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ONSOZ

Lisans egitimim sirasinda yaptigim stajda hocami tanimam ile mezun
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boyunca tecriibeleri ile yol gosteren, bu siiregte bilimsel anlamda bana kattiklarinin
yaninda maneviyatt ve giiler yiizli ile de her an destek olan saygideger danigsman
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Tez calismam boyunca oOzverili yardimlar1 ve Onerileri ile tezime katki
saglayan laboratuvar arkadaslarim ve dostlarim Miige OCAL, Cansu BABAHAN ve
Samira ABDI ABGARMI olmak iizere, Sedef Hande AKTAS ve Nalan AKGUN’e,

Kantitatif ger¢ek zamanli PZR deneyinde yardimei olan degerli hocam Prof.

Dr. Hilal 0ZDAG’a ve Dr. M. Reza DASTOURI’ye,

Caligmalarim esnasinda sikintilarimi sikilmadan dinleyen, destegini, giiler

yiiziinii, anlayisini asla benden eksik etmeyen sevgili dostum Giilhan ISIK’a,

Dostluklartyla hayatima anlam katan, tez donemimi hayatimin diger anlarinda

oldugu gibi giizel anilarla senlendiren lisans hayatimin bana kattigi1 dostlarima,

Hayata gercekten ¢ok sansli bagladigimi sonuna kadar hissettiren, beni
hayatimin hicbir aninda yalniz birakmayan, gosterdikleri sonsuz sevgileriyle her
daim icimi 1sitan, hayattaki en kiymetli varliklarimlarim annem Sema SONUGUR e,

babam Fuat SONUGUR e ve kardesim Sinem SONUGUR’e

Tesekkiirti borg bilirim.
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1. GIRIS

1.1. Kanser

Kanser, birtakim molekiiler degisiklikler sonucunda normal hiicrelerde
meydana gelen degisimle olusmaktadir. Normal hiicre ¢ogalmasini durduran ya da
uyaran bir geri bildirim mekanizmasi vardir fakat bu mekanizma kanser hiicrelerinde
engellenmistir. Bu degisime ugrayan hiicreler, hiicre ¢ogalmasini engelleyen
faktorlerin varliginda bile boliiniip ¢ogalabilmektedir. Bu nedenle, hiicre bilylimesini
ve boliinmesini uyarmak i¢in 6zel sinyallere ihtiyaci yoktur (Nishida ve ark., 2006).
Bu hiicreler, hiicre kiiltiirtinde degisiklige ugrama, hiicre adezyonunu azaltma ve yeni
enzim tretebilme gibi yeni karakteristikler gelistirirler. Bu degisiklikler hiicrelerin
etrafinda normal hiicre olmasina ragmen onlarin ¢ogalmasini inhibe ederek kendi

boliinme ve gelismelerine izin verir (Upreti ve ark., 2013).

Yeni olusan hiicreler, hiicre sayisin1 yaklasik olarak ayni tutacak bigimde ve
kontrollii bir hizla ¢ogalirlar. Ancak hiicrelerin zarar gérmesi sonucu hiicre kaybina
bir yanit olarak, daha hizli hiicre ¢ogalmasi ortaya ¢ikar. Sinirsiz iireyen kanser
hiicreleri salgiladiklar1 toksik ve proteolitik enzimlerle dokulari eriterek, kendilerine
yer agarlar ve kapladiklari alan artar (Carmeliet ve Jain, 2000). Bunun yanisira
kanserli dokular, besin bakimindan da normal dokulara ortak olur ve sayilar1 giderek
daha da ¢ok arttig1 i¢in, viicudun normal dokularini artan bir aglikla besin yetersizligi
icine sokarlar. Kanser hiicreleri aym1 zamanda farklilagma o&zelliklerini de
kaybederler (Villanueva, 2015). Farklilasma, normal hiicrelerin, viicudun degisik
yapilarin1 olusturmak igin gegirdikleri fiziksel ve yapisal degisiklik stirecidir.
Farklilagmanin bozulmasina paralel olarak kanser hiicresi apoptozis (programli hiicre
6liimii) yetenegini de kaybeder ve normal hiicreye kiyasla daha uzun yasarlar

(Tsimberidou ve ark., 2015).

Kanser hiicrelerini tanimlayan baslica alti 6zellik tanimlanmistir. Bunlar,
biiylime sinyalleri olusturabilme, biiyiimeyi durdurabilecek sinyallere duyarsizlagma,

programlanmis hiicre dliimiinden (apoptoz) kacabilme, sinirsiz boliinme, ¢ogalma



potansiyeline sahip olma, anjiogenezi siirekli destekleyebilme, invazyon ve metastaz

yapabilme 6zellikleridir (Hanahan ve Weinberg, 2011).

Son yillarda, ileri teknoloji ile gelistirilen molekiiler biyoloji teknikleriyle
kanserin genetik temelinin aydinlatilmasi, kalitsal ve somatik mutasyonlarin
tanimlanmas1 amaciyla bir¢ok calisma yapilmistir. Tiim kanserler, DNA dizisinde
meydana gelen birtakim anormallikler sonucu olusmaktadir. Kanserlerin %10-
15%inin, kalitimsal olarak genlerle aktarildigi, geriye kalan %85-90’lik kisminin ise
yasam boyunca canli hiicrelerdeki DNA’nin, mutajenlere maruz kalmasi, hiicre
DNA’sindaki hafif progressif degisiklikler ve replikasyonda hatalar olusmasi ile
sekillendigi diistiniilmektedir (Weinberg, 2013). Bazen olusan bu mutasyonlardan
biri, bulundugu hiicrenin biiylimesine ve bu hiicreden bir kanser klonunun

olusmasina neden olmaktadir.

Bakterilerden viruslara, radyasyondan kalitima, cevresel faktdrlerden beslenme
aligkanligmma ve kimyasallara kadar birgok faktér kanser olusumuna neden
olabilmektedir. Kanser ¢ok genli, ¢cok faktorlii ve cok basamakli (Sekil 1.1.) gelisim

gosteren bir hastalik olarak tanimlanir.

Normal hiicrelerin kanser hiicrelerine doniisiimii i¢in genomun hasara ugramasi
gerekmektedir. Genomdaki hasar, DNA replikasyonunda meydana gelen hatalarin
sonucu olabilecegi gibi, metabolizma sirasinda meydana gelen serbest radikallerin
bazi DNA bazlar {izerinden hasar olusturmasi gibi nedenlerden de kaynaklanabilir
(Shah ve Bennett, 2016). DNA hasari, iyonize radyasyon, UV ve kimyasal karsinojen
gibi ajanlarin etkilesimi ile de gergeklesebilmektedir. Hiicrede DNA hasar tamir
mekanizmalart bulunmaktadir. Ancak bazi nedenlerle hasar onarilamazsa, mutasyon

ad1 verilen, genomda kalici olan degisiklikler meydana gelir.
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Sekil 1.1. Normal hiicreden kanser hiicresine doniisiim agamalar1 (Erdogan, 2011).

Kalitim yoluyla kanser meydana gelme olasilig1 ¢evresel faktorlere oranla ¢ok
daha azdir. Genlerin, bazi hastaliklara karsi yatkinlia neden olup olmadiklar
konusundaki arastirmalar hala devam etmektedir. Normalde tliimor gelisimini
Onleyen tiimor baskilayici genlerdeki bir bozuklugun, kalitimsal olarak aktarilmasi
ve sigara gibi bir karsinojenin ilave katkisi ile bireyler kansere yatkin bir hale
gelebilmektedirler. Tiim meme kanserlerinin %5-10"u ailesel gegise bagh oldugu,
bunun yan sira yumurtalik kanserinin de kalitimsal gegisine ait baz1 genlerin varligi
tespit edilmistir (Kitsera ve ark., 2016). Losemiler ve bazi ¢ocukluk ¢agi tiimorleri
(Wilms tiimorii, retinoblastoma) kalitimsal ozellik gosterir. Kalin barsakta polip
gelisimine olan genetik yatkinlik da, kalin barsak kanseri gelisim riskini
arttirmaktadir. Her ne kadar kolon kanserlerinin ¢ogu, yaklasik %85-90’1, dogumdan
sonra meydana gelen mutasyonlarin eseri olsa da, geriye kalan kismi kalitsaldir

(Hinds, 2016).



Malign hiicreler koken aldiklar1 normal hiicrelerdeki islev, goriinlis ve
Ozellikleri yitirirler, bazi durumlarda koken aldiklar1 hiicrelerin islevlerine hig

benzemeyen yeni hiicresel islevler de gdsterebilirler.

Tiimérler benign (iyi huylu) ya da malign (kotii huylu) olusumlardir. lyi ve
kotii huylu tiimorlerin her ikisi de anormal hiicre biiytimesi sonucu olusurlar. Ancak
benign tiimorler, siirli biiylime potansiyelleri olup, bulunduklar1 bélgede biiyliyerek
genisler ve metastaz yapmazlar. Malign tiimorler hizla ¢ogalip, ¢evre dokulara
yayilirlar. Uzak organlara kan ve lenf yoluyla metastaz yaparlar. Kanserlesme,
normal hiicrelerin malignite 6zelligini kazanma stirecidir. Hiicre DNA’sinda bir
degisim ya da genetik bir zedelenmenin ardindan gelen degisimler, kanserlesmenin

¢ok agamali siirecini olustururlar (Mosquera ve ark., 2013).

1.2. Kanserin Tarihgesi

Gegtigimiz ylizyil boyunca bulasici hastaliklar; asilama, gelismis sanitasyon ve
antibiyotikler ile kontrol altina alinirken, Kanserin de kontrol altina alinip
alinamayacagi konusunda ilgi artmistir. Bu ilgi yeni olmasina ragmen, kanser yeni
bir hastalik degildir. Antik Misir mumyalarinin otopsilerinde kemik tiimorlerinin ve
diger neoplazilerin varligir saptanmistir. Kotii huylu hastaliklarin belirtilerinin neler
oldugu Cince ve Arapga tibbi yazilarda belirtilmistir. M.O. 4. yiizyila kadar birgok
tiimor, klinik olarak tanimlanmustir (Friis ve Sellers, 2013). Kanser terimi ilk defa
Hipokrat tarafindan, viicut ylizeyinde goriilen, genellikle kirmizi, sicak, agrili,
digerlerinden farkl karakterde olan, daha yavas biiyiiyen sislikler i¢in goriintiisiinii
yengece benzeterek ‘’karkinoma” admi vermis; Romal1 hekim Celcus (M.O. 28-50)
Yunanca terimi Latinceye cevirerek “cancer” (yenge¢) adimi kullanmistir (Merrill,

2015).

Kanser, 18. yiizyilin sonlarina kadar sistematik ve yogun bir sekilde
calisilmamistir. Bichat, insanlardaki bir¢ok neoplazmanin patolojisini tarif etmis ve

kanseri, organizmanin herhangi bir pargasiyla ayni sekilde olusan, dokunun ‘kazara



olusumu’ olarak tanimlamistir (1771-1802). A. Leewenhoek tarafindan mikroskop
kesfedildikten sonra, Miiller (1801-58) ve Virchow (1821-1902), Bichat’in
bulgularin1 genisletmistir. Miiller ve Virchow, mikroskobu kullanarak, kanserli
dokunun hiicrelerden olustugunu gostermistir. O zamandan itibaren, patologlar ve
klinisyenler, viicudun cesitli organlarindaki kanserleri, farkli morfolojileri, klinik
bulgular1 ve prognozlar1 agisindan tamamen farkli hastaliklar olarak dikkate almaya

baslamistir (Faguet, 2015).

1.3. Endotel Hiicreler ve Anjiyogenez

Endotelyum kani dokulardan ayiran tek tabakali hiicrelerden olusan, biitiin
damarlar1 kaplayan yiiksek derecede Ozellesmis bir hiicresel sistemdir. 10-15 pm
genisliginde, 20-25 pm uzunlugunda olan endotel hiicreleri, uzamis niikleuslar1 ile
kan damarlarinin i¢ ylizeyinin uzun ekseni boyunca siralanarak tek katli bir tabaka
olusturan poligonal hiicrelerdir. Endotel hiicrelerinin yaklasik %99’u aktif degildir
(Rajendran ve ark., 2013). Saglikli endotelyum kan akisinin diizenlenmesi, besin
tasinimi, metabolik homeostaz, koagiilasyon ve immiin hiicre taginimi gibi fizyolojik
stireglerde yer aldig1 gibi inflamasyon, trombozis, aterosklerozis, timor metastazi ve
organ reddi gibi patolojik olaylarda da anahtar rol oynar. Endotel fonksiyonlari
proteinler (biiytime faktorleri, pro- ve anti-koagiilasyon proteinleri), lipidler (disiik-
yogunluklu lipoproteinler), metabolitler (azot oksit ve serotonin) ve hormonlar
(endotelin-1) dahil ¢ok sayida molekiilden membrana-bagl reseptorler aracilign ile
etkilendigi gibi hiicre-hiicre ve hiicre-matrix etkilesimlerini yoOneten spesifik
proteinlerden de etkilenir (Marcelo ve ark., 2013). Endotel hiicrelerinin fizyolojik ve
patolojik siireclerdeki rolii hakkinda bilgilerin ¢ogu insan gobek bagi damar endotel

hiicreleri ile yapilan ¢aligmalara dayanmaktadir.

Endotel hiicrelerinden baslica vazodilator, vazokonstriiktor, anti-trombotik
faktorler, biiyiime ve inflamasyon mediyatorleri salgilanir. Bu maddeler Cizelge

1.1.°de gosterilmistir.



Cizelge 1.1. Endotel hiicrelerden salgilanan biyolojik faktorler.

1- Vazodilatorler

* Nitrik oksit (NO)

*  Endotel kaynakli hiperpolarize edici faktorler
+  Histamin

»  Prostasiklin (PGI2)

»  Serotonin

2- Vazokonstriiktorler
«  Endotelinler (ET-1, ET-2, ET-3)
* Angiotensin Il

*  Serotonin
»  Prostoglandin H2

3- Antitrombotik (homeostaz) maddeler

e Trombomodiilin

*  Doku plazminojen aktivator (t-PA)

*  Plazminojen aktivator inhibitor tip I (PAI-1)

4- Biiyiime modiilator / mediatorleri

a) Biiyiime promotorleri b) Biiyiime inhibitorleri
- PDGF « NO

« FGF «  TGF-B

«  IGF-1 *  Heparin siilfat

« L1 »  Bradikinin

»  Endotelin *  Prostasiklin

5- inflamatuar mediatorler

Adezyon molekiilleri;

*  Endotelyal Lokosit Adezyon Molekiilii (ELAM)
*  Intraseliiler Adezyon Molekiilii (ICAM)
*  Vaskiiler Hiicre Adezyon Molekiilleri (VCAM)

Antijenler ;
*  Major histokompatibilite kompleks 2 (MHC II)

Endotel hiicrelerinden salgilanan en Onemli vazokonstriikktor madde, 21
aminoasitli peptid yapisinda olan endotelin-1 (END-1)’dir. END-1 sentezi kompleks
bir siire¢ olup, preproendotelin denen Oncii bir molekiilden sentezlenir ve ardindan
endoteline doniisiir. Daha sonra endotelin doniistiiriicii enzim araciligiyla aktif END-
1’e dontigiir. END-1 salimi1 yavas yavas baslar ve saatler hatta giinlerce devam

edebilir. Vazoaktif 6zelliklerine ek olarak diiz kas hiicre proliferasyonunu uyarir,



damarin yeniden sekillenmesine ve 16kosit adezyonuna katkida bulunur (Wang ve

ark., 2015).

Endotelden salinan vazoaktif maddelerin en 6nemlilerinden biri olan nitrik
oksit, yar1 omrii birkag saniye olan, endotel fonksiyonlarinin bir¢ogunda rol alan
onemli bir biyolojik molekiildiir. Ilk kez 1979°da siklik guanozin monofosfat
(cGMP) {izerinden etki gosteren potent bir periferik vaskiiler diiz kas gevsetici olarak
tanimlanmistir. Giiglii vazodilator etkisinin yanisira nitrik oksit, endotele 16kosit
yapigsmasini, vaskiiler diiz kas proliferasyonunu ve trombosit agregasyonunu
engeller. Kiigiikk molekiil yapisindan dolay1 hiicre membranlar1 arasinda hizli bir

sekilde difiize olabilir (Choudhari ve ark., 2013).

