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1. GİRİŞ 

Meme kanseri, genetik ve epigenetik değiĢikliklerin 

birikmesine bağlı olarak geliĢen ve en sık rastlanan kanser türlerinden 

biridir. Meme kanseri tedavisinde ilk yaklaĢım tümörün cerrahi olarak 

vücuttan uzaklaĢtırılmasıdır. Metastaz yapmıĢ meme kanserlerinin tedavisi 

ise genellikle hormonoterapi, kemoterapi ve radyoterapi Ģeklindedir. 

 

Birçok fizyolojik olayda normal bir mekanizma olan 

anjiogenez tümör geliĢimi sırasında en önemli süreçlerden biri olarak 

kabul edilmektedir. Anjiyogenik ve antianjiyogenik faktörler arasındaki 

dengenin bozulmasıyla birlikte tümör damarlaĢmaya baĢlar ve daha hızlı 

büyüyerek invaziv özellik kazanır. Anjiyogenezin baskılanmasında önemli 

bir seçenek olan antianjiyogenik terapi kanser tedavisine ek tedavi 

yaklaĢımları sunmaktadır. Bu alandaki araĢtırmalarda vasküler endotelyal 

büyüme faktörü (VEGF) en önemli hedef moleküllerden biri haline 

gelmiĢtir. VEGF proteini, tümör anjiyogenezinde, özellikle endotelyal 

kökenli tümör hücrelerinin sağkalımında anahtar rol oynamaktadır. 

Ġnsanda VEGF’nin A’dan E’ye kadar isimlendirilen beĢ tipi ve bu 

moleküllerin bağlandığı 3 farklı VEGF reseptörü vardır.  VEGF-A molekülü, 

tirozin kinaz aktivitesine sahip VEGFR-1 ve VEGFR-2 olarak adlandırılan 

iki reseptöre bağlanır. Meme kanseri dokularında çeĢitli anjiyogenik 

büyüme faktörlerinin ifadelendiği bildirilmesine rağmen bunlardan en fazla 

ifade edilenin VEGF-A molekülü olduğu yapılan çalıĢmalarla gösterilmiĢtir. 

Bu nedenle VEGF-A molekülünün baskılanması anjiyogenezi inhibe 

ederek tümör hücrelerinin büyümesini engellemekte ve metastaz 

yapabilme potansiyellerinin kaybına neden olmaktadır. Bu amaçla 

Bevacizumab (Altuzan, Avastin) gibi VEGF’ye karĢı geliĢtirilmiĢ insan 
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monoklonal antikorları klinikte kullanılmaktadır. Bevacizumab baĢlıca 

kolon, küçük hücreli dıĢı akciğer kanseri, meme, over ve baĢ-boyun 

kanseri gibi birçok kanser türünde ek tedavi olarak uygulanmaya 

baĢlanmıĢtır. 

 

Tümör dokusu içerisinde görülen kılcal damar yoğunluğunun 

artıĢı (intratümöral neovaskülarizasyon) meme kanseri geliĢiminde 

potansiyel bir belirteçtir. Meme kanser dokusunda gözlenen intratümöral 

neovaskülarizasyon sırasında siklooksijenaz 2 geninin (COX-2) yüksek 

derecede ifade edilmesi, VEGF’nin ifadesindeki artma ve prostoglandin E2 

salınımıyla iliĢkilidir. Prostaglandin sentezinin COX-2 uyarısı ile artması, 

kanser hücrelerinin çoğalmasını ve anjiyogenezi uyarırken apoptozu 

baskılamakta ve metastatik potansiyeli arttırmaktadır. 

 

Bu çalıĢmada, klinikte antianjiyogenik tedavide kullanılan 

ilaçlardan biri olan Bevacizumab’ın,  metastatik meme kanseri hücre hattı 

olan MDA-MB-231 hücreleri üzerindeki antianjiyogenik ve apoptotik 

etkilerinin belirlenmesi hedeflenmiĢtir. Bu amaçla Bevacizumab’ ın 

anjiyogenez geliĢiminde önemli rolleri olduğu bilinen VEGF-A, VEGF-C, 

VEGFR2 ve COX-2 genlerinin mRNA ifade düzeyleri ve MDA-MB-231 

hücrelerinin invazyon yetenekleri üzerine etkisi araĢtırıldı. Ayrıca 

hücrelerin Bevacizumab’a verdiği apoptotik ve sitotoksik yanıtlar da 

araĢtırılarak ilacın hücre ölümüne olan etkisi değerlendirildi. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Meme Yapısı 

YaĢ ve hormonların etkisi altında belirgin bir iç dinamiğe 

sahip olan meme, süt üretimi gibi özel bir görevi yerine getirmektedir. 

Meme bezi önde yüzeyel fasya, arkada ise derin fasya ile sınırlanan bir 

dokudur. Meme derisinden derin fasyaya doğru uzanan ve memeyi olduğu 

yere bağlayan “cooper ligamentleri“ bulunur. Bu ligamentler kanserin 

yayılmaması ve ilk belirtilerinin ortaya çıkmasında önem taĢımaktadırlar 
1,2. 

Meme süt bezleri (lobül) ve süt kanalları (ductus) olmak 

üzere iki kısımdan oluĢur (ġekil 1). Meme dokusunun aksiller bölgeyi de 

kapsayan üst dıĢ kadranda fazla miktarda bulunması, bu bölümde 

tümörlerin daha fazla oluĢmasına neden olur 3.  

 

Şekil 1. Memenin Yapısı 
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Bir kadında memenin büyüklüğü, Ģekli ve durumu yaĢamı 

boyunca değiĢim içerisindedir ve gebelik, emzirme, menstrual döngü ve 

menapoz gibi çeĢitli fizyolojik durumlarda değiĢiklik gösterir 4,5. Memenin 

makro ve mikro anatomik yapısı bu fizyolojik durumlarda farklı özellikler 

gösterir 4. 

2.2. Meme Kanseri 

Meme kanseri kadınlarda en sık görülen kanser tipi olmakla 

beraber birçok ülkede kanser sonucu gerçekleĢen ölümlerin en önemli 

nedenini oluĢturmaktadır 6. Bir kadının yaĢamı boyunca meme kanserine 

yakalanma riski %12.3’ olup, kadınlar arasında meme kanseri geliĢme riski 

1/8 dir. Günümüzde kansere bağlı ölümlerin %18’i ve kadınlarda ortaya 

çıkan kanserlerin %32’si meme kanserine bağlı olarak geliĢmektedir 3,7-9. 

T.C. Sağlık Bakanlığı verilerine göre Türkiyede meme kanseri kadınlar 

arasında birinci sırada yer almaktadır 10. Tüm meme kanserleri içinde 

erkeklerde görülen meme kanseri oranı ise %1 civarındadır 11. Ülkemizde 

henüz düzenli bir meme kanseri kayıt programı olmadığından, kesin 

sıklığının belirlenmesi güçtür 12. Ancak ülkemizde kadınlarda meme 

kanseri görülme oranı T.C. Sağlık Bakanlığı 2005 yılına ait Sağlık 

istatistiklerine göre %35.4’lük bir oran ile ilk sırada yer almaktadır 10. 

Mevcut verilere göre, doğu bölgelerimizde 20/100.000, batı bölgelerimizde 

ise 40-50/100.000 oranında bir sıklığın olduğu tahmin edilmektedir 12. 

