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1.  GIRiS

Meme kanseri, genetik ve epigenetik dedisikliklerin
birikmesine bagli olarak gelisen ve en sik rastlanan kanser turlerinden
biridir. Meme kanseri tedavisinde ilk yaklasim timorin cerrahi olarak
vicuttan uzaklastiriimasidir. Metastaz yapmis meme kanserlerinin tedavisi

ise genellikle hormonoterapi, kemoterapi ve radyoterapi seklindedir.

Bircok fizyolojik olayda normal bir mekanizma olan
anjiogenez tumor gelisimi sirasinda en 6nemli siUreclerden biri olarak
kabul edilmektedir. Anjiyogenik ve antianjiyogenik faktérler arasindaki
dengenin bozulmasiyla birlikte timdr damarlasmaya baslar ve daha hizli
blylUyerek invaziv 6zellik kazanir. Anjiyogenezin baskilanmasinda énemli
bir secenek olan antianjiyogenik terapi kanser tedavisine ek tedavi
yaklagimlari sunmaktadir. Bu alandaki arastirmalarda vaskiler endotelyal
blyime faktéri (VEGF) en 6nemli hedef molekillerden biri haline
gelmistir. VEGF proteini, timér anjiyogenezinde, 0&zellikle endotelyal
kdkenli timdr hucrelerinin - sagkaliminda anahtar rol oynamaktadir.
insanda VEGF’nin Adan E'ye kadar isimlendirilen bes tipi ve bu
molekullerin baglandidi 3 farkh VEGF reseptort vardir. VEGF-A molekiild,
tirozin kinaz aktivitesine sahip VEGFR-1 ve VEGFR-2 olarak adlandirilan
iki reseptore baglanir. Meme kanseri dokularinda c¢esgitli anjiyogenik
blylume faktorlerinin ifadelendigi bildiriimesine ragmen bunlardan en fazla
ifade edilenin VEGF-A molekili oldudu yapilan galismalarla gosterilmistir.
Bu nedenle VEGF-A molekilinin baskilanmasi anjiyogenezi inhibe
ederek timoér hucrelerinin - bdyimesini  engellemekte ve metastaz
yapabilme potansiyellerinin kaybina neden olmaktadir. Bu amacla
Bevacizumab (Altuzan, Avastin) gibi VEGF'ye karsi gelistiriimis insan
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monoklonal antikorlari klinikte kullanilmaktadir. Bevacizumab baslica
kolon, kigUk hucreli disi akciger kanseri, meme, over ve bas-boyun
kanseri gibi bircok kanser tirinde ek tedavi olarak uygulanmaya

bagslanmigtir.

TOumor dokusu icerisinde gérilen kilcal damar yogunlugunun
artisi  (intrattmoéral neovaskularizasyon) meme kanseri gelisiminde
potansiyel bir belirtectir. Meme kanser dokusunda gdzlenen intratimoral
neovaskularizasyon sirasinda siklooksijenaz 2 geninin (COX-2) ylUksek
derecede ifade edilmesi, VEGF’nin ifadesindeki artma ve prostoglandin E2
salinimiyla iligkilidir. Prostaglandin sentezinin COX-2 uyarisi ile artmasi,
kanser hucrelerinin gogalmasini ve anjiyogenezi uyarirken apoptozu

baskilamakta ve metastatik potansiyeli arttirmaktadir.

Bu calismada, klinikte antianjiyogenik tedavide kullanilan
ilaglardan biri olan Bevacizumab’in, metastatik meme kanseri hicre hatti
olan MDA-MB-231 hucreleri Uzerindeki antianjiyogenik ve apoptotik
etkilerinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu amagla Bevacizumab’ In
anjiyogenez gelisiminde 6nemli rolleri oldugu bilinen VEGF-A, VEGF-C,
VEGFR2 ve COX-2 genlerinin mRNA ifade duzeyleri ve MDA-MB-231
hicrelerinin invazyon yetenekleri (zerine etkisi arastinldi. Ayrica
hicrelerin Bevacizumab’a verdigi apoptotik ve sitotoksik yanitlar da

arastirilarak ilacin hucre 6lumune olan etkisi degerlendirildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Meme Yapisi

Yas ve hormonlarin etkisi altinda belirgin bir i¢c dinamige
sahip olan meme, sut Uretimi gibi 6zel bir gbrevi yerine getirmektedir.
Meme bezi 6nde ylzeyel fasya, arkada ise derin fasya ile sinirlanan bir
dokudur. Meme derisinden derin fasyaya dogru uzanan ve memeyi oldugu
yere baglayan “cooper ligamentleri“ bulunur. Bu ligamentler kanserin

yayllmamasi ve ilk belirtilerinin ortaya ¢ikmasinda 6nem tasimaktadirlar
1,2

Meme st bezleri (lobil) ve sut kanallar (ductus) olmak
Uzere iki kisimdan olusur (Sekil 1). Meme dokusunun aksiller bdlgeyi de
kapsayan ust dis kadranda fazla miktarda bulunmasi, bu bdlimde

tiimérlerin daha fazla olusmasina neden olur 2.

Pectoralis major Pectoralis majér
kasi kasi
\ \ Areolar Bezlerin
\ \ Loblari

Yag Dokusu

Areolar Bezlerin
Loblari

Lenf Nodlar;
ve Siit Kanallan

Stroma —

Laktasyon Déneminde
Genislemis Areolar
Kaburgalar Bezin Loblari

Areola

Sekil 1. Memenin Yapisi



Bir kadinda memenin buydkligu, sekli ve durumu yasami
boyunca degisim icerisindedir ve gebelik, emzirme, menstrual déngl ve
menapoz gibi cesitli fizyolojik durumlarda degisiklik gosterir *°. Memenin
makro ve mikro anatomik yapisi bu fizyolojik durumlarda farkh &zellikler

gosterir 4.

2.2. Meme Kanseri

Meme kanseri kadinlarda en sik gorulen kanser tipi olmakla
beraber bircok Ulkede kanser sonucu gerceklesen olumlerin en dnemli
nedenini olusturmaktadir . Bir kadinin yasami boyunca meme kanserine
yakalanma riski %12.3’ olup, kadinlar arasinda meme kanseri gelisme riski
1/8 dir. GUnUmuzde kansere bagli dlumlerin %18’i ve kadinlarda ortaya
cikan kanserlerin %32’si meme kanserine bagli olarak gelismektedir >
T.C. Saglik Bakanhg: verilerine gore Turkiyede meme kanseri kadinlar
arasinda birinci sirada yer almaktadir '°. Tim meme kanserleri icinde
erkeklerde gérillen meme kanseri orani ise %1 civarindadir ''. Ulkemizde
henuz duzenli bir meme kanseri kayit programi olmadigindan, kesin

12

sikhginin belirlenmesi gucgtir '“. Ancak ulkemizde kadinlarda meme

kanseri gorilme orani T.C. Saglik Bakanlhig 2005 yihna ait Saglik
istatistiklerine gére %35.4'lik bir oran ile ilk sirada yer almaktadir '°.
Mevcut verilere gore, dogu bdlgelerimizde 20/100.000, bati bdlgelerimizde

ise 40-50/100.000 oraninda bir sikligin oldugu tahmin edilmektedir '2.

Meme kanseri, lobdllerin ya da sut kanallarini olugturan
hiicrelerden kdken almaktadir '*. Dolayisi ile meme dokusunda, normal
hldcre davranigini dizenleyen mekanizmalarin bozulmasinin ve buna bagli
olarak hucrelerin kontrolsiiz ¢gogalmasinin ve yayilmasinin sonucu olarak
meme kanseri olustugu soylenebilir 4, Eder karsinom sit kanallarinda

meydana gelirse duktal karsinom, lobullerde meydana gelirse lobuler
4



karsinom adini almaktadir '°. Histopatolojik olarak incelendiginde meme
kanserlerinin % 10’unun lobdl, % 90’'inin ise duktus epitelinden olustugu
gorilmektedir ',

2.2.1. Risk Faktorleri

Cok sayida risk faktorl ile iligkili olan meme kanserinin,
maruz kalinan risk faktorlerinin azalmasina ve artmasina bagli olarak,
gorilme sikliginda da farkliliklar ortaya cikmaktadir '®. Meme kanserinin
gelisiminde genetik faktorlerin yanisira minor risk faktorleride 6nem
tasimaktadir. Bunlar arasinda erken menars, ge¢ menopoz, obezitesi olan
postmenopozal kadinlar, alkol alimi, disUk doz radyasyon, diabetes
mellitus, ileri yas, pestisitlere maruz kalma, uzun sureli oral kontraseptif

ilag alimi gosterilebilir 178,

2.2.1.1. Yas

Kadinlarda ileri yasa sahip olmak meme kanserine
yakalanmada etkili olan risk faktdrleri arasinda incelenmektedir '® 9.
Ozellikle 50 yas ve Uzerinde olan kadinlarda meme kanseri gériilme
sikh@inin arttidi bildirilmistir. Meme kanseri tanisi konan kadinlar Uzerinde
yapilan c¢alismalarda, hastalarin %70’'inin 50 yas ve Uzerinde oldugu
bildirilmistir. Elli yasin altinda olan kadinlara gére 50 yas ve Uzerindeki
kadinlarda, meme kanseri gorulme sikliginin 4 kat daha fazla oldugu

bilinmektedir 2.



2.2.1.2. Kisisel Meme Kanseri Hikayesi

Meme kanseri dykusu olan ve tedavi goren kadinlarin, tekrar
meme kanserine yakalanma olasihdinin, meme kanseri teshisi
konulmamis kadinlara gore 3-4 kat daha fazla oldugu ifade edilmektedir '®
21 Ayrica iyi huylu timérlerin meme kanseri gelisme riskini degisik

oranlarda arttirabildigi belirtimektedir 2.

2.2.1.3. Fertil Cag Siresi

Menars yasinin erken olmasi ve menopoza ge¢ yasta
girilmesi fertil ¢cagi uzatmaktadir. Bu durum kadinin daha uzun sure
Ostrojen hormonu etkisi altinda kalmasina neden olup, meme kanseri
gelisme riskini arttirmaktadir '® ¥?2, Tiim meme kanseri vakalarinin %70-
80’ini olusturan sporadik meme kanseri igin risk faktorlerinin cogu dstrojen

diizeyindeki artisla ya da dstrojene uzun siire maruz kalma ile iligkilidir '
23

On iki yasindan 6énce menars gorilmesi durumunda meme
kanseri insidansi iki kat artarken, geciken menarsin ise meme kanseri
riskini %30-50 oraninda azalttigi gosterilmistir 2°. Hic dogum yapmamis
kadinlarda meme kanseri insidansinda artis gézlenmistir. ilk gebeligi 30
yasindan sonra olan kadinlarin meme kanserine yakalanma riski, 18
yasindan sonra ilk gebeligi olanlara gére daha ylksektir. Ge¢c menopoza

giren kadinlarda da insidans artmis olarak izlenir 1" 2.



2.2.1.4. Ailede Meme Kanseri Hikayesi

Aile bireyleri arasinda meme kanseri oykusunin olmasi,
kadinlarin meme kanserine yakalanma riskini arttirmaktadir. Bu kadinlarin

diger kadinlara nazaran daha dikkatli izienmeleri gerekmektedir ' 2% 21- 2>

26

Bilateral meme kanseri riski ailesinde meme kanseri olan
bireylerde daha sik gorulur ve ailede bilateral meme kanseri goruimesi
durumu daha erken yasta meme kanserine yakalanma riskini
arttirmaktadir. Daha 6nce yapilan meme biyopsilerinde sellller atipi, atipik
duktal hiperplazi, lobiler neoplazi, juvenil papillomatozis saptanan

kadinlarda meme kanseri riski artmistir 7.

2.2.1.5. Kalitsal Sendromlar

Kalitsal meme-over kanseri sendromu, bdlgeye spesifik
herediter meme kanseri, Li-Fraumeri sendromu, Cowden Sendromu, Muir
Sendromu gibi kalitsal bazi sendromlar varliginda da meme kanseri

gorilme sikhgr artar "7

2.2.1.6. Hormon Tedavisi

Postmenopozal hormon tedavisinin meme kanseri insidansi
uzerine olan etkisi halen tartismahdir. Hormon tedavisi sonucunda
olgularin %36’ sinda memelerde agri uyarilirken %17-32’'inde ise
mammografik degisiklikler gozlenmigtir. Yapilan bazi c¢alismalarda
mamografi sonucunda, postmenopozal hormon tedavisi alan kadinlarin

meme dansitelerinde %25 kadar artis belirlenmistir '” 2’



Menopoz nedeniyle 10 yildan fazla 6strojen tedavisi goren

kadinlarda meme kanseri gorulme riskinin yukseldigi dikkat cekmektedir 16,
20, 28, 29

2.2.1.7. Alkol ve Sigara Kullanilmasi

Alkol ve sigara kullaniminin meme kanseri riski Uzerine olan
etkisi kesinlik kazanmamakla birlikte alkol kullanan kadinlarda meme
kanserine yakalanma riskinin nispeten arttigi ifade edilmektedir '® 2% 28,
Bunun yaninda bazi arastirmalarda sigaranin meme kanserinin olusmasi
yonunde bir risk faktort olarak degerlendirilebilecegine dair bulgular elde

edilmistir '°.

2.2.1.8. Diyet

Kisi basina dusen yag tliketimi ile meme kanseri arasinda
dogrudan iligki bulunmustur. Bu iliski postmenopozal kadinlarda,
premenopozal kadinlara oranla daha kuvvetlidir ve postmenopozal

obezitede risk artar 23",

2.2.1.9. Genetik Faktorler

Son yillarda yapilan c¢alismalar, 6zellikle premenopozal
meme kanserinin etiyolojisinde genetik faktorlerin 6n plana ¢iktigini
gb6stermistir. Bu ¢alismalarda bazi genlerde mutasyon olmasi durumunun
meme kanseri gelisiminde etkili oldugu bildirilmistir. Bu genlerden en
6nemli ikisi breast cancer 1 (BRCA1) ve breast cancer 2 (BRCA2)
genleridir. Sirasiyla, 17. ve 13. kromozomlarda yerlesmis olan bu genlerde
mutasyon tagiyanlarda yaklasik %85 oraninda meme kanseri gorulur.

8



Ayrica BRCA1 ve BRCA2 gen mutasyonlari tim meme kanserlerinin %5’

inde goralar 70,

Kolon kanseri gelisiminde oldugu gibi 17. kromozomda
yerlesmis olan protein 53 (P53) tumor baskilayici geni de meme kanseri
gelismesinde 6nemli bir yere sahiptir. Bu genin kaybi ile meme kanseri
arasinda iligki oldugu gosterilmigtir. Meme kanseri gelisiminde etkili olan
bir diger gen ise 13. kromozomda bulunan Retinoblastoma (Rb) genidir.
Bu gen tumor baskilayici bir gendir ve bu lokusda heterojenitenin kaybi
premenopozal meme kanserine neden olmaktadir. Yine ErbB-2
(HER2/neu) onkogeninin meme ve over kanseri gelisiminde 6nemli oldugu

yapilan calismalar ile gosterilmistir 2.

Meme kanserlerinde temel risk faktorleri arasinda gdsterilen
aile hikayesi, kiside 6nceden meme kanseri hikayesinin olmasi, genetik
yatkinhk, BRCA1 ve BRCA2 genlerinde mutasyon, énceden gecirilen diger
benign meme hastaliklari dnemli bir yere sahiptir ' *. Benign meme
hastaliklarindan, fibrokistik hastalik, solid veya papiller orta derecede
hiperplaziler, fibrovaskiler ndveli papilloma, atipik duktal veya lobuller
hiperplaziler, neoplaziler (lobiler karsinoma insitu) meme kanseri ile

birlikte siklikla gdzlenmektedir '+ %2,

2.2.2. Meme kanseri metastazi

Meme kanserinde primer tumorin en fazla metastaz
bdlgesel lenf nodlarina olmaktadir 3% *°. Erken evre meme kanserleri
tedavi edilebilmesine karsin yillar sonra bile hastalarin % 10-20" sinde
uzak dokulara metastaz yapabilir. Meme kanseri hiicrelerinin metastazlari

siklikla akciger, karaciger, kemik, plevra, ve bébreklere olmaktadir ¢,



Metastatik hastalik tam olarak tedavi edilemese bile bazi
terapétik yontemler ile ilerlemesi yavaslatilabilir . Agresif timort olan
bazi hastalarda seyir ¢cok hizli olabilir ve kisa bir slirede Olume neden
olabilir *®. Timér metastazinin gerceklesmesi igin birgok basamagi igeren
bir sureg¢ isler. Metastaz olusumunun temel basamaklari Sekil 2’ de

gOsterilmigtir.

A) Primer Tiimor B) Proliferasyon/ C) Kopma/ D) Embolizm/
Anjiyogenez invazyon Dolagim

bt
e

Lenfatikler,

Veniiller,

Kilcallar Plateletler, lenfositler
ve diger kan bilesenleri
ile etkilesim

E) Ekstravazasyon Damar duvarnina Organlara tutulum Transport

yapisma

ey | Proliferasyon/
Anjiyogenez

Sekil 2. Metastaz olusumunun temel basamaklari ¥’

Sekil 2A’ da goraldugu gibi metastazin baslamasi igin ilk
once hicresel transformasyon ve timor gelisimi gereklidir. Eger timor
yogunlugu 1-2 mm c¢apini gegtiyse ileri damarlasma gerceklesir. Daha
sonra ise anjiyogenik faktérlerin salinimi ile doku ¢evresinde damar agi
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olusur (Sekil 2B). Bazi tumor hucreleri stromaya lokal invazyon yapar
(Sekil 2C). Invazyon sonrasinda ise tek tek timor hiicrelerinin veya
agregatlarin  kopmasi ile embolizasyon gergeklesir. Daha sonra
dolagimdaki birgok tumor hacresi hizli bir sekilde pargalanir. Dolagimda
canli kalmayi basarabilen hucreler ya kilcal damar endoteline yada
endotel altinda bulunan membrana yapisarak uzak organlarin kilcal damar
yataginda tutunurlar (Sekil 2D). Ekstravazasyonun da invazyona benzer
sekilde gercgeklestigi dusunulmektedir (Sekil 2E). Tumor hdcrelerinin
tutundugu organdaki parankimada gerceklesen hicre c¢ogalmasi
metastatik stirecin tamamlanmasini saglar (Sekil 2F). Tumor gelisiminin
devami igin damar aginin olugsmasi gereklidir. TUmoér hicreleri tekrar
dolagsima ayni basamaklari takip ederek gecgebilir ve baska metastaz
siirecleri baslayabilir 3. Metastaz siirecinde islev géren ¢ok sayida gen

tanimlanmistir. Bu genlerden bazilari Sekil 3’'de gortlmektedir.