NO, nitrik oksit sentetaz (NOS) enzimi tarafindan sentezlenir. NOS’un baglica
{i¢ izoformu vardir: Noéronal (nNOS veya NOS-1), Indiiklenebilir (iNOS veya NOS-
2) ve Endotelyal (eNOS veya NOS-3). Noronal NOS, esas olarak sinir sisteminde
bulunur ve nNOS tarafindan sentezlenen NO sinapslarin sekillenmesinde, koku alma,
gérme, agriy1 algilama, hafiza olugmasi gibi islevlerde rol oynar. Ayrica akciger,
pankreas, mide ve uterusta da bulunur ve kalsiyuma bagimli olarak salgilanmaktadir.
Immun sistem hiicrelerinde bulunan iNOS tarafindan iiretilen NO ise kalsiyumdan
bagimsiz olarak sentezlenir. Uyaricilar tarafindan transkripsiyonel olarak (mRNA
artistyla) enzim indiiklenir (Cheng ve ark., 2014). Makrofajlardaki NO, tiimor
hiicresi ve mikroorganizmalara antimikrobiyal ve antitiimoral sitotoksik etki gosterir.
Vaskiiler endotel hiicrelerinde eksprese edilen eNOS tarafindan iiretilen NO, damar
saglig1 acisindan ¢ok Snemli bir molekiildiir. Diiz kaslarin gevsemesini saglayarak
kan akis hizin1 regiile eder ve vaskiiler diiz kas hiicreleri {izerinde antiproliferatif
etkiye sahiptir. ¢cGMP araciligryla trombositlerin hem aggregasyonunu hem de
adezyonunu inhibe ederek trombus olusumunu engeller. Endotel yiizeyindeki
adezyon (yapisma) molekiillerinin ekspresyonunu inhibe ederek antiinflamatuvar etki
gosterir (Rath ve ark., 2015; Lankhorst ve ark., 2014).

NO, hiicre proliferasyonunu destekleyerek ve apoptozu inhibe ederek endotel

hiicreleri i¢in sagkalim faktdrii gibi davranir. In vitro kosullarda anjiyogenik



uyarilara karsi, HUVEC hiicrelerinin tiip benzeri yapilar olusumu ve migrasyonun
desteklenmesi i¢in NO sinyalizasyonu gereklidir (Morbidelli ve ark., 2003; Cooke,
2003). Nitrik oksitin vazodilator etkisi, anjiyogenez boyunca artan kan akisina karsi
endotel hiicre proliferasyonunu stimiile eder. Meme kanseri hiicreleri ile yapilan in
Vvivo bir ¢alismada, iNOS’u olmayan farelerde iNOS’u fonksiyonel olan farelere gore
timor gelisim hizi1 bozulmus ve tiimor yiikii azaldigr bulunmustur (Ellies ve ark.,
2003). Kolon adenokarsinom hiicreleri ile yapilan bagka bir in vivo ¢alismada ise
iINOS’un asirt ifadesinin timor gelisimi ve anjiyogenezi tesvik ettigi gosterilmistir

(Cullis ve ark., 2006).

Hiicre kiiltiirti deneyleri, uygun biiyliime etmenlerini i¢eren ortamlarda bulunan
endotel hiicrelerinin, diger biitiin hiicre tiplerinden yalitilmis olsalar dahi, migrasyon
saglaylp tiip olusumu yapabildigini gostermektedir (Liang ve ark., 2007). Bu
deneyler gelisen kapiller tiiplerin kan ya da iglerinde gecen herhangi baska bir sey
icermelerine gerek olmadigi, yani kapiller agin olusumunun baslamasi i¢in kan akimi

ve basincinin sart olmadigini gostermektedir.

Anjiopoietin ailesi Ang-1, 2, 3 ve 4 olmak {izere 4 molekiilden olusur. Tie 1 ve
2 olmak iizere 2 adet endotel reseptor tirozin kinaza baglanarak caligirlar. Ang 2,
Ang 1’in yarismali inhibitoriidiir. Endotel hiicreleri tarafindan tretilerek, Weibel-
Palade cisimciklerinde depolanir (van Meurs ve ark., 2009). Endotel hiicrelerinin
stres altinda oldugu durumlarda Ang 2 salimi, VEGF, fibroblast biiyiime faktorii ve
hipoksi tarafindan indiiklenir. Weibel-Palade cisimciklerinden salinan Ang 2, Tie 2
reseptorlerine baglanarak Ang-1’in etkisini inhibe eder. Endoteli inflamatuvar
ajanlara duyarl hale getirir (damar destabilizasyonu) ve VEGF aracili anjiogenezi
kolaylastirir (Fiedler ve ark., 2004). Transgenik fare embriyolarinda Ang-2’nin fazla
saliminin, endotel hiicreler ile periendotelyal hiicreler arasindaki baglara zarar
verdigi, bunun da Ang-1’i olmayan fare embriyolarina benzer sekilde, damar
olusumunda ciddi hasarlara yol actig1 tespit edilmistir. Yetiskin farelerde ve
insanlarda Ang-2 sadece damarin yeniden yapilandirilmasinda (remodeling)
salgilanir. Ang-2’nin anjiyogenezdeki roli VEGF-A ile iliskilidir. VEGF-A

varliginda Ang-2 damar destabilizasyonunu saglar ve vaskiiler filizlenmeyi destekler.



VEGF-A yoklugunda ise baskilayict bir rol oynayarak vaskuler regresyonu
hizlandirir (Mueller ve Kontos, 2016).

Ang-2 salim1 timor anjiyogenezinde tiimor ve ¢evre dokusu tarafindan tiretilen
birgok faktor tarafindan uyarilir. Tiimor kaynakli VEGF artis1 bunlarin igerisinde en
onemlisidir. Insulin benzeri biiyiime faktorii 1, platelet kokenli bilyiime faktorii

(PDGF), hipoksi, diger Ang-2’yi uyaran baslica faktorlerdir (Tait ve Jones, 2004).

Normal bir dokuda Ang 1 salimi daha 6n planda iken, tiimor dokusunda Ang 2
salim1 6n plandadir. Tiimor anjiyogenezinde Ang 2 ve VEGF A iligkisi 6nemlidir. Bu
iligkinin timor anjiogenezinde ana basamak oldugu diistiniilmektedir. Tiimorlerden
salinan Ang 2’nin adapte olmus endotel lizerine parakrin etkileri timdr biiylimesini
ve vaskiilarizasyonu arttirirken, sistemik artmis Ang-2’nin timor biiylimesini
azalttigr ve damar regresyonuna yol agtigi tespit edilmistir. Bu durum ortamdaki
VEGF A varlig ile iligkili bulunmustur. Tiimdr dokusunda VEGF A varliginda Ang-
2, tiimor dokusunda damar destabilizasyonunu saglar, VEGF A etkilerini artirararak

yeni damar olusumlarini destekler (Daly ve ark., 2013).

Platelet kokenli biiyiime faktorii (PDGF), hiicre biiyiimesi ve boliinmesini
diizenleyen baslica faktorlerden olup, anjiyogenezde 6nemli rol oynar. Mezenkimal
hiicreler olan fibroblastlar, diiz kas hiicreleri ve glial hiicreler i¢in giiclii bir
mitojendir. Fare ve insanlarda; PDGF sinyal sisteminde 4 ligand (PDGF A-D) ve 2
reseptor (PDGF a ve ) bulunmaktadir. Endotelyal hiicreler, baglica PDGF-BB firetir
ve bu faktor de platelet kokenli biiytime faktorii reseptorii-f (PDGFR-B) aktivasyonu
ile endotel hiicre migrasyonunu, proliferasyonunu ve mikrodamarlagsmada tiipsii

yapinin olugabilmesi i¢in perisitlerin toplanmasini uyarir (Sekil 1.2.).
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Sekil 1.2. Anjiyogenezin diizenlenmesinde rol alan faktorler (Crind ve Metro, 2014).

1.3.1. Yeni Damar Olusumu (Neovaskiilarizasyon)

Yeni kan damarlarinin olusumunu saglayan baslica iki temel siire¢ vardir:

Vaskiilogenez ve Anjiyogenez.

1.3.1.1. Vaskiilogenez ve Anjiyogenez

Embriyonik gelisim siirecinde vaskiiler ag anjiyoblastlari, endotel hiicre
onciillerini (EC) ve diiz kas hiicrelerini (SMC) iceren bir ya da daha fazla vaskiiler
prekiirsorlerin farklilagmasiyla gelismektedir. Endotel hiicre topluluklart primitif
endotel tiiplerin olusumuna Onciilikk eder, ardindan diiz kas hiicrelerinin yardimiyla

primitif vaskiiler ag olusturulur. Son olarak olusan bu tiiplerin uzamasi, boliinmesi ve
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olgunlasmasi ile arter ve ven eksenlerinin 3 boyutlu yapisi olusur (Sekil 1.3.) (Chun
ve ark., 2016).

Vaskiilogenez e - - Dolasundaki

»  Anjiyogenez Kan damar progenitor

éféljicreler

Endotelyal
Progenitgr Milcreler,  Mural hiicreler Atardamar .
hicreler r (W) In situ hiicre disi v \
- T7C SSP proliferasyon ve (¥ b o
s migrasyon (i}, A ] \ conentih
() Olgunlasma j \ Y V) progentior

Kilcal dama

AATA R Qhﬁcreler

N
Primitif damar ag1 Toplar damar

' j/ : QQ \
Anjiyogenez ¥ 4
VEGF-  Angl2-  TGFp- PDGF- SIP- j ‘Q‘

VBGR:  her IO JDORR BIE 1 Farklilasma ve vaskiilogenez

Sekil 1.3. Vaskiilogenez ve anjiyogenez (Takuwa ve ark., 2010; Sales ve ark., 2005).

Vaskiilogenez, embriyonik kok hiicrelerin veya anjiyoblast 6nctillerinin endotel
hiicrelerine farklilagarak primitif kan damarlarinin ya da endotel tiiplerin olusumu
olarak tanimlanir. Vaskiilogenezi 2 alt tipe ayirmak miimkiindiir. Anjiyoblast
birlesmesinin in situ olarak kok hiicre farklilasmasindan kéken almasi durumunda
Tip I, bu kok hiicrelerin migrasyonu ile meydana gelen anjiyoblast birlesmesi ise Tip
Il olarak isimlendirilmektedir. Anjiyogenez ise mevcut damarlardan koken alan

vaskiiler agin uzamasi olarak tanimlanir (Salomon ve ark., 2013).

Anjiyogenez, dogum sonrasi, menstrual dongii boyunca endometriyumdaki
degisiklikler gibi ‘zorunlu’ fizyolojik durumlarda devam edebildigi gibi, ‘adaptif’
fizyolojik durumlardan kas egzersizleri ya da yara dokularinda da devam
edebilmektedir. Ayrica patolojik olarak kanser, diyabetik retinopati, sedef hastaligi,
romatizmal poliartrit, aterosklerotik plak gelisimi gibi durumlarda da

goriilebilmektedir (Yoo ve Kwon, 2013).
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1.3.2. Tiimérlerde Anjiyogenez

Mevcut damarlardan yeni kan damari olusumu anlamina gelen anjiyogenez
terimi, Ingiliz cerrah John Hunter tarafindan, 1794 yilinda, soguga uzun siireli maruz
kalan ren geyiklerinin boynuzlarindaki kan damari gelisimini anlatabilmek i¢in

kullanilmustir (Serhan ve Savill, 2005).

Patolojik anatominin kurucusu olan Virchow, 1865 yilinda, bir timor kitlesi
icinde fazla sayida kan damari bulunduguna ve tiimor stromasinin kendine 6zgii bir
kapiller aga sahip olduguna dikkat cekmistir. Tiimor vaskiilarizasyonu, sistematik
olarak ilk defa 1907 yilinda, Goldman tarafindan calisilmistir. Goldman, arter i¢ine
yag ile birlikte enjekte ettigi bizmut yardimiyla tlimoriin gelistigi organdaki
vazoproliferatif yanit1 tamimlamistir. Bu organlardaki normal kan damarlarinin
diizensiz bir biiylime ile bozuldugunu, genisledigini ve sarmal bir sekil aldigini,
ardindan belirgin kapiller tomurcuklanmalar olusturarak yeni damar olusumu

gozlendigini belirtmistir (Scholz ve ark., 2002).

1939 yilinda ilk defa Ide ve arkadaslari, timorlerin kan damarlarinin gelisimini
stimiile eden spesifik faktorler salgiladiklarini belirtmislerdir. 1971 yilinda Folkman
ve arkadaslar1 tarafindan ilk defa bir anjiyogenik faktor izole edilmis, aktif kismi
‘Tiimo6r Anjiyogenez Faktori® (TAF) olarak adlandirilmistir. Yaptiklar: ¢aligmalar
sonucunda tiimor gelisiminin anjiyogeneze bagli oldugunu belirtmeleri ve anti-
anjiyogenez terimini tanitmalar1 ardindan birgok ¢alisma yapilmis, anjiyogenik ve

anti-anjiyogenik aktiviteye sahip olan gesitli bitylime faktori aileleri tanimlanmustir

(Ribatti, 2008).

1.3.2.1. Anjiyogenik Doniisiim

Hiicrelerdeki genetik ve epigenetik degisimlere ek olarak, tiimor gelisimi ve
yayllimi ic¢in gerekli olan bir diger adim ‘anjiyogenik doniisim’ yani timor

vaskiilarizasyonunun indiiklenmesidir (Sekil 1.4.). Normal dokular gibi tiimdorlerin de

oksijen ve metabolit destegi ile atik bilesiklerini uzaklastirmaya ihtiyaglar1 vardir.

12



Tiimor hiicrelerinin bulunduklari dokudan vaskiiler sisteme erisimleri ile kan destegi

saglamalar1, tiimorlerin gelisimlerinde hiz smirlayici basamaktir (Hanahan ve
Folkman, 1996).

@ Endotel progenitor hiicre  “@Yeni olusan endotel hiicre " Tiimor hiicresi *  Kanser-iliskili Hiicre dist
) o fibroblastlar matris
U Tiimor-iligkili . Bagisiklik
- asif endotel hiicre <®> Perisit makrofajlar hiicresi

Endotel hiicre (&) BMD endotelyal

aktivasyonu Proliferasyon  Migrasyon ve olusumu ® ¢s» progenitdr hiicreler
hiicre dis1 matris ®
degradasyonu

"*——/

Sekil 1.4. Anjiyogenik doniisiim ve tiimor anjiyogenezi (Toro Bejarano ve Merchan, 2015).

Tiimdr anjiyogenezinin diizenlenmesinde pro-anjiyogenik molekiiller ile anti-
anjiyogenik molekiiller rol oynamaktadir (Cizelge 1.2.). Normal dokuda az miktarda
anjiyogenik faktor salgilanirken daha fazla miktarda anjiyogenez inhibitorleri
salgilanmaktadir (Sekil 1.5.). Hipoksi, onkogen aktivasyonu ya da timor siipresor
mutasyonu gibi uyaranlarla anjiyogenik gen ekspresyonu artar ve timor tipi ile

mikrogevresine gore anjiyogenik doniigiim indiiklenir (Carmeliet ve Jain, 2000).
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Sekil 1.5. Tiimér anjiyogenezinin anti-anjiyogenik ve pro-anjiyogenik faktorlere gore diizenlenmesi (Jain,

2008).

Cizelge 1.2. Pro-anjiyogenik ve anti-anjiyogenik faktorler (Vasudev ve Reynolds, 2014).

