde icin Timor

Toplam
. VEGFR
v /

Baglanmanus reseptar ’ 2 . . )
ECGF.; B W
VEGF,,, il Il B BN 0N = = L

Reseptor dolulugu

Sekil 2.5: VEGF ve dokulara gore reseptor dagilimi.

*Stefanini et al. 2008. A compartment model of VEGF distribution in blood,healthy and diseased tissues adli makaleden
uyarlanmugtir.

Tiimdr yapisinda ise VEGF’iin yarisindan fazlasinin ECM’e bagli oldugunu, geri kalan
anlamli miktarin ise yine VEGFR2 ve ko-reseptorii Norofilin-1 ile kompleks yapmig halde
bulundugu goriiliir (Stefanini et al. 2008).

Reseptor dagiliminda ise saglikli dokuda ve tiimoér dokusunda benzer yiizdeler goriilmekte
olup VEGFR2’nin dagilimi diger reseptorlere oranla fazladir ve ikinci sirayr VEGFRI1-
NRP1 reseptor kompleksi alir.
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2.4. Kolon kanseri

Kolorektal kanserler iilkemizde ve diinyada sik goriilen kanserlerden biridir. Kolorektal
kanser (KRK), ozellikle gelismis iilkelerde ana saglik problemlerinden birini
olusturmaktadir. Etyolojisine bakildiginda temelde kolon mukozasindaki epitelyal

hiicrelerin genetik degisim siireci s6z konusudur.

Kalin bagirsak kanserini tetikleyen faktorler arasinda mutajen etkilere yatkinlik, fekal
mutajenler, kirmiz1 et tiiketimi, safra asitleri, yetersiz vitamin ve mineral alimi sayilabilir
(Skibber, J.M. et. al. 2001). Bu faktorlerin yani sira ailesel adenomatdz polipoziskoli
(FAP) ve Herediter non-polipozis kolorektal kanser (HNPCC) gibi genetik yatkinlik

durumlar1 da s6z konusudur (Asmis T.R. et al 2008).

Esas tedavisi cerrahi olmakla beraber sadece cerrahi tedavi ile hastalarin 6nemli bir
kisminda cerrahiyi takibeden ilk 3 yil i¢inde niiksler ortaya ¢ikar. Son yillarda metastatik
kanser tedavisinde kullanilmaya baslanan irinotekan, oksaliplatin gibi yeni kemoterapi
ajanlar1 ve bevacizumab ve cetuximab gibi monoklonal antikorlar hastalarin sagkaliminda

onemli ilerlemeler saglamistir (Dogan M, Akbulut et al. T. Klinikleri 2009).

KRK ‘de kullanilan kemoterapi ilaglarmma bakildiginda 5-FU’in 1957 yilinda ilk kez
kesfinden beri siklikla kullanilmakta oldugunu gérmekteyiz (Skibber J. M. et al. 2001).

Son on yildir 3 sitotoksik ajan: oksaliplatin, irinotekan ve katesitabin ve 3 biyolojik ajan:
bevasizumab, cetuximab ve panitumumab tedaviye eklenmistir. Metastatik hastalikta
standart tedavi fluoropirimidin temelli kombinasyon tedavisidir. Siklikla 5-FU, Lékovorin
ve Oksaliplatin kombinasyonu: FOLFOX yada 5-FU, Lokovorin ve Irinotekan
kombinasyonu (FOLFIRI) kullanilmaktadir (Zuckerman D.S. et al 2008).
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2.5. Meme kanseri

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser tiiriidiir. Bir kadinda yasami boyunca
meme kanseri gelistirme riski %10-12.2 olup baska bir ifadeyle her 8-10 kadindan birisinin

meme kanserine yakalanma riski oldugunu ifade eder (Onur 2005).

Seksenli yillarda bir¢ok onkogenin ve baskilayic1 genin kesfedilmesiyle hastaligin
progresyonu ve biiylime faktori ile steroid diizenleyici yolaklarla iligkisi aydinlatilmaya

baslanmistir (Dickson R. B. et al. 2001).

Meme kanserindeki temel genetik defekt TP53 (p53), PTEN, Rb, BRCA-1, BRCA-2 gibi
tiimor baskilayic1 genlerdeki heterozigotlugun kaybolmasi (LOH) ya da C-ERBB2 ve C-
MYC gibi onkogenlerdeki amplifikasyonlardir (Dickson R. B. et al. 2001).

Son yillarda meme kanseri insidansinda artis olmasina ragmen hastaligin mortalitesinde
azalma s6z konusudur. Hastaligin tedavisinde erken evrelerde cerrahi ve radyoterapi ile
birlikte adjuvan amagh olarak uygulanan hormonal tedavi ya da kemoterapi hastalarin

sagkaliminda 6nemli iyilestirmeler saglamistir. (Dickson R. B. et al. 2001).