Timar baslangk fonksiyonlare: bilyime, sagkalim, progenitdr benzeri yapive genomik instabilite

Onkogenler: ERBB2, CTNNB1 (f-katenin), KRAS, PI3K, EGFR, MYC
Tiimor baskilayiigenler: APC, TP53, PTEN, BRCAL BRCA2

/_‘\\
Ietastaz baslangk fonksiyonlari: invazyon, anjiyogenez, ilik mobilizasyonu ve dolasimi
TWISTL, SNAIL, SNAI2, MET, D1 kazana
KIS§1, miR-126, miR-335, DARC, GPRS6 kaybn //_

Metastaz gelisim fonksiyonlare: ekstravazasyon, sagkalim, tekrar baslangk
PTGS2,EREG, MMPL, LOX, ANGPTLA, CCLS hedefleri £

IMetastaz virulans fonksiyonlare: organ spesifik kolonizasyen

PTHRP, ILT1, CSF2RB (GM-CSF), IL6, TNFa

Sekil 3. Metastazda rol alan genler *

Batin kanserlerde oldugu gibi meme kanseri metastazinda

da tumor anjiyogenezi onemli rol oynamaktadir.
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2.3. Anjiyogenez

Anjiyogenez terimi ilk kez Hertig tarafindan 1935 yilinda
kullaniimistir *°. Memeli hiicrelerinin yasamlarini devam ettirebilmesi igin
besine ve oksijene ihtiyaglari vardir. Besin ve oksijen ihtiyaglarinin
karsilanmasi kan damarlari aracihdr ile olur. Endotelyal oncullerin
embriyonik ve embriyo digi mezoderm igerisinde farklilagmasi ile ilkel
damarsal agi olusturmasi vaskulogenez olarak adlandirilirken, daha sonra
gerceklesen damar olusumu ise anjiyogenez olarak adlandirilir *°. Gok
hicreli organizmalarin gelismesi ve gerekli buyuklige ulagabilmeleri igin
vaskulogenez ve anjiyogenez yolu ile yeni damarlarin olusumu gereklidir
0. 41 Bagka bir deyisle mevcut kan damarlarindan yeni kan damarlarinin
gelismesi olayina anjiyogenez adi verilir ve vucutta dogal olarak ortaya
cikan bir siirectir *? (Sekil 4).

Anjiogenez, embriyoda organ gelisimi icin yetiskinlerde ise
hasarlanmis olan organlarin tamiri i¢in buyuk 6nem tasir. Anjiyogenezin
siki denetlendigi embriyogenez, kadin Ureme sistemi ve yara iyilesmesi
gibi fizyolojik durumlar diginda, anjiyogenez organizmada oldukca sinirhdir
*2 Proanjiogenik ve anti anjiogenik faktdrler arasindaki dengenin
bozulmasiyla anjiogenezin kontroll yapilamaz hale gelir. Bu dengesizlik
bircok hastaligin patogenezinde énemli rol oynar **. Bunun sonucu olarak
anjiyogenez isleminin artmasi cesitli inflamatuar hastaliklarda, kanserlerde

ve gbz hastaliklarinda géralir *+°.
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Endotelyal Vaskulogenez Anjiyo/aterogenez
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Sekil 4. Vaskiiler agin olusumu
Anjiyogenez siurecinde gorevli olan ve anjiyogezin

baskilanmasi igin gerekli olan bazi faktorler Tablo 1’de gosterilmigtir.

Tablo 1. Anjiyogenik ve anjiyogenezi baskilayan faktorler

Anjiyogenik faktorler

Anjiyogenezi baskilayan faktérler

VEGF (Vaskdiler endotelyal blyiime faktéri)

PGF (Plasental biyime faktéri)
FGF (Fibroblast bliyime faktéri)

TGF-a (Transforme edici biyime faktori- a)
TGF-B (Transforme edici blyime faktord- )

EGF (Epidermal blyime faktdr()
HGF (Hepatosit blyime faktor()
TNF- a (TUmor nekroz faktor- a)

PDGF (Trombosit kaynakh blylime faktori)
GCSF (Granulosit koloni uyaran faktor)

IL-8 (interl6kin-8)
Anjiyogenin
Proliferin

COX-2 (Siklooksijenaz-2)

Efrinler

PA (Plazminojen aktivatér)

MMP’ler (Matriks metalloproteinazlar)

Kemokinler

NOS (Nitrik oksit sentaz)

integrinler

VEGFR (VEGF reseptéril)

Trombospondin- 1
Anjiostatin

Endostatin

Vazostatin

VEGF inhibitéri

Trombosit faktér-4 fragmenti
Prolaktin derivesi

Restin

Proliferinle ilgili protein
interferon-a-B

Anjiopoetin-2

Antitrombin-3 fragmenti
interferon ile indiiklenebilen protein-10
Platelet faktor-4

TIMP (MMP doku inhibitér()
Osteopontin fragmenti
Maspin
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Yeni damar olusumunun her bir basamaginda 06zel
molekullerin islevi ve varligi gerekmektedir. Buna gbére yeni damar

olusumunda rol alan molekullerin katildiklari basamaklar agagidaki gibidir:

» Bazal membranin proteolitik enzimler tarafindan yikilmasi
Endotel hicrelerinin invazyon ve go¢ streclerinde plazminojen aktivator
(PA) ve matriks metaloproteinazlar (MMP) gérev yapar °'2,
» Endotel hicre aktivasyonu, proliferasyonu ve goci
Anjiogenik uyari ile aktiflesen endotel hicrelerin ekstraseluler matrikse goc
etmesi sirasinda vaskuler endotelyal buyime faktért (VEGF) gérev alir %,
» Tubll olusumu ve olgunlagsma, damar stabilizasyonu ve

ekstraselller matriksin yeniden sekillenmesi

Fibroblast buyime faktért (FGF) ve VEGF gibi blyime
faktorlerinin aktivasyonu, hicrelerin ¢cogalmasini ve ekstraseliler matriks
icine gb¢ etmesini uyarir ve bu arada ekstraselller matriks bilesenleri
yikilir. Bayime faktorlerinin baskilanmasi sonucu anjiyogenez baskilanir
ve ekstraseluler matriksin proteolitik yikimi engellenerek yeni olugsmus

kilcallarin etrafinda matriks bilesenleri sentezlenir *°.

2.3.1. TUmor anjiyogenezi

Folkman ve arkadaslari 1971 yilinda timoér gelisiminin
anjiyogeneze bagiml oldugunu gdstermislerdir *°. Daha sonraki yillarda
yapilan calismalarda, bir araya getirilen bulgular sonucunda da tumér
dokularinda anjiyogenezin uyarildigi kanitlanmistir °”. Anjiyogenez tiimér
olusumunu tek basina basglatamaz, ancak timoérin ilerlemesini ve

metastazini uyarir. TUmor hdcrelerinin aksine anjiyogenezde rol alan
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endotel hucreler genomik olarak kararlidir ve antianjiyogenik terapiye

direng gostermediginden ideal bir terapétik hedef olarak gosterilebilir *°.

TUmordn budylmesi sirasinda mikrodamarlar, timdre besin
ve oksijen saglamak amaciyla sayica artis gosterirler. Bunun nedeni
anjiyogenezi uyaran ve baskilayan molekuller arasindaki dinamik
dengenin bozulmasidir. Bu dengenin bozulmasinda ise timoér ve endotel

hiicreleri arasindaki etkilesim temel rol oynamaktadir 2 %% %,

Anjiyogenezin, timoér dokusunun buydmesindeki rolinin
yani sira metastazi kolaylastirdigi, deneysel ve Klinik caligmalarda
gOsterilmigtir %8. %9 Metastazin baslangicinda ve sonunda anjiyogeneze
ihtiyagc vardir. Tumor hlcresi metastaz yapmis olsa bile hedef organda
hemen damar olusumunu saglayamayabilir ve mikroskobik dizeyde
kalabilir *° €. Metastatik 6zelligin anjiyogenezin siddetine bagli oldugu

klinik veriler tarafindan da desteklenmektedir &' 2.

Tumérin blyliklugi 0,5 mm®in Gstiine ciktiginda timaoriin
beslenmesi anjiyogeneze bagimli iken, 0,5 mm®>den daha kiiciik bir timér,
oksijen ve giday difiizyon yolu ile alabilmektedir * . Hipoksi ve
anjiyogenez ile iligkili molekuller (VEGF, FGF, TGF-beta, PDGF)
sayesinde tim&r hlcrelerinin anjiyogenezi baglatma 6zellikleri artmaktadir
% Anjiyogenezi uyarmak igin yalnizca anjiyogenik faktorlerin artmasi

yeterli olmayip, anjiyogenez inhibitorlerinin de azalmasi gereklidir 8

Anjiyogenez, endotelyal hlcrelerden salinan gesitli buylime
faktdrleri ve hiicre adezyon molekiillerinin birlikte calismasini gerektirir >*
5. % Yirmi yildan fazla bir siredir bircok potansiyel anjiyogenik faktédr

kesfedilmistir ® ®”. Tumér hiicreleri tarafindan salinan VEGF-A, Plasenta
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blyime faktérd (PIGF), VEGF-C, FGF, anjiyopoietinler ve interlokin-8 gibi
bircok anjiyogenik faktér vardir. Tumor hucreleri ayni zamanda PDGF-A,
PDGF-C ve TGF-B gibi stromal hicre toplanma faktorleri de
salgilayabilirler. Tumor olusumu sirasinda endotelyal hicreler, trombosit
kaynakh blyume faktdri reseptéri-f (PDGFR-B) aktivasyonunu takiben
mikrodamarlasmada perisitlerin toplanmasini uyaran PDGF-B Uretirler 68,
%9 (Sekil 5). Tlimor anjiyogenezi esnasinda gerceklesen olaylar ve gerekli
olan molekdillerin timu géz 6nune alindiginda yeni damarlarin olusmasi ve
olgunlasmasi olduk¢ca karmagsik ve koordineli bir sire¢ gerektirdigi

goriilmektedir %% ©8,

. Y | tomur cugu

Perisit ‘ ¢ 1 Endotel
hiicreleri

. e~ S— 3 21

/\ [ A Diger anjiy ogenik

bFGF gibi diger
anjiyogenik Sl
faktorler VEGF-A | " “BmC

faktorler

&xey
Tomr k._w\ PDGF-A - | tr
g / Stromal

hiicreleri PDGF-C hiicreler
TGF-p

Sekil 5. Tumoérin/mikrovaskiiler mikrogcevrenin molekiiller ve hiicresel

elemanlarindan bazilan ™.
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2.3.1.1. Vaskduler endotelyal bliyiime faktorli (VEGF)

ilk defa 1983 yilinda Senger ve arkadaslar tarafindan
tanimlanmistir. Bu protein, kobay derisinde bir vaskuler sizinti baslattigi
icin  timér vaskiler permabilite faktérii (VPF) olarak isimlendirilmistir 7.
1989 yilinda Ferrara ve arkadaslari vaskuler endotelyal buyume faktorina

sigir folikller hlicre besiyerinden izole etmislerdir &

VEGF protein ailesi VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D,

VEGF-E ve PIGF adi verilen alti liyeden meydana gelmektedir °* 7374,

2.3.1.1.1. VEGF-A

VEGF-A ve reseptdrl bu gine kadar anjiyogenezdeki sinyal
yolaklarinda en iyi tanimlanmis molekdillerdir >* %€ In situ hibridizasyon
yontemiyle bircok timérde VEGF-A mRNA ifadesi arttigi gosterilmistir *°.
Birgok tUmoér hicre hatti in vitro kosullarda VEGF-A salgilar. In situ
hibridizasyon caligmalari, akciger, meme, gastrointestinal sistem, bobrek,
mesane, over ve endometriyum kanserlerinde VEGF ifade dizeyinin
arttigini gostermistir °°. Tek bir VEGF-A alelinin bile kaybi embriyonik

kayiplara neden olmaktadir %% ¢ 6.

Alternatif intron kesimleme mekanizmasi ile 121, 165, 189 ve
206 aminoasit igeren 4 farkli izoform olusur (sirasiyla VEGF 121, VEGF1gs,
VEGFigy ve VEGFaz0) "®’. Dogal VEGF 45 kD’ luk heparin bagl
homodimerik bir glikoproteindir 2. Bu &zellik daha ¢ok majér VEGF
izoformu olan VEGFqes' e aittir. VEGFq2¢ ise asidik bir polipeptittir ve
heparin baglanma bdlgesi bulunmaz. VEGF1g9 ve VEGF20s oldukga bazik

78

ve heparine ylUksek afinite ile baglanan iki izoformdur Heparin
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baglanma bdlgesinin kaybi VEGF’ nin mitojenik aktivitesinin dismesi ile

sonuglanmaktadir ”°.

VEGF-A geninin ifadesi hipoksi durumlarinda artar. Hipoksi
ile indlklenen faktér (HIF) adi verilen transkripsiyon faktori VEGF-A
diizenlenmesinde 6nemli rol alir 8. Bazik, heterodimerik, heliks-loop-heliks
proteini olan HIF-1 iki alt Gnite icerir. Bunlar HiF-1a ve aril hidrokarbon
reseptdr niikleer translokatér (ARNT) olarak bilinen HiF-1B8 dir. Hipoksi
durumunda HIF-1 &zgll enhancer boélgesine baglanarak gen ifadesini

arttirir &',

Onkogenik mutasyonlar veya RAS (Rat sarcoma protein)
amplifikasyonlari VEGF’ nin asiri ifade edilmesine neden olur 8 8. Wnt
(Wingless-int 1) sinyal yolagindaki mutasyonlar siklikla premalignant
kolonik adenomlar ile iligkilidir ve VEGF’ nin asin ifade edilmesi ile

sonuglanir 8,

VEGF-A, VEGF Reseptorti-1 (VEGFR-1, Flt-1) ve VEGF
Reseptéri-2 (VEGFR-2, KDR, Flk-1) olmak Uzere iki farkli reseptér tirozin
kinaza (RTK) baglanabilme 6zelligine sahiptir. Bu iki reseptérden VEGFR-
2, VEGF-A’ nin mitojenik ve anjiyogenik etkisinin baslica aracisi olarak
goérev yapar. VEGF-A'nin hiicre yluzeyindeki reseptoriine baglanmasini
takiben hucresel sinyal yolaklarinin aktiflesmesi sonucunda, hicre
sagkalimi, hucresel gecirgenlik, hicre gocu, prostaglandin Uretimi ve
hiicre cogalmasi olaylari gerceklesir (Sekil 6) %.
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Sekil 6. VEGF Yolag ®°

2.3.1.1.2. VEGF-A Geni

VEGF-A, PIGF, VEGF-B, VEGF-C ve VEGF-D’ nin de
bulundugu bir gen ailesinin Uyesidir ¥ Memelilerde bulunan vaskiiler
endotelyal blylme faktdéri genlerinden biri olan VEGFA geni, 6.
kromozomun kisa kolu Uzerinde yerlesik (6p21), 16.304 bg¢ uzunlugunda
ve 8 eksondan meydana gelmektedir. 232 amino asitlik, 27 kDa
agiriginda bir proteini sifreler ®. Genin 2.4 kb’lik TATA-kutusu icermeyen
promotdérinde 3 adet SP-1, 4 adet AP-1 ve 2 adet AP-2 transkripsiyon
faktorleri icin baglanma dizisi bulunmaktadir. Sekiz eksona sahip VEGFA
geni, transkripsiyon sonrasi alternatif splicing ile 4 farkh izoform
olusturmaktadir. En kisa izoform VEGF121 ekson 1-5-8, VEGF165 ekson
1-5-7-8, VEGF189 ve VEGF206 proteinlerinin mRNA’lar1 ise tim sekiz

eksonu da igermektedir ancak 6. eksondaki 5’ splice donor bdlgesinin
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kullanim farkina bagh olarak VEGF189 ve 206 izoformlari cesitliligi
meydana getirmektedir. Genin transkripsiyonel aktivasyonu HiF-1’in,
VEGF promotdriinde yerlesik 28 bg¢’lik hipoksi ile indiklenen enhancer

dizisine baglanmasiyla saglanir **.

2.3.1.1.3. VEGF-C

VEGF-C, VEGF-benzeri protein olarak da bilinir ve salinimi
cogunlukla kalp, plasenta, kas, over ve ince bagirsaktan olur. VEGF-A ile

%16'sl benzeyen 388 amino asitten olusmugtur "+ %

. Cesitli insan
timodrlerinde de yiksek VEGF-C duzeyi gosterilmistir. Lenfatik damarlarin
olusmasinda (lenfanjiogenez) ve lenf nodu metastazinda rol oynadigi
gosterilmigtir. VEGFR-2 ve VEGFR-3'e baglanarak vaskiler ve lenfatik

endoteliyal hiicrelerde mitojenik etki yapar >* 7 %.