Anjiyogenezi inhibe eden faktorler

Anjiyogenezi aktive eden faktorler

Trombospondin

Anjiyostatin (plazminojen kismr)
Endostatin (kolajen XVIII kism1)
Vazostatin

Prolaktin

Troponin 1

Anjiyopoietin-2

Alfa interferon

Gama interferon

Interldkin 12

Fibronektin

Metalloproteinaz doku inhibitorleri
Plazminojen aktivatdr inhibitor 1
Platelet faktor 4 (PF 4)

Pigment epitelyal hiicre faktorii

Retinoik asit

Vaskiiler endotelyal bilyiime faktorii

Bazik fibroblast biiyiime faktorii
Asidik fibroblast biiytime faktorii
Platelet kaynakli biiylime faktorii
Hepatosit biiylime faktorii
Epidermal biiytime faktorii
Insiilin-benzeri biiyiime faktorii
TGF-a

TGF-B

TNF-a

Plasental biiylime faktorii
Anjiyopoietin-1

Anjiyogenin

interlokin 8

Graniilosit koloni uyarici faktorii
Proliferin

Leptin

Timdrler cesitli pro-anjiyogenik faktorleri eksprese ederler. Tiimorlerde en
fazla bulunan anjiyogenik faktér VEGF’dir. Memelilerde VEGF ailesinin VEGF A.
B, C, D ile plasental biiylime faktérii (PIGF) izoformlar1 yer alir. Timor
anjyogenezinde en fazla rol oynayani VEGFA dir. VEGFA gibi, diger VEGF ailesi
tiyeleri de insan tiimorleri tarafindan tiretilmektedir. VEGF reseptor 2’ye (VEGFR2)
baglanan VEGFC ve VEGFD, VEGFA’nin aktive ettigi yolaklardan ¢cogunu aktive

edebilmektedir. Diger bir VEGF ailesi liyesi olan PIGF, normal gelisim i¢in zorunlu
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degilken, kanser ve diger patolojik olaylarda ¢ok temel gorevlere sahiptir. VEGFR2
yerine VEGFR1’¢ baglanir (Hay, 2013).

Normal fizyolojik anjiyogenez siirecinde, yeni damarlar hizla olgunlasir ve
stabil kalir. Tersine, hi¢ iyilesmeyen yaralar olarak tanimlanan tiimérlerde, pozitif ve
negatif kontroller arasindaki denge kaybedildigi i¢in damarlar stabil olarak
kalamamaktadir. Her yeni olusan damar, tiimdre yeni bir kan damari olusturabilecek
sekilde diizenlenir. Bu nedenle tiimor vaskiilarizasyonu kendine 6zgii karakteristikler

gelistirir ve normal kan destegi saglayan sistemden farklidir (Shibuya, 2013).

Timorde olusan kan damarlari, diizensiz sekilleri, genislikleri ve kivrimlari ile
normal damarlardan ayrilir. Ayrica belirli veniiller, arterioller ve kapillerler seklinde
diizenlenmemislerdir, hepsinin kaotik 6zellikleri mevcuttur. Tiimor i¢inde olusan
vaskiiler ag fazla miktarda sentezlenen vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF)
nedeniyle sizintili ve hemorajiktir. Bu nedenle tiimor damarlarinda kan akisi ¢ok

daha yavastir (Szabo ve ark., 2013).

1.3.2.2. Tiimérlerde VEGF Ekspresyonu

VEGF, tiimorlerin ¢ogunda ifade edilmektedir (Sekil 1.6.). VEGF mRNA’s1
neoplastik hiicrelerde biiyiik oranda ifade edilirken, endotel hiicrelerinde bu miktar
daha diisiiktiir. Buna karsilik endotel hiicrelerinde VEGFR1 ve VEGFR2 mRNA ve
proteinleri daha fazla ifade edilmektedir. Neoplastik hiicrelerden sentezlenen VEGF,
yakindaki endotel hiicrelerini etkilemektedir. Immiinohistokimyasal calismalar,
VEGEF’in hem neoplastik hiicrelerde hem de endotel hiicrelerinde lokalize oldugunu
gostermis, VEGF fonksiyonlarinin parakrin etki gdsterdigini dogrulamistir. Dvorak
ve arkadaslari, kobay ve insanlardaki solid tiimoérlerin yakinindaki damarlarda VEGF
proteininin varligin1 gostermislerdir, fakat tiimoére 0,5 mm’den daha uzak olan

damarlarda ayn1 sonucu bulamamuslardir (Dvorak, 2015).
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VEGF-A

Nucleus

Sekil 1.6. Tiimériin endotel hiicrelerine VEGF ifadesi (Satchell ve Braet, 2009).

1.3.2.3. Tiimérlerde Anjiyogenez Siireci

Erken embriyo doneminde kullanilan vaskiilogenik siireg, belli kosullarda
timorler tarafindan da kullanilmaktadir. Timor neovaskiilarizasyonlarinin g¢ogu

anjiyogenez yoluyla gerceklesir.

Kan damarlarimin, etraftaki dokulara yeterli oksijen destegi saglanip
saglanmadigimi1 kontrol eden, oksijen ve hipoksi ile indiikklenen sensorleri ve
reseptorleri vardir. Bu bilesenler kan akiminin ayarlanmasindan damarlarin yeniden
diizenlenmesine kadar ¢esitli diizenlemeler saglar. Hipoksi ve diger endojen sinyaller
hiicreleri aktive eder ve VEGF, Ang-2, FGF ve kemokinler gibi var olan damarlardan
yeni damar olusumunu indiikleyecek sinyal faktorlerinin salimini saglarlar (Shahi ve

Pineda, 2008).

Tek basina yiiksek miktarda VEGFA ekspresyonu, anjiyogenezi baslatabilir ve
olgunlagsma siireci boyunca erken evredeki ana damarlarin olusumunu takip eden
morfolojik degisimleri ve adimlar1 diizenler. bFGF gibi diger biiyiime faktdrleri,
endotel hiicrelerin proliferasyonunu ve liimen olusumunu destekleyen sinyal saglar.
Erken evrelerde, VEGF’e yanit olarak, damar genislemesi ve daha 6nceden var olan
kapillerlerin ya da post-kapiller veniillerde vaskiiler gegirgenlikte artis gozlenir.
Ardindan, Ang-2’nin fonksiyonu oldugu diisiiniilen, endoteli saran perisitlerin

gevsemesi gergeklesir. Endotel hiicreler aktiflesir ve vaskiiler endotelyal ile kaderin
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sinyalizasyonu azalir, bdylece endotel hiicrelerinin birbirlerine olan yakinliklari

azalir, damar genislemeye baslar (Chung ve Ferrara, 2011).

Vaskiiler bazal membran ve hiicre dis1 matriks, altta kalan endotelyal
hiicrelerin, kemotaktik anjiyojenik uyariya karsi, perivaskiiler bosluga goc etmelerini
saglayabilmek i¢in lokal olarak pargalanir. Neuropilin, VEGF/VEGFR and NOTCH /
DLL4 and JAGGEDI1 sinyalizasyonlar1 ile matrix metaloproteazlarin salimi ve
ekstraseliller matriks ile bazal membranin degredasyonu baglar. MMP’lerin
salgilanmasini saglayan bazi endotel hiicreleri (tip cells) polarize olarak migrasyona
onciiliik edebilmek icin filopodia olustururlar ve VEGF gradienti ile migrasyonu
devam ettirirler. Bu hiicrelerin hemen yanindaki stalk hiicreler ise boliinerek tip
hiicrelerini takip ederler. Bu sirada prolifere olan endotel hiicreleri bir endotel hiicre
kemoatraktan1t olan EGFL7 salgilarlar. Bu molekiil ekstraseliler membran
komponentlerine baglanir ve vaskiiler limen olusumunu diizenler. 2 tip hiicresi
birbiri ile yakinlastiginda EC-EC baglantilar1 kurulmaya baslar ve siirekli bir liimen
yapist olusturulmus olur. Ardindan perisitler baglanir. Perivaskiiler hiicrelerin
endotel hiicreleri ¢evrelemesi ardindan yeni olusan kan damari etrafinda vaskiiler
bazal lamina tretilir. Kan akimi bagladiginda, oksijen ve nutrient perfiizyonu VEGF
ekspresyonunu azaltir ve endotel hiicrelerdeki oksijen sensorlerini inaktive eder

(Sekil 1.7.) (Potente ve ark., 2011).

Normal vaskiilarizasyonda, perisitler endotel hiicre proliferasyonunu ve
dokunun VEGFA iiretiminden etkilenmesini azaltir. Tersine, timorlerde perisitler ile
damar iliskisinin azalmasi, anormal damar c¢aplar1 ile VEGFA inhibisyonuna
duyarliligin1  agiklamaktadir. VEGF’in  sagkalim faktorii olarak fonksiyon
gostermesinden dolayi, aktivitesinin yoklugu ya da inhibisyonu, endotel hiicrelerin
apoptozunu indiiklemektedir. Yakin zamanda yapilan ¢alismalar, Ang-1 ya da PIGF
gibi diger anjiyogenik sitokinlerin de sagkalim sinyalleri {iretebildigini ve VEGF
yoklugundan dolay1 olgunlagsmamis kan damarlarini kurtarabilecegini gostermektedir

(Chung ve ark., 2010).
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Sekil 1.7. Anjiyogenezde A) Pasif endotelyumun VEGF-A ile uyarilmasi B) Endotel hiicrelerin
aktivasyonu ve hiicre dig1 matrisin degradasyonu C) Tip ve stalk hiicre se¢imi D) Stalk hiicre uzamasi E) Hiicre
fiizyonu F) Olgunlagsma ve stabilizasyon (Blanco ve Gerhardt, 2013).

1.4. Kanser Tedavisi

Kanser diinyadaki 6liim nedenleri arasinda en on siralarda gelmekte olup,
hastaligin tedavisinde kombine ya da tek basina kullanilabilen ¢ok ¢esitli tedavi

secenekleri vardir.

Solid timorlerde erken evrelerde en ¢ok kullanilan tedavi sekli cerrahidir.
Cerrahi ile birlikte yaygin olarak kullanilan diger tedavi segenekleri ise kemoterapi

ve radyoterapidir.

Radyoterapi, yiiksek enerjiye sahip 1smnlarin penetrasyonu ile kanserli

hiicrelerin 6ldiiriilmesi temeline dayanmaktadir.

Cerrahi ve radyoterapi ile birlikte kemoterapi de solid tiimoérlerin tedavisinde

standart bir tedavi yoOntemidir. Kemoterapide esas olarak sistemik yoldan
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uygulandiginda kanser hiicrelerinin 6ldiiriilmesi amaglanir fakat bu ilaglar timor
hiicrelerine ek olarak hizli boliinen saglikli hiicrelere de zarar verdigi i¢in ciddi yan
etkilere neden olmaktadir. Bu istenmeyen yan etkiler ¢ogu zaman tedavinin erken

sonlanmasina neden olabilmektedir (DeSantis ve ark., 2014).

Yukarida sayilan tedavi segeneklerine ek olarak, tek basina veya birlikte
uygulanabilen, hormon tedavileri, biyolojik tedavi yontemleri ve hedefe yonelik

tedaviler de rutin kanser tedavisinde kullanilmaya baglanmaistir.

1.4.1. Kemoterapi

1.4.1.1. Kullamlan Tlaclar

1.4.1.1.1. 5 Florourasil (5-FU)

5 Florourasil kanser tedavisinde en sik kullanilan ilaclardan biridir. 5-FU’nun
kesin etki mekanizmasi tamamen aydinlatilamamistir, ancak ilacin deoksiiiridin
monofosfattan (dUMP) timidin monofosfat (TMP) olusumunu katalizleyen timidilat
sentetazi (TS) inhibe ettigi bilinmektedir. TMP sonradan timidin trifosfata (TTP)
dontstiiriiliir, TTP’ye DNA sentez ve onarimi i¢in ihtiya¢ duyulmaktadir. 5-FU RNA
sentezine katilarak protein liretimini de engellemektedir. Hizli ¢ogalan hiicreler

tizerindeki etkisi cok daha fazladir (Pandey ve ark., 2016).

1.4.1.1.2. irinotekan (IR)

[rinotekan, topoizomeraz 1 inhibitérii olarak kanser tedavisinde kullanilan bir
ilactir. Kimyasal olarak bakildiginda irinotekan, dogal bir alkaloid olan
kamptotesinin yarisentetik analogudur. CPT-11 olarak bilinen irinotekan, 1996

yilinda FDA tarafindan hizlandirilmis olarak, 1998 yilinda ise tam onay almistir.
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WHO (DSO)’niin saglik sisteminde ihtiya¢ duyulan en énemli ilaglar listesinde yer

almaktadir.

En sik kolon kanserinde kullanilmakta olup, genellikle 5-FU, lokovorin,
irinotekan1 iceren FOLFIRI rejimi gibi diger kemoterapi ilaglar ile kombine olarak
kullanilir. Kolon kanseri disinda mide kanseri, kiigiik hiicreli akciger kanseri ve
pankreas gibi kanserlerin ikinci basamak tedavisinde de kullanilmaktadir
(Etienne-Grimaldi ve ark., 2015).

1.4.1.1.3. Okzaliplatin (OX)

Okzaliplatin, kanser kemoterapisinde kullanilan platin temelli anti-neoplastik
bir ajandir. 1996 yilinda Avrupa’da kullanilmaya baslayan okzaliplatin 2002 yilinda
FDA tarafindan onay alarak tiim diinyada yaygin olarak kullanilmaya baglanmustir.
Kolorektal kanser tedavisinde, siklikla FOLFOX (Folinik asit-5FU-Okzaliplatin)
olarak bilinen bir kombinasyon ile kullanilmaktadir. Kolon kanseri disinda basta
gastrointestinal sistemin diger tlimorleri olmak {izere sisplatinin etkili oldugu pek ¢ok

solid tiimorde ikinci ve tigiincii basamak tedavide kullanilmaktadir.

Klasik kemoterapi ilaglar1 genellikle kanser hiicrelerini dldiirebilecek dozlarda
kullanilmaktadir. Bu dozlarda kullanildiginda normal hiicreler iizerinde de sitotoksik
etki yaptiklar1 i¢in ciddi yan etkiler ortaya ¢ikar. Giiniimiizde kullanilan kanser
kemoterapi ajanlarmin tiimor segici Ozelliklerinin bulunmamasit nedeniyle bu
ilaglarin rutin kullaniminda bazi kisitlamalar s6z konusu olmaktadir. Ozellikle
ilaglarin daha iyi tolere edilebilmeleri i¢in doz azaltilmasi yoluna gidilmektedir. Bu
durumda ilacin kanser hiicrelerini 6ldiirme potansiyeli énemli 6lgiide azalmaktadir

(Alcindor ve Beauger, 2011).

Klasik kemoterapi ilaglarinin da sadece kanser hiicrelerini dogrudan
Oldiirmeyip karsinogenezin degisik basamaklarimi etkileyerek, son yillarda

gelistirilen hedefe yonelik kanser ilaglarina benzer bir etkinlik profiline sahip
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olabilecegini gosteren calismalar s6z konusudur. Genellikle kemoterapi ilaglariin
sitotoksik olmayan diisiik dozlarda kullanilmasi ile daha fazla oranda gdzlenen bu
etkiler, kanser tedavisinde faydali olabilmektedir. Klasik kemoterapi ilaglarinin
diisiik dozlarda anti-kanser etki gosteren bu uygulama bi¢imi klinikte genel olarak

metronomik kemoterapi olarak adlandirilmaktadir.

1.4.1.2. Metronomik Kemoterapi

Metronomik kemoterapi terimi ilk olarak 2000 yilinda Hanahan ve ark.
tarafindan giindeme getirilmis ve klasik tedavi diizeninin 2-3 hafta gibi uzun siire ara
verilmeden, daha sik ve diisiik dozda uygulanmasi olarak tanimlanmistir (Hanahan
ve ark., 2000). Bu tedavi seklinde, geleneksel kemoterapide izlenen timor
hiicrelerindeki sitotoksik etkiye karsi ilag direncini asabilmek igin tedavi hedefinin
farkli bir mekanizmaya kaydirilmasi amaglanir. Kanser hiicrelerinin bdliinmesiyle
karsilastirildiginda daha yavas boliinen endotel hiicrelerinin hedeflenmesi esas
amaglardan biridir. Standart kemoterapide genellikle hizli boéliinen hiicreler
etkilendigi ic¢in, yavas cogalan endotel hiicrelere verilen hasar oldukca zayif
olmaktadir. Ayrica tedavi planinda 2 ila¢ uygulama zamani arasinda verilen ortalama
2-3 haftalik stirede tipki tiimor hiicrelerinde oldugu gibi, endotel hiicreleri de
kendilerini onarabilmektedir. Endotel hiicreler tiimor gelisimini destekledigi i¢in,
onlarin yeniden ¢ogalmasi ayn1 zamanda timor direncine de yol agmaktadir. Standart
kemoterapiye gore, endotel hiicrelerinde daha etkin ve hastalarda daha az toksik
olacak kiiciik dozlarda ve daha sik araliklarla ila¢ uygulamalart metronomik

kemoterapinin temellerini olusturmustur (Gnoni ve ark., 2015).