Meme kanseri esas olarak kemoterapiye duyarl bir tiimordiir. Metastatik hastalikta sifa
saglanamasa bile kemoterapi ve eger hormon reseptorleri pozitif ise tamoksifen veya

aromataz inhibitorii ilaglarla uzun siireli yasam saglanabilmektedir.
En sik kullanilan kemoterapdtikler antrasiklin grubu (6rn:Doksorubisin) ve taksan grubu

(paklitaksel ve dosetaksel) ilaglardir. Son yillarda bevacizumab ve sorafenib gibi anti-

anjiyojenik ilaclarin da meme kanserinde etkili oldugu gosterilmistir (Onur H 2005).
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2.6. Mide kanseri

Mide kanseri tiim diinyada kanser baglantili 6liimler arasinda ilk siralarda yer almaktadir

(Moehler 2008).

Bati iilkelerinde gastrointestinal sistem kanserleri arasinda kolon kanserinden sonra ikinci

sirada goriiliirken tilkemizde birinci sirada yer alir (Eser 2007).

Tiim diinyada distal gastrik kanserin insidansinda azalma olmasina ragmen proksimal
kanserler (kardiya ve gastro-O6zafagel baglantida lokalize olan) artis gostermektedir

(Moehler 2008).

Mide kanseri gelisme riskini arttiran faktorler arasinda kotii hijyenik kosullarda saklanmis
yiyecekler, asir1 tuz ve nitrat tiilketimi, sigara gibi ¢evresel faktorlerin yani sira
Helikobakter pilori de 6nemli bir etkendir. Bunlarin yani sira ailevi yatkinlik, Li Freumeni
sendromu ve herediter nonpolipozis koli sendromu, gibi kalitimsal durumlar ve atrofik
gastrit, pernisiydz anemi de mide kanseri riskini arttiran faktorlerdendir (Karpeh M.S et al.

2001).

Hastalarin 6nemli bir kismi ge¢ donemde tani aldigi icin kiiratif cerrahi tedavi sansi
bulunmamaktadir. Hastaligin sik goriildigii Japonya'da rutin tarama yontemleri ile
hastaligin erken yakalanmasi sonucu yapilan cerrahi tedavi ile 5-yillik sagkalim oranlari

%90'n1n tizerine ¢cikmistir (Moehler 2008).

Bati tilkelerinde ve iilkemizde ise hastalarin 6nemli bir kismi klinige ge¢ bagvurdugu igin
hataligin kiiratif tedavi sansi1 ne yazik ki ¢ok azdir. Cerrahi tedavi uygulanan hastalarin
yaridan c¢ogu niiksetmektedir. Niikseden hastalarda ve metastatik donemde basvuran

hastalarda ise tek tedavi secenegi kemoterapidir (Moehler 2008).

Mide kanseri kemoterapisinde 5-florourasil dnemli bir yer tutmaktadir. Bunun yani sira
irinotekan, dosetaksel ve sisplatin de rutin tedavide yaygin olarak kullanilan kemoterapdtik

ilaclardir.
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2.7. KANSER TEDAVIiSi: KEMOTERAPI

Kemoterapi kelimesi ilk kez Paul Ehrlich tarafindan ortaya atilmistir. Bu tedavi
yonteminde bir¢ok kemoterapi ilact kullanilmakla birlikte 1. Ve II. Diinya Savasinda
Ingiltere tarafindan gizli gaz programi kapsaminda kullanilan alkilleyici ajanlar
kemoterapoétik ilaglarin ilk sinifin1 olustururlar. II. Diinya Savasinda bu ajana maruz kalan
kisilerde ilik ve lenfoid hipoplazisi saptanmis ve daha sonralar1 hematolojik neoplazmlarda

bunun gibi ajanlarin direkt uygulanimi s6z konusu olmustur (Chu E. et al. 2001).

Alkilleyici ajanlarin  disinda  kemoterapide kullanilan pek ¢ok kemoterapotik
bulunmaktadir. Platin ilaclardan oksaliplatin, antimetabolitlerden 5-fluorourasil,
topoizomeraz etkilesimli ilaglardan irinotekan, antimikrotiibiil ajanlardan dosetaksel ve

paklitaksel, antibiotiklerden adriamisin bunlardan 6nemli birka¢idir (Pamir A. 2001).

Oksaliplatin: Oksaliplatin, bir diaminosiklohekzan platin olup etki mekanizmasi tam
olarak bilinmemekle birlikte DNA da zincir i¢i ve zincirler arasi ¢apraz baglanmalar
yaparak DNA replikasyonunu ve transkripsiyonu engellemek suretiyle etki gosterdigi

distiniilmektedir (Asmis T.R. et al 2008, Punt 1998).

Ik kez 1996 yilinda metastatik kolon kanserinde kullanilmak iizere Avrupa’da ve 2002
yilinda da ABD de onay almistir. Metastatik kolorektal kanserli hastalarda birinci
basamakta infiizyonel 5-FU ve Folinik asitle kombine edildiginde kontrol koluna gore
belirgin sagkalim avantaji saglamaktadir. Evre 2 ve 3 KRK i hastalarda hastaliksiz
sagkalimi uzattig1 gosterilen oksaliplatin adjuvan tedavi i¢in onay almis ve rutin olarak

kullanilmaktadir (Dogan M, Akbulut et al, Tiirkiye Klinikleri 2009).