Meme kanseri, lobüllerin ya da süt kanallarını oluĢturan 

hücrelerden köken almaktadır 13. Dolayısı ile meme dokusunda, normal 

hücre davranıĢını düzenleyen mekanizmaların bozulmasının ve buna bağlı 

olarak hücrelerin kontrolsüz çoğalmasının ve yayılmasının sonucu olarak 

meme kanseri oluĢtuğu söylenebilir 14. Eğer karsinom süt kanallarında 

meydana gelirse duktal karsinom, lobüllerde meydana gelirse lobüler 
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karsinom adını almaktadır 15. Histopatolojik olarak incelendiğinde meme 

kanserlerinin % 10’unun lobül, % 90’ının ise duktus epitelinden oluĢtuğu 

görülmektedir 14. 

2.2.1. Risk Faktörleri 

Çok sayıda risk faktörü ile iliĢkili olan meme kanserinin, 

maruz kalınan risk faktörlerinin azalmasına ve artmasına bağlı olarak, 

görülme sıklığında da farklılıklar ortaya çıkmaktadır 16. Meme kanserinin 

geliĢiminde genetik faktörlerin yanısıra minör risk faktörleride önem 

taĢımaktadır. Bunlar arasında erken menarĢ, geç menopoz, obezitesi olan 

postmenopozal kadınlar, alkol alımı, düĢük doz radyasyon, diabetes 

mellitus, ileri yaĢ, pestisitlere maruz kalma, uzun süreli oral kontraseptif 

ilaç alımı gösterilebilir 17,18. 

2.2.1.1. YaĢ 

Kadınlarda ileri yaĢa sahip olmak meme kanserine 

yakalanmada etkili olan risk faktörleri arasında incelenmektedir 16, 19. 

Özellikle 50 yaĢ ve üzerinde olan kadınlarda meme kanseri görülme 

sıklığının arttığı bildirilmiĢtir. Meme kanseri tanısı konan kadınlar üzerinde 

yapılan çalıĢmalarda, hastaların %70’inın 50 yaĢ ve üzerinde olduğu 

bildirilmiĢtir. Elli yaĢın altında olan kadınlara göre 50 yaĢ ve üzerindeki 

kadınlarda, meme kanseri görülme sıklığının 4 kat daha fazla olduğu 

bilinmektedir 20. 
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2.2.1.2. KiĢisel Meme Kanseri Hikayesi 

Meme kanseri öyküsü olan ve tedavi gören kadınların,  tekrar 

meme kanserine yakalanma olasılığının, meme kanseri teĢhisi 

konulmamıĢ kadınlara göre 3-4 kat daha fazla olduğu ifade edilmektedir 16, 

21. Ayrıca iyi huylu tümörlerin meme kanseri geliĢme riskini değiĢik 

oranlarda arttırabildiği belirtilmektedir 21. 

2.2.1.3. Fertil Çağ Süresi 

 MenarĢ yaĢının erken olması ve menopoza geç yaĢta 

girilmesi fertil çağı uzatmaktadır. Bu durum kadının daha uzun süre 

östrojen hormonu etkisi altında kalmasına neden olup, meme kanseri 

geliĢme riskini arttırmaktadır 16, 19-22. Tüm meme kanseri vakalarının %70-

80’ini oluĢturan sporadik meme kanseri için risk faktörlerinin çoğu östrojen 

düzeyindeki  artıĢla ya da östrojene uzun süre maruz kalma ile iliĢkilidir 14, 

23. 

On iki yaĢından önce menarĢ görülmesi durumunda meme 

kanseri insidansı iki kat artarken, geciken menarĢın ise meme kanseri 

riskini %30-50 oranında azalttığı gösterilmiĢtir 20. Hiç doğum yapmamıĢ 

kadınlarda meme kanseri insidansında artıĢ gözlenmiĢtir. Ġlk gebeliği 30 

yaĢından sonra olan kadınların meme kanserine yakalanma riski, 18 

yaĢından sonra ilk gebeliği olanlara göre daha yüksektir. Geç menopoza 

giren kadınlarda da insidans artmıĢ olarak izlenir 17, 24. 
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2.2.1.4. Ailede Meme Kanseri Hikayesi 

Aile bireyleri arasında meme kanseri öyküsünün olması, 

kadınların meme kanserine yakalanma riskini arttırmaktadır. Bu kadınların 

diğer kadınlara nazaran daha dikkatli izlenmeleri gerekmektedir 16, 20, 21, 25, 

26. 

Bilateral meme kanseri riski ailesinde meme kanseri olan 

bireylerde daha sık görülür ve ailede bilateral meme kanseri görülmesi 

durumu daha erken yaĢta meme kanserine yakalanma riskini 

arttırmaktadır. Daha önce yapılan meme biyopsilerinde sellüler atipi, atipik 

duktal hiperplazi, lobüler neoplazi, juvenil papillomatozis saptanan 

kadınlarda meme kanseri riski artmıĢtır 17. 

2.2.1.5. Kalıtsal Sendromlar 

Kalıtsal meme-over kanseri sendromu, bölgeye spesifik 

herediter meme kanseri, Li-Fraumeri sendromu, Cowden Sendromu, Muir 

Sendromu gibi kalıtsal bazı sendromlar varlığında da meme kanseri 

görülme sıklığı artar 14,17.  

2.2.1.6. Hormon Tedavisi 

Postmenopozal hormon tedavisinin meme kanseri insidansı 

üzerine olan etkisi halen tartıĢmalıdır. Hormon tedavisi sonucunda 

olguların %36’ sında memelerde ağrı uyarılırken %17-32’inde ise 

mammografik değiĢiklikler gözlenmiĢtir. Yapılan bazı çalıĢmalarda 

mamografi sonucunda, postmenopozal hormon tedavisi alan kadınların 

meme dansitelerinde %25 kadar artıĢ belirlenmiĢtir 17, 27.  
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Menopoz nedeniyle 10 yıldan fazla östrojen tedavisi gören 

kadınlarda meme kanseri görülme riskinin yükseldiği dikkat çekmektedir 16, 

20, 28, 29. 

2.2.1.7. Alkol ve Sigara Kullanılması 

Alkol ve sigara kullanımının meme kanseri riski üzerine olan 

etkisi kesinlik kazanmamakla birlikte alkol kullanan kadınlarda meme 

kanserine yakalanma riskinin nispeten arttığı ifade edilmektedir 16, 20, 28. 

Bunun yanında bazı araĢtırmalarda sigaranın meme kanserinin oluĢması 

yönünde bir risk faktörü olarak değerlendirilebileceğine dair bulgular elde 

edilmiĢtir 16. 

2.2.1.8. Diyet 

KiĢi baĢına düĢen yağ tüketimi ile meme kanseri arasında 

doğrudan iliĢki bulunmuĢtur. Bu iliĢki postmenopozal kadınlarda, 

premenopozal kadınlara oranla daha kuvvetlidir ve postmenopozal 

obezitede risk artar 30, 31.  

2.2.1.9. Genetik Faktörler 

Son yıllarda yapılan çalıĢmalar, özellikle premenopozal 

meme kanserinin etiyolojisinde genetik faktörlerin ön plana çıktığını 

göstermiĢtir. Bu çalıĢmalarda bazı genlerde mutasyon olması durumunun 

meme kanseri geliĢiminde etkili olduğu bildirilmiĢtir. Bu genlerden en 

önemli ikisi breast cancer 1 (BRCA1)  ve breast cancer 2 (BRCA2) 

genleridir. Sırasıyla, 17. ve 13. kromozomlarda yerleĢmiĢ olan bu genlerde 

mutasyon taĢıyanlarda yaklaĢık %85 oranında meme kanseri görülür. 
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Ayrıca BRCA1 ve BRCA2 gen mutasyonları tüm meme kanserlerinin %5’ 

inde görülür 17,30.  