Degisik calismalarda, hiicre kiiltiirinde uygulanan metronomik kemoterapi
ilaglarinin  endotel hiicre Oliiminii indiikledigi gosterilmistir.  Metronomik
kemoterapinin endotel hiicre 6lmiinii tetiklemenin yani sira, timor hiicrelerinden
anjiyogenezi diizenleyen cesitli faktorlerin salgilanmasini da etkiledigi gosterilmistir
(Daenen ve ark., 2009). Bocci ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada, diisiik doz
metronomik kemoterapi olarak siklofosfamid almis tiimorli farelerde TBS-1 diizeyi

yiikseldigi bulunmustur. Yine bu ¢alismada, bu tedavinin TBS-1 ifadesi olmayan
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farelerde anti-tiimor aktivite gostermedigi bulunmustur (Bocci ve ark., 2003). Benzer
olarak, diisiik doz metronomik kapesitabin, siklofosfamid, metotreksat ve talidomid
ile tedavi edilen hastalarda, vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) ve platelet
kokenli biiytime faktorii-B (PDGF-B) gibi anjiyogenik faktor diizeylerinde azalma
oldugu bulunmustur (Loven ve ark., 2008).

Ek olarak, metronomik dozlarda uygulanan kemoterapi ajanlar1 aktif endotel
hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe eder ya da apoptozunu indiikler. Ayrica, endotel
hiicre migrasyonunu inhibe edebildigi ve kemik iligi kokenli endotel 6nciil hiicrelerin
sayisini ve canlihigimi azaltabildigi de gosterilmistir (Tas ve ark., 2008). Bu
mekanizmalar, tek basina kullanildiginda diisiik antitimor etkisine sahip olan diger
antianjiyogenik ilaglarda da olmaktadir. Metronomik kemoterapinin yiiksek
antitimor etkisinin arkasinda anti-anjiyogenik etkileri disinda bagka mekanizmalarin

da rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir (Tsuchida ve ark., 2014).

1.4.2. Kanserde Anti-anjiyojenik Tedaviler

Son yillarda, anjiyogenik etki gOsteren biiyiime faktorii ve reseptor ailelerini
hedefleyen bir¢cok anti-anjiyogenik molekiil gelistirilmistir. Cogunun klinik 6ncesi
sonuglar1 timit vaat ediyor olsa da bunlarin biiyiik ¢gogunlugu klinik arastirmalarda
basarisiz olmustur. Yalnizca VEGF ligand ya da reseptorlerini hedefleyen molekiiller
basarili olabilmistir (Sekil 1.8.). Glinlimiizde c¢esitli kanserlerde ve okiiler

neovaskiiler hastaliklarda tedavi olarak kullanilmaya devam etmektedir.
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Sekil 1.8. VEGF ligand ve reseptorlerini hedefleyen tedavi hedefleri (Pircher ve ark., 2012).

FDA’nin ilk anti-anjiyogenik ilag olan bevacizumab’a (Avastin,
Genentech/Roche) onay vermesiyle birlikte, anti-anjiyogenik tedavi, 2004 yilinda
baslamistir. insan VEGF-A’smna karsi hiimanize bir monoklonal antikor olan
bevacizumab ilk olarak metastatik kolorektal kanser (mMCRC) tedavisinde kemoterapi
ile birlikte kullanilmasi i¢in onay almistir (Sekil 1.9.) (Hurwitz ve ark., 2004).
Yapilan klinik ¢alismalar sonucunda, metastatik renal hiicre karsinomu (RCC), ileri
evre non-skuamoéz hiicreli akciger kanseri (NSCLC) ve metastatik meme kanseri
endikasyonlarinda da kemoterapi ile birlikte kullanilmaya baglanmistir. Tekrarlayan
glioblastoma multiformeli yetiskin hastalarda ise tek ajan olarak kullanimi

onaylanmustir (Tarallo ve De Falco, 2015).
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Sekil 1.9. VEGF ligandin1 hedefleyen Bevacizumab antikoru (Ferrara ve ark., 2004).

Bevacizumab sonrasinda, VEGF-A’nin, VEGF-B’nin ve PIGF nin aktivitesini
bloke edebilen, dnceleri VEGF-trap olarak bilinen, yeni bir anti anjiyogenik molekiil
(aflibercept) gelistirilmis ve onay almistir. Aflibercept, insan VEGF reseptorleri 1 ve
2’nin ekstraseliiler bolgesi ile insan immunglobulin G1 Fc kismi birlesmesinden
olusan rekombinant bir fiizyon proteinidir (Sekil 1.10.). Tuzak bir reseptor gibi
davranip, intravaskiiler ve ekstravaskiiler VEGF-A, VEGF-B ve plasental biiyiime
faktoriine baglanarak fonksiyonlarii engeller. Metastatik kolorektal kanserli
hastalarin tedavisinde, kemoterapi ile birlikte kullanilmak tizere onay almistir
(Ciombor ve Berlin, 2014).

Kanser tedavisi i¢in onay alan ve klinikte kullanilan diger bir grup ila¢ da
tirozin kinaz inhibitorleridir ve etkilerini VEGFR-1 ve/veya VEGFR-2 sinyalini
engelleyerek gosterirler. Bu tirozin kinaz inhibitorlerinden bazilar1 PDGF, TIE ve
FGF reseptorleri gibi anjiyogenik sinyalde yer alan birden fazla reseptore de

baglanabilmektedir (Gotink ve Verheul, 2010).
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Sekil 1.10. Kanserde VEGF ligand ve reseptérlerini hedefleyen molekiiller (Tarallo ve De Falco, 2015).

Sorafenib (Nexavar, Bayer), 2005 yilinda, metastatik RCC ve rezeke
edilemeyen hepatoseliiler karsinom tedavisinde tek ajan olarak kullanilmaya
baslanmigtir. Opere edilemeyen HCC hastalarinda medyan sagkalimi arttiran ilk
ilagtir. Bunun disinda, kanser tedavisinde kabul edilen bir¢ok anti-anjiyogenik TKI,
Sunitinib (Sutent, Pfizer), Axitinib (Inlyta, Pfizer), Pazopanib (Votrient, Glaxo Smith
Kline), Regorafenib (Sti-varga, Bayer), Vandetanib (Caprelsa, AstraZeneca)
Cabozantinib (Cometriq, Exselixis Inc.), metastatik RCC, ileri evre yumusak doku
sarkomu, gastrointestinal stromal timor (GIST), ileri evre metastatik pankreatik
noroendokrin tiimorler, mediiller tiroid kanseri vb endikasyonlarda kullanilmaya

baslanmustir (LIovet ve ark., 2008; De Falco, 2014).

Anti-anjiyogenik tedaviler klinikte O6zellikle ileri evre kolorektal, akciger,
meme, noroendokrin ve over kanserlerinde progresyonsuz sagkalimi, metastatik
renal kanserli ve ilerlemis HCC’li hastalarda sagkalim siiresini uzatmaktadir. Bu
kisith etkinligin yani sira, kisa siirede ilaca diren¢ gelismesi bircok hastada bu

ilaglarin kullanimini kisitlamaktadir.
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VEGF yolagi inhibisyonunun sonucu olarak olusan hipoksi, PIGF, FGF,
kemokinler ve ephrinler gibi proanjiyogenik faktorlerin artisina neden olabilmekte,
boylece tiimor vaskiilarizasyonu indiiklenmektedir. Ek olarak, kanser hiicreleri,
VEGF blokajindan sonra, normal dokulara daha agresif bir sekilde gog
edebilmektedir. Klinik ¢alismalardaki gozlemler ve bazi deneysel modeller anti-
anjiyogenik tedavinin daha invaziv ve metastatik tiimorler olusturabilecegi
konusunda ciddi kuskular giindeme getirmistir. Hedefe yonelik anti-anjiyojenik
ilaglar (antikorlar, peptidler ve TKI) genellikle iyi tolere edilebilmelerine karsin,
bazen ciddi yan etkilere de neden olabilmektedir. En yaygin olanlar1 yorgunluk,
ishal, bulant1 ve kusmadir. Yine, VEGF bloke edilen tedavilerde standart bir yan etki
olarak gozlenen hipertansiyon, bazen ciddi morbiditeye ve mortaliteye yol
acabilmektedir. Bu nedenle genellikle antihipertansif tedavi ile tibbi miidahale
gerektirmektedir (Sennino ve McDonald, 2012).

1.4.3. Kombinasyon Tedavisi

Hedefe yonelik tedavi arastirmalari hala devam ediyor olmasina ragmen,
kemoterapi ¢ogu kanser i¢in tedavide hala ilk basamagi olusturmaktadir. Fakat her
iki tedavi seklinin de tek basina kullanilmasi durumunda, tedavi etkinlikleri yeterli
olamamaktadir. Bu nedenle, VEGFR, EGFR, MAPK, PI3K veya mTOR yolaklarin
hedefleyen ajanlar ile sitotoksik ajanlarin birlikte uygulanmasi daha iyi anti-timor

etkinlik yoniinden klinik olarak test edilmektedir.

Anjiyogenez malignite i¢in Onemli bir belirtectir ve tiimor dokularinda
VEGF/VEGFR ekspresyonu artis1 sik gozlenmektedir. VEGF antikorlar1 ve VEGFR-
tirozin kinaz inhibitorleri (TKI) ile uygulanan monoterapi, Sinirli antitimor etki
gosterir. Ancak, geleneksel sitotoksik ajanlar ile kombinasyonlarinin ¢ok daha iyi
sonuglar verdigini gosteren ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir. Ornek olarak VEGFR
antikoru olan DC101 tek basma kullanildiginda 6nemli fakat kisa siireli gerileme
sagladig1 gorilmiis, vinblastin ile birlikte kullanildiginda ise néroblastom ksenograft
modelindeki biiyiikk tiimorlerin tam ve siirekli regresyonu ile sonug¢lanmigtir

(Mutsaers, 2009).
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Anti anjiyogenik tedaviler, kemoterapinin indiikledigi VEGF/VEGFR ifadesi
artis1 gibi adaptif reaksiyonlar1 engelleyerek sitotoksik ajanlarin antitiimor etkisini
arttirir. Klinik ¢alismalarda, kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserli ve platinum-duyarh
over kanserli hastalarda platinum temelli kemoterapi ile kombine olarak verilen
bevacizumab ile hastaliksiz sagkalim oranlarinda artis izlenmistir (Coras ve ark.,
2004). Metastatik meme kanserli hastalara verilen bevacizumab-paklitaksel
kombinasyonu anti-tiiméor etkinligi arttirmistir. Diger taraftan, Her2-negatif meme
kanseri ya da ileri evre melanom tedavisi faz 2 ¢alismalarinda kullanilan sorafenib ile
dakarbazin/kapersitabin kombinasyonu antitiimdr etkinligine sinerjistik etki yaptigi
gozlenmesine ragmen, sorafenib ile paklitaksel ve karboplatin kombinasyonu, ileri
evre kiiclik hiicre dig1 akciger kanseri ve melanomlu hastalarda antitlimor etkinligi

artirmada basarisiz olmustur.

VEGF/VEGFR disinda, EGFR mutasyonu veya asir1 ekspresyonu da timor
hiicrelerinin ~ gelisiminde, proliferasyonunda ve onkogenezde Onemli rol
oynamaktadir. Sitotoksik ajanlarla birlikte EGFR’yi hedef alan ajanlarin kullanilmasi
ile ilgili ¢ok sayida calisma yapilmistir. EGFR antikoru olan Setiiksimab ile
gemsitabin, 2004 yilinda, ileri evre pankreas kanseri tedavisinde faz 2 ¢alismasinda
kullanilmistir. Sonrasinda, setiiksimab ile sitotoksik ajan kombinasyonunun pozitif
sonuclar vermesi ile ¢esitli klinik aragtirmalarda ileri evre kiiclik hiicre dis1 akciger
kanseri ve metastatik kolorektal kanserde galigilmistir. Giinlimiizde RAS mutasyonu
bulundurmayan metastatik kolorektal kanserli hastalarin tedavisinde anti-EGFR
antikorlar1 (setiiksimab, panitumumab) okzaliplatin ya da irinotekan temelli
tedavilerle kombine olarak kullanilmaktadir. EGFR tirozin kinaz inhibitorii olan
erlotinib ile gemsitabin, faz 3 calismasinda, ileri evre pankreas kanserinde sagkalim

oranini 6nemli dlglide arttirdigi gosterilmistir (Moore ve ark., 2005).

Kanserde rol oynayan RAS/RAF/MEK/ERK ve PI3K/Akt/mTOR yolaklari
kombinasyon tedaviler i¢in potansiyel hedeflerdir. Bu yolaklar1 hedef alan bir¢cok

inhibitor gelistirilmistir.
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Bu c¢alismada, diisiik doz kemoterapinin endotel hiicreleri iizerindeki etkisinin
aragtirilmasi, kemoterapi (SFU, IR ve OX) ve kemoterapi ile kullanilacak
bevasizumab  kombinasyonlarinin  anti-anjiyojenik  etki  mekanizmalarinin
arastirilmasi ve klinikte etkili olabilecek diisiik doz kemoterapi ve anti-anjiyojenik
tedavi kombinasyonlari igin bir temel olusturulmasi amaglanmigtir. Anti-anjiyojenik
ilaglarla kombine kullanilabilecek kemoterapi ilaglar1 dozlarinin azaltilarak, daha az
toksik ve daha etkin kombinasyonlarin gelistirilmesi ile kullanilan kemoterapi ilag
dozlarinin, anjiyogenez boyunca rol oynayan genlerin ifadelerine etkisinin

saptanmasi hedeflenmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

HUVEC Hiicre Kiltirt

Hiicre Canliligr Olctimii
(MTT) ile IC50 Degeri

Belirlenmesi

Hiicrelere Ilag Uygulamasi Hiicrelere Ilag Uygulamasi
Sonrasi 24 Saat Inkiibasyon Sonrast 72 Saat Inkiibasyon

1 = 1 } 1
Kantitatif Nitrik
Real Time Oksit

PCR Deneyi

Damar
Olugumu
Deneyi

Migrasyon ELIZA Bradford

Deneyi Deneyi

Sekil 2.1. Deney planinin sematik gosterimi.

2.1. Deneysel Calismalarda Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Burada amag deneysel g¢alismalarda kullanilan besi ortami ve soliisyonlarin
icerigi ve kullanilan temel hiicre kiiltiirii teknikleri hakkinda ayrintili bilgi

verilmesidir.

2.1.1. Geregler

2.1.1.1. Kullamlan Kimyasallar

+ DMEM (Biological Industries, 01-052-1A)

« FBS (Biological Industries, 04-001-1A)

» Penisilin-Streptomisin (Biological Industries, 03-031-1B)

* Tripsin/EDTA soliisyonu (Biological Industries, 03-050-1B)
» Tripan mavisi (Sigma, 105H5021)

+  DMSO (Merck, 102952)
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MTT (Chemicon, CT01-5)
Borik Asit (Sigma, B6768-1)
Tris (Applichem, A2264-1000)
EDTA (Amresco, 1651C381)

2.1.1.2. Kullamilan Cihaz ve Gerecler

CO2’li inkiibator

Inverted mikroskop
Laminar hava akigh kabin
Santrifiij cihazi

-80°C sogutucu

Hassas tart1

Manyetik karistirict
Hemositometre

Hiicre kiiltiirii kaplari

Tek kullanimlik doku kiiltiirii pipetleri
Santrifiij tiipleri
Elektronik pipet
Otomatik pipet

Filtre

pH-metre

2.1.2. Yontem

%10 FBS’li DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) Hazirlanisi:
500 mI’'lik L glutamin iceren DMEM i¢ine 50 ml FBS ve 5 ml Penisilin-
Streptomisin (%1 v/v) eklenerek hazirlandi.

MTT Hazirlanmasi: MTT 5 mg/ml olacak sekilde PBS ig¢inde ¢oziildii.
100 mg MTT tartilarak 2 ml PBS i¢ine eklendi. C6zlinmesi i¢in vorteks ile
karistirildi. Hazirlanan soliisyon kabin i¢inde filtreden gegirildi. Calisma
hacimlerine uygun olarak santrifiij tiiplerine boliindii.