Oksaliplatinin VEGF diizeylerine etkisi ¢ok iyi bilinmemekle birlikte VEGF ekspresyonu
fazla olan tiimdr hiicrelerinin oksaliplatine direngli oldugu bildirilmistir (Lim S. J. et al.

2008).

5-FU: 5FU, pirimidin metabolizmasinda 6nemli olan timidilat sentaz1 inhibe ederek etki
gosteren bir antimetabolittir. Karacigerden ilk gecis etkisiyle biiylik oranda yikildigi i¢in
parenteral uygulanir. 1990’11 yillarin ortalarina kadar KRK tedavisinde etkili tek ila¢ olarak
uzun yillar kullanilmistir. Doksanli yillarin ikinci yarisinda itibaren irinotekan veya

oksaliplatin ile birlikte kullanilmalar1 standart haline gelmistir. Halen metastatik veya
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erken evre KRK de vazgecilmez bir ajandir. 5-Florourasil kolon kanserinin yani sira mide
kanserinin de temel ilaglar1 arasinda yer almaktadir. 5-Florourasilin anjiyogenez lizerinde
onemli bir etkisi gosterilememis olmakla birlikte diisiik dozlarda kullanimda VEGF

diizeylerini arttirabildigi gosterilmistir (Albertsson P. et al. 2009).

Irinotekan: Semisentetik bir kamptotekin tiirevidir. Cindeki Camptotheca acuminata adh
bir bitkide bulunmustur. Topoizomeraz 1 adi verilen, DNA’nin replikasyon siirecinde bir
zincirini keserek ve bunun hemen ardindan tekrar o zincire baglanarak ¢6zlilmesine ve
yeniden sarilmasina yardim eden enzimi inhibe eder. Aktif sitotoksik metaboliti olan 7-etil-
10-hidroksil-kamptotekin (SN-38)’e karboksil esteraz enzimi ile doniisiir ki Topoizomeraz
1 inhibitorii olan bu aktif metabolittir (Asmis T.R. et al. 2008, Cunningham et al. 2001,
Vanhoefer et al. 2001). Kolon kanserlerinde birinci basamak tedavide ve mide kanserinde
ikinci basamak tedavide kulllanilan 6nemli bir kemoterapi ilacidir (Tebbutt et al. 2002).
[rinotekanin VEGF diizeylerine dogrudan bir etkisi gdsterilememis olmakla birlikte VEGF
ekspresyonu fazla olan tiimorlerde bu ilacin daha etkili oldugu yapilan calismalarda

gosterilmistir (Koizumi F. et al. 2006, Bocci G. et al 2008).

Dosetaksel: Taxus baccata adi verilen porsuk agacindan elde edilen dosetaksel hiicre
iskeleti toksik kemoterapotik bir ajandir ve paklitaksel’in semi-sentetik analogudur
(Risinger et al. 2008). Hiicre boliinmesi ve mitozun dinamik dengesini bozdugu igin
apoptozu uyarabilir. Bunu tiibuline baglandiktan sonra mikrotiibiil ayrilmasin1 onleyerek
yapar (Guo et al. 2002). Dosetakselin diisiik dozlarda endotel gogalmasini baskilayarak
antianjiyojenik etkili olabilecegini gosteren in vitro ¢alismalarin yani sira kolon kanseri
hiicre kiiltiirlerinde basta VEGF olmak iizere bazi pro-anjiojenik faktorleri baskilayacagina

dair veriler de yayimnlanmistir (Guo X-L. et al. 2002).

Paklitaksel: Taxan grubunda yer alan bir diger ila¢ paklitakseldir. Meme, yumurtalik,
mide, akciger gibi farkli timor ¢esitlerinde kullanilir. Mekanizmasi dosetakselde oldugu
gibi mitotik aresti uyarmaya yoneliktir (Loo et al. 2005). Paklitakselin diisiik dozlarda
antianjiyojenik etkilerinin oldugu gosterilmistir. Bu etkide paklitakselin endotel
hiicrelerince alinmasi oldugu kadar in vitro ¢aligmalarda da gosterilmis olan paklitakselin
VEGF diizeylerini azaltict etkisi de rol oynayabilir (Merchan J.R. et al. 2005, Loo et al.
2005, Pasquier et al. 2005). Fakat son yillarda yapilan ¢aligmalarda paklitakselin VEGF
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diizeylerini serbest oksijen radikalleri iizerinden arttirabilecegini gosteren g¢alismalar da

yaymlanmistir (Kim H.S. et al 2008).

Doksorubisin: Antrasiklin grubundan bir antitiimor antibiyotik olup DNA interkalasyonu
yaparak sitotoksik etki gosterir. Basta meme kanseri ve lenfomalar olmak iizere bir¢ok

kanser tiiriinde temel ila¢lardan biridir.

Doksorubisinin anjiyogenez iizerindeki etkileri konusunda celigkili sonuclar bildirilmistir.
Genellikle VEGF ekspresyonu fazla olan tiimorlerde doksorubisin daha etkili bulunurken,
in vitro ¢aligsmalarda doksorubisinin VEGF sentezi {lizerindeki etkilerinin ¢eliskili oldugu

ongorilmektedir (Duyndam M.C.A. et al. 2007, Minko T. et al. 2000).