Kolon kanseri geliĢiminde olduğu gibi 17. kromozomda 

yerleĢmiĢ olan protein 53 (P53) tümör baskılayıcı geni de meme kanseri 

geliĢmesinde önemli bir yere sahiptir. Bu genin kaybı ile meme kanseri 

arasında iliĢki olduğu gösterilmiĢtir. Meme kanseri geliĢiminde etkili olan 

bir diğer gen ise 13. kromozomda bulunan Retinoblastoma (Rb) genidir. 

Bu gen tümör baskılayıcı bir gendir ve bu lokusda heterojenitenin kaybı 

premenopozal meme kanserine neden olmaktadır. Yine ErbB-2 

(HER2/neu) onkogeninin meme ve over kanseri geliĢiminde önemli olduğu 

yapılan çalıĢmalar ile gösterilmiĢtir 32.  

Meme kanserlerinde temel risk faktörleri arasında gösterilen 

aile hikâyesi, kiĢide önceden meme kanseri hikayesinin olması, genetik 

yatkınlık, BRCA1 ve BRCA2 genlerinde mutasyon, önceden geçirilen diğer 

benign meme hastalıkları önemli bir yere sahiptir 17, 33. Benign meme 

hastalıklarından, fibrokistik hastalık, solid veya papiller orta derecede 

hiperplaziler, fibrovasküler nüveli papilloma, atipik duktal veya lobüler 

hiperplaziler, neoplaziler (lobüler karsinoma insitu) meme kanseri ile 

birlikte sıklıkla gözlenmektedir 17,  32.  

2.2.2. Meme kanseri metastazı 

Meme kanserinde primer tümörün en fazla metastazı 

bölgesel lenf nodlarına olmaktadır 34, 35. Erken evre meme kanserleri 

tedavi edilebilmesine karĢın yıllar sonra bile hastaların % 10-20’ sinde 

uzak dokulara metastaz yapabilir. Meme kanseri hücrelerinin metastazları 

sıklıkla akciğer, karaciğer, kemik, plevra, ve böbreklere olmaktadır 36.  
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Metastatik hastalık tam olarak tedavi edilemese bile bazı 

terapötik yöntemler ile ilerlemesi yavaĢlatılabilir 35. Agresif tümörü olan 

bazı hastalarda seyir çok hızlı olabilir ve kısa bir sürede ölüme neden 

olabilir 36. Tümör metastazının gerçekleĢmesi için birçok basamağı içeren 

bir süreç iĢler. Metastaz oluĢumunun temel basamakları ġekil 2’ de 

gösterilmiĢtir. 

 

Şekil 2. Metastaz oluşumunun temel basamakları 37 

ġekil 2A’ da görüldüğü gibi metastazın baĢlaması için ilk 

önce hücresel transformasyon ve tümör geliĢimi gereklidir. Eğer tümör 

yoğunluğu 1-2 mm çapını geçtiyse ileri damarlaĢma gerçekleĢir. Daha 

sonra ise anjiyogenik faktörlerin salınımı ile doku çevresinde damar ağı 
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oluĢur (ġekil 2B). Bazı tümör hücreleri stromaya lokal invazyon yapar 

(ġekil 2C). Ġnvazyon sonrasında ise tek tek tümör hücrelerinin veya 

agregatların kopması ile embolizasyon gerçekleĢir. Daha sonra 

dolaĢımdaki birçok tümör hücresi hızlı bir Ģekilde parçalanır. DolaĢımda 

canlı kalmayı baĢarabilen hücreler ya kılcal damar endoteline yada 

endotel altında bulunan membrana yapıĢarak uzak organların kılcal damar 

yatağında tutunurlar (ġekil 2D). Ekstravazasyonun da invazyona benzer 

Ģekilde gerçekleĢtiği düĢünülmektedir (ġekil 2E). Tümör hücrelerinin 

tutunduğu organdaki parankimada gerçekleĢen hücre çoğalması 

metastatik sürecin tamamlanmasını sağlar  (ġekil 2F). Tümör geliĢiminin 

devamı için damar ağının oluĢması gereklidir. Tümör hücreleri tekrar 

dolaĢıma aynı basamakları takip ederek geçebilir ve baĢka metastaz 

süreçleri baĢlayabilir 37. Metastaz sürecinde iĢlev gören çok sayıda gen 

tanımlanmıĢtır. Bu genlerden bazıları ġekil 3’de görülmektedir. 

 

Şekil 3. Metastazda rol alan genler 38 

Bütün kanserlerde olduğu gibi meme kanseri metastazında 

da tümör anjiyogenezi önemli rol oynamaktadır. 
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2.3. Anjiyogenez 

Anjiyogenez terimi ilk kez Hertig tarafından 1935 yılında 

kullanılmıĢtır 39. Memeli hücrelerinin yaĢamlarını devam ettirebilmesi için 

besine ve oksijene ihtiyaçları vardır. Besin ve oksijen ihtiyaçlarının 

karĢılanması kan damarları aracılığı ile olur. Endotelyal öncüllerin 

embriyonik ve embriyo dıĢı mezoderm içerisinde farklılaĢması ile ilkel 

damarsal ağı oluĢturması vaskulogenez olarak adlandırılırken, daha sonra 

gerçekleĢen damar oluĢumu ise anjiyogenez olarak adlandırılır 40
. Çok 

hücreli organizmaların geliĢmesi ve gerekli büyüklüğe ulaĢabilmeleri için 

vaskulogenez ve anjiyogenez yolu ile yeni damarların oluĢumu gereklidir 
40, 41. BaĢka bir deyiĢle mevcut kan damarlarından yeni kan damarlarının 

geliĢmesi olayına anjiyogenez adı verilir ve vücutta doğal olarak ortaya 

çıkan bir süreçtir 42 (ġekil 4). 

Anjiogenez, embriyoda organ geliĢimi için yetiĢkinlerde ise 

hasarlanmıĢ olan organların tamiri için büyük önem taĢır. Anjiyogenezin 

sıkı denetlendiği embriyogenez, kadın üreme sistemi ve yara iyileĢmesi 

gibi fizyolojik durumlar dıĢında, anjiyogenez organizmada oldukça sınırlıdır 
42. Proanjiogenik ve anti anjiogenik faktörler arasındaki dengenin 

bozulmasıyla anjiogenezin kontrolü yapılamaz hale gelir. Bu dengesizlik 

birçok hastalığın patogenezinde önemli rol oynar 43. Bunun sonucu olarak 

anjiyogenez iĢleminin artması çeĢitli inflamatuar hastalıklarda, kanserlerde 

ve göz hastalıklarında görülür 44-49. 
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Şekil 4. Vasküler ağın oluşumu 50 

 

  Anjiyogenez sürecinde görevli olan ve anjiyogezin 

baskılanması için gerekli olan bazı faktörler Tablo 1’de gösterilmiĢtir. 