2.3.1.1.4. VEGF-C Geni

VEGF-C geni 4. kromozomun kisa kolu Uzerinde yerlesik
(4934), 109.207 bg¢ uzunlugunda 7 eksondan olugsmaktadir. 419 amino
asitlik bir proteini kodlamaktadir ve bulundurdugu sinyal peptid dizisinin iki
farkli kesimi 23 kDa ve 32 kDa agiriginda biyoaktif formlarini meydana
getirmektedir  ®. Bunun disinda VEGFC’nin 3 farkli alternatif splicing
formu rapor edilmistir. VEGF ailesi proteinlerinin genleri TATA-kutusu
bulundurmamaktadir ve transkripsiyonlari  gesitli heterojen cis-
elementlerce saglanmaktadir. Ayrica, VEGF-A’nin aksine, VEGF-B
promotdorinde oldugu gibi VEGF-C promotéri de hipoksi ile dizenlenen

% ve bu nedenle bu

cesitli faktorlerin tanima dizilerini icermemektedir
genlerin  transkripsiyonlari mRNA duzeyinde hipoksi ile kontrol

edilmemektedir ®. IL-1 ve TNF-a ile saglanan VEGF-C indiiksiyonunun,
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6nemli bir transkripsiyon faktéri olan NF-kB araciligiyla oldugu

dustintlmektedir % 1%,

2.3.1.2. VEGF reseptorleri

VEGF molekdillerinin baglandidi 3 tip reseptor vardir. VEGF-
A  moleklll reseptdr tirozin kinaz olan VEGFR-1 ve VEGFR-2
molekillerine baglanir. ki reseptérde hiicre disi kisminda 7 tane
immunoglobdlin benzeri bdlge icerir ve korunmus tirozin kinaz dizisi
bulundurur 10" 193

(VEGFR-3, FIt-3) ise VEGF-A reseptdri degildir ancak onun yerine
104, 105

. Ayni aile uyelerinden olan VEGF Resept6ri-3

lenfanjiyogenik faktérler olan VEGF-C ve VEGF-D’ ye baglanir
(Sekil 7).

2.3.1.2.1. VEGFR-2

VEGFR-2, VEGF-A’ ya VEGFR-1’ den daha dusuk afinite ile

baglanir 106108

. VEGFR-2, mitojenik, anjiyogenik ve VEGF nin zar
gegirgenligini arttirici etkisinde en temel aracidir. VEGFR-2 ligandinin
baglanmasi sonrasi dimerize olduktan sonra gerceklesen tirozin
fosforilasyonu mitojenik, kemotaktik ve sad kalim ile sonuglanan sinyal

olusumuna neden olur %,
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Sekil 7. VEGF ailesi ve reseptorleri. sVEGFR-1: ¢oziinebilir VEGFR-1 "

VEGF sinyal yolaginin uyariilmasi nérofilin (NRP), heparan
sulfat, integrinler ve kaderinler gibi bazi hicresel proteinlerin, ligand ve
onlarin reseptorleriyle etkilesmesi sonucu gergeklesir. VEGF-A’ nin batin
izoformlari norofilin ailesi proteinleri ve heparan silfat ile iliski kurar.
Norofilin-1 ve nérofilin-2 sirasiyla VEGFR-2 ve VEGFR-1 ile iligki kurar ve

bu reseptorler ile sinyali hizlandirir '°.

2.3.1.2.2. VEGFR-2 Geni

VEGFR-2 (FLT1/KDR) geni 4. kromozomun uzun kolunda
yerlesik  (4911-q12), 47.337 bg¢ uzunlugunda ve 26 eksondan
olusmaktadir. 1356 amino asitlik, 152 kDa agirliginda bir reseptor protein
tirozin kinazi kodlamaktadir '''. VEGF, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-Eb,
VEGF-Fc gibi ligandlarca taninan VEGFR2 proteini, hucre disi 7

Immanoglobulin-benzeri domain, 1 transmembran segment, 1 membranla
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bitisik segment, hicre i¢i 70 amino asitlik protein-tirozin kinaz domaini ve 1

karboksil-u¢ domaini icermektedir "2,

2.3.1.3. Siklooksijenaz Enzim Sistemi

Siklooksijenaz enzimleri, arasidonik asitten tromboksan ve
prostaglandinlerin sentezini gergeklestirir. Bu enzimlerin, siklooksijenaz-1
(COX-1) ve siklooksijenaz-2 (COX-2) olmak Uzere iki farkli izoformu vardir
113 114 COX-1 bircok organ ve dokuda siirekli ifade edilirken, COX-2
inflamasyon ve kanser gibi bazi patolojik durumlarda ifade edilir ' 116,
COX-1, mukozal koruma, trombosit agregasyonu, renal kan akimi gibi
fizyolojik islevleri siirdiirmede dnemli rol oynar ''® "7, COX-2 ise mitojenik
uyaranlar, bldyume faktorleri, sitokinler, timor uyaranlari, iyonize

radyasyon, hipoksik kosullar ve karsinojenler tarafindan uyarilabilir 1> '8,

2.3.1.3.1. COX-2 Geni

1991 yilinda cesitli laboratuvarlarda COX aktivitesine sahip
ikinci bir gen Gr0nd, yani COX-2 tanimlanmistir. COX-2 geni, 1.
kromozomun uzun kolu (1925.2-925.3) uzerinde yerlesmigstir. Bu gen 8.3
kb uzunlugunda olup, 4.5 kb’lik bir mRNA’y1 kodlamaktadir. COX-2
proteini ise 604 amino asit uzunlugunda ve yaklasik 72 kDa agirhginda

119

proteindir COX-2 geninin 5 bolgesinde ¢ok sayida cis etkili

elemanlarin varligi bu genin uyarilabilir olmasini saglamaktadir 120,121

COX-2 geni 10 ekson icermekte olup, sinyal peptid bdlgesi,
dimerizasyon bdlgesi, membran baglanma bdlgesi ve katalitik aktivite

bdlgesi olmak Uzere 4 yapisal bilesene sahiptir. Ayrica 10. ekson, steroid
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olmayan anti-inflamatuar ilaglarin (NSAID) etkinlikleri icin 6nemli olan

6zglin amino asit birimlerinin sifrelerini tagir '22.

2.3.1.3.2. COX-2 ve kanser gelisimi

COX-2 ve kanser gelisimiyle ilgili bircok mekanizma 6ne
surblmustir. Yapilan hayvan deneyleri ve insan c¢alismalarinda COX-2
enzim aktivitesinin fazla olmasinin, hiicre ¢odalmasi, anjiyogenezin artisi,
apoptozun yoklugu, metastaz artisi ve mutajenik etkiye neden oldugu

gosterilmistir 123 124,

Diger kanserlerde oldugu gibi meme kanserinde de COX-2
ifadesinin varliginin hastaligin seyrinin kéti olmasi ile iligkili oldugu
bildirilmistir ve bu molekilin dnemi arastirimaya devam etmektedir '?°.
Invaziv insan meme kanserlerinin %40’ inda COX-2'nin ifade edildigi

gosterilmistir '1°.

lyi huylu ve kétll huylu fare intestinal timdrlerinde stromal
COX-2 ifadesi, prostoglandin E2 (PGE2) dlzeyinin artmasina neden
olarak anjiyogenez ve VEGF indiiksiyonuna neden olur %6728 Ayrica
COX-2'nin anjiyogenez ile iligkisi, COX-2 pozitif kolon kanseri hiicrelerinde
diklofenak kullanimi ile anjiyogenezde goérilen azalmanin bir sonucu
olarak gosterilmistir. Ardindan birgok kanser tipinde COX-2’ nin ifadesinde

artigin oldugu gdsterilmigtir 2% 1%

. Cesitli kanserlerde COX-2 ve tUmor igi
damar yogunlugu arasinda iliski oldugu gésterilmistir '*'. Meme ve serviks
kanserinde, VEGF ile beraber damar yodunlugunun, COX-2 ile birlikte
artisi gosterilmis olup kétii prognoz ile iliskilendirilmistir 2 3%, Kronik

inflamasyon, sitokinler vb. uyaranlar COX-2 artisina neden olarak yeni
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damar olusumuna yol agarken, COX-2 dogrudan anjiyogenik faktdrleri

uyarip, vaskiiler gegirgenligi arttirir '*2,

Kolon kanseri hicrelerinde, COX-2 ifadesindeki artis
vaskuller endotel hicrelerininin matrikse go¢ etmelerini saglarken, in vitro
ortamda kilcal damarlari arttirdigi gézlenmistir 3. Ayrica COX-2 nin
genetik kaybi veya baskilanmasi VEGF Uretiminde azalmaya neden
olmaktadir '#’. Farelerde olusturulan anjiyogenez modelinin kullanildigi bir
calismada, selektif COX-2 inhibitériinin (celecoxib) korneal damar

olusumunu baskilandigi rapor edilmistir '2°.

COX-2 enzimi insan kanser hicrelerinin invaziv 6zelliklerini
dizenleyen 6nemli bir proteindir. Kanser hcrelerindeki ylksek COX-2
ifadesi prostaglandin sentezini arttirmakta ve hucreleri daha invazif hale

getirmektedir ">,

2.4. Antianjiyogenik tedavi

Anjiyogenez inhibitérleri ilk olarak 1970’li yillarda ¢alisiilmaya
baslanmis ve ardindan protamin ve platelet faktér gibi anjiyogenez

%6, 135 136 Daha sonra,

inhibitorleri ilk defa kullaniimaya baslanmistir
anjiyostatik steroidler, fumagillin ve interferon a-2a’ nin antianjiyogenik
etkisi kesfedilmistir 3" '3°. Molekiiler biyolojideki gelismeler sonucunda
antianjiyogenik tedavi amaciyla etki mekanizmalari birbirinden farkli olan
¢ok sayida anti anjiogenik ajan belirlenmistir ve klinik kullanima uygunlugu
arastirimaktadir. Bu ajanlar arasinda etkilerini VEGF, COX-2 ve diger

yollar izerinden gdsteren cok sayida molekiil bulunmaktadir (Sekil 8) '%°.
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Sekil 8. Antianjiyogenik baskilamayi saglayan ajanlar '*

Anjiyogenez inhibitorleri cogunlukla endotel hucrelerine etki
ederek timodr gelisimini engeller. Tumoér hicrelerinin aksine endotel
hicrelerine kan dolasimi ile ulagilmasi daha kolaydir. Dogrudan timor
hicrelerini hedefleyen ilaglara karsi gelisen direng antianjiyogenik ilag
kullaniminda genellikle olugsmaz. Ayrica yetigkinlerde anjiyogenez sinirli
oldugundan antianjiyogenik ilaglara bagli olarak olugsan yan etkilerin ¢cok az
gortlmesi beklenmektedir '“%'*2. Anjiyogenez esnasinda VEGF, FGF,
PDFG, anjiyopoetin 1 ve 2, hepatosit blylime faktéri (HPG) gibi degisik
blyime faktdrleri tirozin kinaz reseptoérleri Uzerinden endotel hlcrelerini

uyarmaktadirlar.

Antianjiyogenik ajanlarin 3 tipi vardir.

> Tip 1 inhibitorler tek bir anjiyogenik proteini baskilarlar. Bu
gruptan érnek olarak VEGF inhibitéri olan Bevacizumab verilebilir. Tip 1

inhibitorler kematoropatik ajanlar ile birlikte kullanilabilmektedir.
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> Tip 2 anjiyogenez inhibitorleri ise iki ya da U¢ anjiyogenik
proteinin aktivitesini bloke ederler. Bu sekilde bir inhibitér olan Iressa,
VEGF, bFGF ve TGF-alfa’ nin ifadesini baskilamaktadir.

> Tip 3 anjiyogenez inhibitérleri ¢ok genis spektrumlu

anjiyogenez inhibitdrleridir '4% 143,

Anjiogenez inhibitérleri; timor hicrelerinden anjiyogenik
proteinlerin  salgilanmalarini  baskilayabilir ya da bu proteinlerin
reseptorlerine baglanmalarini engelleyebilir. Ayrica bazi anjiyogenez
inhibitorleri dogrudan anjiyogenik proteini baskilayarak da etkisini

gOstermektedir 12 143,

VEGF yolaginin inhibitérleri, ginimuzde Uzerinde en c¢ok
caligilan ve klinik olarak kullanimda olan ilaglar arasinda en gelismis
ajanlardir. Sekil 9 da VEGF yolaginin baskilanmasina yonelik cesitli
yaklagimlar gosterilmistir. Daha sonraki kisimda ayrintili olarak tartigilacak
olan VEGF-A inhibitéri Bevacizumab’ in yaninda gesitli kigik molekdiller,

VEGF reseptorlerini hedef alacak sekilde gelistirilmistir *°.
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Endotelyal hucre

Kiigik molekil VEGFR TK inhibitorlesi
(SU11248, BAY 43-9006, PTK787 vs)

Sekil 9. VEGF sinyalinin gesitli yaklasimlarla baskilanmasi 70

Bu ilaglarin disinda son zamanlarda kimerik ¢ozinebilir
VEGF reseptéri (VEGF-trap) gelistiriimistir. VEGF-trap potansiyel
anjiyogenez inhibitoridir ve VEGFR1 ve R2’ nin hicre disi bdlgelerini
iceren bir flzyon proteinidir. VEGF-trap, VEGF-A'ya baglanir ve tim

VEGF-A izoformlarini ve plasental biiylime faktdriinii nétralize eder 4.

2.4.1.Bevacizumab

Bevacizumab Amerikan ilag Komitesi (FDA) tarafindan
metastatik kolorektal kanser olgularinda kullanim onayi verilen ilk
antianjiyogenik ajandir "> '*¢_jlk olarak 2004 yilinda bagirsak ve akciger

kanserinin tedavisinde standart kemoterapi ile birlikte kullaniimak Uzere
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onaylanmig, ardindan 2008 yilinda da meme kanseri tedavisinde
kullaniimak (izere onay almistir '*> % Bevacizumab insan VEGF-A'nin
tum izoformlarini nétralize etmek igin tasarlanmis ve fare epitoplarinin
insanlara uygulanmasi ile fareden VEGF’ye karsi elde edilmis monoklonal

bir antikordur.

Monoklonal antikorlar tiumdér hucrelerinde bulunan gesitli
hedef molekullere yonelik gelistiriimistir ve son zamanlarda kanser
tedavisinde kullanilan en etkin ilaglar arasinda yer almaktadir. Bu ilaglarin
yuksek duzeyde ozgulliklerinin olmasi ve dugsuk toksisite gostermeleri
nedeniyle tedavide kullanimlari yayginlasmigtir. Bir monoklonal antikor
olan Bevacizumab Fab antijen baglanma bdlgesi ile ve Fc bdlgesi
icermektedir ve baslangicta VEGF-A’ ya baglanir. Becavizumab VEGF’ye
baglaninca, VEGF’ nin endotelyal hicreleri ylzeyindeki flt-1 ve KDR
reseptorlerine baglanmasini engeller > 16 147 (Sekil 10). Ayni zamanda,

sadece VEGF-A"nin tim izoformlarini bloke etmekle kalmayip,

proantijenik 06zellige sahip diger VEGF ailesi Uzerinden de etkisini

gbsterebilir 146 147

. VEGF aktivitesinin baskilanmasiyla Bevacizumab
intraselller sinyal transdiksiyonunu ve endotelyal hicrelerin gogalmasini
ve goOcunUd  Onler. Boylece Bevacizumab yeni damar olusumu ve
metaztazin engellenmesi ile tumor hicrelerinin  sitotoksik ilaglara
duyarhliginida arttinr .Ayrica VEGF’ ye baglanan Bevacizumab’ in FGF,

EGF ve PDGF gibi diger buyime faktorlerine baglanmadigi gosterilmistir
69
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Sekil 10. Bevacizumab’ in VEGF’ yi baskilamasi

Bevacizumab’ n terminal yarr omrd 17-21 gUndur.
Bevacizumab’ Iin kesfinden buglne kadar bir¢ok kanser tlriande cesitli

calismalar yapilmigtir 147

. Kolorektal kanser disinda Bevacizumab’ in
kiguk hucre digi akciger kanseri, renal ve meme kanseri gibi diger tumor
tiplerindeki rolii halen arastiriimaktadir ®°. Metastatik kolon kanserinde
Bevacizumab’ in kemoterapiye eklendiginde sadece kemoterapi alanlara
kiyasla hastanin dmrunu ve tedaviye cevap verme olasihigini dnemli

145, 146, 147 " Metastatik kolorektal kanserli

Olclde arttirdigi gérulmustar
hastalarda geleneksel tedaviye kiyasla Bevacizumab’ in klasik IFL
(irinotekan-Fluourasil-ldkoverin) ile  kombinasyonu hastalarda yasam
suresini 6nemli derecede arttirmis, timoér progresyonunda ciddi azalmaya
neden olmustur 4% 148,

Bevacizumab kanser tedavisi sirasinda bazi yan etkilere
neden olabilmektedir. Gastrointestinal sistem bozukluklari, hipertansiyon,
pulmoner hipertansiyon, kardiyovaskuler sistem bozukluklari, néropati, cilt

kurulugu, ciltte renk degisimi bu yan etkiler arasinda sayilabilir *°.
30



2.5. Programlanmig Hiicre Oliimii (Apoptoz)

Apoptoz ve nekroz temel hiucre olum mekanizmalarindan
ikisini olusturmaktadir °® ', Hiicre 6limi olarak da adlandirilan apoptoz,
erigkin yasamin birgok fizyolojik surecinde, embriyonik gelisimde,
organogenezde ve Dbircok patofizyolojik durumda gériimektedir.
Apoptozun  patogenezinde spesifik endonikleazlar aracilligi ile
nikleozomlar arasindaki nukleer kromatinin kesimlenmesi sonucunda
yaklasik 200 b¢’ lik pargaciklar olusmaktadir. Apoptotik sure¢ uyarici ve
basklayici molekuller araciligi ile kontrol edilir ve bu uyaranlar arasindaki

denge hiicrenin apoptoza veya mitoza girisini belirler '°'+ 152,

2 153 154

Apoptozun

152, 154
3 52, 15

diizenlenmesinde gérevli Bel- , c-myc "*° ve p5 gibi bazi

hucresel molekuller yer almaktadir.