Kemoterapdtik ilaclar genellikle kanser hiicresi iizerinde sitotoksik etki gosterir. Ancak
kemoterapi ilaglarinin sitotoksik etkilerinin yani sira genellikle dozla degiskenlik
gostermek {izere anjiyogenezin baskilanmasi ve apoptozisin uyarilmast gibi etkileri de
olmaktadir . Ozellikle diisiik dozlarda kullanildiginda bu etkilerin daha belirgin oldugu
gostermistir . Bu etkileri dolayisiyla son yillarda kemoterapi ilaglariin diisiik dozlarda ve
siirekli kullanilmalar1 seklinde uygulanan "metronomik kemoterapi" kavrami klinik
uygulamalarda yerini almaya baglamistir (Salter, J.T. and Miller K.D. 2007., Fioravanti A.
et al. 2009).
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3.HASTALAR VE YONTEM

3.1.Hasta profili ve 6rneklerin elde edilmesi

Kemoterapi ilaglarinin in vivo etkinligi ve serum VEGF diizeylerine etkisini ¢aligmak
amaciyla calismamizda kullanilan ilaglardan bir yada birkagini iceren kemoterapi icin

basvuran ileri evre meme, kolon ve mide kanserli hastalar ¢aligmaya dahil edildi.
Calismaya dahil edilme kriterleri:

1. Histopatolojik olarak tani almis ve Olciilebilir lezyonu olan kolon, meme veya mide

kanseri tanisi olan,
2. 18-65 yas arasinda ve metastatik hastalig1 i¢in higbir tedavi almamis olan,

3. Yazili onam verebilen hastalar ¢alismaya dahil edildi.

Calismadan cikarilma kriterleri

1. Olgiilebilir lezyonu olmayan hastalar,

2. Herhangi bir nedenle antikoagiilan veya antiagregan tedavi alan

3. Kemoterapiye baglanmadan 6nceki 2 ay i¢inde cerrahi miidahele yapilan,

4. Yazili onam veremeyen hastalar ¢alisma disinda tutuldu.
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3.2. In vitro arastirmalar icin hiicre kiiltiirii calismalar

In vitro caligmalar icin insan kolon kanseri (HT29), insan meme kanseri (MCF-7) ticari
hiicre hatlar1 ile A.U.T.F. Tibbi Onkoloji klinigi laboratuvarinda mide kanseri dokusundan
tiretilen primer mide kanseri hiicre hatt1 kullanildi. HT29 hiicreleri %10 fetal sigir serumu
iceren McCoy's 5SA, MCF-7 hiicreleri DMEM ve primer mide kanseri hiicreleri de RPMI
1640 vasatinda, %5 CO2 ortaminda 37 C° de inkiibe edildiler. Ortama salinan VEGF
diizeylerini test etmek amaciyla hiicreler 6-kuyucuklu plaklara 10° hiicre/kuyu olacak
sekilde ekildi. Ekimi takiben 24. saatte calisma ilaglar1 ile degisik konsantrasyonlarda
uygulamaya tabii tutuldu. Ila¢ uygulanan hiicrelerin 72 saatlik inkiibasyon sonucu hiicre

vasatlar1 toplanarak -152 C de saklandi.
3.3. ilaclar

Calisma dolayisiyla hastalarin  kullandiklar1 tedavi semalarina miidahele edilmedi.
Calismaya takip edildikleri onkoloji kliniginde rutin olarak planlanan ve 5-florourasil,
irinotekan, oksaliplatin, paklitaksel, dosetaksel veya adriamisinden en az birini alan
hastalar dahil edildi. Ayni ilaglar invitro sitotoksisite deneylerinde de kullanildi. Calismada
kullanilan ilaglar (5-florourasil; SFU Biosyn; irinotecan: Campto® Pfizer, Oksaliplatin:
Eloxatin® Sanofi Aventis,; Paklitaksel: Taxol® Bristol Myers; Dosetaksel: Taxotere®

Sanofi Aventis; Doxorubisin: Adriablastina® Mustafa Nevzat) piyasadan temin edildi.
3.4.Sitotoksisite deneyi:

Timor hiicreleri her kuyucukta 10* hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina
ekildi. 72 saatlik inkiibasyona sonrasinda canli hiicre oranini saptamak amaciyla MTT testi
yapildi. Kisaca: 96 kuyucuklu kiiltlir kaplarinin her bir kuyucuguna 10 ul MTT konup 37
C° de mor formazan kristalleri olusana kadar ortalama 1 saat inkiibe edildi. inkiibasyon
sonrast canli hiicrelere giren MTT koyu mavi renkli formazon iriiniine doniistligli i¢in
renk degisimi gozlendi. Son olarak her bir kuyucuga 100 pl izoprapanol/ HCI ¢ozeltisi
koyulup formazon kristallerinin ¢6ziilmesi saglandiktan sonra ELISA okuyucusunda 492-
630 nm de absorbans degerleri hesaplandi. MTT yoOntemini test etmek amaciyla benzer
kosullarda kemoterapdtik ilaclarla inkiibe edilen tiimor hiicrelerinin canlilik oranlar1 trypan

mavisi ile boyanarak 151k mikroskobnunda sayildi ve kontrol hiicrelere oranlandi.
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3.5. VEGF tayini:
Hiicreden salgilanan ve kan orneklerindeki VEGF’in tayini

VEGF tayininde kullanilan kan Orneklerinden serumlart ayrilarak -85 C de saklandi.
Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi ve Osmangazi Universitesi Hastanesinden
calismaya alman hastalarin serum ornekleri ¢alismanin yapilacagi Ankara Universitesi

T1ibbi Onkoloji Bilim dali Arastirma Laboratuvarina kuru buz i¢inde transfer edildi.