 

Tablo 1. Anjiyogenik ve anjiyogenezi baskılayan faktörler 
 
Anjiyogenik faktörler Anjiyogenezi baskılayan faktörler 
VEGF (Vasküler endotelyal büyüme faktörü) Trombospondin- 1 
PGF (Plasental büyüme faktörü) Anjiostatin 
FGF (Fibroblast büyüme faktörü) Endostatin 
TGF-α (Transforme edici büyüme faktörü- α) Vazostatin 
TGF-β (Transforme edici büyüme faktörü- β ) VEGF inhibitörü 
EGF (Epidermal büyüme faktörü) Trombosit faktör-4 fragmenti 
HGF (Hepatosit büyüme faktörü) Prolaktin derivesi 
TNF- α (Tümör nekroz faktör- α) Restin 
PDGF (Trombosit kaynaklı büyüme faktörü) Proliferinle ilgili protein 
GCSF (Granülosit koloni uyaran faktör) Ġnterferon-α-β 
IL-8 (Ġnterlökin-8) Anjiopoetin-2 
Anjiyogenin Antitrombin-3 fragmenti 
Proliferin Ġnterferon ile indüklenebilen protein-10 
COX-2 (Siklooksijenaz-2) Platelet faktör-4 
Efrinler TIMP (MMP doku inhibitörü) 
PA (Plazminojen aktivatör) Osteopontin fragmenti 
MMP’ler (Matriks metalloproteinazlar) Maspin 
Kemokinler  
NOS (Nitrik oksit sentaz)  
Ġntegrinler  
VEGFR (VEGF reseptörü)  
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Yeni damar oluĢumunun her bir basamağında özel 

moleküllerin iĢlevi ve varlığı gerekmektedir. Buna göre yeni damar 

oluĢumunda rol alan moleküllerin katıldıkları basamaklar aĢağıdaki gibidir:  

 

 Bazal membranın proteolitik enzimler tarafından yıkılması  

Endotel hücrelerinin invazyon ve göç süreçlerinde plazminojen aktivatör 

(PA) ve matriks metaloproteinazlar (MMP) görev yapar 51-53. 

 Endotel hücre aktivasyonu, proliferasyonu ve göçü  

Anjiogenik uyarı ile aktifleĢen endotel hücrelerin ekstraselüler matrikse göç 

etmesi sırasında vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF) görev alır 54.  

 Tübül oluĢumu ve olgunlaĢma, damar stabilizasyonu ve 

ekstraselüler matriksin yeniden Ģekillenmesi  

 

Fibroblast büyüme faktörü (FGF) ve VEGF gibi büyüme 

faktörlerinin aktivasyonu, hücrelerin çoğalmasını ve ekstraselüler matriks 

içine göç etmesini uyarır ve bu arada ekstraselüler matriks bileĢenleri 

yıkılır. Büyüme faktörlerinin baskılanması sonucu anjiyogenez baskılanır 

ve ekstraselüler matriksin proteolitik yıkımı engellenerek yeni oluĢmuĢ 

kılcalların etrafında matriks bileĢenleri sentezlenir 55. 

 

2.3.1. Tümör anjiyogenezi 

Folkman ve arkadaĢları 1971 yılında tümör geliĢiminin 

anjiyogeneze bağımlı olduğunu göstermiĢlerdir 56. Daha sonraki yıllarda 

yapılan çalıĢmalarda, bir araya getirilen bulgular sonucunda da tümör 

dokularında anjiyogenezin uyarıldığı kanıtlanmıĢtır 57. Anjiyogenez tümör 

oluĢumunu tek baĢına baĢlatamaz,  ancak tümörün ilerlemesini ve 

metastazını uyarır. Tümör hücrelerinin aksine anjiyogenezde rol alan 
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endotel hücreler genomik olarak kararlıdır ve antianjiyogenik terapiye 

direnç göstermediğinden ideal bir terapötik hedef olarak gösterilebilir 50. 

Tümörün büyümesi sırasında mikrodamarlar, tümöre besin 

ve oksijen sağlamak amacıyla sayıca artıĢ gösterirler. Bunun nedeni 

anjiyogenezi uyaran ve baskılayan moleküller arasındaki dinamik 

dengenin bozulmasıdır. Bu dengenin bozulmasında ise tümör ve endotel 

hücreleri arasındaki etkileĢim temel rol oynamaktadır 48, 55, 58.  

Anjiyogenezin, tümör dokusunun büyümesindeki rolünün 

yanı sıra metastazı kolaylaĢtırdığı, deneysel ve klinik çalıĢmalarda 

gösterilmiĢtir 58, 59. Metastazın baĢlangıcında ve sonunda anjiyogeneze 

ihtiyaç vardır. Tümör hücresi metastaz yapmıĢ olsa bile hedef organda 

hemen damar oluĢumunu sağlayamayabilir ve mikroskobik düzeyde 

kalabilir 55, 60. Metastatik özelliğin anjiyogenezin Ģiddetine bağlı olduğu 

klinik veriler tarafından da desteklenmektedir 61, 62. 

Tümörün büyüklüğü 0,5 mm3’ün üstüne çıktığında tümörün 

beslenmesi anjiyogeneze bağımlı iken, 0,5 mm3’den daha küçük bir tümör, 

oksijen ve gıdayı difüzyon yolu ile alabilmektedir 47, 63. Hipoksi ve 

anjiyogenez ile iliĢkili moleküller (VEGF, FGF, TGF-beta, PDGF) 

sayesinde tümör hücrelerinin anjiyogenezi baĢlatma özellikleri artmaktadır 
64.  Anjiyogenezi uyarmak için yalnızca anjiyogenik faktörlerin artması 

yeterli olmayıp, anjiyogenez inhibitörlerinin de azalması gereklidir 48. 

Anjiyogenez, endotelyal hücrelerden salınan çeĢitli büyüme 

faktörleri ve hücre adezyon moleküllerinin birlikte çalıĢmasını gerektirir 54, 

65, 66. Yirmi yıldan fazla bir süredir birçok potansiyel anjiyogenik faktör 

keĢfedilmiĢtir 66, 67. Tümör hücreleri tarafından salınan VEGF-A, Plasenta 
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büyüme faktörü (PlGF), VEGF-C, FGF, anjiyopoietinler ve interlökin-8 gibi 

birçok anjiyogenik faktör vardır. Tümör hücreleri aynı zamanda PDGF-A, 

PDGF-C ve TGF-β gibi stromal hücre toplanma faktörleri de 

salgılayabilirler. Tümör oluĢumu sırasında endotelyal hücreler, trombosit 

kaynaklı büyüme faktörü reseptörü-β (PDGFR-β) aktivasyonunu takiben 

mikrodamarlaĢmada perisitlerin toplanmasını uyaran PDGF-B üretirler 68, 

69 (ġekil 5). Tümör anjiyogenezi esnasında gerçekleĢen olaylar ve gerekli 

olan moleküllerin tümü göz önüne alındığında yeni damarların oluĢması ve 

olgunlaĢması oldukça karmaĢık ve koordineli bir süreç gerektirdiği 

görülmektedir 50, 68. 

 

Şekil 5. Tümörün/mikrovasküler mikroçevrenin moleküler ve hücresel 

elemanlarından bazıları 70.  
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2.3.1.1. Vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF)  

Ġlk defa 1983 yılında Senger ve arkadaĢları tarafından 

tanımlanmıĢtır. Bu protein, kobay derisinde bir vasküler sızıntı baĢlattığı 

için  tümör vasküler permabilite faktörü (VPF) olarak isimlendirilmiĢtir 71. 

1989 yılında Ferrara ve arkadaĢları vasküler endotelyal büyüme faktörünü 

sığır foliküler hücre besiyerinden izole etmiĢlerdir 72.  

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

VEGF-E ve PlGF adı verilen altı üyeden meydana gelmektedir 54, 73, 74.  