5X ve 1X TBE Hazirlanmasi: 1 litre son hacim i¢in 27,5 gr borik asit ve
20 ml EDTA (0,5M, pH 8) yaklasik 300 ml distile su icine eklendi.
Manyetik karistirict ile ¢oziinmeleri saglandi. Ardindan tizerine 54 gr Tris
eklenerek homojen hale geldikten sonra pH ayarlamasi yapildi. 5X
TBE’den 200 ml alinarak 800 ml distile su i¢ine konulmasiyla son hacmi 1
It olan 1X TBE hazirlandi.
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2.2. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

HUVEC hiicreleri ¢6zme islemi sonrast DEMEM (%10 FBS, %1 Pen-St) besi
ortaminda kiiltiire alind1. Hiicrelerin besi ortamlar1 2 giinde 1 degistirilerek kiiltiire
devam edildi. Hiicrelerin kiiltiir kab1 yiizeyini doldurmasi ile karar verilen pasaj

oranlaria gore pasajlamalar1 yapildi.

2.2.1. Sitotoksisite Deneyi (Hiicre Canhliginin Olgiilmesi)

2.2.1.1. Kullanilacak ilaclar

Laboratuvarimizda daha Onceki ¢alismalarimizda kullanilan kemoterapi
ilaglarindan 5-FU (410 — 0,05 umol/L), IR (1,3 mmol/L — 5 nmol/L) ve OX (500 —
0,0075 umol/L) belirtilen konsantrasyon araliklarinda, 9 farkli dozda eklenerek hiicre
canliliginin 6lgiimiinde kullanildi. Detayl ilag dozlar1 Cizelge 2.1.’de gosterilmistir
(5-florourasil: 5SFU Kogak Farma; irontu: Onko; Okzaliplatin: Eloxatin® Sanofi

Aventis).

Cizelge 2.1. MTT hiicre canlihg 6l¢iimii icin HUVEC hiicrelerine uygulanan ila¢ dozlari.

Dozlar / ilaglar 5-FU (pmol/L) IR (pmol/L) OX (pmol/L)

1. Doz 410,00 1300,00 500,00
2. Doz 102,50 325,00 125,00
3. Doz 25,625 81,25 31,25

4. Doz 6,40 20,00 7,8125
5. Doz 1,60 5,78 1,9532
6. Doz 0,40 1,25 0,488

7. Doz 0,10 0,3125 0,12207
8. Doz 0,025 0,078 0,03052
9. Doz 0,00625 0,0195 0,00763
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2.2.1.2. MTT ile Hiicre Canlihigmin Ol¢iilmesi

Endotel hiicreleri (HUVEC) kuyucuk basma 10* hiicre olacak sekilde 96
kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekildi. 24 saat sonrasinda Cizelge 2.1.’de belirtilen ilag
dozlar1 besi ortamlar1 ile hazirlanip hiicreler tizerine eklendi ve 72 saatlik
inkiibasyona birakildi. Canli hiicre oranini1 saptamak amaciyla, canli hiicrelerdeki
mitokondriyal rediiktaz enzimi ile suda ¢6ziinmeyen mor renkli formazan kristalleri
olusturan MTT (3-(4,5-dimetilthiazol-2-il)-2,5- difeniltetrazolium bromid) bilesigi
kullanildi. 20 pl MTT, 50 pl taze vasat icinde her kuyucuga eklendi. Canli
hiicrelerde olusan formazan kristallerinin, ¢alkalayici iizerinde, 150 ul DMSO iginde
coziinmesiyle ELISA plate okuyucuda (Thermo Scientific-Multiskan Go, Almanya)
590 ve 620 nm’de alman degerler ile hiicre proliferasyonu olciildii. Ilag
uygulanmayan kuyucuklarin absorbans degeri referans olarak kullanildi ve bu
kuyulardaki hiicrelerin canlilk oram1 %100 olarak alindi. ilag uygulanan
kuyucuklarin absorbans degerleri ila¢ uygulanmayan kontrol kuyucuklarina

oranlanarak ilgili dozlar i¢in canli hiicre miktarlar1 ylizde olarak hesaplandi.

2.3. Gen Ifadelerinin Olciilmesi I¢in Hiicrelerin Hazirlanmasi

HUVEC hiicreleri 6 kuyucuklu plaklara, 10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde, 2
tekrarli olarak ekildi. 24 saat sonra hiicrelerin vasatlar1 aspire edilerek, 2 ml taze
besiyeri i¢inde ¢oziinmiis olan, IC50, -1 loglC50, -2 loglC50 ve -3 loglC50
dozlarinda 5-FU, irinotekan ya da okzaliplatin kuyucuklara eklendi. Kontrol olarak
kullanilacak kuyucuklara ila¢ eklenmedi. 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda hiicreler
tripsinize edilerek topland1 ve PBS ile yikamayi takiben hiicreler RNA izolasyonu
yapilmak tizere -80 °C’de saklandi.

2.3.1. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu ticari kit (RNeasy® Mini Kit, Qiagen, Germany) kullanilarak

yapildi. Kisaca, bir onceki deneyde hazirlanarak -80 °C’de saklanan hiicre pelleti
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tizerine hiicreleri parcalamak i¢in 350 ul RLT tamponu eklendi. 8000 G’de 3 dakika
santrifiijiin ardindan 350 pl %70’lik EtOH eklemesi yapilip, RNeasy mini spin
kolonuna 700 pl alindi. 8000 G’de 15 sn santrifiij yapildi. Kolon membranindan alt
kisma gecen sivi atildi. Spin kolonuna sirastyla 700 pl yikama tamponu, 500 pul RPE
yikama tamponu eklenerek 15’er sn santrifiij yapildi. Bir kere daha 500 pul RPE
yikama tamponu eklenerek 2 dakika santrifiij yapilmasi ardindan, 30 pl RNaz

icermeyen su eklenerek membrana bagli bulunan RNAnin eliisyonu sagland.

2.3.2. RNA konsantrasyonu ve Kkalitesi tayini

Izole edilen RNA &rneklerinin saflig1 ve konsantrasyonu Azeo ile Azs0 dalga

boyunda spektrofotometre (Beckman Coulter, DU 730) ile yapildi.

RNA izolasyonu sonrast RNA biitiinliiglinlin saptanmasi i¢in kit protokoliine
uygun olarak her ornekten 1,2 pl, sirayla Agilent Bioanalyzer kitine (RNA 6000
Nano Assay, 5067-1511) yiiklemesi yapildi ve kapiler elektroforez temelli yiirtime
sonras1 Orneklerden aliman RIN (RNA Integrity Number) degerine gore Ornek

biitiinligii saptandi.

Cizelge 2.2. RNA saflik ve konsantrasyon degerleri.

HUVEC (108 hiicre/kuyucuk)
RNA Safhik RNA Konsantrasyonu

(A260/ X280) (ng/ml)
1 5 FU IC50 2,12 373,29
2 5FU-1 2,03 750,49
3 5FU -2 2,10 174,18
4 5FU -3 1,98 163,93
5 IR IC50 1,95 624,48
6 IR-1 2,00 274,58
7 IR -2 1,95 461,03
8 IR -3 1,98 421,98
9 OX I1C50 1,96 327,26
10 OX-1 1,95 542,17
11 OX-2 1,95 487,30
12 OX-3 1,96 339,80
13 24 saat kontrol 1,91 1236,80
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2.3.3. cDNA sentezi

Her bir 6rnek i¢in 250 ng RNA kullanilarak ticari kit ile (QuantiTect Reverse
Transcrition Kit, Qiagen, Germany) cDNA sentezi yapildi. Kisaca, oncelikle
genomik DNA eliminasyonu i¢in 250 ng RNA orneklerine kit tarafindan saglanan 2
pl gDNA wipeout soliisyonu eklendi (toplam hacim 14 pl). Genomik DNA
eliminasyonunu takiben 250 ng total RNA igeren 4 pl lik bu ¢ozeltilere sirasiyla kit
tarafindan saglanan RT tamponu (4 pl), RT primer karigim: (2 ul), reverse
transkriptaz enzimi (1 pl) eklenerek 42 derecede 30 dk cDNA sentezi yapildi.

Sentezlenen ¢cDNA’lar son hacimleri (20 pl) tizerine 80 pl eklenerek 100 pl’ye

tamamlandi.

2.4. Kantitatif gercek zamanh PZR (qPZR)

Ger¢ek zamanli PZR’de, HUVEC hiicrelerinde 5FU, IR ve OX ila¢larinin
IC50, -1 1ogIC50, -2 1ogIC50 ve -3 1ogIC50 dozlart uygulanmasi ardindan hiicrelerde
HBA, VEGF-A, PDGF-BB, ANG-2, VEGFR2, END-1, iNOS, eNOS ve TSP-1
genlerinde meydana gelen ifade degisikliklerine bakildi.

Gen ifadelerinin kontrolii i¢in primer ve hidroliz problan tasarlandi. Kisaca,
mRNA dizileri bulunarak exon kontrolii yapildi. Daha sonra ifade bakilmasi istenen
bolgenin ortalama 19-22 bazlik primerleri (F: forward, R: reverse) ve bunlara uygun
problar tasarlandi. Tasarlanan primer ve problar NCBI/nucleotid web sayfasindan
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/) kontrol edilerek problar 5’FAM —
3’TAMRA isaretli olacak sekilde, 200 nmol sentez skalasinda ve 100 pM
konsantrasyonda sentezletildi (Ella Biotech, Germany).
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Cizelge 2.3. Deneylerde kullanilan primer ve prob dizileri.

Gen Adi Niikleotid Dizisi (5°— 3”)
Human Beta Aktin : 5>-CCCTGGAGAAGAGCTACGAG-3’
(HBA) : 5’-AAGGTAGTTTCGTGGATGCC-3’
. 5’-CCAGCCTTCCTTCCTGGGCA-3’
Vaskiiler Endotelyal Biiylime . 5>-TGTGAATGCAGACCAAAGAAAGA-3’
Faktorii : 5>-GCTTTCTCCGCTCTGAGCAA-3’
(VEGF-A) . 5>-AGAGCAAGACAAGAAAATCCCTGTGGGC-3’
Platelet Kokenli Biiylime 1 5>-GGGCACACAGACTGGAGAAA-3’
Faktori : 5>-CACACCCACCAAGAG GAGTC-3’
(PDGF-BB) : 5’-CCCACGGTGCCCAAACACCAGTCA-3’
Anjiyopoietin 2 : 5’- GGACCCACATGCTCCAGATT-3’
(ANG-2) : 5- TCTCAGCCTCGGGTTCATCT-3’

: 5>-ACCAAAGCAAGACCCTAAACATCCATAATTGTGAT-3

Vaskiiler Endotelyal Biiyiime
Faktorii Reseptorii

: 5- GATTCTCCAGCCTGACTCGG-3’
: 5°-CTGCAGTCCGAGGTCCTTTT-3’

(VEGFR2) . 5’- AGGACCTCGGACTGCAGGGAGCCA-3’
Endotelin 1 . 5°-GCTCGTCCCTGATGGATAAAG-3’
(END1) . 5°- AGGGCTTCCAAGTCCATACG-3’

: 5-TGTGTCTACTTCTGCCACCTGGACATCA-3’

Indiiklenebilir NOS
(NOS2)

: 5-CCTCGGCTCCAGCATGTAC-3’
: 5- TGGGACAGCTTCTGATCAATG-3’
: 5’-TCGGTTCTGCGCCTTTGCTCAT-3’

Endotelyal NOS
(NOS?3)

1 5- TGAAGCACCTGGAGAATGAG-3’
:5’- TTGACCATCTCCTGATGGAA-3’
: 5’- CGATCCAGGCCCAGTCTGCA-3’

Trombospondin 1
(TBS-1)

R Il Rl el L= R oI el o e R Y Eee el ol i Bl Fe= e

: 5-TGCACTGAGTGTCACTGTCAGAA-3’
: 5- CATTGGAGCAGGGCATGAT-3’
: 5- TACCATCTGCAAAAAGGTGTCCTGCCC-3’

gPZR deneyleri Light Cycler 480 (Roche, Isvicre) cihazi ile 384 kuyucuklu

plak kullanilarak gergeklestirildi. Kisaca, sentezlenen cDNA orneklerinden
optimizasyon sonucu en 1iyi sonu¢ alman 3 upl hacimde Oornekler kullanildi.
Kuyucuklara kit tarafindan saglanan qPCR karisimindan (Solis Bio Dyne, 08-15-
00001) 2 pl, her primer ve probtan (10 pmol/ul) 0,2°ser pul ve son hacmi 10 pl’ye
tamamlamak i¢in 4.4 pl PZR grade su eklendi. Daha sonra Cizelge 2.4.’teki

reaksiyon kosullarina gore amplifikasyon gergeklestirildi.

Cizelge 2.4. PZR kosullar.

Sicakhik Siire Dongii Sayisi
Hold 95°C 900 saniye 1 cycle
o 95°C 20 saniye
2 step Amplification _ 45 cycle
60 °C 60 saniye
Cooling 37°C 180 saniye 1 cycle
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Reaksiyon sonrasi Cq degerleri ile grafikler kaydedildi. Amplifiye edilen
ornekler agaroz jelde yiiriitiilerek amplifikasyon teyidi yapildi.

2.4.1. PCR iiriinlerinin kontrolii (Agaroz jel)

Kantitatif PZR ile elde edilen driinlerin kontrolii %?2’lik agaroz jelde
yuriitiilerek yapildi. 50 bp DNA ladder (Bioron, 304007) ve 5X’lik yiikleme boyasi
(Promega, M791A) ile hazirlanan Ornekler jele yiiklenerek yiiriitiildi. Jel

goriintiileme cihazinda (Bio-Rad Gel Doc XR, ABD) goriintiilendi.

2.5. Hiicre Migrasyonu Deneyi

Boyden chamber hiicre migrasyonu Kiti (Biovision, K906-100) ile yapilan
deneyde, hiicre migrasyonunun gdzlenmesi amaciyla HUVEC hiicreleri (p10)
kullanildi. Kisaca, hiicreler Yontem 2.3’te anlatildig1 gibi 108 hiicre/kuyucuk olacak
sekilde 6 kuyucuklu plaklara ekildi, 24 saat sonrasinda S5FU, irinotekan,
okzaliplatinin 1C50, -1 loglC50, -2 loglC50 ve -3 logIC50 dozlari ile Bevacizumab
0,25 mg/ml dozunda uygulandi. 24 saat inkiibasyonun ardindan hiicreler toplanarak,
1000 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Her doz icin hiicre sayimi yapildi ve kit
tarafindan saglanan plagin {ist odaciklarina, serumsuz besi ortami ile hazirlanan 100
pul (5x10° hiicre/ml) hiicre siispansiyonu eklendi. Alt odaciklara ise 150 pl DMEM
(%10 FBS) eklendi. Yine kit tarafindan saglanan indiikleyici bilesen iceren kuyuya
135 pl besi ortami1 (%10 FBS) ile 15 ul inducer eklenerek hazirlandi. Plak 24 saat 37
°C, %5 CO2’li ortamda inkiibe edildi. Inkiibasyonu takiben iist odaciklardaki
ortamlar aspire edilerek kalan hiicreleri pamuk ile temizlendi. Alt odaciklar1 igeren
kisim 1000 g’de 5 dakika santrifiij edildi, siipernatant atilip yikama tamponu (200
ul/kuyucuk) ile yikanip tekrar santrifiij yapilmasi ardindan, alt odaciklara boya ile
hiicreleri yar1 gegirgen zardan ¢dzecek soliisyon karisimi eklendi. Ust odaciklar:

iceren kisim tekrar lizerine konularak 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi.
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Standart egri ¢izimi i¢in, yikama tamponu ile 8 diliisyon (50000, 25000, 12500,
6250, 3125, 1562, 781, 390) ve 1 kor hazirland1. Boya eklenmesi ardindan 37°C’de 1
saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi drneklerin ve standartlarin absorbanslari
florometrik olarak (Ex/Em: 530/590 nm’de) tayin edildi (Themo Scientific,
Fluoroskan Ascent FL).