Serum ve hiicre kiiltiirii vasati orneklerindeki VEGF diizeyleri 6l¢iimii i¢in BioSource
VEGEF kiti kullanildi. Kisaca; anti-VEGF antikoru ile kapli 96-kuyucuklu ELISA plagina
VEGF standart Ornekleri ve c¢alisma oOrnekleri pipetlenerek Orneklerdeki VEGF
molekiillerinin plaga baglanmasi i¢in oda 1sisinda inkiibe edildi. Inkiibasyonu takiben
yikama islemlerinden sonra biyotin-antiVEGF konjugati eklenerek oda 1sisinda inkiibe
edildi. Sonrasinda streaptavidin soliisyonu ile inkiibasyon yapildi ve renk olusumu i¢in
kromojen eklenerek standartlarin bulundugu kuyucuklarda yeterli mavi renk olusumu i¢in
20-25 dakikalik inkiibasyonu birakildi. Inkiibasyon sonrasi stop sopliisyonu ile renk
olusumu durduruldu ve 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak kuyucuklardaki
renk gelisimi tayin edildi. Daha sonra standart kuyucuklardaki absorbans ve konsantrasyon
degerlerinden hareketle ¢aligma 6rneklerindeki VEGF kopnsantrasyonlar1 pg/ml cinsinden

hesaplandi.

Hiicre kiiltiir 6rneklerinde standardizasyonu saglamak amaciyla hiicre vasati protein

konsantrasyonu Bradford metodu ile tayin edildi (Bradford 1976).

3.6. istatistik

In vitro sitotoksiste testlerinde 1Cs degerlerininin hesaplanmasinda non-lineer regresyon
analizi ile egriler ¢izdirilerek egri formiiliinden %50 hiicre sagkalimina karsilik gelen ilag
konsantrasyon degerleri hesaplandi. ilaglarn VEGF sekresyonu ve calismada yer alan
hastalik  gruplarinda yanit oran1 ile VEGF degisimi arasindaki iliskilerin
karsilastirilmasinda ANOVA ve Spearman rho korelasyon analizi yapildi. Istatistiksel
degerlendirmelerde SPSS 10.0 programindan yararlanildu. .
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4.BULGULAR
4.1. Tedavi yaniti

Calismaya 12 tane metastatik kolon kanseri, 6 tane metastatik meme kanseri ve 10 tanede
metastatik mide kanserli hasta alindi. Hastalarin 6zellikleri Cizelge 2.1°de gosterilmistir.
Calismaya Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Onkoloji Bilim dali, Ankara Numune
Hastanesi Tibbi Onkoloji Klinigi ve Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Onkoloji
Bilim Dalinda takip edilen hastalar alinmistir. Kolon kanserli hastalar tedavi olarak
FOLFOX ya da FOLFIRI, meme kanserli hastalar paklitaksel ya da dosetaksel, mide
kanserli hastalar ise dosetaksel, cisplatin ve florourasil igeren DCF kombinasyon
kemoterapisi almiglardir. Hastalarin tedavilerine ¢alisma dolayisiyla herhangi bir
miidahelede bulunulmamistir. Kan 6rnekleri kemoterapiye baslanmadan hemen 6nce ve 2.
kiir tedaviye baslanmadan hemen 6nce alinarak serumlar ayrildi ve VEGF tayinine kadar -
85 C de saklandi. Kan Orneklerinin alindigi donemde es zamanli tam kan sayimlar1 ve
diger rutin biyokimyasal tetkik sonuclar1 kaydedilmistir. Hastalarin kemoterapiye olan
timor cevaplar1 2. kiir kemoterapi sonrasinda rutin goriintiilleme yontemleri ile
degerlendirilmis ve Diinya Saglik Orgiitii yanit kriterlerine gére tam remisyon, parsiyel
remisyon, stabil hastalik ya da hastalik progresyonu seklinde kaydedilmistir. Hastalarin

tedavi yanitlar1 Cizelge 2.2°de de gdsterilmistir.

4.2. Sitotoksisite

Calismada kullanilan ilaglarin in vitro sitotoksik etkileri MTT testi ve Trypan mavisi
eksluzyon testi ile arastildi. MTT testi i¢in hiicreler 96 kuyucuklu kiiltiir plaklarina ekildi
ve her bir ilag i¢in 0.0125 pg/ml - 3276 ug/ml arasinda toplam 10 farkli doz herbiri 4
kuyucuk kullanildi. 72 saatlik ila¢ inkiibasyonundan sonra her bir kuyucuga 10 ul MTT
ajan1 konarak mavi-mor formazan kristalleri olusumunu takiben isopropanolol/HCL
¢ozeltisinde ¢oziilerek 450-640 nm de absorbanslart 6lgiildii. Trypan mavisi testi i¢in ise
24 kuyucuklu hiicre kiiltiir plaklarina ekilen tiimor hiicreler kullanild1 ve 72 saatlik ilag

inkiibasyonunu takiben 151k mikroskobunda sayilarak canli hiicrelerin orani saptandi.