2.3.1.1.1. VEGF-A 

VEGF-A ve reseptörü bu güne kadar anjiyogenezdeki sinyal 

yolaklarında en iyi tanımlanmıĢ  moleküllerdir 54, 65, 66. In situ hibridizasyon 

yöntemiyle birçok tümörde VEGF-A mRNA ifadesi arttığı gösterilmiĢtir 75. 

Birçok tümör hücre hattı in vitro koĢullarda VEGF-A salgılar. In situ 

hibridizasyon çalıĢmaları, akciğer, meme, gastrointestinal sistem, böbrek, 

mesane, over ve endometriyum kanserlerinde VEGF ifade düzeyinin 

arttığını göstermiĢtir 69. Tek bir VEGF-A alelinin bile kaybı embriyonik 

kayıplara neden olmaktadır 54, 65, 66. 

Alternatif intron kesimleme mekanizması ile 121, 165, 189 ve 

206 aminoasit içeren 4 farklı izoform oluĢur (sırasıyla VEGF121, VEGF165, 

VEGF189 ve VEGF206) 
76,77. Doğal VEGF 45 kD’ luk heparin bağlı 

homodimerik bir glikoproteindir 72. Bu özellik daha çok majör VEGF 

izoformu olan VEGF165’ e aittir. VEGF121 ise asidik bir polipeptittir ve 

heparin bağlanma bölgesi bulunmaz. VEGF189 ve VEGF206 oldukça bazik 

ve heparine yüksek afinite ile bağlanan iki izoformdur 78. Heparin 
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bağlanma bölgesinin kaybı VEGF’ nin mitojenik aktivitesinin düĢmesi ile 

sonuçlanmaktadır 79. 

VEGF-A geninin ifadesi hipoksi durumlarında artar. Hipoksi 

ile indüklenen faktör (HĠF) adı verilen transkripsiyon faktörü VEGF-A 

düzenlenmesinde önemli rol alır 80. Bazik, heterodimerik, heliks-loop-heliks 

proteini olan HĠF-1 iki alt ünite içerir. Bunlar HĠF-1α ve aril hidrokarbon 

reseptör nükleer translokatör (ARNT) olarak bilinen HĠF-1β dır. Hipoksi 

durumunda HĠF-1 özgül enhancer bölgesine bağlanarak gen ifadesini 

arttırır 81. 

Onkogenik mutasyonlar veya RAS (Rat sarcoma protein) 

amplifikasyonları VEGF’ nin aĢırı ifade edilmesine neden olur 82, 83. Wnt 

(Wingless-int 1) sinyal yolağındaki mutasyonlar sıklıkla premalignant 

kolonik adenomlar ile iliĢkilidir ve VEGF’ nin aĢırı ifade edilmesi ile 

sonuçlanır 84. 

VEGF-A, VEGF Reseptörü-1 (VEGFR-1, Flt-1) ve VEGF 

Reseptörü-2 (VEGFR-2, KDR, Flk-1) olmak üzere iki farklı reseptör tirozin 

kinaza (RTK) bağlanabilme özelliğine sahiptir. Bu iki reseptörden VEGFR-

2, VEGF-A’ nın mitojenik ve anjiyogenik etkisinin baĢlıca aracısı olarak 

görev yapar.  VEGF-A’nın hücre yüzeyindeki reseptörüne bağlanmasını 

takiben hücresel sinyal yolaklarının aktifleĢmesi sonucunda, hücre 

sağkalımı, hücresel geçirgenlik, hücre göçü, prostaglandin üretimi ve 

hücre çoğalması olayları gerçekleĢir (ġekil 6) 85.  
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Şekil 6. VEGF Yolağı 85 

2.3.1.1.2. VEGF-A Geni 

VEGF-A, PIGF, VEGF-B, VEGF-C ve VEGF-D’ nin de 

bulunduğu bir gen ailesinin üyesidir 86-92. Memelilerde bulunan vasküler 

endotelyal büyüme faktörü genlerinden biri olan VEGFA geni, 6. 

kromozomun kısa kolu üzerinde yerleĢik (6p21), 16.304 bç uzunluğunda 

ve 8 eksondan meydana gelmektedir.  232 amino asitlik, 27  kDa 

ağırlığında bir proteini Ģifreler 93. Genin 2.4 kb’lik TATA-kutusu içermeyen 

promotöründe 3 adet SP-1, 4 adet AP-1 ve 2 adet AP-2 transkripsiyon 

faktörleri için bağlanma dizisi bulunmaktadır. Sekiz eksona sahip VEGFA 

geni, transkripsiyon sonrası alternatif splicing ile 4 farklı izoform 

oluĢturmaktadır. En kısa izoform VEGF121 ekson 1-5-8, VEGF165 ekson 

1-5-7-8, VEGF189 ve VEGF206 proteinlerinin mRNA’ları ise tüm sekiz 

eksonu da içermektedir ancak 6. eksondaki 5’ splice donor bölgesinin 
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kullanım farkına bağlı olarak VEGF189 ve 206 izoformları çeĢitliliği 

meydana getirmektedir. Genin transkripsiyonel aktivasyonu HĠF-1’in, 

VEGF promotöründe yerleĢik 28 bç’lik hipoksi ile indüklenen enhancer 

dizisine bağlanmasıyla sağlanır 94. 

2.3.1.1.3. VEGF-C 

VEGF-C, VEGF-benzeri protein olarak da bilinir ve salınımı 

çoğunlukla kalp, plasenta, kas, over ve ince bağırsaktan olur. VEGF-A ile 

%16'sı benzeyen 388 amino asitten oluĢmuĢtur 74, 89. ÇeĢitli insan 

tümörlerinde de yüksek VEGF-C düzeyi gösterilmiĢtir. Lenfatik damarların 

oluĢmasında (lenfanjiogenez) ve lenf nodu metastazında rol oynadığı 

gösterilmiĢtir. VEGFR-2 ve VEGFR-3'e bağlanarak vasküler ve lenfatik 

endoteliyal hücrelerde mitojenik etki yapar 54, 74, 95.  

2.3.1.1.4. VEGF-C Geni 

         VEGF-C geni 4. kromozomun kısa kolu üzerinde yerleĢik 

(4q34), 109.207 bç uzunluğunda 7 eksondan oluĢmaktadır. 419 amino 

asitlik bir proteini kodlamaktadır ve bulundurduğu sinyal peptid dizisinin iki 

farklı kesimi 23 kDa ve 32 kDa ağırlığında biyoaktif formlarını meydana 

getirmektedir  96. Bunun dıĢında VEGFC’nin 3 farklı alternatif splicing 

formu rapor edilmiĢtir. VEGF ailesi proteinlerinin genleri TATA-kutusu 

bulundurmamaktadır ve transkripsiyonları çeĢitli heterojen cis-

elementlerce sağlanmaktadır. Ayrıca, VEGF-A’nın aksine, VEGF-B 

promotöründe olduğu gibi VEGF-C promotörü de hipoksi ile düzenlenen 

çeĢitli faktörlerin tanıma dizilerini içermemektedir 97 ve bu nedenle bu 

genlerin transkripsiyonları mRNA düzeyinde hipoksi ile kontrol 

edilmemektedir 98.  IL-1 ve TNF-α ile sağlanan VEGF-C indüksiyonunun, 
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önemli bir transkripsiyon faktörü olan NF-κB aracılığıyla olduğu 

düĢünülmektedir 99, 100. 