2.6. In vitro Damar Olusumu Deneyi

Anjiyogenez, menstrual dongii ve yara iyilesmesi gibi normal ve diyabetik
retinopati, timor gelisimi ve metastaz1 gibi patolojik siireclerin temel bir bilesenidir.
Hiicre dis1 matriks; laminin, kollajen tip IV, heparan siilfat proteoglikanlar, entaktin
ve nidojen bilesenlerinden ve TGF-B, FGF gibi biiylime faktorlerinden ve
plasminojen, tPA ve MMP’ler gibi proteolitik enzimlerden olusmaktadir. In vitro
kosullarda bu bilesenlerin optimum damar olusumu saglanacak sekilde bir araya

getirilmesi ile her 6rnekteki damar olusum oranlar1 karsilastirilir.

In vitro damar olusumu deneyleri ticari kit (Millipore, ECM625) kullanilarak
gergeklestirildi. Kisaca, kit tarafindan saglanan ECMatrix 1 gece dnceden +4 °C’ye
cikarildi, ¢alisilacak malzemelerden 96 kuyucuklu plak, pipet uglari da +4 °C’de 1
gece inkiibe edildi. Seyreltici tampon buz tizerinde eritildi. 10X tampon ile ECMatrix
soliisyonu hazirlandi. 96 kuyucuklu plaklara, kuyucuk basima 50 pl olacak sekilde
dagitimi yapildi. Plak 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Es zamanli olarak, 48 saat 6nce
ekilen, 24 saat dnce SFU, irinotekan ve okzaliplatinin 1C50, -1 logIC50, -2 loglC50
ve -3 logIC50 dozlar1 ile Bevacizumab 0,25 mg/ml dozunda uygulanan endotel
hiicreleri plak yiizeyinden toplanarak hiicre sayomi yapildi. Daha sonra kuyucuk
basma 10* hiicre olacak sekilde hiicreler ekildi. Kuyucuklara ekilen hiicreler 10 saat
boyunca inverted mikroskop (Nikon Eclipse, TS100) altinda gozlemlenerek
fotograflar1 ¢ekildi.
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2.7. Salgilanan anjiyojenik faktor tayini icin hiicrelerin hazirlanmasi

HUVEC hiicreleri 6 kuyucuklu plaklara, 10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde, 2
tekrarli olarak ekildi. 24 saat sonra hiicrelerin vasatlar1 aspire edilerek, 2 ml taze
besiyeri i¢inde ¢Oziinmiis olan, IC50, -1 logIC50, -2 loglC50 ve -3 logIC50 ilag
dozlar1 kuyucuklara eklendi. ila¢ uygulanmayan kuyucuklar kontrol olarak alind1. 72
saatlik inkiibasyon sonrasinda kuyucuklardki kiiltiir vasati toplanarak 600 RPM 4
dakika santrifiij edildi. Siipernatan alinarak salgilanan anjiyogenik faktorlerin tayini

icin -80 °C de sakland.

2.7.1. Anjiyojenik faktor tayini

HUVEC hiicreleri tarafindan salgilanan anjiyojenik faktorlerin (VEGF-A,
PDGF-BB, ANG-2, END-1 ve TSP-1) diizey tayini biotin ile isaretlenmis ¢ift antikor
temelli sandwich ELIZA (enzim bagli immiino sorbent deneyi) teknigi kullanan

ticari Kitler kullanilarak yapildi (Yehua, Cin).

Kisaca, kitler ¢aligmadan yaklagik 30 dakika 6nce oda sicakligina ¢ikarildi. Kit
tarafindan saglanan standart soliisyon seyreltilerek standartlar (5 farkhi
konsantrasyonda) hazirlandi. Kuyucuklara 50 ul standart, 50 pl streptavidin-HRP
eklendi. Hiicre kiiltliiriinden hazirlanan hiicre vasatlar1 (40 pl) ile 10 pl antikor,
onceden kit yiizeyine monoklonal antikorlar1 kaplanan kuyucuklara eklendi. 50 pl
biotin ile isaretli, streptavidin-HRP’yi baglayacak anti-antikorlar eklenip immiin
kompleks olusturuldu ve 37 °C’de 60 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
baglanmayan enzimler yikama soliisyonu ile elimine edildi. Daha sonra kit tarfindan
saglanan substrat A (50 pl) ve B (50 pl) eklenerek 10 dakika inkiibe edildi. 50 pl
stop sollisyon eklenmesiyle kuyucuk icindeki rengin, asit etkisiyle maviden sariya
donmesi saglandi. Daha sonra olusan renk degisiklikleri ELIZA plate okuyucuda
(Thermo Scientific, Multiskan GO) 450 nm dalga boyunda okunarak absorbanslari
tayin edild. Standart Orneklerin absorbanslar1 referans alinarak bilinmeyen

orneklerdeki faktor diizeyleri hesaplandi.
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2.7.2. Bradford Deneyi

Bradford protein tayini yontemi, Comassie Brillant Blue G-250 boyasinin
proteinlerin asidik ve bazik gruplar ile etkileserek, renk olusturmasi temeline
dayanir. Boya normal sartlarda 465 nm’de maksimum absorbans verirken, protein ile

baglandig1 zaman 595 nm dalga boyunda maksimum absorbans verir..

Deney i¢in Bradford reaktifi (Sigma, B6916) +4 °C’den, 6rnekler -80 °C’den
oda sicakligina ¢ikarildi. Sigir serum albiimini (BSA) stok ¢ozeltisinden (15 mg/ml)
5 farkli konsantrasyonda protein Ol¢liim standartlar1 (1400 — 574 pg/ml araliginda)
hazirlanarak 96-kuyucuklu plaklarda 3’er tekrarli olacak sekilde 5’er ul eklendi, daha
sonra salgilanan sitokin diizeyleri deneyi (Deney 2.7) i¢in hazirlanmis olan hiicre
vasatlari da ilgili kuyucuklara 3’er tekrarli olacak sekilde 5’er ul eklendi. Tiim 6rnek
ve standart kuyucuklarina Bradford reaktifi 250 pl/kuyucuk olacak sekilde eklendi.
ve ELIZA plaka okuyucuda 595 nm’de okundu.

2.7.3. Nitrik Oksit Deneyi

Nitrik oksit (NO); vaskiiler diizenlenme, sinir iletimi, immiin cevap ve apoptoz
gibi siireclerde 6nemli rol oynar. NO sentaz (NOS) enzimleri tarafindan NO
olusturulduktan sonra hizli bir sekilde nitrit ve nitrata doniisiir, bu nedenle NO
Olcimii bu bilesikler iizerinden yapilmaktadir. Kullanilan kitte (Biovision, K262-
200) ilk adim nitrati, nitrat rediiktaz enzimiyle nitrite ¢evirmek, ikinci adim ise

Griess reaktifi ile nitriti koyu mor renkli azo bilesigine doniistiiriilmesidir.

Deneyde, Yontem 2.7.°de anlatilan hiicre kiiltiirli sonrasi toplanmis olan hiicre
supernatantlar1  kullanildi.  Hiicrelerin  sentezledikleri  nitrit ve  nitrat
konsantrasyonlarinin ¢ok yiiksek miktarda olmadig1 diisiintilerek seyreltme
yapilmadi. Kit protokoliine uygun olarak standartlari hazirlandi. Kuyulara &rnek
dagitim1 yapildi, tizerlerine sirasiyla deney tamponu, nitrat rediiktaz enzimi, enzimin

kofaktorii eklenip 1 saat inkiibe edildi. Sonrasinda enhancer ile Griess reaktifleri

39



eklendi. ELIZA plate okuyucuda (Thermo Scientific, Multiskan GO) 540 nm’de

Olclim yapilarak standart egriye gore 6rnek konsantrasyonlar1 hesaplandi.

2.8. Istatistiksel Analiz Yontemleri

5-Florourasil, irinotekan ve okzaliplatin dozlarina bagli olarak yapilan gercek
zamanli PZR, ELIZA, hiicre migrasyonu ve nitrik oksit deneylerinden elde edilen
kantitatif verilerin analizinde tek yonlii ANOVA testi, T testi ve Mann-Whitney U
testleri kullanildi. Analizler SPSS 10.0 programi kullanilarak yapildi. P degerleri
<0,05 olan karsilastirmalar istatistiksel agidan anlamli olarak kabul edildi. Gen ifade
diizeyleri ile sitokin diizeyleri arasindaki iliskinin analizinde Pearson ve Spearman

korelasyon testleri uygulanmustir.
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3. BULGULAR

3.1. HUVEC hiicrelerinde 5 Florourasil, irinotekan ve okzaliplatin
ile in vitro sitotoksisitenin belirlenmesi

HUVEC hiicreleri ile 5 Florourasil, irinotekan ve okzaliplatin ilag dozlarinin

uygulanmasi sonrasinda elde edilen grafikler Sekil 3.1.’de gosterilmektedir.

(A)
120
100
Q)
S
- 80
R
=
S 60
S
o
= 40
E
Q 20
5]
5
=1 0
o Negatif 0,00625 0,025 0,1 0,4 1,6 6,4 25625 102,5 410 Pozitif
Kontrol pM um M UM M umM M um UM  Kontrol
5 florourasil konsantrasyonlari(MM) «==¢==5-FU —— Polinom. (5-FU)
(B)
120
100 ...... T

iy
o

N
o

Hiicre Canlilik Oranlari (%)
(@]
o

\0—4 —

Negatif 0,0195 0,078 0,3125 1,25 5,78 20 81,25 325 1300 Pozitif
Kontrol pM M um M M um uM um UM Kontrol

o

Irinotekan konsantrasyonlari(puM) =—IR —— Polinom. (IR)

41




(€

120
.
100 |--& Tk -
1 =
|
80

. N

Negatif 0,00763 0,03052 0,12207 0,488 1,9532 7,8125 31,25 125 500 uM Pozitif
Kontrol pM um M M um M M um Kontrol

Hiicre Canlilik Oranlari (%)

Okzaliplatin konsantrasyonlari(pM) OX ~ ——Polinom. (OX)

Sekil 3.1. HUVEC hiicrelerinin 5-florourasil (5-FU) (A), irinotekan (IR) (B) ve okzaliplatin (OX) (C) ile
72 saat inkiibasyonu sonrasi hiicre canlilik oranlari.

Uygulanan doz ve karsilik gelen canli hiicre oranim1 gosteren grafiklerden her

bir ilag i¢cin IC50 degeri hesaplandi.

Doz-canli hiicre oran1 egrileri lineer dagilim gdsteren ilaglar i¢in;
y = a*Xx+ b, (b: sabit, a: egrinin egimi).
50-b
1C50 = %

Sigmoid dagilim gosteren cevap egrileri i¢in;

100 —a
1+ 10(x — logIC50) * b

y = 100+
(a: minimum deger, IC50: %50 inhibisyon yapan doz, b: egrinin tepe egimi).

Formiiller kullanilarak ilaglarin IC50, -1 logIC50, -2 loglC50 ve -3 logIC50
degerleri hesaplandi (Cizelge 3.1.). Tezin bundan sonraki deneylerinde kullanilan

ilaglar hesaplanan 1C50, -1 loglC50, -2 logIC50 ve -3 logIC50 dozlarinda kullanildi.
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Cizelge 3.1. HUVEC i¢in 5-FU, IR irinotekan ve oksaliplatin ile elde edilen IC50 degerleri.

HUVEC
5-FU (pmol/L) irinotekan (umol/L) | Okzaliplatin (umol/L)
1C50 9,1767 9,79 11,7636
-1 logIC50 0,91767 0,979 1,17636
-2 logIC50 0,091767 0,0979 0,117636
-3 loglC50 0,0091767 0,00979 0,0117636

3.2. Gen Ifade Diizeylerinin Kantitatif Degerlendirmesi

Hiicrelerdeki gen ifade degisimleri, AACt metodu (yaklagim methodu) insan [3-
aktin geni referans alinip normalize edilerek hesaplanmistir. In vitro sitotoksisite
deneylerinde ilaglar i¢in belirlenen IC50 dozlar ile birlikte -11ogIC50, -2logIC50 ve
-3l0gIC50 dozlarmin VEGF-A, PDGF-BB, VEGFR2, ANG-2, END-1, NOS-2,

NOS-3 ve TBS-1 genlerinin ifadeleri lizerindeki etkileri incelendi.

Cizelge 3.2. HUVEC hiicrelerinde 5FU, IR ve OX uygulamasi sonrasi gen ifade diizeyleri (Ortalama +

Standart Hata).
VEGF-A PDGF-BB VEGFR-2 END-1

KONTROL 0,914 £0,019 1,001 + 0,028 - 1,04 +£0,19

5FU -3 logIC50 0,143 + 0,035 0,263 + 0,009 0,89 + 0,143 0,1 +£0,003
5FU -2 logIC50 1,61 £0,011 1,373 +0,033 3,991 £ 0,00 2,723 £0,248
5FU -1 loglC50 0,261 £0,077 0,103 + 0,015 0,201 £ 0,063 0,128 £0,014
5FU I1C50 0,076 £ 0,002 0,052 + 0,01 - 0,039 + 0,003
IR -3 logIC50 0,098 £ 0,005 1,31+0,462 0,36 + 0,009 0,123 £ 0,007
IR -2 loglC50 0,03 £ 0,004 0,063 + 0,008 - 0,059 + 0,003
IR -1 logIC50 0,062 £ 0,002 0,049 £ 0,006 0,457 £ 0,179 0,097 £ 0,002
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Cizelge 3.2. devam HUVEC hiicrelerinde SFU, IR ve OX uygulamasi sonrasi gen ifade diizeyleri
(Ortalama + Standart Hata).

IR IC50 1,789 £ 0,13 1,114+0,121 0,841+ 0,195 0,735+ 0,057
OX -3 logIC50 0,019 + 0,001 0,054 + 0,008 0,251 0 0,045 + 0,007
OX -2 logIC50 0,016 +0 0,095 + 0,012 - 0,091 + 0,004
OX -1 logIC50 0,015 +0,001 0,018 + 0,002 - 0,019 + 0,001

OX IC50 0,027 + 0,001 0,149+ 0,013 - 0,096 + 0,005

5FU: 5-florourasil, IR: irinotekan, OX: okzaliplatin

Cizelge 3.3. HUVEC hiicrelerinde 5FU, IR ve OX uygulamas sonras: gen ifade diizeyleri (Ortalama +

Standart Hata)
ANG-2 TBS-1 NOS-2 NOS-3
KONTROL 1,072 + 0,296 1+0,1 1,046 + 0,232 1,019 £0,135
5FU -3 loglC50 0,495 £ 0,054 0,337 £0,016 0,14 + 0,005 0,1 +£0,01
5FU -2 loglC50 0,653 + 0,199 1,746 + 0,031 - 0,239 0,02
5FU -1 loglC50 0,043 + 0,005 0,095 + 0,002 0,014 +0 -
5FU IC50 0,055 + 0,008 0,019 + 0,001 0,547 +0 0,015+ 0,001
IR -3 logIC50 0,473 £ 0,094 0,051 + 0,002 0,03+0 -
IR -2 logIC50 0,153 £0,046 0,04 + 0,003 - -
IR -1 loglC50 0,063 + 0,006 0,036 + 0,003 0,042 £ 0,015 -
IR 1C50 0,097 £ 0,023 0,326 £ 0,047 - -
OX -3 logIC50 0,153 + 0,003 0,061 + 0,003 0,124 + 0,026 0,028 + 0,002
OX -2 logIC50 0,101 £0,022 0,055 £ 0,002 0,03 + 0,001 -
OX -1 loglC50 0,088 0 0,008 + 0,001 0,013+0 0,019 £ 0,001
OX IC50 0,222 +£0,078 0,034 £ 0,003 0,041+0 -

5FU: 5-florourasil, IR: irinotekan, OX: okzaliplatin
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m Kontrol

m -3 loglC50
u-2 loglC50
m-1 loglC50
®IC50

Relatif VEGF-A mRNA ifadesi

5 Florourasil Irinotekan Okzaliplatin

Sekil 3.2. HUVEC hiicrelerinde 5-florourasil, irinotekan ve okzaliplatin uygulamasi sonrasi VEGE-A gen
ifade diizeyleri.

HUVEC hiicrelerine uygulanan 5-florourasil sonrasi -2 loglC50 dozunda
kontrole goére anlamli bir artis olurken, diger dozlarda ifade diisiisii goriildi
(p<0,001). irinotekan uygulanmasi sonrasinda IC50 dozunda anlamli artis olurken,
diger dozlarda gen ifadelerinde azalma goriildii (p<<0,005). Okzaliplatin uygulamasi
sonrasi 4 ilag dozunda da ifade azalmist1 (p<0,0001).