Deneylerde kullanilan her ii¢ tiimor hiicresinin ve ilgili kemoterapi ilaglar ile elde edilen

doz-hiicre o6liimii egrileri sekil 3.1 —3.18’de gosterilmistir.
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Test sonuglarina gore canli hiicre oranlari grafiklerde gosterilmistir. Ilaglarin etkinlik
ol¢iitl hiicrelerin %50 sini 6ldiiren inhibitor konsantrasyon 50 (ICso) degerleri hesapland.
HT29 kolon kanseri, meme kanseri ve ve primer mide kanseri hiicreleri i¢in ¢alismada
kullanilan ilaglarla elde edilen ICsy degerleri Cizelge 2.2°de verilmistir. Cizelgede de
goriilecegi lizere HT29 kolon kanseri hiicreleri ve MCF-7 meme kanseri hiicreleri i¢in en
etkili ilaglar olarak (ICs si en diisiik) 5 florourasil ve adriamisin bulunmustur. Primer mide

kanseri hiicreleri i¢in en etkili ilaglar olarak da 5-florourasil ve oksaliplatin bulunmustur.

Cizelge 2.1: Hasta ozellikleri

Parametre N
Medyan yas (Dagilim) 57,5 (29-65)
Cins (Kadm/Erkek) 14/14
Tani
Kolon Ca 12
Mide Ca 10
Meme Ca 6
Ila¢ Kombinasyonu
Irinotekan 4
Oksaliplatin 8
Dosetaksel 11
Paklitaksel 5
Tedavi yanit1 (Parsiyel remisyon)
Kolon Ca %350
Mide Ca %10
Meme Ca %66.7
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Sekil 3.1: HT29 hiicrelerinde 5-FU ile invitro sitotoksisite grafigi
(Kesikli ¢izgi egim ¢izgisini gostermektedir.).
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Sekil 3.2: HT29 hiicrelerinde dosetaksel ile invitro sitotoksisite grafigi
(Kesikli ¢izgi egim ¢izgisini gostermektedir.).
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Sekil 3.3: HT29 hiicrelerinde irinotekan ile invitro sitotoksisite grafigi
(Kesikli ¢izgi egim ¢izgisini gostermektedir.).
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Sekil 3.4: HT29 hiicrelerinde oksaliplatin ile invitro sitotoksisite grafigi
(Kesikli ¢izgi egim ¢izgisini gostermektedir.).
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Sekil 3.5: HT29 hiicrelerinde paklitaksel ile invitro sitotoksisite grafigi
(Kesikli ¢izgi egim ¢izgisini gostermektedir.).
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Sekil 3.6: HT29 hiicrelerinde adriamisin ile invitro sitotoksisite grafigi
(Kesikli ¢izgi egim ¢izgisini gostermektedir. ).
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Sekil 3.7: Primer mide kanseri hiicrelerinde 5-FU ile invitro sitotoksisite grafigi
(Kesikli ¢izgi egim ¢izgisini gostermektedir.).
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Sekil 3.8: Primer mide kanseri hiicrelerinde dosetaksel ile invitro sitotoksisite grafigi
(Kesikli ¢izgi egim ¢izgisini géstermektedir.).
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Sekil 3.9: Primer mide kanseri hiicrelerinde irinotekan ile in vitro sitotoksisite grafigi
(Kesikli ¢izgi egim ¢izgisini gdstermektedir.).
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Sekil 3.10: Primer mide kanseri hiicrelerinde oksaliplatin ile in vitro sitotoksisite grafigi
(Kesikli ¢izgi egim ¢izgisini gostermektedir.).
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Sekil 3.11: Primer mide kanseri hiicrelerinde paklitaksel ile in vitro sitotoksisite grafigi
(Kesikli ¢izgi egim ¢izgisini gostermektedir.).
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Sekil 3.12: Primer mide kanseri hiicrelerinde adriamisin ile in vitro sitotoksisite grafigi
(Kesikli ¢izgi egim ¢izgisini gdstermektedir.).
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Sekil 3.13: MCF-7 hiicrelerinde 5-FU ile in vitro sitotoksisite grafigi
(Kesikli ¢izgi egim ¢izgisini gostermektedir.).
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Sekil 3.14: MCF-7 hiicrelerinde dosetaksel ile in vitro sitotoksisite grafigi
(Kesikli ¢izgi egim ¢izgisini gostermektedir.).
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Sekil 3.15: MCF-7 hiicrelerinde irinotekan ile in vitro sitotoksisite grafigi
(Kesikli ¢izgi egim ¢izgisini géstermektedir.).
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Sekil 3.16: MCF-7 hiicrelerinde oksaliplatin ile in vitro sitotoksisite grafigi
(Kesikli ¢izgi egim ¢izgisini gostermektedir.).
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Sekil 3.17: MCF-7 hiicrelerinde paklitaksel ile in vitro sitotoksisite grafigi
(Kesikli ¢izgi egim ¢izgisini gostermektedir.).
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Sekil 3.18: MCF-7 hiicrelerinde adriamisin ile in vitro sitotoksisite grafigi
(Kesikli ¢izgi egim ¢izgisini gostermektedir.).