 

2.3.1.2. VEGF reseptörleri 

VEGF moleküllerinin bağlandığı 3 tip reseptör vardır. VEGF-

A molekülü reseptör tirozin kinaz olan VEGFR-1 ve VEGFR-2 

moleküllerine bağlanır. Ġki reseptörde hücre dıĢı kısmında 7 tane 

immunoglobülin benzeri bölge içerir ve korunmuĢ tirozin kinaz dizisi 

bulundurur  101, 103. Aynı aile üyelerinden olan VEGF Reseptörü-3 

(VEGFR-3, Flt-3) ise VEGF-A reseptörü değildir ancak onun yerine 

lenfanjiyogenik faktörler olan VEGF-C ve VEGF-D’ ye bağlanır 104, 105 

(ġekil 7). 

2.3.1.2.1. VEGFR-2 

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

bağlanır 106-108. VEGFR-2, mitojenik, anjiyogenik ve VEGF’ nin zar 

geçirgenliğini arttırıcı etkisinde en temel aracıdır. VEGFR-2 ligandının 

bağlanması sonrası dimerize olduktan sonra gerçekleĢen tirozin 

fosforilasyonu mitojenik, kemotaktik ve sağ kalım ile sonuçlanan sinyal 

oluĢumuna neden olur 109. 
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Şekil 7. VEGF ailesi ve reseptörleri. sVEGFR-1: çözünebilir VEGFR-1 110 

 

VEGF sinyal yolağının uyarılması nörofilin (NRP), heparan 

sülfat, integrinler ve kaderinler gibi bazı hücresel proteinlerin, ligand ve 

onların reseptörleriyle etkileĢmesi sonucu gerçekleĢir. VEGF-A’ nın bütün 

izoformları nörofilin ailesi proteinleri ve heparan sülfat ile iliĢki kurar. 

Nörofilin-1 ve nörofilin-2 sırasıyla VEGFR-2 ve VEGFR-1 ile iliĢki kurar ve 

bu reseptörler ile sinyali hızlandırır 110. 

2.3.1.2.2. VEGFR-2 Geni 

VEGFR-2 (FLT1/KDR) geni 4. kromozomun uzun kolunda 

yerleĢik (4q11-q12),  47.337 bç uzunluğunda ve 26 eksondan 

oluĢmaktadır. 1356 amino asitlik, 152  kDa ağırlığında bir reseptor protein 

tirozin kinazı kodlamaktadır 111. VEGF, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-Eb, 

VEGF-Fc gibi ligandlarca tanınan VEGFR2 proteini, hücre dıĢı 7 

Immünoglobulin-benzeri domain, 1 transmembran segment, 1 membranla 
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bitiĢik segment, hücre içi 70 amino asitlik protein-tirozin kinaz domaini ve 1 

karboksil-uç domaini içermektedir 112. 

 

2.3.1.3. Siklooksijenaz Enzim Sistemi 

Siklooksijenaz enzimleri, araĢidonik asitten tromboksan ve 

prostaglandinlerin sentezini gerçekleĢtirir. Bu enzimlerin, siklooksijenaz-1 

(COX-1) ve siklooksijenaz-2  (COX-2) olmak üzere iki farklı izoformu vardır 
113, 114. COX-1 birçok organ ve dokuda sürekli ifade edilirken, COX-2 

inflamasyon ve kanser gibi bazı patolojik durumlarda ifade edilir 115, 116. 

COX-1, mukozal koruma, trombosit agregasyonu, renal kan akımı gibi 

fizyolojik iĢlevleri sürdürmede önemli rol oynar 116, 117. COX-2 ise mitojenik 

uyaranlar, büyüme faktörleri, sitokinler, tümör uyaranları, iyonize 

radyasyon, hipoksik koĢullar ve karsinojenler tarafından uyarılabilir 115, 118. 

2.3.1.3.1. COX-2 Geni 

1991 yılında  çeĢitli laboratuvarlarda COX aktivitesine sahip 

ikinci bir gen ürünü, yani COX-2 tanımlanmıĢtır. COX-2 geni, 1. 

kromozomun uzun kolu (1q25.2-q25.3) üzerinde yerleĢmiĢtir. Bu gen 8.3 

kb uzunluğunda olup, 4.5 kb’lık bir mRNA’yı kodlamaktadır. COX-2 

proteini ise 604 amino asit uzunluğunda ve yaklaĢık 72  kDa ağırlığında 

proteindir 119. COX–2 geninin 5’ bölgesinde çok sayıda cis etkili 

elemanların varlığı bu genin uyarılabilir olmasını sağlamaktadır 120,121. 

 

COX-2 geni 10 ekson içermekte olup, sinyal peptid bölgesi, 

dimerizasyon bölgesi, membran bağlanma bölgesi ve katalitik aktivite  

bölgesi olmak üzere 4 yapısal bileĢene sahiptir. Ayrıca 10. ekson, steroid 
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olmayan anti-inflamatuar ilaçların (NSAID) etkinlikleri için önemli olan 

özgün amino asit birimlerinin Ģifrelerini taĢır 122. 

 

2.3.1.3.2. COX-2 ve kanser geliĢimi 

COX-2 ve kanser geliĢimiyle ilgili birçok mekanizma öne 

sürülmüĢtür. Yapılan hayvan deneyleri ve insan çalıĢmalarında COX-2 

enzim aktivitesinin fazla olmasının, hücre çoğalması, anjiyogenezin artıĢı, 

apoptozun yokluğu, metastaz artıĢı ve mutajenik etkiye neden olduğu 

gösterilmiĢtir 123, 124. 

Diğer kanserlerde olduğu gibi meme kanserinde de COX-2 

ifadesinin varlığının hastalığın seyrinin kötü olması ile iliĢkili olduğu 

bildirilmiĢtir ve bu molekülün önemi araĢtırılmaya devam etmektedir 125. 

Ġnvaziv insan meme kanserlerinin %40’ında COX-2’nin ifade edildiği 

gösterilmiĢtir 115. 

Ġyi huylu ve kötü huylu fare intestinal tümörlerinde stromal 

COX-2 ifadesi, prostoglandin E2 (PGE2) düzeyinin artmasına neden 

olarak anjiyogenez ve VEGF indüksiyonuna neden olur 126-128. Ayrıca 

COX-2’nin anjiyogenez ile iliĢkisi, COX-2 pozitif kolon kanseri hücrelerinde 

diklofenak kullanımı ile anjiyogenezde görülen azalmanın bir sonucu 

olarak gösterilmiĢtir. Ardından birçok kanser tipinde COX-2’ nin ifadesinde 

artıĢın olduğu gösterilmiĢtir 129, 130. ÇeĢitli kanserlerde COX-2 ve tümör içi 

damar yoğunluğu arasında iliĢki olduğu gösterilmiĢtir 131. Meme ve serviks 

kanserinde, VEGF ile beraber damar yoğunluğunun, COX-2 ile birlikte 

artıĢı gösterilmiĢ olup kötü prognoz ile iliĢkilendirilmiĢtir 129, 130. Kronik 

inflamasyon, sitokinler vb. uyaranlar COX-2 artıĢına neden olarak yeni 
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damar oluĢumuna yol açarken, COX-2 doğrudan anjiyogenik faktörleri 

uyarıp, vasküler geçirgenliği arttırır 132. 