Hucre 6l0m0, hdcre digindan gelen sinyaller, hicre igcinden
gelen sinyaller ve apoptozu indukleyici faktorler araciligi ile gergeklesebilir
ve apoptozun uyariimasi igin sistein proteaz 06zelligi olan kaspaz
enzimlerine ihtiyag duyulmaktadir °®'>”. Apoptozun diizenlenmesinde Bcl-
2/Bax gen ailesi oldukg¢a énemlidir ve bu ailenin antiapoptotik (Bcl-2, Bcl-
xL) ve proapoptotik (Bax, Bak) olmak Utzere 20 Uyesi belirlenmistir. Bu
genlerin arasindaki oran ile hucrenin apoptoza yada mitoza gidecegine
karar verilir 8. Apoptoz genel olarak icsel ve dissal (reseptdr aracilh)
yolak olmak Uizere iki yolla baslatilabilir *°. Digsal yolakda disaridan gelen
sinyale FAS ve TNF reseptorleri gibi hlicre zarinda bulunan reseptor ile
cevap verilirken i¢gsel yolakda hucre igi sinyaller ile apoptoz baslatilir 160,
icsel yolakta oksidatif stres ve DNA hasari gibi uyarilar sonucunda
mitokondriden sitoplazmaya sitokrom c’nin salinmasi ile kaspaz kaskadi
baslatilir '®'. Digsal yolakda daha cok kaspaz-8 gérevli iken, icsel yolakda
kaspaz-9 daha aktiftir. Ancak her iki yolakta da kaspaz-3 aktivasyonu

sonucu diger proteazlar ve niikleazlar aktif hale gelir ',

31



2.6. MDA-MB-231 Meme kanseri hiicre hatti

MDA-MB-231 hicre hatti 1973 yilinda M.D. Anderson kanser
merkezindeki bir hastadan alinmis ve Uretilmigtir. Epitel benzeri
morfolojileri ile fenotipik olarak ig seklindeki hucreler gibi gorundrler. In

vitro olarak, MDA-MB-231 hulcre hatti invazif bir fenotipe sahiptir. Bu

hiicreler dstrojen reseptdrii icermezler ve mutant p53 proteinini tretirler'®,
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Sekil 11: MDA-MB-231 hiicrelerinin morfolojik goriintisi'®
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Kullanilan Arag ve Geregler

3.1.1. MDA-MB-231 Hiicre Hatti

Calismamizda, T.C. Tarim ve Koy Igleri Bakanligrna bagli
Sap Enstitist Mudurlugu, Hacre ve Viris Bankasi Bolumu’nden alinan
insan meme kanseri hucre hatti olan MDA-MB-231 hdcreleri kullanildi.
(HUKUK Kayit No: 02031201) kullanildi.

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

e Biyoguvenlik kabini (DanLaf, Danimarka)
e Buzdolabi (Argelik, Turkiye)
e Derin dondurucu, -30°C (Sanyo, Japonya)
e Derin dondurucu, -86°C (Sanyo, Japonya)
o Elektroforez tanki (Thermo Scientific, ABD)
e Floresan atagmanli mikroskop (Olympus BX-50, Japonya)
e Hassas terazi (AND-ER-182A, Japonya)
e Hybaid PCR-Sprint otomatik i1s1 déngu cihazi (Thermo Scientific, ABD)
e Invert mikroskop (Zeiss, Almanya)
e Isik mikroskobu (DCM 4000, Leicia, Almanya)
o Jel gbérunttleme sistemi (Kodak, ABD)
o Karbondioksitli etiiv (Sanyo, Japonya)
e LightCycler Real-Time PCR cihazi (Roche, Almanya)
e Manyetik karistirici (TMA 2071, Almanya)
e  Mikropipetler, 10uL, 100uL, 100uL (Bt10, Bt100, Bt1000 Biohit, CLP,
ABD)
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Mikroplaka okuyucu (BioTek ELx800, ABD)

pH metre (WTW 422, Almanya)

Sogutmali santrifuj (Hettich Mikro 22 R, Almanya)
Spektrofotometre (NanoDrop ND-1000) (Thermo Scientific, ABD)

Spin vorteks (Biosan, Rusya)

3.1.3 Kullanilan Sarf Malzemeler

Hucre dondurma ampuli (Greiner, Aimanya)

Hiicre kdiltir flasklari, 25 cm? ve 75 cm? (Corning, ABD)
Kdltdr tapleri (Corning, ABD)

Mikrosantrifdj tipleri (CLP, Almanya)

Petri kabi, 35mm, 60mm ve 100mm (Corning, ABD)

Pipet uclar (CLP, Almanya)

Transwell Boyden chamber (8 um por ¢api) (Millipore, ABD)

3.1.4. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bevacizumab (Avastin, Altuzan) (Roche, Almanya)
Agaroz (Peqlab, Erlangen, Almanya)

Akridin Oranj (Sigma, ABD)

Borik asit (Amresco, ABD)

Dimetil stlfoksit (DMSQO) (Amresco, ABD)
Disodyumhidrojenfosfat (NazHPO,) (Sigma, ABD)
Etanol (Sigma, ABD)

Etidyum Bromur (Sigma, ABD)
Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) (Amresco, ABD)
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Gliserol (Merck, Almanya)

Glutamin (HyClone, Thermo, ABD)

Inaktive edilmis fetal sigir serumu (FCS) (HyClone, Thermo, ABD)
Nonidet P-40 (NP-40) (Sigma, ABD)

Orange G (Sigma, ABD)

Penisilin/Streptomisin (HyClone, Thermo, ABD)

Primerler (Alfa DNA, Almanya)

Proteinaz K (Sigma, ABD)

Ribonikleaz A (Sigma, ABD)

DMEM besiyeri (HyClone, Thermo, ABD)

Sitrik Asit (Sigma, ABD)

Sodyumdihidrojenfosfat (NaH2PO,4) (Sigma, ABD)

Salfirik asit (H2SO4) (Merck, Almanya)

Tripsin-EDTA (HyClone, Thermo, ABD)

Tris (Amresco, ABD)

Universal Probe Library (UPL) Problari (Roche, Aimanya)
Matrigel (B&D Bioscience, ABD)

3.1.5. Kullanilan Kitler

Cell Death Detection ELISA Plus Kit (Roche, Almanya)

Cell Proliferation ELISA, BrdU (5-bromo-2’-deoksiuridin) (Kolorimetrik)
(Roche, Almanya)

Cell Proliferation Kiti Il (XTT) (Roche, Almanya)

Cytotoxicity Detection Kit Plus LDH (Laktat Dehidrogenaz) (Roche,
Almanya)

High Pure RNA izolasyon Kiti (Roche, Aimanya)

TagMan Master Mix (Roche, Almanya)
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e Transcriptor First Strand cDNA Sentez Kiti (Roche, Almanya)
e insan VEGF ELISA kiti (Thermo, ABD)

3.2. Besiyeri ve Cozeltilerin Hazirlanigi

3.2.1. % 10’'luk DMEM Besiyerinin Hazirlanisi

450 ml DMEM besiyeri igerisine, 50 ml fetal sigir serumu
(FCS), 200 mM L-glutaminden 10 ml ve son konsantrasyonu 100 1U/ml

penisilin ile 100 ug/ml streptomisin olacak sekilde hazirlandi.

3.2.2. % 1’lik DMEM Besivyerinin Hazirlanisi

495 ml DMEM besiyeri icerisine, 5 ml FCS, 200 mM L-
glutaminden 10 ml, 100 IU/ml penisilin, 100 pg/ml streptomisin eklenerek

hazirlandi.

3.2.3. XTT Karisiminin Hazirlanmasi

Tek bir o6rnek igcin 50 pyL XTT (sodyum 3°-[1-
(fenilamminokarbonil)-3,4-tetrazolyum]-bis  (4-metoksi-6-nitro)  benzen
sulfonik asit hidrat) isaretleyici ajan ve 1 pL elektron eslestirme (N-
metildibenzopirazin metil sdlfat) ajani  kullanmadan hemen 06nce

karistirilarak taze olarak hazirlandi.
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3.2.4. 0.2 M NAHPO,4 Cdzeltisinin Hazirlanisi

1.42 g NapHPOy tartilarak son hacim 50 ml olacak sekilde
distile su iginde ¢6zulda.

3.2.5. 0.1 M Sitrik Asit Cozeltisinin Hazirlanisi

0.96 g sitrik asit tartilarak son hacim 50 ml olacak sekilde

distile su icinde ¢6zuldu.

3.2.6. Fosfat-Sitrat Cozeltisinin (PH: 7.8) Hazirlanisi

0.2 M NapHPO4 ¢ozeltisi ile 0.1 M sitrik asit ¢ozeltisi 48:2
oraninda Kkaristirilarak hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltinin pH’'si 7.8’e

ayarlandi.

3.2.7. % 0.25 Nonidet P-40 (Np-40) Cozeltisinin Hazirlanisi

25 pL NP-40 alinarak son hacmi 10 ml olacak sekilde distile
suda ¢6zalda.

3.2.8. 1 ma/ml Proteinaz K Cozeltisinin Hazirlanisi

1 mg Proteinaz K tartilip son hacim 1 ml olacak sekilde distile

su icerisinde ¢ozulerek hazirlandi.
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3.2.9. 1 ma/ml Riboniikkleaz A (BNaz A) Codzeltisinin

Hazirlanisi

1 mg RNaz A enzimi tartilip son hacim 1ml olarak sekilde

distile su icerisinde ¢ozulerek hazirlandi.

3.2.10. 10X Tris Borat EDTA (TBE) Stok Cobzeltisinin

Hazirlanigi

Oncelikle 54 g Tris bazi, 27.5 g borik asit ve 20 ml 0.5 M
EDTA (pH: 8) bir miktar distile suda ¢6zindikten sonra son hacim 500 ml

olacak sekilde Uzerine distile su eklendi.

3.2.11. 0.5 M EDTA Cozeltisinin Hazirlanisi

29.2 g EDTA, 160 ml distile su igcerisinde ¢6zlUndikten sonra

son hacim distile su ile 200 ml'ye tamamlandi ve pH = 8’e ayarlandi.

3.2.12. 1X Tris Borat EDTA (TBE) Tamponunun Hazirlanisi

50 ml 10X TBE, distile su ile 500 ml'ye tamamlanarak

hazirlandi.

3.2.13. Orange G Jel YUkleme Tamponu

55 ml Gliserol, 100 mg Orange G ve 45 ml 1X TBE tamponu
karistirilarak hazirlandi.
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3.2.14. Stok Etidyum Bromur Boyasinin Hazirlanisi

100 mg etidyum bromudr son hacmi 10 ml olacak sekilde

distile suda ¢ozulerek hazirlandi.

3.2.15. Agaroz Jelin Hazirlanisi

% 1.5’ luk agaroz jel hazirlamak igin, 1.52 g agaroz hassas
terazide tartildiktan sonra uzerine son hacmi 100 ml olacak gekilde 1X
TBE c¢ozeltisi koyuldu ve mikrodalga firin kullanilarak kaynatildi. Agarozun
homojen bir sekilde erimesinden sonra igine 3.5 pL etidyum bromur
eklendi ve yatay jel elektroforez tankina dokulerek jelin donmasi saglandi.

Sonra jelin Uzerini értecek sekilde 1X TBE tamponundan eklendi.

3.2.16. 1X PBS Cozeltisinin Hazirlanmasi

1.09 g NapHPO4, 0.32 g NaH.PO4 ve 9 g NaCl, tartilip 800
ml distile su igerisinde ¢ozuldikten sonra pH’siI 7.4’e ayarlanip son hacim

distile su ile 1 litreye tamamlandi.

3.3. Yontemler

3.3.1. Hicre Kilttrd

MDA-MB-231 hiucreleri, %10’luk DMEM besiyerinde %95

nem ve %5 CO; igeren ortamda 37 °C’de kiilture edilerek ¢ogaltildi.
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3.3.2. XTT Hucre Canlihgi Deneyi

MDA-MB-231 hUcrelerinde Bevacizumab’ in hicre canlilig
Uzerine olan etkilerinin belirlenmesi i¢in kolorimetrik XTT test yéntemi
kullanildi. Cogalan MDA-MB-231 hcreleri yeterli saylya ulastiktan sonra
1200 rpm’de 10 dk santriflj edildikten sonra pellet Gzerine %10 FCS
iceren DMEM eklendi. Daha sonra hucreler Thoma lami ile sayildi.
Hucreler, %10 FCS iceren DMEM igerisinde homojen bir sekilde
dagitildiktan sonra 96 kuyucuklu htcre kultir kaplarina her kuyucuga
10.000 hucre / 100 uyL olacak sekilde ekildi. Hucrelerin Gzerine son
konsantrasyonu 50, 100, 150 ve 200 pg olacak sekilde %10’ luk DMEM
icerisinde seyreltimis olan stok Bevacizumab c¢b6zeltilerinden eklendi.
Daha sonra hicreler 24, 48, 72 ve 96 saat slreyle 37°C'de %5 COylli
etlvde inklbe edildi. Bevacizumab uygulamasina ait surelerin dolmasi ile
birlikte her bir kuyucuga 50 pL XTT karisimi eklendi ve formazan
uranunun olusturdugu renk degisimi 4 saat sonunda mikroplaka okuyucu
ile 490 nm dalga boyunda olgim yapilarak belirlendi. Her bir doz igin
deney 5 tekrarli yapilarak elde edilen ortalama absorbans degerleri
kullanildi. Sadece besiyeri ve XTT karisimini iceren &rnekler
absorbanslarin belirlenmesinde kor olarak kullanildi. Hucre canhliginin
hesaplanmasi icin 6rneklerin absorbans degerlerinden kor 6Ornegin
absorbans degeri c¢ikartildi. Daha sonra 6rneklere ait 5 farkli absorbans
degerinin ortalamasi alindi. Sadece hulcre igeren kontrol 6rneginin
ortalama absorbansi %100 canliiga karsilik gelen deger olarak kabul
edildi ve ilac uygulanan hicrelerden elde edilen absorbans degerleri,
kontrol hucrelerine gore oranlanarak hicre canhligi yuzde olarak

belirlendi.
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3.3.3. Canli, Apoptotik ve Nekrotik Hlicre Ayriminin Floresan

Mikroskobunda incelenmesi

Akridin oranj sadece canli hicrelerin zarindan igeri girip bu
hucrelerin DNA’sina baglandigindan canli hdcreler yesil renkte goralur.
Etidyum brom0r ise OlU hicrelerin zarindan gegip DNA’ya baglandigindan,
nekrotik hucrelerde kirmizi rengin olugsmasina neden olur. Buna karsin her
iki boya da apoptotik hicre zarindan igeri girebildigi i¢in sari-turuncu
renkte ve karakteristik apoptotik nikleus gérGnimandn gorintilenmesine

olanak saglar '®.

Hucre kdlturlerinin sonlandirilmasini takiben hucreler 3 pL,
100 pg/ml akridin oranj ve etidyum bromdir iceren ¢bzelti ile boyanarak
floresan mikroskobunda canli, apoptotik ve nekrotik hicre oranlarinin

belirlenmesi igin degerlendirildi.

3.3.4. Besiyerine Salinan Laktat Dehidrojenaz (LDH)

Miktarinin Olciilerek Sitotoksik Etkinin Belirlenmesi

Glikoliz sirasinda laktatin pirtivata donusUmini saglayan
LDH molekdlt tim hicrelerde bulunan stabil bir enzimdir. Hicre zarinin
hasar gérmesiyle birlikte hizli bir sekilde besiyerine salinir. Ol veya hiicre
zarl hasarli olan hucrelerin miktarindaki artis besiyerindeki LDH
aktivitesinin artmasi ile sonuglanmaktadir. LDH aktivitesindeki bu artis da
deney sonunda olusan renkli formazan kristalinin miktarinin artmasina
dolayisi ile elde edilen absorbansin ylksek olmasina neden olmaktadir
143,144 'Bu enzimin besiyerindeki aktivitesi Cytotoxicity Detection (LDH) kiti

kullanilarak asagidaki protokole gore olguldu.
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1. MDA-MB-231 hucreleri 96’11k kultir kaplarina her bir kuyucuga 10.000
hucre gelecek sekilde ekildi.

2. Inklibasyon sireleri dolduktan sonra Kkiltir ortamindan 100 pL
besiyeri alinip 96 kuyulu mikroplagin her bir kuyucuguna eklendi.

3. Her bir kuyucuga kit icerisinde bulunan 100uL taze hazirlanmis
reaksiyon karisimi eklendi. Isiktan uzak bir ortamda, oda sicakliginda
30 dakika inkibe edildi.

1. Mikroplaka okuyucu cihazi ile 490 nm dalga boyundaki absorbans
degerleri okundu.

2. Deney protokoliinde kullanilan kontroller:
= Kor kontrol: Besiyeri
= Duasuk kontrol: Besiyeri+Hucre
= YUksek kontrol: Triton X-100 solisyonu+Besiyeri+HUcre

3. Elde edilen absorbans degerlerinden kor kontrolin absorbansi
cikartildiktan sonra, ilaglarin sitotoksisite degerinin yluzdesi agagidaki
forml kullanilarak hesaplandi.
Sitotoksisite (%) = (6rnek abs. — duslk kontrol abs. / ylksek kontrol

abs. — disuk kontrol abs.) x 100

3.3.5. Hiicre Cogalmasinin Bromodeoksiuridin (Brdu) ile

Belirlenmesi

Bu ybntem, bir primidin analou olan 5-bromo-2'-
deoksiuridinin (BrdU) DNA sentezi sirasinda timin yerine DNA'ya katiimasi
esasina dayanir. BrdU'nun DNA'ya katilmasi immunolojik yontem ile
belirlenir. Boylece DNA sentezi geciren hiicre dongusiunin S fazinda olan

hiicrelerin oranlari belirlenmektedir '*°.
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MDA-MB-231 hicreleri Bevacizumab ile muamele edildikien

sonra ilaglarin hicre c¢ogalmasi Uzerine olan etkisi “Cell Proliferation

ELISA, BrdU” kiti kullanilarak asagidaki protokole gore arastirildi.