Cizelge 2.2: In vitro deneylerde kullanilan hiicrelerin ¢esitli kemoterapi ilaglarina olan
duyarliliklart (ICsy degerleri ug,/mL)

Ilag HT29 Primer Mide MCF7

SFlorourasil 0,034190 0,188709 0,054931
Dosetaksel 3,084362 2,440761 103,0100
Irintekan 8,580526 4,133655 0,314280
Oksaliplatin 2,996559 0,048225 2,912423
Paklitaksel 4,210019 0,601715 0,230097
Adriamisin 0,197718 2,684210 0,006354

4.3. Serum VEGEF diizeyleri ve hiicre kiiltiirii VEGF diizeyleri

Kan 6rnekleri i¢in olgiilen VEGF degerlerinin trombosite orani alinarak 100.000 trombosit
basina VEGF degeri ve hiicre kiiltiirli vasatlarinda ise mg protein basina VEGF degerleri
hesapland1 (George M.L. et al. 2000). VEGF tayininde kantitatif ELISA (Biosource,
Invitrogen, USA) kiti kullanildi. Kitin ¢aligma prensibi kisaca plak tizerinde bulunan
VEGF antikoruna baglanan VEGF’yi daha sonra biotinle isaretli sekonder antikoru ile

baglayarak olusan renk degisikligi spektrofotometerede standart degerlere kars1 okundu.

Hiicre kiiltiir vasatlarinda ilagsiz ve degisik dozlarda kemoterapi uygulandiktan sonraki
VEGF diizeyleri ile hastalarda tedavi oncesi ve sonrast VEGF diizeyleri cizelge 2.3 ve
cizelge 2.4’te gosterilmistir. Serum VEGF diizeyinde tedavi 6ncesine gore %40 ve daha fazla
azalma olmasi "anlamli VEGF azalmasi" olarak alinmistir. Cizelgeden de goriilecegi lizere
kemoterapi cevabi ile VEGF diizeyleri arasindaki korelasyona baktigimizda objektif yanit
alinan hastalarda serum VEGF diizeylerinde objektif yanit oranlar1 arasinda bir parallelik

sOz konusudur.

In vitro testlerde ise kemoterapi dozlar1 ile VEGF diizeyleri karsilastirildiginda sitoksik
dozlarda VEGF baskilanmasi dogal olarak daha fazla izlenirken ICsy den daha diisiik
dozlarda da VEGF baskilanmasi izlendi.
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Cizelge 2.3: Hastalarin tanilarina, kullanilan ilag tipine gére VEGF diizeyleri

Tedavi dncesi VEGF Tedavi sonras1 VEGF

Kolon Ca 27.948.1 14.8+5.9

Mide Ca 35.5+£12.8 28.1+£10.5

Meme Ca 19.546.0 27.749.5

Oksaliplatin 34.6+11.3 12.7+4.6

Dosetaksel 33.4+11.3 27.449.5

Paklitaksel 19.3+11.7 9.9+4.2

Irinotekan 14.7+6.8 18.9+16.9

Cizelge 2.4: Tedavide kullanilan ilag kombinasyonlarina gore yanit oranlari ve tedavi sonrast VEGF degisimi

arasindaki iliski

Ilag Anlamli VEGF azalmasi (%)* Objektif yanit orani (%)
Irinotekan 50,0 25,0

Oksaliplatin 87,5 62,5

Dosetaksel 36,4 27,3

Paklitaksel 66,7 66,7

P 0.603 0.065

*VEGF diizeyinde tedavi 6ncesine gore %40 ve daha fazla azalma olmasi anlamli azalma olarak alinmstir.

Cizelge 2.5: Caligmaya alinan hastalarin tanilarina gore yanit oranlari ve tedavi sonrast VEGF degisimi

Tani Anlamli VEGF azalmasi (%) Objektif yanit orani (%)
Kolon Ca 50,0 75,0

Mide Ca 10,0 40,0

Meme Ca 66,7 33,3

P 0.034 0.068
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Cizelge 2.6: Calismada kullanilan kanser hiicre dizilerinde kemoterapi ilaglarinin VEGF diizeylerine etkisi