Kolon kanseri hücrelerinde, COX–2 ifadesindeki artıĢ 

vasküler endotel hücrelerininin matrikse göç etmelerini sağlarken, in vitro 

ortamda kılcal damarları arttırdığı gözlenmiĢtir 133. Ayrıca COX–2 nin 

genetik kaybı veya baskılanması VEGF üretiminde azalmaya neden 

olmaktadır 127. Farelerde oluĢturulan anjiyogenez modelinin kullanıldığı bir 

çalıĢmada, selektif COX–2 inhibitörünün (celecoxib) korneal damar 

oluĢumunu baskılandığı rapor edilmiĢtir 129. 

COX–2 enzimi insan kanser hücrelerinin invaziv özelliklerini 

düzenleyen önemli bir proteindir. Kanser hücrelerindeki yüksek COX-2 

ifadesi prostaglandin sentezini arttırmakta ve hücreleri daha invazif hale 

getirmektedir 134. 

2.4. Antianjiyogenik tedavi 

Anjiyogenez inhibitörleri ilk olarak 1970’li yıllarda çalıĢılmaya 

baĢlanmıĢ ve ardından protamin ve platelet faktör gibi anjiyogenez 

inhibitörleri ilk defa kullanılmaya baĢlanmıĢtır 56, 135, 136. Daha sonra, 

anjiyostatik steroidler, fumagillin ve interferon α-2a’ nın antianjiyogenik 

etkisi keĢfedilmiĢtir 137, 139. Moleküler biyolojideki geliĢmeler sonucunda 

antianjiyogenik tedavi amacıyla etki mekanizmaları birbirinden farklı olan 

çok sayıda anti anjiogenik ajan belirlenmiĢtir ve klinik kullanıma uygunluğu 

araĢtırılmaktadır. Bu ajanlar arasında etkilerini VEGF, COX-2 ve diğer 

yollar üzerinden gösteren çok sayıda molekül bulunmaktadır (ġekil 8) 140. 

 



26 

 

 

Şekil 8. Antianjiyogenik baskılamayı sağlayan ajanlar 140 

 

Anjiyogenez inhibitörleri çoğunlukla endotel hücrelerine etki 

ederek tümör geliĢimini engeller. Tümör hücrelerinin aksine endotel 

hücrelerine kan dolaĢımı ile ulaĢılması daha kolaydır. Doğrudan tümör 

hücrelerini hedefleyen ilaçlara karĢı geliĢen direnç antianjiyogenik ilaç 

kullanımında genellikle oluĢmaz. Ayrıca yetiĢkinlerde anjiyogenez sınırlı 

olduğundan antianjiyogenik ilaçlara bağlı olarak oluĢan yan etkilerin çok az 

görülmesi beklenmektedir 140,-142. Anjiyogenez esnasında VEGF, FGF, 

PDFG, anjiyopoetin 1 ve 2, hepatosit büyüme faktörü (HPG) gibi değiĢik 

büyüme faktörleri tirozin kinaz reseptörleri üzerinden endotel hücrelerini 

uyarmaktadırlar. 

 Antianjiyogenik ajanların 3 tipi vardır.  

 Tip 1 inhibitörler tek bir anjiyogenik proteini baskılarlar. Bu 

gruptan örnek olarak VEGF inhibitörü olan Bevacizumab verilebilir. Tip 1 

inhibitörler kematöropatik ajanlar ile birlikte kullanılabilmektedir.  
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 Tip 2 anjiyogenez inhibitörleri ise iki ya da üç anjiyogenik 

proteinin aktivitesini bloke ederler. Bu Ģekilde bir inhibitör olan Iressa, 

VEGF, bFGF ve TGF-alfa’ nın ifadesini baskılamaktadır.  

 Tip 3 anjiyogenez inhibitörleri çok geniĢ spektrumlu 

anjiyogenez inhibitörleridir 142, 143. 

Anjiogenez inhibitörleri; tümör hücrelerinden anjiyogenik 

proteinlerin salgılanmalarını baskılayabilir ya da bu proteinlerin 

reseptörlerine bağlanmalarını engelleyebilir. Ayrıca bazı anjiyogenez 

inhibitörleri doğrudan anjiyogenik proteini baskılayarak da etkisini 

göstermektedir 142, 143. 

VEGF yolağının inhibitörleri, günümüzde üzerinde en çok 

çalıĢılan ve klinik olarak kullanımda olan ilaçlar arasında en geliĢmiĢ 

ajanlardır. ġekil 9’ da VEGF yolağının baskılanmasına yönelik çeĢitli 

yaklaĢımlar gösterilmiĢtir. Daha sonraki kısımda ayrıntılı olarak tartıĢılacak 

olan VEGF-A inhibitörü Bevacizumab’ ın yanında çeĢitli küçük moleküller, 

VEGF reseptörlerini hedef alacak Ģekilde geliĢtirilmiĢtir 70. 
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Şekil 9. VEGF sinyalinin çeşitli yaklaşımlarla baskılanması 70 

 

Bu ilaçların dıĢında son zamanlarda kimerik çözünebilir 

VEGF reseptörü (VEGF-trap) geliĢtirilmiĢtir. VEGF-trap potansiyel 

anjiyogenez inhibitörüdür ve VEGFR1 ve R2’ nin hücre dıĢı bölgelerini 

içeren bir füzyon proteinidir.  VEGF-trap, VEGF-A’ya bağlanır ve tüm 

VEGF-A izoformlarını ve plasental büyüme faktörünü nötralize eder 144.  

2.4.1.Bevacizumab 

Bevacizumab Amerikan Ġlaç Komitesi (FDA) tarafından 

metastatik kolorektal kanser olgularında kullanım onayı verilen ilk 

antianjiyogenik ajandır 145, 146. Ġlk olarak 2004 yılında bağırsak ve akciğer 

kanserinin tedavisinde standart kemoterapi ile birlikte kullanılmak üzere 
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onaylanmıĢ, ardından 2008 yılında da meme kanseri tedavisinde 

kullanılmak üzere onay almıĢtır 145, 147. Bevacizumab insan VEGF-A’nın 

tüm izoformlarını nötralize etmek için tasarlanmıĢ ve fare epitoplarının 

insanlara uygulanması ile fareden VEGF’ye karĢı elde edilmiĢ monoklonal 

bir antikordur.  

Monoklonal antikorlar tümör hücrelerinde bulunan çeĢitli 

hedef moleküllere yönelik geliĢtirilmiĢtir ve son zamanlarda kanser 

tedavisinde kullanılan en etkin ilaçlar arasında yer almaktadır. Bu ilaçların 

yüksek düzeyde özgüllüklerinin olması ve düĢük toksisite göstermeleri 

nedeniyle tedavide kullanımları yaygınlaĢmıĢtır. Bir monoklonal antikor 

olan Bevacizumab Fab antijen bağlanma bölgesi ile ve Fc bölgesi 

içermektedir ve baĢlangıçta VEGF-A’ ya bağlanır. Becavizumab VEGF’ye 

bağlanınca, VEGF’ nin endotelyal hücreleri yüzeyindeki flt-1 ve KDR 

reseptörlerine bağlanmasını engeller 145, 146, 147 (ġekil 10). Aynı zamanda, 

sadece VEGF-A‟nın tüm izoformlarını bloke etmekle kalmayıp, 

proantijenik özelliğe sahip diğer VEGF ailesi üzerinden de etkisini 

gösterebilir 146, 147. VEGF aktivitesinin baskılanmasıyla Bevacizumab 

intraselüler sinyal transdüksiyonunu ve endotelyal hücrelerin çoğalmasını 

ve göçünü  önler. Böylece Bevacizumab yeni damar oluĢumu ve 

metaztazın engellenmesi ile tümör hücrelerinin sitotoksik ilaçlara 

duyarlılığınıda arttırır .Ayrıca VEGF’ ye bağlanan Bevacizumab’ ın FGF, 

EGF ve PDGF gibi diğer büyüme faktörlerine bağlanmadığı gösterilmiĢtir 
69. 
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Şekil 10. Bevacizumab’ ın VEGF’ yi baskılaması 

Bevacizumab’ ın terminal yarı ömrü 17-21 gündür. 