MDA-MB-231 hucreleri 96’lik kultur kaplarina her bir kuyucuga 10.000
hlcre gelecek sekilde ekildi.

Bir gece sonra belirtilen dozlarda Bevacizumab ile muamele edildi.
Her bir konsantrasyon igin deney ug tekrarli yapildi.

inkiibasyon sireleri dolduktan sonra her bir kuyucuga 10 pyL BrdU
cOzeltisi eklendi. 37 °Cde 2 saat inkibe edildi ve besiyeri
uzaklagtirildi.

200 uL FixDenat ¢ozeltisi eklendi ve 25 °C’de 30 dk inklbe edildi.
FixDenat ¢ozeltiside uzaklastirildiktan sonra her bir kuyucuga 100 pL
peroksidaz enzimi ile konjuge BrdU antikorunu iceren anti-BrdU-POD
solisyonu eklendi. 25 °C’de 90 dk inklibe edildi.

Antikor uzaklastirildiktan sonra her bir kuyucuk 300 uL 1X PBS ile 3’er
defa yikandi.

Substrat olarak kit igerinde bulunan tetrametilbenzidin (TMB)
¢ozeltisinden 100 pL eklenerek yeterli renk degisimi gozlenene kadar
25 °C’de 5-30 dk bekletildi.

Her bir kuyucuga 25 pL 1M H»SO, eklenerek karistiriidi. 5 dakika
icinde mikroplaka okuyucu ile 450 nm dalga boyundaki absorbans
degerleri belirlendi.

3.3.6. DNA Fragmentasyonunun ELISA Yontemi ile

Belirlenmesi

MDA-MB-231 hucreleri 96 kuyulu kultir kaplarinda her bir kuyucuga

10.000 hucre gelecek sekilde ekildi. Hiucrelere daha once belirtilen
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miktarda Bevacizumab verilerek uygun sirelerde inktbe edildi. Her bir
konsantrasyon i¢in deney ug¢ tekrarl yapildi.

2. Inkiibasyon siireleri dolduktan sonra her kuyuya 200 pL lizis tamponu
eklendi. Oda sicakhginda 30 dk bekletildi.

3. Mikrosantriflj tupine alinan hicre lizati oda sicakliginda, 1000 rpm’de
10 dk santrifdj edildi.

4. Santriflj sonrasi Ustte kalan sividan 20 uL alinip streptavidin kapl
mikroplakaya aktarildi.

5. 80 pL anti-histon biyotin ile anti-DNA POD eklendi ve oda sicakliginda
calkalayici Uzerinde 2 saat sureyle inkube edildi.
Ornekler 300 pL yikama ¢ozeltisi ile oda sicakliginda 3 defa yikandi.
Her bir kuyucuga kit icerisinde bulunan peroksidaz substrat
solisyonundan ABTS 100 pL eklendi. Renk degisimi gbzleninceye
kadar oda sicakliginda 20 dk inkube edildi.

8. 100 pL ABTS durdurucu solisyonu eklendikten sonra mikroplaka
okuyucu cihazi ile 405 nm dalga boyundaki absorbans degerleri

okundu.

3.3.7. DNA Fragmentasyonunun Agaroz Jel Elekiroforezi ile

Gosterilmesi

1. Her bir doz igin 10° hiicre olacak sekilde belirtilen miktarda
Bevacizumab verilerek uygun sdrelerde inklbe edildikten sonra
hacreler 10 ml'lik tiplere alinip santrif(j edildi.

2. Hucreler 1200 rpm’de 10 dk santriflij edilip Ustte kalan sivi atildi.
Cokelti Gzerine 50 pL fosfat-sitrat tamponu (pH 7.8) eklenerek oda
sicakliginda 1 saat bekletildi.

3. Karisim 1200 rpm’de 10 dk santriflj edilerek sUpernatan 1.5 ml’lik

mikrosantrif(j tipune aktarildi.
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4. Supernatan uzerine 3 yL RNaz A ve 3 pL NP-40 c¢dzeltilerinden
eklenerek 37 °C’de 1 saat inkibe edildi.

5. Bu sure sonunda 3 pL Proteinaz K ¢ozeltisi eklenerek tekrar 37 °C’de
1 saat inkibe edildi. inkiibasyon sonrasinda 6rnekler elektroforez

yontemi uygulanana kadar +4 °C’de saklandi.

3.3.7.1 Agaroz Jel Elektroforezi

Bunun i¢in daha énceden hazirlanmis olan %1.5’lik agoroz
jele DNA orneklerinden 15 pL alinarak, 3 yL Orange G jel yukleme
tamponu karistirihp jeldeki kuyulara yuklendi. Ayni zamanda kuyulardan
birine de 100 baz ciftlik (b¢) DNA molekiler agirlik belirteci yiuklenerek 90
dk dakika 75 volt sabit akimda yurutildi. Stre sonunda “Kodak Gel Logic

100” gérintileme sistemi kullanilarak jelin fotografi gekildi.

3.3.8. Hiicre Kultiriinden Total BNA'nin Elde Edilmesi

Bevacizumab ile inkibasyon sirelerinin  dolmasiyla,
hidcrelerden RNA izolasyonu, “High Pure RNA Isolation Kiti” kullanilarak,

asagida yazili olan protokole gore biyoguvenlik kabininin iginde yapildi.

1. Hducrelerin Uzerine 200 pL soguk PBS ve 400 uL Lizis tamponu
eklenip 15 saniye vortekslendi.
Filtre, toplama tlpune yerlestirilip tim karisim filtre Gstline aktarildi.
Tap 9000 rpm’de 15 saniye santrifij edildi.

Toplama tupinde toplanan sivi atilip filtre ayni tipe tekrar yerlestirildi.
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10.

11.

Her bir 6rnek i¢cin 90 yL DNaz inkibasyon tamponu steril tipe alindi
ve 10uL DNaz | eklendi. Pipetaj ile karistirildiktan sonra karigim
filtrenin ortasina birakildi. 15 dakika oda sicakliginda bekletildi.

500 uL’lik 1. yikama ¢ozeltisi filtre Uzerine eklendi ve 9000 rpm’de 15
saniye santrifij edildi. Filtre altinda toplanan kisim atildiktan sonra
ayni toplama tupu igerisine yerlestirildi.

500 uLl’lik 2. yikama ¢ozeltisi filire tGzerine eklendi ve 15 saniye 9000
rom’de santriflj edildi. Filtre altinda toplanan kisim atildiktan sonra
ayni toplama tlpu igerisine yerlestirildi.

200 uLl’lik 3. yilkama c¢ozeltisi filtre Uzerine eklendi ve 3 dk 13500
rom’de santriflj edildi.

Toplama tupu atildi. Filtre, steril 1.5 ml’lik mikrosantrifuj tapune
yerlestirildi.

Filtre Gzerine 20 pL 6rnek seyreltme ¢ozeltisi eklendi ve 9000 rpm’de
1 dk santrifdj edildi.

Elde edilen RNA’larin miktarlari ve safligi “NanoDrop ND-1000
Spektrofotometre” cihazinda olgulerek RT-PCR’da kullanilana kadar -

80 °C derin dondurucuda saklandi.

3.3.9. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi (RT-PCR)

Elde edilen RNA’lar spektrofotometrede 260 nm dalga

boyunda Odlgulerek mikrolitredeki mikrogram degerleri belirlendi. Primer

olarak random hekzamerler kullanilarak cDNA sentez kiti ile total RNA'dan

cDNA sentezi yapildi. cDNA sentezi sirasinda kullanilan kimyasallar ve

miktarlari Tablo 2’de verilmigtir.
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Tablo 2: RT-PCR tepkime karigimi.

Son Konsantrasyon Hacim
Steril H,O-PCR grade - RNA miktarina goére degisken
Reaksiyon Tamponu 1x (8mM MgCly) 4uL

dNTP 1mM 2uL

Random hekzamer primeri 60uM 2uL

RNaz inhibitdra 20 Unite 0.5uL

Transkriptor Ters Transkriptaz 10 Unite 0.5uL

Total RNA 1ug 1ug olacak sekilde

cDNA igin PCR karisimi ince c¢eperli 0.2 mllik tuplere
dagitildiktan sonra elde edilen total RNA eklendi.

3.3.9.1 Reverse Transkriptaz PCR (RT-PCR) Programi

Otomatik 1s1 dongusu cihazi, Tablo 3’de belirtilen programa

ayarlanarak cDNA sentezi yapildi.

Tablo 3: Otomatik 1s1 déngiisii cihazinda uygulanan program.

Sicaklik Zaman DOngu sayisi
Primer Baglanmasi 25°C 10dk 1
Ters Transkripsiyon 50°C 60dk 1
inaktivasyon 85°C 5dk 1
Sogutma 4°C - 1

Reaksiyon sonucunda elde edilen cDNA 6rnekleri Real-Time
PCR’da kullanilana kadar -20 °C’lik derin dondurucuda saklandi.

3.3.10. Gen Ifadesinin Real-Time PCR ile Belirlenmesi

VEGF-A, VEGF-C, VEGFR2 ve COX-2 genlerinin mRNA
miktarlari, Real-Time PCR yontemi ile Light Cycler (LC) cihazi kullanilarak
belirlendi. Amplifikasyonlar 20 uL toplam tepkime hacmi igerisinde; cDNA,
mRNA'ya 6zgu primerler, UPL probu, LightCycler TagMan Master karigimi
ve distile su kullanilarak gerceklestirildi. VEGF-A, VEGF-C, VEGFR2 ve
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COX-2 gen ifade miktarlarini normalize etmek icin GAPDH mRNA dizeyi

referans olarak alindi.

3.3.10.1. VEGF-A Geninin ifade Diizeyinin Kantitatif Analizi

VEGF-A genine ait UPL prob ve primerlerin dizileri asagida
verilmigtir. Prob ve primerlerin cDNA’daki yerlesimi ise Sekil 12’de

gbsterilmigtir.

VEGF-A Forward primer: 5- AGTGTGTGCCCACTGAGGA -3’
VEGF-A Reverse primer: 5- GGTGAGGTTTGATCCGCATA -3’
9 numarali prob dizisi: 5’CATCACCA3’

5’ -AGTGTIGTGCCCACTGAGGRA-3'
781 ATGCGRIGCGGGGGCTGCTGCRAATGACGAGGGCCTGGAGTGTGTGCCCACTGAGGAGTCT

5’ -CATCACCA-3'
841 ARCATCACCATGCRGATTATGCGGATCAAACCTCACCARGGCCAGCACATAGGRAGRGATG
3" -ATACGCCTAGTTTGGAGTGG-5'

Sekil 12: VEGF-A mRNA’sinin belirlenmesinde kullanilan primerler ve UPL probun
cDNA dizisi lizerindeki yerlesimi (Referans: ENST00000372067 giris no’lu dizi)
Translasyon baslangi¢ niikleotidine gére numaralandinimistir.

3.3.10.2. VEGF-C Geninin ifade Diizeyinin Kantitatif Analizi

VEGF-C genine ait UPL prob ve primerlerin dizileri asagida
verilmistir. Prob ve primerlerin cDNA’daki yerlesimi ise Sekil 13’de

gbsterilmigtir.

VEGF-C Forward primer: 5- TGCCAGCAACACTACCACAG -3
VEGF-C Reverse primer: 5°- GTGATTATTCCACATGTAATTGGTG -3’
27 numarali prob dizisi: 5- CAGGCAGC -3’
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5’ -TGCCAGCAACACTACCACAG-3'
661 GITCATTCCATTATTAGACGTTCCCTGCCAGCAACACTACCACAGTGTCAGGCAGCGART
5’ -CAGGCAGC-3'

721 RAGACCTGCCCCACCAATTACATGTGGAATAATCACATCTGCAGATGCCTGGCTCAGGRR
3’ -GTGGTTAATGTACACCTTATTAGTG-5'

Sekil 13: VEGF-C mRNA’sinin belirlenmesinde kullanilan primerler ve UPL probun
cDNA dizisi lizerindeki yerlesimi (Referans: ENST00000280193 giris no’lu dizi).
Translasyon baslangi¢ niikleotidine gére numaralandinimistir.

3.3.10.3. VEGFR2 Geninin ifade Diizeyinin Kantitatif Analizi

VEGFR2 genine ait UPL prob ve primerlerin dizileri asagdida
verilmistir. Prob ve primerlerin cDNA’daki yerlesimi ise Sekil 14’ de

gOsterilmigtir.

VEGFR2 Forward primer: 5-GAACATTTGGGAAATCTCTTGC-3
VEGFR2 Reverse primer: 5’- CGGAAGAACAATGTAGTCTTTGCC-3
18 numarali prob dizisi: 5’-CAGCAGGA -3’

5’ -GRACATTTG
3421 GACTGCTGGCACGGGGEAGCCCAGTCAGRGACCCACGTITTTCAGAGTIGGTGGRAACATTTG

GGAAATCTCTTGC-3' 5’ -CAGCAGGA -3/
3481 GGARATCTCTTGCAAGCTAATGCTCAGCAGGATGGCARAGACTACATTGTTCTTCCGATA
3" -CCGTTTCTGATGTAACAAGAAGGC-5'

Sekil 14: VEGFR2 mRNA’sInin belirlenmesinde kullanilan primerler ve UPL probun
cDNA dizisi iizerindeki yerlesimi (Referans: ENST00000263923 giris no’lu dizi)
Translasyon baslangi¢ niikleotidine gére numaralandiriimigtir.
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3.3.10.4. COX-2 Geninin ifade Diizeyinin Kantitatif Analizi

COX-2 genine ait UPL prob ve primerlerin dizileri asagida
verilmigtir. Prob ve primerlerin cDNA’daki yerlesimi ise Sekil 15" de

gOsterilmigtir.

COX-2 Forward primer: 5-TCACGCATCAGTTTTTCAAGA-3’
COX-2 Reverse primer: 5-TCACCGTAAATATGATTTAAGTCCAC-3’
23 numarali prob dizisi: 5GGGCTGGG3

5/ -TCACGCATCAGTTTTTCAAGA-3'
541 BACATGATGTTTGCATTCTITIGCCCAGCACTTCACGCATCAGTTTTTCARGACAGATCAT

5" -GGGCTGGE-3'
601 AAGCGAGGGCCAGCTTTCACCARCGGGCTGGGCCATGHGGTGCACTTAAATCATATTTAC
3" -CACCTGAATTTAGTATAAATG

661 GGTGARACTCTGGCTAGACAGCGTARACTGCGCCTTTTCAAGGATGGARRAATGARATAT
CCACT-5'

Sekil 15: COX-2 mRNA’sinin belirlenmesinde kullanilan primerler ve UPL probun
cDNA dizisi Uzerindeki yerlesimi (Referans: ENST00000367468 giris no’lu dizi)
Translasyon baslangi¢ niikleotidine gére numaralandiniimistir.

3.3.10.5. GAPDH Geninin ifade Diizeyinin Kantitatif Analizi

GAPDH genine ait UPL prob ve primerlerin cDNA’daki
yerlesimleri Sekil 16’ de gésterilmistir.

GAPDH Forward primer: 5- AGCCACATCGCTCAGACAC -3’
GAPDH Reverse primer: 5- GCCCAATACGACCAAATCC -3
60 numarali prob dizisi: 5’- TGGGGAAG -3’
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5’ -AGCCACATCGCTCA

601 CCTCCTGTTCGACAGTCAGCCECATCTTCTTTTGCGTCGCCAGICGAGCCACATCGCTCA
GACAC -3’
661 GACACCATGGGGAAGSTGRRGGTCGGASTCARCGGATTTGGTCGTATTGGGCECCTGETC
5" -TGGGGAAG -3’ 3' -CCTARACCAGCATARCCCG-5'

Sekil 16: GAPDH mRNA’sinin belirlenmesinde kullanilan primerler ve UPL probun
cDNA dizisi lizerindeki yerlesimi (Referans: ENST00000229239 giris no’lu dizi).

3.3.10.6. VEGF-A, VEGF-C, VEGFR2, COX-2 ve GAPDH

Genleri icin Real Time PCR tepkime karisimlari

VEGF-A, VEGF-C, VEGFR2, COX-2 ve GAPDH genlerine
uygun verilen primer ve problar kullanilarak Real-Time PCR tepkimesi LC
cihazinda gercgeklestirildi. Tepkime karigsimini hazirlamak igin kullanilan

bilesenlerin miktarlari Tablo 4’de verilmigtir.

Tablo 4: VEGF-A, VEGF-C, VEGFR2, COX-2 ve GAPDH Real-Time PCR tepkime

karigimi

Son Konsantrasyon Hacim
dH,O - 6.2uL
MgCl, (25mM) 4mM 1.2uL
Primer F (10pmol/uL) 2.5pmol 0.25uL
Primer R (10pmol/uL) 2.5pmol 0.25pL
TaqgMan prob (100pmol/uL) 10pmol 0.1uL
TagMan karigimi (10x) 1x 1uL
cDNA - TulL

3.3.10.7. Light Cycler (LC) Deney Programi

Real-Time PCR karisimlari hazirlandiktan sonra kapiller
tuplere dagitildi ve Uzerine cDNA’ler eklendi. Kapiller tipler 3000 rpm’de
10 sn santrifij edildi. TOpler cihaza yerlestirildikten sonra Tablo 5'de

belirtlen  amplifikasyon  programi  kullanilarak PCR  tepkimesi
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gergeklestirildi. VEGF-A, VEGF-C, VEGFR2, COX-2 ve GAPDH genleri
icin ayni program kullanildi. Reaksiyon sonucu, VEGF-A, VEGF-C,
VEGFR2, COX-2 ve GAPDH genlerinin mRNA ifade dizeylerini gbsteren
Crossing point (Cp) degerleri belirlendi. VEGF-A, VEGF-C, VEGFR2,
COX-2 ifade diizeyleri GAPDH ifade diizeyine gére normalize edildi.