Hiicre tipi ve uygulanan VEGF pg/mg.protein
ilaglar (doz: ug/mL)
HT29
Negatif Kontrol 1710,0 £23,4
5FU (0,05) 1715,5 £17.67
5FU (0,2) 1273,5+365,7
Irinotekan (0,015) 1056,0+212
Irinotekan (0,06) 1063,0+125,4
Oksaliplatin(0,0075) 1241,0+£214,8
Paklitaksel.(0,015) 295,34+42,0
Dosetaksel (0,005) 22,7482
Adriamisin (0,005) 60,0+21,8
MCF-7
Negatif Kontrol 172,2+7.8
5FU (0,05) 63,8+2,5
5FU (0,2) 37,0+5,8
Irinotekan (0,015) 34,8+11,4
[rinotekan (0,06) 0,8+0,6
Oksaliplatin(0,0075) 187,4+19,5
Paklitaksel(0,015) 156,1+86,1
Dosetaksel(0,005) 209,2+84,6
Adriamisin (0,005) 147,1+46,1
Primer mide
Negatif Kontrol 230,0+42,4
SFU (0,05) 110,0+34,6
SFU (0,2) 173,6+32,4
Irinotekan (0,015) 217+48.8
Irinotekan (0,06) 95,2+14,6
Oksaliplatin(0,0075) 1414£34,6
Paklitaksel(0,015) 147,1£23 .4
Dosetaksel(0,005) 154+42,8
Adriamisin (0,005) 1104£21,2
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5.TARTISMA ve SONUC

Kolon kanseri, meme kanseri ve mide kanseri toplumda en sik goriilen kanser
tiirlerindendir. Kolon kanseri ve meme kanserinde erken donemlerde yakalanan hastalarda
cerrahi ve cerrahi sonrasi kemoterapi ve radyoterapinin eklenmesi ile uygulanan adjuvan
tedavilerle S5-yillik yasam siireleri %90 larin iizerine ¢ikmaktadir. Bu oranlar erken
donemlerde tani alan mide kanserli hastalarda ise %50-60 arasinda degismektedir. Fakat
ilerlemis donemde tan1 konan hastalarda ise ne yazik ki sifa saglanamamaktadir. Her ii¢
hastaligin da metastatik doneminde en 6nemli tedavi segenegi kemoterapidir. Son yillarda
anjiyogenezin hastaligin gelismesinde ve metastaz siirecindeki roliiniin aydinlatilmasi ve
siirece yonelik tedavi ajanlarinin da gelistirilmesi ile tedavide ©nemli ilerlemeler
saglanmistir (Barbareschi M. et al. 1995, Szabo S. et al. 1998, Kuroi K. et al. 2001, Poon
RTP et al. 2001 ).

VEGF timé6r anjiyogenezinin en oOnemli diizenleyicilerinden biridir. Serum VEGF
diizeylerinin genellikle tiimdr yiikii ile parallellik gosterdigi bulunmustur (Eroglu A. et al.
1999, Chin KF. et al. 2000, Broll R. et al. 2001).

Periferik kan hiicrelerinden 6zellikle trombositler 6nemli VEGF kaynagidir (Banks RE. et
al. 1998). Plateletlerdeki VEGF de her ne kadar metastaz siirecine katilsa da platelet
sayisina gore diizeltilmis VEGF degerleri tlimdriin anjiyojenik potansiyelini yansitmaktadir
(Salven P. 1999). Calismamizda hasta serumlarinda dlgiilen VEGF diizeylerini 100.000
trombosit sayisina gore standardize ettik. Kolon kanseri ve meme kanserli hasta
gruplarinda kemoterapi sonrasinda tedavi yaniti ile serum VEGF diizeylerinde azalma
arasinda bir paralellik s6z konusu iken mide kanserli hastalarda tedavi yanit1 ile serum
VEGF azalmasi arasinda bir iliski goriinmemektedir (Cizelge 2.4). Kolon kanserli
hastalarda VEGF azalmasi1 kismen tedavi yaniti ile agiklanabilirse de mide ve meme
kanserli hastalarda tedavi yanit1 ile serum VEGF diizeyleri iliskisiz goriinmektedir (Cizelge
2.2). Kanserli hastalarda serum VEGF degisiklikleri tedavide kullanilan ilaglara gore
degerlendirildiginde oksaliplatin alan hastalarda VEGF azalmasi daha belirgin olarak
izlenmektedir (Cizelge 2.3). Serum VEGF azalmasi tiimor boyutunun tedavi ile kiigiilmesi

ile aciklanabilir.
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Cizelge 2.3'den de goriilecegi iizere Irinotekan kombinasyonu ile tedavi edilen hastalarda
objektif yanit alinamayan hastalarda bile yaklasik olarak %25 oraninda anlamli VEGF
azalmasi izlenmektedir. Irinotekan disindaki ilaglarda tiimor yaniti ile VEGF azalmasi
arasindaki paralellik ilacin VEGF salgis1 iizerindeki etkisinden ziyade tiimor hiicre
sayisindaki azalma ile agiklanabilir. Buna karsilik irinotekan tiimdr hiicre sayisini
azaltmasa bile VEGF salgisinda bir baskilanmaya yol agiyor gibi goriinmektedir. Benzer
olarak hiicre kiiltiirlerinde de irinotekanin VEGF salgilanmasini belirgin dl¢iide azalttigin

bulduk.

Calismada kullanilan ilaglarin tiim6r hiicre kiiltiirlerinde VEGF sekresyonunu azalttigi
goriilmektedir (Cizelge 2.5). Incelenen tiimér hiicrelerinde (HT-29, MCF-7, primer mide
CA hiicreleri) ilaglarin ICsy degerleri ile VEGF sekresyonu iizerindeki etkileri arasinda

anlaml bir iliski bulunamamistir (p>0.05).
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