= Kontrol

= -3 loglC50
-2 logIC50
m-1 logIC50
= IC50

Relatif PDGF-BB mRNA ifadesi

5 Florourasil Irinotekan Okzaliplatin

Sekil 3.3. HUVEC hiicrelerinde 5-florourasil, irinotekan ve okzaliplatin uygulamas: sonrast PDGF-B gen
ifade diizeyleri.
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PDGF-B gen ifadesinde 5-florourasil sonrasinda -2 1logIC50 degeri kontrole
gore anlamli artig gosterirken, diger dozlarda azalma gorildii (p<0,001). Irinotekan
uygulanmasi sonrasinda -2 ve -1 loglC50 degerlerinde ve oksaliplatinin tiim

dozlarinda kontrole gore anlamli diisiis goriildii (p<0,0001).
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5 Florourasil Irinotekan Okzaliplatin

Sekil 3.4. HUVEC hiicrelerinde 5-florourasil, irinotekan ve okzaliplatin uygulamasi sonrast VEGFR2 gen
ifade diizeyleri.

[lag uygulanmayan kontrol 6rneginde VEGFR2 gen ifadesi izlenmez iken 5-
florourasil ve irinotekan uygulamalart bu gen ifadesinde artisa neden olmustur
(p<0.05). 5-florourasil 1C50 ve irinotekan -21ogIC50 dozlarinda ise gen ifadesi
izlenmemistir. Okzaliplatinin uygulanan hi¢ bir dozunda HUVEC hiicrelerinde
VEGFR?2 gen ifadesi izlenmemistir.
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5 Florourasil Irinotekan Okzaliplatin

Sekil 3.5. HUVEC hiicrelerinde 5-florourasil, irinotekan ve okzaliplatin uygulamast sonrasi END-1 gen
ifade diizeyleri.

END-1 geninde 5-florourasil -2logIC50 dozunda endotelin ifadesinde anlamli
art1s izlenirken diger dozlarinda anlamli azalma izlendi (p<0.05). Irinotekan ise IC50
dozunda endotelin ifadesi diizeyinde anlamli degisiklik yapmazken diger dozlarda
anlaml diistise yol act1 (p<0.05) ve okzaliplatin ise tiim dozlarda endotelin-1 geni

ifade diizeyini anlamli olarak azaltt1 (p<0,05).
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5 Florourasil Irinotekan Okzaliplatin

Sekil 3.6. HUVEC hiicrelerinde 5-florourasil, irinotekan ve okzaliplatin uygulamasi sonrast ANG-2 gen
ifade diizeyleri.
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Angiopoietin-2 gen ifadesinde her ti¢ ilacin tiim dozlarinda azalma izlendi.
Ancak bu azalma miktar1 5-florourasilin 1C50 ve -1logIC50, irinotekan ve

okzaliplatinin ise IC50, -1loglC50 ve -210gIC50 dozlarinda anlamli idi (p<0.05).
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5 Florourasil Irinotekan Okzaliplatin

Sekil 3.7. HUVEC hiicrelerinde 5-florourasil, irinotekan ve okzaliplatin uygulamasi sonrast TBS-1 gen
ifade diizeyleri.

TBS-1 gen ifadesinde, ila¢ uygulanmasi sonrasinda 5-FU -2logIC50 degerinde
kontrole gére anlamli artis oldugu, diger dozlarda ise anlamli azalis oldugu goriildii
(p<0,0001). irinotekan ve okzaliplatinin tiim dozlarinda TBS-1 gen ifadesinde
belirgin olarak baskilanma izlendi (p<0.0001).
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Relatif NOS-2 mRNA ifadesi

5 Florourasil Irinotekan Okzaliplatin

Sekil 3.8. HUVEC hiicrelerinde 5-florourasil, irinotekan ve okzaliplatin uygulamasi sonrast NOS-2 gen
ifade diizeyleri.

NOS-2 geni ifade diizeyleri, 5-florourasil IC50 dozu disinda uygulanan tiim
ila¢ dozlarinda belirgin olarak azalmistir (p<<0.001). 5-Florourasil ve irinotekanin -2

logIC50 dozlarinda ise NOS-2 geninde hi¢ ifade gézlenmedi.
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Relatif NOS-3 mRNA ifadesi

5 Florourasil Irinotekan Okzaliplatin

Sekil 3.9. HUVEC hiicrelerinde 5-florourasil, irinotekan ve okzaliplatin uygulamasi sonrast NOS-3 gen
ifade diizeyleri.

HUVEC hiicrelerinde 5-florourasil ve okzaliplatin sonrasi tiim dozlarda NOS-3

gen ifade diizeylerinde azalma izlenirken, irinotekan uygulamasi sonrasinda ise ifade

goriilmedi (P<0,05).
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3.3. HUVEC Hiicrelerinde
Diizeylerine Etkisi

Kemoterapinin Anjiyojenik Faktor

VEGF-A, PDGF-BB, END-1, ANG-2 ve TBS-1 igin yapilan ELIZA deneyi ile
hesaplanan sitokin diizeyleri degerleri, her bir 6rnegin igerdigi total protein miktarina
gore normalize edilerek mg protein basina olacak sekilde ifade edildi. Calisilan

sitokinlerin hiicre kiiltiir ortamina salgilanan diizeyleri ortalama + standart hata

olarak Cizelge 3.4’de gosterilmistir.

Cizelge 3.4. HUVEC hiicrelerinde kemoterapi ilag uyugulamast sonrast VEGF-A, PDGF-BB, ANG-2,
END-1 ve TBS-1 sitokin diizeyleri (mg protein basina) (ortalama =+ standart hata).

VEGF-A (ng/L) | PDGF-BB (ng/L) | ANG-2 (ng/L) END-1 (ng/L) TBS-1(ng/ml)
KONTROL | 822.94+1293 | 130630420277 | 238271956 | 131832042 | 76.82+6,17
5FUIC50 | 596.95+59.00 | 1000,53 = 10,00 040 730247 109,66 + 10
5FU -1
645.61 + 4818 | 1748.15 + 90,74 1697+ 16 110294603 | 13644+436
loglC50
5FU -2
811,07+78,55 | 1334221300 | 168,11+1394 | 11916021 | 104,04+ 12,62
log1C50
5FU -3
798,71 + 70,51 040 22487422 131974046 | 99.49 12,56
logIC50
IRIC50 | 64891+ 64,00 0£0 040 98.88 + 9,00 58.71 + 5,00
IR-1 | 4643724600 | 2288,67£22,00 | 163,65+ 16 85,59 + 8,00 94,6 + 9,00
log1C50
IR -2 612744591 | 1969.87+ 141.83 | 1432+ 2.56 106.4 = 0,6 91,99 +2.75
logIC50
IR-3 | 5700912426 | 186591 + 12681 | 173,79+ 17 79871792 | 74.04+2.92
logIC50
OX IC50 | 404224000 | 1244.69+12,00 | 123,17+ 12 59.71 + 5,00 50,87 + 5,00
OX -1
47577+ 4680 | 1650,13+ 16,00 | 140,85 = 14 62.67 + 6,00 59.25 + 5,00
logIC50
OX -2
5485142074 | 182685+75.61 | 19154+ 19 11512436 | 89.96+29.62
log1C50
OX -3
ogiCs0 | O1495 7152 | 1632548218 | 1577141399 | 1309424 | 131234366

5FU: 5-florourasil, IR: irinotekan, OX: okzaliplatin
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5 Florourasil Irinotekan Okzaliplatin

Sekil 3.10. HUVEC hiicrelerinde 5-florourasil, irinotekan ve okzaliplatin uygulama sonrast VEGF-A
sitokin diizeyleri.

5-Florourasil 1C50 irinotekan -1loglC50 ve okzaliplatini ise -3logIC50,
-210gIC50 ve -11ogIC50 dozlarinda VEGF-A diizeyleri anlamli olarak azaldi
(p<0,05).
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5 Florourasil Irinotekan Okzaliplatin

Sekil 3.11. HUVEC Hiicrelerinde 5-florourasil, irinotekan ve okzaliplatin uygulama sonras1 PDGF-BB
sitokin diizeyleri.

HUVEC hiicrelerinde 5-florourasil IC50 dozunda PDGF-BB diizeyini anlaml
olarak azaltirken -11ogIC50 dozunda anlamli olarak arttird1 (p<0.05). irinotekan ve
okzaliplatin ise IC50 disindaki diger dozlarda PDGF-BB diizeyini anlamli olarak
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arttirdi (p<0.05). 5-Florourasil -3loglC50 ve irinotekan 1C50 dozlar1 sonrasinda

hiicre kiiltlir vasatinda sitokin diizeyi dl¢iilemeyecek diizeyde idi.
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Sekil 3.12. HUVEC Hiicrelerinde 5-florourasil, irinotekan ve okzaliplatin uygulama sonrast ANG-2

proteini sitokin diizeyleri.

5-florourasil, irinotekan ve okzaliplatin 5-Florourasil -3logIC50 dozu harig

diger dozlarda ANG-2 diizeylerinde anlamli azalmaya neden oldu (p<0,05). 5-

florourasil ve irinotekanin IC50 dozlarinda ise sitokin diizeyleri olgiilemeyecek

diizeyde idi.
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5 Florourasil Irinotekan Okzaliplatin

Sekil 3.13. HUVEC Hiicrelerinde 5-florourasil, irinotekan ve okzaliplatin uygulama sonrast END-1

sitokin diizeyleri.
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Irinotekan uygulanan tiim dozlarda endotelin-1 diizeyini anlamli olarak
distirdii (p<0.05). 5-Florourasil ve okzaliplatin IC50 ve -11ogIC50 dozlarinda sitokin
diizeyinde anlamli azalma yaparken (p<0.05) diger dozlarda degisiklige yol agmadi.
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5 Florourasil Irinotekan Okzaliplatin

Sekil 3.14. HUVEC Hiicrelerinde 5-florourasil, irinotekan ve okzaliplatin uygulama sonrasi TBS-1
sitokin diizeyleri.

HUVEC hiicrelerinde 5-florourasil IC50 ve -11ogIC50 dozlar1 trombospondin-
1 diizeylerini anlamli olarak arttirirken (p<0.05) irinotekanin -1loglC50 ve -21ogIC50
dozlar1 anlamli olmamakla birlikte bir artisa yol act1 (Cizelge 3.4 ve Sekil 3.4).
Okzaliplatinin ise sadece -3logIC50 dozu sitokin diizeyini anlamli olarak arttirmistir
(p<0.05). Okzaliplatinin IC50 ve -110gIC50 dozlar1 ise anlamli olmamakla birlikte

TBS-1 diizeyinde bir azalmaya neden olmustur.

3.4. HUVEC Hiicrelerinde Kemoterapinin Nitrik Oksit Diizeylerine
Etkisi

5-Florourasil, irinotekan ve okzaliplatinin farkli dozlarmin HUVEC
hiicrelerinde nitrik oksit sentezi iizerindeki etkileri arastirildi. Uygulanan ilag dozlar

ile 6l¢iilen NO diizeyleri (ortalama =+ standart hatalar1) Cizelge 3.5’de gosterilmistir.
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Cizelge 3.5. HUVEC hiicrelerinde 5-Florourasil, irinotekan ve okzaliplatin uygulamasi sonrast NO
(Nitrat/nitrit) konsantrasyonlari (ortalama + standart hata).

Ornek Adi Ortalama NO Konsantrasyonu
(M)
Kontrol 2,69+ 0,03
5FU IC50 1,48 £ 0,07
5FU -1 logIC50 1,1+0,05
5FU -2 logIC50 2,7+0,10
5FU -3 logIC50 1,56 +0,03
IR 1C50 1,24 +0,03
IR -1 logIC50 1,65+ 0,05
IR -2 logIC50 0,93 +0,05
IR -3 logIC50 3,05+1,29
OX I1C50 0,85+ 0,05
OX -1 logIC50 2,09+0,76
OX -2 logIC50 2,6 £0,53
OX -3 logIC50 0,7 £ 0,05

5FU: 5-florourasil, IR: irinotekan, OX: okzaliplatin

HUVEC hiicrelerinde kemoterapi ilaglar1 uygulamasi sonrasinda nitrat/nitrit
konsantrasyonlar1  5-florourasil -1loglC50, irinotekan 1C50 ve -2loglC50,

okzaliplatin ise IC50 ve -310gIC50 dozlarinda kontrole gore anlamli azaltirken diger
dozlarda etkilememistir (p<0,05).

5
4,5 -

4
= m Kontrol
£ = 1C50
E =-110gIC50
s = -2 logIC50
=

= -3 loglC50

5 Florourasil Irinotekan Okzaliplatin

Sekil 3.15. HUVEC hiicrelerinde 5-florourasil, irinotekan ve okzaliplatin uygulamasi sonrasi nitrat/nitrit
konsantrasyonlari.
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3.5. HUVEC Hiicrelerinde Kemoterapinin Hiicre Migrasyonuna
Etkisi

5-Florourasil, irinotekan, okzaliplatin ve bevacizumab uygulamasindan sonra
hiicrelerin migrasyon yeteneklerindeki degisiklikleri gozlemek amaciyla Trans-well

migrasyon deneyi yapildi.

120
£ 100
g = Kontrol
= 80
& ® -3 loglC50
é 60 m -2 loglC50
8 m-1 logIC50
'§D 40 mIC50
:§ 20 = 0,25 mg/ml
s

5 Florourasil  Irinotekan ~ Okzaliplatin  Bevacizumab

Sekil 3.16. HUVEC hiicrelerinde 5-florourasil, irinotekan, okzaliplatin ve bevacizumab uygulamast
sonrast hiicrelerin migrasyon oranlari.

5-Florourasil, irinotekan ve bevacizumab uygulanan tiim dozlarda HUVEC

hiicrelerinin migrasyon yeteneklerini anlamli olarak azaltmistir (p<0.05) (Sekil 3.16).
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3.6. Kemoterapinin In vitro Damar Olusumu Uzerine Etkisi

Sekil 3.17. HUVEC hiicrelerinde kemoterapi ilaglarinin in vitro damar olusumuna etkisi. A-Kontrol, B-
C-Bevacizumab, D-5FU -3logIC50, E- 5FU -2logIC50, F- 5FU -1logIC50, G- 5FU IC50, H- IR -3loglC50, I- IR
-2l0gIC50, J- IR -1loglC50, K- IR I1C50, L-OX -3loglC50, M- OX -2logIC50, N- OX -1logIC50, O-OX IC50

Deneylerde kullanilan kemoterapi ila¢ dozlart ve bevacizumabin kullanilan

dozunda HUVEC hiicrelerinde in vitro damar olusturma yetenegi agisindan belirgin

bir fark izlenmedi.
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4. TARTISMA

Kanserde uygulanan konvansiyonel kemoterapi ilaglari rutin uygulama
dozlarinda genellikle kanser hiicrelerini dldiiriirken, endotel hiicrelerini fazla
etkilememektedir. Son yillarda 6zellikle 6nceden yogun kemoterapi almis olan solid
timorlii  hastalarda daha yaygin olarak uygulanmaya baslanan metronomik
kemoterapi, tiimor hiicrelerinin apoptozu ve 6zellikle endotel hiicreleri tizerindeki
etkileri nedeniyle anti-anjiyojenik etkileri olabilecegi diisiiniilmektedir (Banys-
Paluchowski ve ark., 2016; Kerbel ve Kamen, 2004). Konvansiyonel uygulamalara
gore daha disiik dozlarda ve daha uzun siire uygulanan metronomik kemoterapi
uygulamalarinin ise 6zellikle dolasimdaki endotel Oncii hiicrelerini azaltarak timor
anjiyogenezini baskilamada rol oynayabilecegini gosteren ¢alismalar bulunmaktadir
(Shi ve ark., 2014; Stoelting ve ark., 2008; Zeng ve ark., 2016). Klinigimizde daha
once yaptigimiz bir ¢alismada metronomik olarak uygulanan kemoterapi ilaglarinin
bu dozlarda tiimor hiicrelerinden VEGF-A salgilanmasini azalttigi gosterilmisti
(Winter ve ark., 2016; Aktas ve ark., 2012). Kemoterapi ilaglarinin endotel
hiicrelerindeki anjiyojenik ve anti-anjiyojenik faktor sentezi iizerindeki etkileri
konusundaki ¢aligmalarda anjiyogenezde rol oynayan gen diizeylerinde degisik
etkilerini gosteren az sayida ¢alisma bulunmaktadir (Biziota ve ark., 2016b; Biziota
ve ark., 2016a; Previs ve ark., 2015). Tiimor anjiyogenezinde tiimor hiicreleri ile
timor mikrogevresinde yer alan tiimdr asosiye makrofajlar (TAM) ve kanser asosiye
fibroblastlar (CAF) ve diger beniyn hiicrelerden salgilanan anjiyogenik faktdrlerin
yanisira endotel hiicrelerindeki sitokin salgis1 ve VEGF reseptor degisiklikleri de rol
oynamaktadir (Kerbel, 2008). Ozellikle endotel hiicrelerinin migrasyon ve tiip
olusturma potansiyelleri de tlimor anjiyogenezinde bu hiicrelerin énemli fonksiyonel
ozellikleridir. Bu tez ¢alismamizda, solid tiimorlerde yaygin olarak kullanilan 5-
florourasil, irinotekan ve okzaliplatinin farkli metronomik dozlarmin endotel
hiicrelerinde anjiyojenik ve anti-anjiyojenik sitokin yapimi iizerindeki etkilerini
incelemeyi amacladik. Yine bu ilaglarin endotel hiicreleri VEGF reseptor sentezi ve
migrasyon ile tiip olusturma yetenekleri iizerindeki etkilerini arastirdik. Migrasyon
ve tiip olusturma fonksiyonlar1 agisindan kemoterapi ilaglar1 i¢in kontrol olarak

bevacizumabin da etkinligini arastirdik. Kullanilacak kemoterapi ilaglarinin, deneyde
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kullanacagimiz hiicrelerdeki proliferasyon ve migrasyonu {iizerindeki etkilerini
incelemek icin farkli konsantrasyonlarda ilaglar ile MTT hiicre canliligi deneyi
yapildi. Doz araliklar1 laboratuvarimizda daha 6nce yapilan ¢aligsma ile saptanmais idi.