Tablo 5: VEGF-A, VEGF-C, VEGFR2, COX-2 ve GAPDH genlerinin ifade diizeylerinin

belirlenmesi i¢in kullanilan Real Time PCR tepkime programi.

Program 1. Ayrilma (Denatiirasyon)

Program Verisi Deger
Déngdler 1

Analiz Modu -
Sicaklik Hedefleri Kisim 1
Hedef Sicaklik (°C) 95
inktibasyon zamani (s:dk:sn) 10:00dk
Sicaklik Gegig Hizi (°C/sn) 20.0

Program 2. Primer Baglanmasi ve Uzama (Hibridizasyon ve Polimerizasyon)

Program Verisi Deger

Déngler 50

Analiz Modu Cogalma

Sicaklik Hedefleri Kisim 1 Kisim 2
Hedef Sicaklik (°C) 95 60
inktibasyon zamani (s:dk:sn) 10sn 20sn
Sicaklik Gegig Hizi (°C/sn) 20.0 10.0

Program 3. Sogutma

Program Verisi Deger
Doénguler 1
Analiz Modu -
Sicaklik Hedefleri Kisim 1
Hedef Sicaklik (°C) 40
inktibasyon zamani (s:dk:sn) 30sn
Sicaklik Gegis Hizi (°C/sn) 20.0

52



3.4. Matrigel hiicre invazyon testi

Matrigel® bir c¢esit fare timor hiicre serisinin salgiladigi
jelatin, laminin ve baska proteinleri iceren organik karigimin ticari ve
yaygin bilimsel ismidir. Bu karigim igerigi itibariyle, dokularda hucrelerin
etrafini saran hucre digi matrikse (Extraselller Matrix, ECM) ¢cok benzedigi
icin, htcre serilerinin laboratuvar kosullarinda blyutlilmesinde hicrelerin
tutundugu substrat olarak kullaniimaktadir. Ayrica hucrelerin invazyon
yaparken ekstraseliler matriksi parcalama yeteneklerinden dolayi

invazyon calismalarinda matrigel kullaniimaktadir.

Matrigel +4 °C’ de bir gece bekletilerek ¢dziildikten sonra
tekrar jel halini almamasi icin oldukca hizli bir sekilde serum icermeyen
besiyeri ile sulandirilarak 1mg/ml olacak sekilde -80 °C’ de saklandi.
Calismaya baglamadan 6nce 1 mg/ml matrigel ¢ozuldi ve 24 kuyulu
Transwell chamber’ da bulunan 8 pum por capina sahip polikarbonat
filtrenin Gzeri 30 ug Matrigel ile kaplandi. Hlcreler 24, 48, 72 ve 96 saat
Bevacizumab’ a maruz birakildiktan sonra PBS ile yikandi ve 3 saat
sureyle serum icermeyen besiyeri ile muamele edildi. Transwell chamber
hazirlandiktan sonra chamber’ In igine belirtilen konsantrasyonlarda
Bevacizumab iceren 200 ul serum icermeyen besiyeri icinde 100.000
hicre olacak sekilde ekim yapildi. Chamber’ in alt kismina 750 ul %10’luk
serumlu besiyeri eklendi. 24 saat boyunca hicrelerin serum iceren
besiyerinin oldugu kisma hareket etmeleri beklendi. 24 saatin sonunda
chamber’ In iginde kalan hucreler pipet yardimiyla alindi. Chamberda
bulunan filtrenin alt kismina gegen hicreler PBS ile iki defa yikandiktan
sonra metanol’ de 20 dakika bekletilerek fikse edildi. Daha sonra filtre 2
defa PBS ile yikandiktan sonra 3 dakika hematoksilen ile boyandi. Tekrar
PBS ile iki defa yikandiktan sonra hlcreler 30 saniye eosin ile boyandi.

Eosin boyamasindan sonra filtre 2 defa PBS ile yikandiktan sonra
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Chamber’ dan bistlri yardimiyla uzaklastirildi. Filtre lamin Gzerine

yerlestirildikten sonra entellan ile birlikte lamel kapatildi.

3.5. Transwell hiicre migrasyon testi

Hucreler 24, 48, 72 ve 96 saat Bevacizumab’ a maruz
birakildiktan sonra PBS ile yikandi ve 3 saat sureyle serum i¢cermeyen
besiyeri ile muamele edildi. Transwell chamber’ n igine belirtilen
konsantrasyonlarda Bevacizumab igeren 200 ul serum icermeyen besiyeri
icinde 100.000 hucre olacak sekilde ekim yapildi. Chamber’ in alt kismina
750 pl %10°luk serumlu besiyeri eklendi. 24 saat boyunca hicrelerin
serum iceren besiyerinin oldugu kisma hareket etmeleri beklendi. 24
saatin sonunda chamber’ In iginde kalan hucreler pipet yardimiyla alindi.
Chamberda bulunan filtrenin alt kismina gegen hicreler PBS ile iki defa
yikandiktan sonra metanol’ de 20 dakika bekletilerek fikse edildi. Daha
sonra filtre 2 defa PBS ile yikandiktan sonra 3 dakika hematoksilen ile
boyandi. Tekrar PBS ile iki defa yikandiktan sonra hicreler 30 saniye
eosin ile boyandi. Eosin boyamasindan sonra filtre 2 defa PBS ile
yikandiktan sonra Chamber’ dan bisturi yardimiyla uzaklastirildi. Filtre

lamin Uzerine yerlestirildikten sonra entellan ile birlikte lamel kapatildi.

3.6. istatistiksel Analiz Yontemleri

Doza ve zamana bagh olarak degisen, VEGF-A, VEGF-C,
VEGFR2 ve COX-2 mRNA ifade dizeylerindeki farkhliklar “REST (2009
V2.0.13)” istatistik programi ile karsilastirildi '®°. Hiicre canliligi, apoptoz
ve nekrotik oranlardaki degisimler ise “tek yonli Anova” testiyle
kargilastirildi.  Veriler “SPSS 15.0" istatistik programi kullanilarak
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degerlendirildi. 0.05'den kuguk olan p degerleri istatistiksel agidan anlamli
olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. MDA-MB-231 Hiicrelerinin Bevacizumab’ a

duyarhliginin XTT Hiicre Canlihgi Yéntemi ile incelenmesi

Bevacizumab’in meme kanseri hicre hatti olan MDA-MB-231
hicrelerinin canlihgi Gzerine etkisini belirlemek igin dncelikle XTT yéntemi
uygulandi. Buradan elde edilen canlilik oranlarindan kullanilan ilacin hiicre

canlih@i Gzerine etkisinin belirlenmesi amaclandi.

120
100 +
. M_
60 : ——XTT 24 saat
L —— XTT 48 saat
40 +
L —ie— XTT 72 saat
20 § XTT 96 saat
orH—

Kontrol 25ug/mlSOug/ml 100 150 200
Bev Bev ug/ml  ug/ml  ug/ml
Bev Bev Bev

Grafik 1: MDA-MB-231 hiicrelerinin (10.000 hiicre/kuyu) Bevacizumab ile 24, 48, 72
ve 96 saat inkiibasyonu sonunda belirlenen hiicre canlilik oranlari.

Grafik 1’ de 24, 48, 72 ve 96 saat inklbasyon sonucunda
hicrelerin Bevacizumab’ a olan cevabi hicre canlilik oranlari ile
gbsterilmektedir. Buna goére MDA-MB-231 hucrelerinin canlilik oranlarinin
doza ve zamana bagh olarak bir miktar distugli ancak bu azalmanin
%75’in altina inmedigi belirlendi. Kullandigimiz en ylksek Bevacizumab
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konsantrasyonu olan 200 pg/ml’de hicre canhihidinin 24 saatte %80.21, 48
saatte canhhigin %79.76 oraninda oldugu, 72 saatte %77.21, 96 saatte ise
%75.43 olarak goértlmektedir. Bu sonuglara gore Bevacizumab’ in MDA-
MB-231 hdcrelerinin canlihgr Uzerine en yuksek etkisinin 200 pg/ml

konsantrasyonunda ve 96 saat inkibasyonda oldugu belirlendi.

4.2. Canli, Apoptotik ve Nekrotik Hiicre Dagiliminin

Floresan Mikroskobunda incelemesi

Bevacizumab’in MDA-MB-231 hicrelerine olan etkisinin
belirlenmesi amaciyla kullandigimiz XTT yodnteminden elde edilen
bulgular, ilagc uygulamasi sonrasinda gdzlenen canli hicrelerin oranini
gOstermektedir. Bevacizumab uygulanmasindan sonra hicreler akridin
oranj / etidyum brom(r ile boyanip floresan mikroskobunda canlilik,
apoptoz ve nekroz acgisindan degerlendirildi. Hucrelerin floresan

mikroskobundaki gérinimleri sekil 17’ de gosterilmigtir.

Sekil 17: MDA-MB-231 hiicrelerinde apoptozun morfolojik olarak godsterilmesi. A:
kontrol, B: 200 ug/ml Bevacizumab. Yesil renkte goérulenler canli hiicreleri (1),
kirmizi renkte goriilenler nekrotik hiicreleri goéstermektedir (3). Apoptozun
agsamasina gore degisik sekillerde boyanmis olan apoptotik hiicreler ise 2 numara
ile gosterildi.
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Floresan mikroskobunda yapilan analizlere gore, 24, 48, 72
ve 96 saat Bevacizumab uygulamasinin hicrelerde doza ve zamana bagl
olarak apoptozu uyardigi ancak ilacin apoptotik orani belirgin sekilde
arttirmadigi belirlendi. Kullanilan  en  yuksek  Bevacizumab
konsantrasyonunda IC50 de@erine tUm surelerde ulagilamadi. Buna gore
24 saat icin en yUksek doz olan 200 pg/ml’ deki apoptotik oran %12.86, 48
saat icin ise %17.11 olarak bulundu (Grafik 2 ve 3). 72 saat sonra en
yuksek doz olan 200 pg/ml' deki apoptotik oran ise %16.63 olarak
belirlendi. Bevacizumab’ in bu sureler sonunda MDA-MB-231 hicreleri
Uzerinde gosterdigi nekrozda ise fazla bir artis olmadigi goézlendi. (Grafik
2,3 ve 4).
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Kontrol | ug/ml ug/ml | ug/ml ug/ml ug/ml
Bev Bev Bev Bev Bev

W 24 saat %nekroz 2,45 5,23 5,62 6,27 6,36 8,79
24 saat % apoptoz 8,56 15,88 15,69 14,99 15,47 12,86
W 24 saat % canhihk 90,54 79,95 79,85 79,33 78,56 79,78

Grafik 2: MDA-MB-231 hiicrelerinin (106 hiicre/kuyu) Bevacizumab ile 24 saat
inkiibasyonu sonunda belirlenen Canli/Apoptotik/Nekrotik hiicre oranlari.
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Grafik 3: MDA-MB-231 hiicrelerinin (10° hiicre/kuyu) Bevacizumab ile 48 saat
inkiibasyonu sonunda belirlenen Canli/Apoptotik/Nekrotik hiicre oranlari.
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Grafik 4: MDA-MB-231 hiicrelerinin (10° hiicre/kuyu) Bevacizumab ile 72 saat
inkiibasyonu sonunda belirlenen Canli/Apoptotik/Nekrotik hiicre oranlari.
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96 saat sure ile Bevacizumab uygulanan MDA-MB-231 hUcrelerinde ise
gbzlenen apoptotik oranin  %24.27 oldugu belirlendi (Grafik 5).
Bevacizumab uygulamasinin 96 saat sonra doz ve zamana bagl olarak

hucreler Uzerindeki nekroz oranlarinda énemli bir artig gbzlenmedi.

120
100 — —
80
60
40
20
0
25 50 100 150 200
Kontrol | ug/ml ug/ml ug/mil ug/ml ug/ml
Bev Bev Bev Bev Bev
W 96 saat %nekroz 2,2 1,14 1,42 2,24 4,69 2,8
96 saat % apoptoz | 3,78 7,83 7,14 15,78 15,67 24,27
m 96 saat % canlihk 94 92,14 91,45 82,43 80,02 74,03

Grafik 5: MDA-MB-231 hiicrelerinin (10’5 hiicre/kuyu) Bevacizumab ile 96 saat
inkiibasyonu sonunda belirlenen Canli/Apoptotik/Nekrotik hiicre oranlari.

Floresan mikroskobu deneyimizin sonuglarini  dikkate
aldigimizda her bir doz ve sure i¢in elde ettigimiz hicre canllik oranlarinin
XTT sonuglarimizla uyumlu oldugu belirlendi. Bu sonuglara gore,
Bevacizumab’in kullanilan doz ve uygulanan surelerde IC50 degerine
ulagilacak kadar etkili bir apoptotik cevap olusturmadi ancak en yiksek
konsantrasyonda yaklasik %25 oraninda apotoz gézlendi (p<0.05).
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4.3. Besiyerine Salinan Laktat Dehidrojenaz (LDH)
Miktarinin Olgiilerek Sitotoksik Etkinin Belirlenmesi

Bevacizumab’in MDA-MB-231 hcrelerine 24, 48, 72 ve 96
saat slre ile uygulanmasindan sonra ilacin hicreler Gzerine olan sitotoksik
etkisini belirlemek icin besi yeri ortamina salinan LDH miktari dl¢uldd.
Bevacizumab’in neden oldugu sitotoksik etkinin yuzdesel degeri, LDH
analizinden elde edilen verilerin kontrol grubu ile karsilastiriimasi ile
hesaplandi. Buna g6re doz ve zamana bagli olarak sitotoksisitenin arttidi
belirlendi. Ozellikle 150 pg/ml Bevacizumab uygulamasinda 72 saat
sonunda sitotoksisite oranlarinda istatistiksel olarak anlamh bir artis
g6zlendi (p<0.05). Ayrica 200 ug/ml ilag uygulamasinda 48, 72 ve 96.
saatlerde sitotoksisite de anlamli bir artig oldugu belirlendi (p<0.05).
(Grafik 6).
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Kontrol SO pg/ml 100 ug/ml 150 pg/ml 200 ug/ml
Bev Bev Bev Bev
W 24 saat 1 7,87 11,34 13,17 15,87
48 saat 1 8,66 12,54 15,16 20,02
m 72 saat 1 8,63 12,74 16,23 19,79
W 96 saat 1 10,19 16,44 19,54 23,3

Grafik 6: MDA-MB-231 hiicrelerinin Bevacizumab ile doza ve zamana bagh
inkiibasyonu sonunda gériilen LDH salinimi. *; p<0.05.
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4.4. Hucre Cogalmasinin Bromodeoksiuridin (BrdU) ile

Belirlenmesi

Bevacizumab’ in hicre c¢ogalmasi (DNA sentezi) Uzerine

etkisinin belilenmesinde hicre ¢cogalmasi ELISA, BrdU yontemi kullanildi.

Grafik 77 da 24, 48, 72 ve 96 saat inkibasyon sonucunda hucrelerin

Bevacizumab’ a cevabi gdzlenmektedir. Bevacizumab uygulamasindan

sonra hucre ¢ogalmasinin doz ve zamana bagl

olarak azaldigi

gOzlenmistir. Bu azalmanin 96. saatte en yuksek oldugu dozlar 100, 150

ve 200 pg/ml olarak bulunmustur (Grafik 7). 72. saatte ise 150 ve 200

ug/ml bevacizumab uygulamasi sonrasi hlcre g¢ogalmasinin anlamli

sekilde azaldigi gozlenmigtir (p<0.05).
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Grafik 7: MDA-MB-231 hiicrelerinin Bevacizumab ile doza ve zamana bagh

inkiibasyonu sonunda goriilen DNA sentez oranlarindaki degisim. *; p<0.05.
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4.5. DNA Fragmentasyonunun ELISA Yontemi ile

Belirlenmesi

Bevacizumab  uygulanmis  MDA-MB-231 hicrelerinde
g6zlenen DNA fragmentasyonunun belirlenmesinde, sitoplazmik mono ve
oligo nikleozomlarin miktarlarinin ELISA yéntemi ile saptanmasini temel
alan DNA Fragmentasyonu-ELISA kiti kullanildi. Buna goére, hlicrelerde
gbrilen DNA fragmentasyon miktarinda doz ve zamana bagli olarak artig
g6zlendi. En ylUksek artis 96 saat slre sonunda 150 ve 200 ug/ml’ de
belirlendi (p<0.05) (Grafik 8).
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Grafik 8: MDA-MB-231 hiicrelerinin Bevacizumab ile doza ve zamana bagh
inkiibasyonu sonunda goriilen DNA fragmentasyon orani. *; p<0.05.

4.6. DNA Fragmentasyonunun Agaroz Jel Elektroforezi

ile Gosterilmesi

Agaroz jel elektroforezi ile DNA fragmantasyonun
gbsteriimesine dayanan ydntemde daha c¢ok ylksek oranda apoptoz

g6zlendigi takdirde ve DNA fragmantasyonunun fazla oldugu durumlarda
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jelde belirgin duzeyde fragmantasyon goralur. Yaptigimiz deneyde
apoptoz oraninin disuk olmasi nedeniyle, agaroz jel elektroforezi
yonteminin kullanildigi fragmentasyon deneyinde gorintilenebilecek

dizeyde DNA fragmentasyonu g6zlenmedi.

4.7. Gen ifade Diizeylerinin Kantitatif Degerlendirilmesi

VEGF-A, VEGF-C, VEGFR2 ve COX-2 genlerinin ifade
dizeyinin kantitatif degerlendiriimesi icin Light Cycler cihazi kullanildi.
MDA-MB-231 hiicre hattindan elde edilen cDNA’larda VEGF-A, VEGF-C,
VEGFR2 ve COX-2 ile bu genlerin normalizasyonu icin segilen GAPDH

genlerine 6zgul primerler ve UPL LNA problari kullanilarak gahgildi.