HUVEC hiicrelerinin en ¢ok 5-florourasile duyarli oldugu saptandi (Cizelge 2.1).

Kolon kanseri tedavisinde kullanilan 5-florourasil, irinotekan ve okzaliplatin
ilaglarinin timor anjiyogenezini hangi yollardan etkiledigine dair farkli sonuglar
belirtilmistir. Irinotekanin TBS-1 ifadesini uyararak endotel hiicre gogalmasini ve
timor dokusunda mikrodamar yogunlugunu azalttigi gosterilmistir. Okzaliplatin ve
5-FU ozellikle diisiik dozlarda hem anti-anjiyojenik hem de anti-timoral etkinlik
gosterebilmektedir. Yaptigimiz deneylerde anti-anjiyogenik faktér olan TBS-1 igin
ilag uygulamalar1 sonrasi gen ifade diizeylerinde azalma goriiliirken, ELIZA
deneylerinde o6zellikle diigsiik dozlarda endotel hiicrelerinden salgilanan TBS-1
protein konsantrasyonunun artmis oldugunu bulduk (Sekil 3.11). Bu sonuglar diisiik
dozlarda uygulanan 5-florourasil, irinotekan ve okzaliplatinin endotel hiicrelerinde
anjiyojenik faktorleri azaltirken anti-anjyojenik faktor yapimini da uyarabildigini

gostermektedir.

Tiimor anjiyogenezinde VEGF-A varliginda Angiopoietin-2’nin  damar
destabilizasyonunu sagladigi ve vaskiiler filizlenmeyi destekledigi; VEGF-A
yoklugunda ise baskilayict bir rol oynayarak vaskiiler regresyonu hizlandirdigi
bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda da 5-FU, irinotekan ve okzaliplatinin -1logIC50,
ve -3loglC50 dozlarinda bu genlerin ifadelerini azalttigi ve benzer olarak da
salgilanan VEGF-A ve angiopoietin-2 diizeylerini azalttigin1 bulduk (Cizelge 3.2 ve
Cizelge 3.3).

PDGF-B’nin  endotel  hiicre  migrasyonunu, proliferasyonunu  ve
mikrodamarlagsmada tlipsii yapmin olusabilmesi i¢in perisitlerin toplanmasin
uyardigr bilinmektedir. Calismamizda 6zellikle gen ifadesi diizeyinde irinotekanin
-11ogIC50 ve -2logIC50 ve okzaliplatinin incelenen tiim dozlarinda PDGF-B’yi
baskiladig1 5-florourasilin ise -210gIC50 dozunda ifade artisina neden olurken diger
dozlarda azalttigin1 bulduk (Cizelge 3.2). Ilging olarak salgilanan PDGF-B diizeyleri
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incelendiginde bu sitokin salgisinin genel olarak test edilen kemoterapi dozlarinda
arttig1 gozlendi. Gen ifadesi ile salgilanan sitokin diizeyi arasindaki bu c¢eliskiyi
mevcut bulgularla aciklamak zor goériinmekle birlikte sitokinin hiicre disina
salgilanmas: iizerinde olas1 bir etkisinin aragtirtlmasinin konuyu aydinlatabilecegini
diisiinliyoruz. Deneylerde kullandigimiz 5S-florourasil ve irinotekanin endotel
hiicrelerinde VEGFR2 ifadesini genel olarak arttirirken okzaliplatinin  ise

etkilemedigini bulduk (Cizelge 3.2).

Nitrik oksitin endotel hiicre proliferasyonunu destekleyerek ve hiicrenin
apoptoza gidisini engelleyerek sagkalim faktorii gibi gorev aldigi bilinmektedir.
Yaptigimiz deneylerde de iNOS ve eNOS gen ifadesi uygulanan ilaglar sonrasinda
azaldigini, nitrik oksit diizeylerinin de bu azalmay1 destekler nitelikte oldugunu
bulduk (Cizelge 3.3, Cizelge 3.5). NO diizeylerini azaltma yoniinden 5-florourasilin
-110gIC50, irinotekanin -2logIC50 ve okzaliplatinin -3logIC50 dozlari en etkili
bulunmustur (Sekil 3.15).

HUVEC hiicrelerine uygulanan 5-florourasil, irinotekan ve okzaliplatinin bu
hiicrelerin migrasyon yetenegini hemen biitiin dozlarda azalttigin1 bulduk (Sekil
3.16). Ogzellikle irinotekan ve 5-florourasilin -21ogIC50 dozlarindaki azalma
bevacizumabin etkisi ile benzer bulundu. Ilaglar sonrasinda migrasyon
yeteneklerinde diisme gozlenmistir. Deneylerde kullandigimiz ilaglarin  farkli
dozlarinin mikrodamar olusumu agisindan deney siiresince ¢ok farklilik gostermedigi
gozlendi. S6z konusu ilaglarin hiicrelerin damar olusumu fonksiyonu iizerindeki

etkilerinin in vivo deneylerle degerlendirilmesinin daha uygun olacagi kanaatindeyiz.
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5. SONUC VE ONERILER

5-Florourasil, irinotekan ve okzaliplatin tez ¢alismamizda kullandigimiz 1C50,
-1loglC50, -210gIC50, -3logIC50 dozlarinda bazi farkliliklar olmakla birlikte genel
olarak anjiyojenik genlerin (angiopoietin 2, nitrik oksit sentetaz-2 ve 3, PDGF-B ve
VEGF-A) mRNA diizeyinde ifadesini baskilarken; anti-anjiyojenik Trombospondin-
1 sitokin diizeyini arttirmustir. Test edilen ilag dozlarinda 6zellikle her 3 ilacin -
3logIC50 dozlar1 endotel hiicrelerindeki gen ifadesi ve sitokin salgis1 lizerindeki
etkileri agisindan anti-anjiyojenik tedavi modalitesi olarak hayvan modellerinde test
edilmeye aday gorinmektedir. Bu tez ¢alismamizda elde ettigimiz in vitro sonuglar
deneylerde kullanilan ilag dozlarinin bir sonraki asama olarak hayvan tiimor
modellerinde test edilmesinin klinikte kullanilan metronomik dozlarin daha rasyonel

bir sekilde klinik ¢aligmalar baglaminda belirlenmesine yol gosterici olacaktir.
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OZET

Metronomik Kemoterapinin Endotel Hiicre Fonksiyonlar1 Uzerindeki Etkisi

Konvansiyonel kemoterapi ilaglar1 genellikle sitotoksik etkileri nedeniyle timor
dokusunda kii¢lilmeye neden olmaktadir. Ancak hastalarin ¢ogunda bu ilaglarin timdr
hiicrelerindeki sitotoksik etkilerine kars1 direng gelismektedir. Klasik kemoterapi ilaglarinin
metronomik kemoterapi adi verilen ve diisiik dozlarda ve uzun siireli olarak uygulamasiyla
timor hiicrelerinde apoptozla birlikte anti-anjiyojenik etkilerin de ortaya ¢ikmasi bu
hastalarda tedavi direncini yenmede bir segenek gibi goriinmektedir. Kanserde anjiyogenez,
hastaligin ilerlemesinde son derece dnemli bir siirectir. Anjiyogenezi baskilayarak tiimdorlerin
gerilemesini saglamaya yonelik tedavi yaklasimlar1 son yillarda popiilarite kazanmistir. Yeni
gelistirilen anti-anjiyojenik tedavi ajanlarmin ciddi yan etkilerinin yanisira ¢ok pahali olmasi
alternatif arayiglari da giindeme getirmistir. Metronomik kemoterapinin anti-anjiyojenik
tedavi modalitesi olarak kullanilabilmesi ve rasyonel tedavi secenekleri olusturabilmek icin
bu uygulamanin endotel hiicreleri {izerindeki etkilerinin ayrintili olarak bilinmesi
gerekmektedir. Metronomik tedavinin endotel hiicre Onciillerinin azalttigina iliskin
caligmalar bulunmakla birlikte bu ilaglarin endotel hiicre fonksiyonlar1 ve anjiyogenezde rol
oynayan genlerin ifadesi tizerindeki etkilerini arastiran ayritili ¢aligmalar gerekmektedir.
Yine metronomik olarak kullanilacak dozlarin se¢iminde bu dozlardaki anti-anjiyojenik etki
potansiyelinin de bilinmesi 6nem tagimaktadir. Bu tez 6ncelikle metronomik kemoterapinin
endotel hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkilerinin yanisira bu hiicrelerin fonksiyonlar1 ve
anjiyojenik-antianjiyojenik gen ifadeleri tizerindeki etkilerinin arastirilmasi amaglanmustir.

Calismamizda, HUVEC endotel hiicre hatt1 kullanildi. Kanser tedavisinde siklikla
kullanilan 5-florourasil, irinotekan ve okzaliplatinin HUVEC hiicrelerinde sitotoksik etkileri
MTT testi ile tayin edilerek IC50 dozlari bulundu. Daha sonra bu ilaglarin IC50, -1logIC50,
-210gIC50 ve -3logIC50 dozlarmin endotel hiicrelerinin migrasyon ve tiip olusturma
fonksiyonlarina etkisinin yanisira bu hiicrelerde VEGF-A, VEGFR2, PDGF-BB,
angiopoietin-2, endotelin-1, trombospondin-1, iNOS, eNOS gen ifadelerine etkileri mMRNA
diizeyinde gercek zamanli PZR yontemi ile ve hiicreler tarafindan besi ortamina salgilanan
VEGF-A, PDGF-BB, ANG-2, END-1 ve TBS-1 sitokin diizeylerine etkileri sandvig ELIZA,
nitrat/nitrit diizeylerine olan etkileri ise ticari kit ile tayin edildi.

HUVEC hiicrelerine uygulanan 5-florourasil, irinotekan ve okzaliplatinin bu
hiicrelerin migrasyon yetenegini hemen biitiin dozlarda anlamli olarak azalttigin1 bulduk.
Ancak mikro damar olusumu agisindan ilaglarin kullandigimiz dozlarinda bir farklilik
izlenmedi. 5-Florourasil, irinotekan ve okzaliplatin 1C50, -1loglC50, -2logIC50, -3logIC50
dozlarinda bazi farkliliklar olmakla birlikte genel olarak anjiyojenik genlerin (angiopoietin 2,
nitrik oksit sentetaz-2 ve 3, PDGF-B ve VEGF-A) mRNA diizeyinde ifadesini baskilarken
anti-anjiyojenik Trombospondin-1 sitokin diizeyini arttirdigini bulduk. Yine NO diizeylerini
azaltma yoninden S5-florourasilin -11ogIC50, irinotekanin -2loglC50 ve okzaliplatinin
-3logIC50 dozlarinin en etkili oldugu bulundu.

Tez ¢alismasindan elde ettigimiz sonuglar diisiik dozlarda uygulanan 5-florourasil,
irinotekan ve okzaliplatinin endotel hiicrelerinde anjiyojenik faktorleri azaltirken, anti-
anjyojenik faktoér yapimini da uyarabildigini gostermektedir. Ayrica bu sonuglar s6z konusu
ilaglarin bu dozlarda daha ileri hayvan modelleri ve klinik ¢alismalarda anti-anjiyojenik
tedavi segenegi olarak denenebilecegini gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: Anjiyojenez, ELIZA, GZ-PZR, Kemoterapi, Metronomik Kemoterapi
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SUMMARY

Effects of metronomic chemotherapy on endothelial cell function

Conventional chemotherapeutic drugs usually decrease tumor volume by killing tumor
cells. However, the majority of patients develop resistance against cytotoxic effects of those
drugs. The lowered doses and prolonged administration of lowered doses of
chemotherapeutic drugs, called metronomic chemotherapy, seems to overcome the treatment
resistance in solid tumors by increasing tumor cell apoptosis and anti-angiogenic activity.
Angiogenesis is one of the basic processes in the progression of tumors. Recently, anti-
angiogenic agents have gained popularity in the treatment of advanced staged cancers.
However, new alternative modalities are being investigated because of the serious side
effects and the cost of the newly developed anti-angiogenic drugs. In order to use
metronomic chemotherapy as an alternative anti-angiogenic treatment modality, the detailed
effects of those drugs on endothelial cell functions need to be elucidated. Although there are
few reports show that metronomic chemotherapy could decrease endothelial precursor cell
numbers, no detailed studies regarding the effects of different doses of those drugs on the
expression of angiogenic and anti-angiogenic genes, cytokine secretion and cellular
functions of endothelial cells are available in the literature. In the current study we especially
aimed to investigate the effects of various metronomic doses of 5-florouracil, irinotecan and
oxaliplatin on the cellular functions, angiogenic and anti-angiogenic gene expression and
cytokine secretion levels in endothelial cells.

We used endothelial cell line in the experiments. First, we determined the cytotoxic
effects of 5-florouracil, irinotecan and oxaliplatin on HUVEC cells by using MTT test and
calculated 1C50 doses. Then, we tested the 1C50, -1loglC50, -2loglC50 and -3loglC50 doses
of those drugs on cell migration and micro vessel formation functions of HUVEC cells.
We’ve also tested the effects of the drugs on the expression levels of VEGF-A, VEGFR2,
PDGF-BB, angiopoietin-2, endotelin-1, trombospondin-1, iNOS, eNOS genes by gPCR and
VEGF-A, PDGF-BB, ANG-2, END-1 and TBS-1 cytokine levels by sandwich ELISA and
nitrate/nitrite levels by a commercially available NO testing kit.

5-Florouracil, irinotecan and oxaliplatin significantly decreased the migration capacity
of HUVEC cells at all testing doses. However, no significant efficacy of the drugs are
observed on micro vessel formation function of the HUVEC cells. The chemotherapeutic
drugs tested in the current study yielded a decrease in the expression levels of angiopoietin 2,
nitric oxide synthetase -2 and 3, PDGF-B and VEGF-A genes and an increase in the cytokine
secretion levels of thrombospondin-1 at the doses of -1loglC50, -2loglC50 and -3loglC50.
The 5-florouracil at the dose of -1logIC50, irinotecan of -2logIC50 and oxaliplatin of
-3loglC50 efficiently decreased the nitric oxide levels of HUVEC cells.

Our results suggest that the lowered doses of 5-florouracil, irinotecan and oxaliplatin
decrease angiogenic factor and increase anti-angiogenic factor production in endothelial cells
and deserve to be used as an anti-angiogenic treatment modality in animal models and
clinical studies.

Keywords: Angiogenesis, Chemotherapy, ELISA, Metronomic Chemotherapy, gRT-PZR
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