VEGF-A geninin mRNA dizeyinde ifadesini kantitatif olarak
gOsteren Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi Sekil 18'de
gOsterildi.

Floresan (F1)

Dongii Sayis1

Sekil 18: VEGF-A geninin mRNA dizeyinde ifadesini kantitatif olarak gdsteren
amplifikasyon egrileri. VEGF-A geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp degerleri
yatay eksende yer almaktadir. Dikey eksende floresan sinyal izlenmektedir.
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VEGF-C geninin mRNA dlzeyinde ifadesini kantitatif olarak
gb6steren Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi Sekil 19'da
gOsterildi.

Floresan (F1)

O 2 4 0 5 10 12 %4 0 19 20 22 24 20 9 W 12 M W MW O QMW MW KAB

Déngii Sayis1

Sekil 19: VEGF-C geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gdésteren
amplifikasyon egrileri. VEGF-C geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp degerleri
yatay eksende yer almaktadir. Dikey eksende floresan sinyal izlenmektedir.

VEGFR2 geninin mRNA dlizeyinde ifadesini kantitatif olarak
gOsteren Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi $ekil 20'de
gOsterildi.

Floresan (F1)
\\

3430 38 @ 4 44 ® 48 %0 A2 58 % %% 00 0 6408

Dongii Sayis1

Sekil 20: VEGFR2 geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gdsteren
amplifikasyon egrileri. VEGFR2 geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp degerleri
yatay eksende yer almaktadir. Dikey eksende floresan sinyal izlenmektedir.
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COX-2 geninin mRNA dulzeyinde ifadesini kantitatif olarak

gb6steren Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi Sekil 21’de
gOsterildi.

Floresan (F1)

0 2 4 6 9 %0 12 14 16 19 20 22 24 26 28 30 2 M W MW O QT 4 W W 0 52 54 8

Déngu Sayisi

Sekil 21: COX-2 geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gésteren
amplifikasyon egrileri. COX-2 geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp degerleri
yatay eksende yer almaktadir. Dikey eksende floresan sinyal izlenmektedir.

GAPDH geninin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak
gbsteren Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi Sekil 22'de
gOsterildi.

Floresan (F1)

Doéngii Sayis1

Sekil 22: GAPDH geninin mRNA dizeyinde ifadesini kantitatif olarak gdsteren
amplifikasyon egrileri. GAPDH geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp degerleri
yatay eksende yer almaktadir. Dikey eksende floresan sinyal izlenmektedir.
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Goreceli gen ifadesi sonuglart REST programi kullanilarak
“Pfaffl” matematiksel yontemi ile hesaplandi. Pfaffl esitligi asagida

belirtilmistir.

E (hedef)2Ct (kontrol-ornek)

E {[e fo TEIHS} ACt (kontrok-omek)

Esitlikte belirtilen Ct, tepkime sirasinda olugsan floresan
sinyalin esik degeri gectigi andaki dongu sayisini ifade etmektedir. Ct
degeri tepkimenin bagsinda mevcut olan mMRNA (cDNA) miktari ile ters
orantihdir. ACt degeri ise kontrol ile 6rneklerin Ct degerleri arasindaki farki
gOstermektedir. Esitlikte belirtilen E, PCR etkinligini, elde edilen R ise ifade

oranini gostermektedir.

4.8. Gen ifade Diizeylerinin Karsilastiriimasi

4.8.1. Bevacizumab’ in VEGF-A, VEGF-C, VEGFR2 ve COX-
2 Genlerinin ifade Diizeylerine 24, 48, 72 ve 96. saatlerdeki Etkisi

MDA-MB-231 hucre hattinda Bevacizumab
uygulanmasindan sonra VEGF-A, VEGF-C, VEGFR2 ve COX-2 genlerinin
ifade duzeylerinin doza ve zamana baglh olarak karsilastirmal
degerlendirmesi yapildi. Anjiyogenezde gbérev alan bu genlerin mRNA
ifade dUzeylerini belirlemek igin kantitatif Real-time PCR ydntemi
kullanildi.

VEGF-A mRNA ifade dizeyinin 24., 48. ve 72. saatte doza
bagiml olarak anlamli diizeyde arttigi belirlendi (p<0.05). VEGF-A mRNA
ifade edilmesindeki bu artisin en ylksek ila¢g konsantrasyonunda ve uzun
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sureli inkiibasyonda oldugu belirlendi. Buna karsin, 96. saatte ise VEGF-A
mMRNA ifade dizeyinin anlamh dizeyde azaldigi goézlendi (Grafik 9)
(p<0.05).
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+ B ® 24 saat
1,5 48 saat
| 72 saat
0,5 I I I. k * * W 96 saat
0

Kontrol S0ug/ml 100 ug/mi150 ug/mi200 ug/mi
Bev Bev Bev Bev

r

mRNA ifade oram
-

Grafik 9: MDA-MB-231 hiicrelerinin doz ve zamana bagh olarak
Bevacizumab uygulanmasi sonrasinda VEGF-A geninin mRNA diizeylerindeki
degisiklik. Hedef genin ifade diizeyleri GAPDH mRNA ifade diizeyi temel alinarak
normalize edildi.

VEGF-C mRNA ifade diizeyine baktigimizda, 50 pg/ml
Bevacizumab konsantrasyonunda sadece 96. saatte anlamli bir sekilde
artis gézlendi (p<0.05). Bevacizumab 150 ve 200 ug/ml konsantrasyonda
kullanildiginda ise VEGF-C mRNA ifadesinin 72. saate kadar arttigi, 96.

saatte ise azalmaya neden oldugu belirlendi (p<0.05) (Grafik 10).
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Grafik 10: MDA-MB-231 hiicrelerinin doz ve zamana bagl

olarak

Bevacizumab uygulanmasi sonrasinda VEGF-C geninin mRNA dilizeylerindeki
degisiklik. Hedef genin ifade diizeyleri GAPDH mRNA ifade diizeyi temel alinarak

normalize edildi.

VEGF-A’ nin reseptérli olan VEGFR2 mRNA ifade diizeyinde

50 pg/ml Bevacizumab uygulandiginda tim sdreler igin anlamh bir

degisiklie sebep olmaz iken daha yuksek konsantrasyonlarda anlamli

degisikliklerin oldugu bulundu. 96 saat slire ile 100 ug/ml ve Uzeri

konsantrasyonlarda Bevacizumab uygulanmasi sonucunda ise VEGFR2
MRNA’sinin azaldigi belirlendi (p<0.05) (Grafik 11).
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Grafik 11:

MDA-MB-231 hiicrelerinin doz ve zamana bagh

olarak

Bevacizumab uygulanmasi sonrasinda VEGFR2 geninin mRNA diizeylerindeki
degisiklik. Hedef genin ifade diizeyleri GAPDH mRNA ifade diizeyi temel alinarak

normalize edildi.
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Anjiyogenezde onemli gorevi oldugu bilinen COX-2 mRNA
ifade  dlzeyinin 24, ve 48. saatlerde tim Bevacizumab
konsantrasyonlarinda artiga neden oldugu bulundu. 72 ve 96. saatlerde
ise COX-2 mRNA ifadesinin 50 ve 100 ug/ml konsantrasyonda artmasina
ragmen, 150 ve 200 pg/ml Bevacizumab uygulandiginda ise COX-2
MRNA’sInin azaldigi goérilda (p<0.05) (Grafik 12).

W 24 saat
48 saat

m 72 saat
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% * M 96 saat
1M I N

Kontrol S50ug/ml 100 ug/ml 150 ug/ml 200 ug/ml
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Grafik 12: MDA-MB-231 hiicrelerinin doz ve zamana bagh olarak
Bevacizumab uygulanmasi sonrasinda COX-2 geninin mRNA diizeylerindeki
degisiklik. Hedef genin ifade diizeyleri GAPDH mRNA ifade diizeyi temel alinarak
normalize edildi.

4.9. Hiicre invazyonu

Bevacizumab uygulamasindan sonra hucrelerin invazyon
yeteneklerindeki degisiklikleri gdzlemek amaciyla Matrigel invazyon testi
yapildi. invazyon yetenegine sahip olan MDA-MB-231 hiicreleri 24, 48 ve
72 saat Bevacizumab uygulamasindan sonra invazyon yeneteklerinde
Onemli bir azalma gb6zlenmedi. Buna Kkarsin hucrelerin invazyon

yeteneklerinde doza bagh olarak artis gézlendi (Grafik 13).
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Grafik 13: MDA-MB-231 hiicrelerinin doz ve zamana bagh olarak
Bevacizumab uygulanmasi sonrasinda invazyon yeteneklerindeki degisiklikler.

96 saat sonra ise doza bagl Bevacizumab uygulamasindan
sonra hucrelerin invazyon yeteneklerinde %26’ ye varan oranda dugus
gb6zlendi (Grafik 13). Sekil 23’ de 200 pg/ml bevacizumab uygulamasini
takiben Matrigel invazyon testi sonrasinda c¢ekilmis bir fotograf

g6zlenmektedir.

Sekil 23. 96. saatte kontrole gére 200 ug/ml Bevacizumab uygulamasindan sonra
MDA-MB-231 hiicrelerinin invazyonu. A-Kontrol, B-200 ug/ml Bevacizumab.
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4.10. Hiicre migrasyonu

invazyon testinde oldugu gibi Bevacizumab uygulamasindan
sonra hulcrelerin migrasyon yeteneklerindeki degisiklikleri gbdzlemek
amaciyla Trans-well migrasyon testi yapildi. Sekil 24’ de Trans-well
migrasyon testine ait bir 6rnek gdértlmektedir (200 pug/ml Bevacizumab ve
kontrol).

Sekil 24. 96. saatte kontrole gore 200 pg/ml Bevacizumab uygulamasindan sonra
MDA-MB-231 hiicrelerinin migrasyonu. A-Kontrol, B-200 pg/ml Bevacizumab.

24, 48 ve 72 saat Bevacizumab uygulamasindan sonra
MDA-MB-231 hcrelerinin migrasyon yeteneklerinde artig gdzlenirken 96
saat sonra doza bagimli Bevacizumab uygulamasindan sonra hucrelerin

migrasyon yeteneklerinde %22’ ye varan oranda disus gozlendi (Grafik
14).
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Grafik 14: MDA-MB-231 hiicrelerinin doz ve zamana bagh olarak Bevacizumab
uygulanmasi sonrasinda migrasyon yeteneklerindeki degisiklikler.
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5.TARTISMA

Yapilan klinik caligmalarda, tumor dokusunda gozlenen
anjiyogenezde o6nemli olan VEGF/VEGFR2 sinyal yolaginin
aktivasyonunun, bir antikor araciligi ile VEGF molekill Gzerinden veya
kimyasal ajanlarla VEGFR2 Uzerinden baskilanmasinin, timér buyumesini
azalttig1 ve kanser hastalarinin yasam surelerinin artigina neden oldugu

gosterilmigtir 166 167. 168,

Ornegin, Bevacizumab ile anjiyogenezin baskilanmasi
sonucu rektal karsinomlu hastalarda tUmor perfiizyonu, vaskiler hacim ve

166 Kabbinavar ve

mikrovaskuler yogunlugun azaldidi gozlenmistir
arkadaslarinin Bevacizumab’ in etkinligi ve guvenilirligi Uzerine yaptiklari
faz Il klinik galismasinda ise 104 ileri evre metastatik kolorektal kanserli
hasta calismaya dahil edilmistir. ilging olarak 5-fluorourasil (5-FU) ve
Lékovorin (LV) ile birlikte dusuk doz Bevacizumab (5 mg/kg) ile tedavi
edilen hastalarda yiksek doza (10 mg/kg) goére daha iyi sonuglar
alinabilecegi belirtilmistir '®°. Lee ve arkadaslar tarafindan yapilan bir
calismada bevacizumab’ in, Ixabepilon ve sunitinib ile birlikte kullanildidi in
vivo meme, kolon, akciger ve bdbrek kanser modellerinde sinerjistik

antitimér aktivite gosterdigi bildirilmistir '7°.

Meme kanseri hucre hatlarinda (MCF7, MDA-MB-231, ve
SKBR3) yapilan bir ¢alismada, hlcrelere Bevacizumab’i da igceren gesitli
monoklonal antikorlar verilerek hiicreler Uzerindeki etkileri arastiriimistir.
Bu galismada kullaniimis olan en yuksek Bevacizumab konsantrasyonu
olan 100 pg/mlI’ de, meme kanseri hucrelerinin 6 gin sure ile inkibe

edilmesi sonucunda, gozlenen hucre canlilik oranlarinda hucre hatlarina
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0zgul olan farkhhiklarin oldugu belirlenmigtir. Buna gore, ¢calismamizda da
kullandigimiz hicre hatti olan MDA-MB-231 hicrelerinde gézlenen canlilik
oraninin  %75-80 arasinda oldugu bildirilmigtir. Buna karsin diger
hacrelerin ise hucre canliliklarinin MCF-7 icin %70 civarinda, SKBR3
hiicrelerinde ise bu oranin neredeyse %60’a diistiigi belirlenmistir *". Bu
calisma ile uyumlu olacak sekilde c¢alismamizda, MDA-MB-231
hicrelerine 4 gin sdre ile 100 pg/ml konsantrasyonda Bevacizumab
uygulandiginda hucre canhliginin %80°’nin Uzerinde oldugunu belirledik.
Ayni sire i¢in hdcre canliliginin %80’nin altina dismesi icin gereken 200
ug/ml gibi yiksek dizeyde Bevacizumab uygulanmasi gerektigi de elde
ettigimiz bulgular arasindadir (Grafik 1). Calismada kullandigimiz
inklbasyon suresinin 6 gun olarak alinmasi durumunda 100 pg/ml
171

konsantrasyonda Bevacizumab kullanimi ile Emlet ve arkadaslarinin

elde ettigi sonuca benzer bir sonug belirleyecegimizi dugsunmekteyiz.

Bevacizumab’ in meme kanseri hicreleri Gzerine olan etkisini
arastiran ¢alismalar sinirli olmakla birlikte literatirde gorulen ¢alismalarda

3 noroblastom '

over '"? pankreas '’ ve hepatoselliiler kanser ' gibi
cesitli kanserler Uzerine yapilan g¢alismalar vardir. Bu arastirmalardan elde
edilen sonugclara baktigimizda, ¢gogunlugunun ¢alismamizda elde ettigimiz
verilerle uyumlu olmasina ragmen uyumsuz olan verilerde bulunmaktadir.
Ornegin, Sims ve arkadaglari noéroblastoma hiicrelerinde yaptiklari
calismada hipoksik kultir ortamina eklenen VEGF nin hicrelerin
¢ogalmasina neden oldugunu godstermislerdir. Ayni  c¢alismada,
noroblastoma hucrelerinde VEGF’ nin neden oldugu hicre ¢ogalmasinin

72 Benzer

Bevacizumab eklenmesiyle ortadan kalktigi go6zlenmistir
sekilde Lee ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada, Bevacizumab’ in etkisi
insan umbilikal damar endotel hicreleri (HUVEC) ile Y-79 insan

retinoblastoma hucreleri ile birlikte Kkdltire edilerek arastiriimistir.
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Calismada, Y-79 retinoblastoma hucresinin ortama VEGF salgiladigi ve iki
hldcrenin bir arada bulundugu bu kogullarda her iki hGcrenin gogalmasinda
artis oldugu bildirilmistir. Buna karsin ortama eklenen Bevacizumab’ in
ortama salgilanan VEGF’ miktarini azalttigi ve bu durumunda hucrelerin

cogalmasini engelledigi belirlenmistir 17

. Xiong ve ark.” larinin 2010
yilinda yaptiklari ¢calismada ise bir arada kiltire edilen HUVEC hucreleri
ile hepatoselliler kanser hicrelerine Bevacizumab uygulandiginda,
endotel  hicrelerinde  VEGF-PI3K/Akt-survivin  sinyal  kaskadinin
baskilandigi ve hepatoseluler kanser hucrelerinin adriamisin duyarhliginin
arttigi gézlenmistir. Bu calismada, hepatoselller karsinom hucrelerinin
verildigi farelerde, bevacizumab ile adriamisinin birlikte uygulamasinin,
ilaglarin tek basgina verilmesine oranla daha iyi sonuglar verdigi

bulunmustur 7

. Bu calismalardan elde edilen veriler genel olarak,
Bevacizumab’in kanser hucrelerinin ¢ogalmasi Uzerine olan etkileri
acisindan dikkate alindiginda, c¢alismamizda buldugumuz sonugclarla
uyumlu oldugu gorulmektedir. Calismamizda Bevacizumab’ in meme
kanseri hicre hatti olan MDA-MB-231 hucrelerinin ¢ogalmasi uzerine
negatif etkilerinin oldugu htcrelerin apoptoza ugramasindan (Grafik 2-5)
ve kdltir ortamina LDH salinnminin  artmasindan (Grafik 6)
g6zlenmektedir. Ayrica hucrelerde DNA sentez oranlarinin azaldiginin
g6rilmesi de hicrelerin  ¢ogalma miktarinda azalmanin oldugunu

gbstermektedir (Grafik 7).

Bevacizumab’ in kanser hulcreleri Uzerine olan ¢ogalmayi
baskilayan etkilerini gosteren g¢alismalarin yanisira ilacin kanser hucreleri
Uzerine etkisiz oldugunu bildiren calismalarda bulunmaktadir. Ornegin,
Mabuchi ve arkadaslari tarafindan yapilan bir c¢alismada, in vitro
kosullarda VEGF verilmis olan over kanser hucrelerine uygulanan

Bevacizumab’ in, hiicre ¢codalmasi Uzerine etkisinin olmadigi gosterilmistir.
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Ancak ayni galismada, in vivo kosullarda Bevacizumab’ in anjiyogenezi
onemli dlclide baskiladigi ve yara iyilesmesini geciktirdigi bildirilmistir 7.
Bu galismalar disinda, Fujita ve arkadaslar paklitaksel ve Bevacizumab’
In birlikte etkisini gesitli bas boyun skuamoz kanseri hlcre hatlarinda
calismiglardir. Bevacizumab tek basina ve paklitaksel ile birlikte
kullanildidinda hucrelerin gogalmasi Uzerine etkisinin olmadigi bildirilmigtir
177 Bevacizumab’in kanser hiicreleri lzerine olan etkisinin arastirildigi
calismalarda goérulen bu farkliliklar kullanilan hicre hatlarinin birbirinden
degisik olmasi, hicre kultir ortami, hucrelere farkli ilag
konsantrasyonlarinin uygulanmasi gibi nedenlerden dolayi olabilir. Ancak
yapilan calismalarda kullanilan hucrelere baktigimizda, asil nedenin
kanser hucrelerindeki farkliik oldugu go6ze carpmaktadir. Bu durum
Bevacizumab tedavisi alan kanser hastalarinin ilaca farkli cevaplar
verebilecegini akla getirmektedir. Hatta Emlet ve arkadaslarinin '"" yaptig
calisma dikkate alindiginda, meme kanserine ait tg¢ farkl htcrenin (MCF7,
MDA-MB-231, ve SKBR3) Bevacizumab uygulamasina farkli cevaplar
verdigi gorulmektedir. Bu durum tedavide, farkli kanser hicresi klonlarini
barindiran tumor dokusunda da ilaca yanitin degisiklik gosterebilecegine
isaret etmektedir. Bunun sonucunda ise diren¢g gdsteren hucrelerin
zamanla metastaz ile uzak doku ve organlara gidebilecegi de

unutulmamalhdir.

Meme kanseri hicre hatlari ile primer meme kanseri
hiicreleri VEGF veya VEGF reseptériini ifade etmektedir 7482, Meme
kanserlerinde VEGF ifadesindeki artig timaorun ilerleyigi ve tekrarlama riski

ile iliskili olarak bulunmustur 83,
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Kanser dokusunda anjiyogenezi arttirdidi bilinen diger dnemli
bir molekldl grubu da, COX-2 enziminin etkisi ile olustudu bilinen
prostanoidlerdir. COX-2 etkisi ile olusan bu molekdillerin ayrica invazyonu

uyardi§i ve metastaz arttirdigi da bilinmektedir '+ 18°,

Cesitli timor ve premalign dokularda COX-2 geninin
ifadesinde artis oldugunun belirlenmesi, COX-2'nin tumodr gelisiminde
dnemli roller oynadigini gdstermektedir '®. Ayrica meme kanserlerinde de
COX-2 ifadesindeki artigin kotli prognoz ile iliskili oldugu bildirilmistir '®’.
Anjiyogenez sirasinda VEGF molekilinun COX-2 kdkenli prostaglandinler
ile etkilesime gectigi ve meme kanseri hastalarina ait dokularda VEGF ile
COX-2 ifadesinin timor derecesi, lenf nodu metastazi ve timaor blyukliGga

ile pozitif korelasyon gosterdigi bildirilmistir 8.

Calismamizda
Bevacizumab aracilidi ile VEGF molekull baskilanmis olan MDA-MB-231
hicrelerindeki COX-2 ifadesine baktigimizda, dusuk ilag
konsantrasyonlarinda COX-2 geninin ifadelenmesinin arttigini belirledik.
Buna karsin, 150 ve 200 pg/ml konsantrasyonlarda 6zellikle 96 saat sareli
inklbasyonda COX-2 mRNA’sinin ifadesinde azalmanin oldugunu
gbzledik (Grafik 12). Ayni surelerde VEGF ile VEGFR-2'nin mRNA ifade
dizeylerinin COX-2 ifade duzeyleri ile korelasyon goésterdigini belirledik
(Grafik 9-11). VEGF’yi hedef alan ajanlarin anti-anjiyojenik etkilerinin
kanserlerde etkili oldugu bildirilmis olsa da '®'®" hem VEGF hem de
reseptorint ifade eden tumoérler otokrin ya da parakrin sekilde geri
beslemeli sinyal yolaklarini kullanabilir '%¢'%*. Bu durum kisa siireli ve
disuk doz Bevacizumab inkiibasyonu sonucunda VEGF ile reseptorinin
mMRNA ifade dluzeylerindeki artigi aciklamaktadir. Ayrica COX-2 geninin
ifadesinde de benzer sekilde artisin olmasi MDA-MB-231 hcrelerinin
anjiyogenez yeteneginin sadece VEGF aracih olmadigini buna bagta
COX-2 geni olmak Uzere anjiyogenez ile iligkili genlerin ve henlz
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belirlenmemis diger olasi genlerin de Onemli Olcide katkida

bulanabilecegini gostermektedir.

liging bir sekilde pankreas kanser hiicrelerinde yapilan bir
calismada, Bevacizumab uygulanmis olan htcrelerde, VEGF geninin
transkripsiyonel kontrolinde is gbéren Sp1 transkripsiyon faktérindn
ifadesinin arttiyi gosterilmistir. Bu transkripsiyon faktérinin artisina bagh
olarak basta VEGF olmak Uzere Sp1 molekulinin hedefi olan diger

172

genlerin de ifadelerinde artis oldugu belirlenmistir Bu acidan

baktigimizda, COX-2 geninin promotoér dizisinde islevsel Sp1 bagdlanma

bélgesinin olmasi %

, Bevacizumab uygulamasi sonrasinda VEGF ile
COX-2 geninin ifadelerindeki degisikligin birbirleri ile uyum iginde olmasini

aciklamaktadir.

Hlcre invazyonu ve migrasyonu meme kanserinin
metastazinda énemli bir yere sahiptir '%. Solid tiimérlerde antianjiyogenik
tedavi ile invazyon arasindaki iliskiyi arastiran sinirli sayida c¢alisma
bulunmaktadir. Yang ve arkadaglarinin yaptiklari bir ¢alismada insan
uveal melanoma hicre hatlarinda Bevacizumab ile birlikte in vitro

invazyonun azaldigi gdsterilmistir "%’

Bevacizumab’ n anjiyogenezi
baskiladigini gosteren preklinik ve Kklinik faz c¢alismalarina karsin
anjiyogenez Uzerinde arttirici etkisi oldugunu gdsteren bazi ¢alismalar da
bulunmaktadir. Keunen ve arkadaslarinin ratlarda olusturduklar
glioblastoma uzerinde yaptiklari ¢alismada Bevacizumab tedavisinden

%8 Epos ve

sonra timoér hicre invazyonunun arttigi gozlemistir
arkadaglarinin yaptig1 diger bir calismada ise antianjiyogenik ilaglarla
tedavi edilen farelerde metastazin arttigina dair veriler elde edilmistir
185199 By calismalarin disinda Lucio-Eterovic ve arkadaslarinin yaptigi bir
calismada 72 saat Bevacizumab uygulamasindan sonra doza bagdiml

olarak glioblastoma hucre hatlarinda invazyonun arttigi gézlenmistir. Bu
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calisma ile VEGF disindaki diger proanjiyogenik faktorlerin ifadelerindeki
artis sayesinde glioblastoma hicrelerinin antianjiyogenik tedaviden kactigi
gosterilmigtir. Ayrica, Lucio-Eterovic ve arkadagslari endotel hlcrelerdeki
parakrin VEGF etkisinin yanisira otokrin VEGF sinyalinin glioblastoma
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hicre invazyonunu kontrol ettigini belirtmislerdir
meme kanseri Uzerine etkisini arastiran galismalarda geliskili sonuglar ile
karsilagilmaktadir. Bazi galigmalarda Bevacizumab’ in metastatik meme
kanseri Uzerine etkisinin kisa sureli oldugu ayrica hastalarin yasam
strelerinin artmadigi gosterilmistir 2°'. Bizim calismamizda MDA-MB-231
kanser hucrelerinde 24, 48 ve 72 saat sure ile bevacizumab uygulamasi
yapilmasina ragmen hicre invazyonunda herhangi bir azalma gézlenmedi.
Ancak 96 saat inklbasyondan sonra hiicre invazyonunda doza ve zamana
bagli olarak azalma oldugu gosterildi. Bu sonu¢ VEGF’ nin 96. saate kadar
goOsterdigi mRNA dizeyindeki artigla paralellik géstermektedir. Hlcrelerin
antianjiyogenik tedaviye verdigi yanitin meme kanseri hicrelerinde yuksek
oranda sentezlenen VEGF’ nin otokrin cevabindan kaynaklandigini
disundurmektedir. Bizim calismamizi destekler nitelikte olan bazi
calismalar ile meme kanseri huUcrelerinin yilzeyindeki VEGFR-2
aktivasyonu sayesinde VEGF-A Uretimininin arttigi bildirilmistir. Bu sayede
bu hlcrelerde ayri bir otokrin sinyal dongusunun varligi gosterilmistir. Bu
sinyal dongusu aracihdlyla VEGFR-2 aktivasyonu sonucunda meme

kanseri hiicrelerinin gelisimi ve sagkalimi desteklenmektedir '®°.

Antianjiyogenik  bir ajan olan Bevacizumab disinda
gelistiriimis ve gelistiriimekte olan birgok terapdtik ajan bulunmaktadir.
Ancak bunlarin faz ¢alismalarinin yapilmasi olduk¢a uzun zaman almakta
ve bu ilaglarin bazilari ylksek oranda gosterdikleri yan etkiler nedeniyle
kullanimdan kaldirilabilmektedir. Yeni ila¢ gelistirebilmesi igin 6ncelikle
kanser olusumuna neden olan mekanizmalarin aydinlatiimasi

gerekmektedir. GUnUmuzde Olumle sonuglanan kanserler arasinda ilk
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siralarda yer alan meme kanseri gelisiminin, ilerlemesinin ve metastazinin
altinda yatan hiicresel ve molekiler mekanizmalarin arastiriimasi ve iliskili
molekullere kargi yeni terapotik yaklagsimlarin geligtirimesi meme

kanserinin tedavisinde onemli adimlar atilmasini saglayacaktir.
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6. SONUC

Bu tez calismasinda Bevacizumab’ in MDA-MB-231 hicre
hatti (zerine olan etkilerini arastirdik. ilag uygulamasi sonrasinda 24, 48,
72 ve 96. saatlerde hicre kulturleri sonlandirilarak hucrelerin canlilik
oranlari, nekroz oranlari ve apoptotik oranlari uygun yontemler kullanilarak
belirlendi. Ayrica, Bevacizumab’ in DNA fragmentasyonuna, DNA
sentezine ve anjiyogenez ile ilgili genlerin ifadesi Uzerine etkisi Real-Time

PCR yontemleri kullanilarak arastirildi.

Calismamizda Bevacizumab’ in etkisiyle 24 ve 48. saatlerde
COX-2 ifade dlzeyinde artis gbzlense de, daha ylksek silre ve
konsantrasyonlarda COX-2 ifade oraninin azaldiginin bulunmasi VEGF
inhibitord olan Bevacizumab’ in uzun sireli inkibasyonlarda ve yuksek
dozlarda COX-2 ifade dlzeyini baskilayabilecegini ve hucrelerin

anjiyogenik 6zelliklerini azaltabilecegini gdstermektedir.

VEGF’ nin biylime ve metastaz igin kritik bir faktér oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle VEGF vye yobnelik tedavi stratejileri son
zamanlarda olduk¢ca 6nemli hale gelmistir. Calismamizda, anjiyogenez
belirteci olan VEGF-A, VEGF-C ve VEGFR2 mRNA ifade diizeylerinin ve
invazyon yeteneklerinin 96 saat Bevacizumab uygulamasindan sonra
azaldiginin bulunmasi, MDA-MB-231 hicrelerinin anjiyogenik 6zelliklerinin
baskilanmasi igin uzun sureli Bevacizumab uygulanmasi gerekliligini

gOstermektedir.
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Sonug olarak, timér dokusunun blydmesi ve metastatik
Ozellik gostermelerinde Onemli olan anjiyogenezin baskilanmasi igin
kullanilan bagta Bevacizumab olmak Uzere diger antianjiyogenik ajanlarin
kanser hucreleri Gzerine olan etkilerinin arastirilmasi ve bu molekullerin
uyardidi ya da baskiladigi sinyal yolaklarinin tanimlanmasi, metastatik
Ozellik gbsteren kanser hicrelerinin apoptoza ydnlendiriimesinde daha
etkili olabilecek ajanlarin tasarlanmasi ve gelistiriimesine olanak

saglayacaktir.
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7. OZET

Bevacizumab’in antianjiyogenik ve apoptotik etkilerinin

meme kanserli hiicre hattinda arastiriimasi

Tumor anjiyogenezi tumor hucreleri tarafindan anjiyogenik
faktorlerin  salinimi, proteolitik enzimlerin aktivasyonu ve endotelyal
hicrelerin proliferasyonu ve goécunu iceren ¢ok asamali kompleks bir
mekanizmadir. VEGF buylime ve metastaz igin kritik olan anjiyogenik bir
fenotipe geciste sinirlayici bir faktordur. Anjiyogenez hedefli son
yaklasimlar vaskuler endotelyal hicreleri uyaran faktorlerin ve bunlarin
reseptérlerinin baskilanmasina baglidir. VEGF bu alandaki arastirmalarda
en o6nemli hedef molekilllerden biri haline gelmistir. VEGF’ye karsi
geligtirilen ilaglardan biri monoklonal bir antikor olan Bevacizumab’ dir
(Avastin, Altuzan). Prostoglandinlerin COX-2 ile induklenmis artisi,
anjiyogenez, kanser hicrelerinin gogalmasi, apoptozun baskilanmasi ve
metastatik potansiyelin artisini  uyarmaktadir. Bu c¢alisma ile
Bevacizumab’in meme kanseri hucre hatti olan MDA-MB-231 (zerindeki
antianjiyogenik ve apoptotik etkisi ile VEGF-A, VEGF-C, VEGFR2 ve

COX-2 mRNA ifadeleri Gizerindeki etkilerinin arastiriilmasi amaclandi.

Calismamizda, MDA-MB-231 hducrelerinde, cesitli doz ve
inklbasyon sulrelerinde, Bevacizumab uygulanmasi sonrasi, “XTT”
yontemi ve “akridin oranj-etidyum bromur” boyamasiyla hucre canliligi
belirlendi. Ayni sinyal iletim yolaginda gérev alan VEGF-A, VEGF-C,
VEGFR2 ve bu yolak tzerine de etki eden COX-2 genlerinin mRNA ifade
dizeylerinin belirlenmesi icin kantitatif Real-Time PCR yéntemi kullanildi.
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Calismamizda, Bevacizumab’ in etkisiyle 24 ve 48. saatlerde
COX-2 ifade diizeyinde artis gozlense de 72 ve 96. saatlerde bu COX-2
ifade orani 50 pg/mlI’ den sonraki dozlarda dusuk duzeylerde
seyretmektedir. Anjiyogenezde oOnemli gorevi oldugu bilinen VEGF-A,
VEGF-C ve VEGFR2 mRNA ifade dlzeylerinin ve invazyon yeteneklerinin
24, 48 ve T72. saattlerde doza bagimh olarak amlamli dizeyde arttigi
belirlendi. 96. saatte ise VEGF-A, VEGF-C ve VEGFR2 mRNA ifade
dizeylerinin ve hdcrelerin invazyon yeteneklerinin anlamli diuzeyde
azaldigi gozlendi. Elde ettigimiz veriler, MDA-MB-231 hUcrelerinin
anjiyogenik Ozelliklerinin baskilanmasi igin uzun sureli Bevacizumab

uygulamasi gerektigini disundirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Anjiyogenez, Gen ifadesi, Apoptoz, Meme Kanseri,

Bevacizumab.
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8. SUMMARY

Investigation of anti-angiogenic and anti-apoptotic effects of
bevacizumab in breast cancer cell line

Tumor angiogenesis is a complex mechanism consisting of
multi-step events including secretion or activation of angiogenic factors by
tumor cells, activation of proteolytic enzymes, proliferation and migration
of endothelial cells. VEGF may be the rate limiting factor in the tumor-
related switch to an angiogenic phenotype that is critical for growth and
metastasis. Current approaches to target angiogenesis rely on inhibiting
growth factors that stimulate vascular endothelial cells or blocking their
receptors. VEGF has become a major target of investigation in this area.
Bevacizumab is a monoclonal antibody developed against VEGF.
Enhanced COX2-induced synthesis of prostaglandins stimulates cancer
cell proliferation, promotes angiogenesis, inhibits apoptosis, and increases
metastatic potential. In the present study, we aimed to investigate the
antiangiogenic and apoptotic effect of Bevacizumab on MDA-MB-231 cell
line and changes of VEGF-A, VEGF-C, VEGFR2 and COX-2 mRNA

expressions.

In our study, cell viability was detected in the MDA-MB-231
cells by XTT assay method and acridin-orange/ethidium bromide staining,
for different dosages and incubation time, following Bevacizumab
treatment. Quantitative Real-Time PCR method was used for analysis of
mMRNA expression levels of VEGF-A, VEGF-C, VEGFR2 genes which take
part in same signal pathway and COX-2 acting on this pathway.
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In this study, although COX-2 mRNA expression was higher
in breast cancer cells at 24 and 48h, its expression level was low in MDA-
MB-231 at 72 and 96h after the 50 pg/ml dose. VEGF-A, VEGF-C and
VEGFR2 mRNA expression level and invasion ability of MDA-MB-231
cells significantly increased at 24, 48 and 72h in a dose dependent
manner. VEGF-A, VEGF-C and VEGFR2 mRNA expression and invasion
ability of MDA-MB-231 significantly decreased at 96h in a dose dependent
manner. Our data suggest that the long-term application of bevacizumab

is required for the suppression of angiogenic properties.

Keywords: Angiogenesis, gene expression, Apoptosis, breast cancer,
Bevacizumab.
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