Bevacizumab’ ın keĢfinden bugüne kadar birçok kanser türünde çeĢitli 

çalıĢmalar yapılmıĢtır 147. Kolorektal kanser dıĢında Bevacizumab’ ın 

küçük hücre dıĢı akciğer kanseri, renal ve meme kanseri gibi diğer tümör 

tiplerindeki rolü halen araĢtırılmaktadır 69. Metastatik kolon kanserinde 

Bevacizumab’ ın kemoterapiye eklendiğinde sadece kemoterapi alanlara 

kıyasla hastanın ömrünü ve tedaviye cevap verme olasılığını önemli 

ölçüde arttırdığı görülmüĢtür 145, 146, 147. Metastatik kolorektal kanserli 

hastalarda geleneksel tedaviye kıyasla Bevacizumab’ ın klasik IFL 

(Ġrinotekan-Fluourasil-lökoverin) ile kombinasyonu hastalarda yaĢam 

süresini önemli derecede arttırmıĢ, tümör progresyonunda ciddi azalmaya 

neden olmuĢtur 145, 148. 

Bevacizumab kanser tedavisi sırasında bazı yan etkilere 

neden olabilmektedir. Gastrointestinal sistem bozuklukları, hipertansiyon, 

pulmoner hipertansiyon, kardiyovasküler sistem bozuklukları, nöropati, cilt 

kuruluğu, ciltte renk değiĢimi bu yan etkiler arasında sayılabilir 149. 
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2.5. Programlanmış Hücre Ölümü (Apoptoz) 

Apoptoz ve nekroz temel hücre ölüm mekanizmalarından 

ikisini oluĢturmaktadır 150, 151. Hücre ölümü olarak da adlandırılan apoptoz, 

eriĢkin yaĢamın birçok fizyolojik sürecinde, embriyonik geliĢimde, 

organogenezde ve birçok patofizyolojik durumda görülmektedir.  

Apoptozun patogenezinde spesifik endonükleazlar aracılığı ile 

nükleozomlar arasındaki nükleer kromatinin kesimlenmesi sonucunda 

yaklaĢık 200 bç’ lik parçacıklar oluĢmaktadır. Apoptotik süreç uyarıcı ve 

basklayıcı moleküller aracılığı ile kontrol edilir ve bu uyaranlar arasındaki 

denge hücrenin apoptoza veya mitoza giriĢini belirler 151, 152.  Apoptozun 

düzenlenmesinde görevli Bcl-2 153 154, c-myc 155 ve p53 152, 154   gibi bazı 

hücresel moleküller yer almaktadır. 

 

Hücre ölümü, hücre dıĢından gelen sinyaller, hücre içinden 

gelen sinyaller ve apoptozu indükleyici faktörler aracılığı ile gerçekleĢebilir 

ve apoptozun uyarılması için sistein proteaz özelliği olan kaspaz 

enzimlerine ihtiyaç duyulmaktadır 156,157. Apoptozun düzenlenmesinde Bcl-

2/Bax gen ailesi oldukça önemlidir ve bu ailenin antiapoptotik (Bcl-2, Bcl-

xL) ve proapoptotik (Bax, Bak) olmak üzere 20 üyesi belirlenmiĢtir. Bu 

genlerin arasındaki oran ile hücrenin apoptoza yada mitoza gideceğine 

karar verilir 158. Apoptoz genel olarak içsel  ve dıĢsal (reseptör aracılı) 

yolak olmak üzere iki yolla baĢlatılabilir 159. DıĢsal yolakda dıĢarıdan gelen 

sinyale FAS ve TNF reseptörleri gibi hücre zarında bulunan reseptör ile 

cevap verilirken içsel yolakda hücre içi sinyaller ile apoptoz baĢlatılır 160. 

Ġçsel yolakta oksidatif stres ve DNA hasarı gibi uyarılar sonucunda 

mitokondriden sitoplazmaya sitokrom c’nin salınması ile kaspaz kaskadı 

baĢlatılır 161. DıĢsal yolakda daha çok kaspaz-8 görevli iken, içsel yolakda 

kaspaz-9 daha aktiftir. Ancak her iki yolakta da kaspaz-3 aktivasyonu 

sonucu diğer proteazlar ve nükleazlar aktif hale gelir 162.  
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2.6. MDA-MB-231 Meme kanseri hücre hattı 

MDA-MB-231 hücre hattı 1973 yılında M.D. Anderson kanser 

merkezindeki bir hastadan alınmıĢ ve üretilmiĢtir. Epitel benzeri 

morfolojileri ile fenotipik olarak iğ Ģeklindeki hücreler gibi görünürler. In 

vitro olarak, MDA-MB-231 hücre hattı invazif bir fenotipe sahiptir. Bu 

hücreler östrojen reseptörü içermezler ve mutant p53 proteinini üretirler163.  

 

Şekil 11: MDA-MB-231 hücrelerinin morfolojik görüntüsü163 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1 Kullanılan Araç ve Gereçler 

3.1.1. MDA-MB-231 Hücre Hattı 

ÇalıĢmamızda, T.C. Tarım ve Köy ĠĢleri Bakanlığı’na bağlı 

ġap Enstitüsü Müdürlüğü, Hücre ve Virüs Bankası Bölümü’nden alınan 

insan meme kanseri hücre hattı olan MDA-MB-231 hücreleri kullanıldı. 

(HÜKÜK Kayıt No: 02031201) kullanıldı. 

3.1.2. Kullanılan Cihazlar 

 Biyogüvenlik kabini (DanLaf, Danimarka) 

 Buzdolabı (Arçelik, Türkiye) 

 Derin dondurucu, -30°C (Sanyo, Japonya) 

 Derin dondurucu, -86°C (Sanyo, Japonya) 

 Elektroforez tankı (Thermo Scientific, ABD) 

 Floresan ataçmanlı mikroskop (Olympus BX-50, Japonya) 

 Hassas terazi (AND-ER-182A, Japonya) 

 Hybaid PCR-Sprint otomatik ısı döngü cihazı (Thermo Scientific, ABD) 

 Invert mikroskop (Zeiss, Almanya) 

 IĢık mikroskobu (DCM 4000, Leicia, Almanya) 

 Jel görüntüleme sistemi (Kodak, ABD) 

 Karbondioksitli etüv (Sanyo, Japonya) 

 LightCycler Real-Time PCR cihazı (Roche, Almanya) 

 Manyetik karıĢtırıcı (TMA 2071, Almanya) 

 Mikropipetler, 10μL, 100μL, 100μL (Bt10, Bt100, Bt1000 Biohit, CLP, 

ABD) 
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 Mikroplaka okuyucu (BioTek ELx800, ABD) 

 pH metre (WTW 422, Almanya) 

 Soğutmalı santrifüj (Hettich Mikro 22 R, Almanya) 

 Spektrofotometre (NanoDrop ND-1000) (Thermo Scientific, ABD) 

 Spin vorteks (Biosan, Rusya) 

 

3.1.3 Kullanılan Sarf Malzemeler 

 Hücre dondurma ampülü (Greiner, Almanya) 

 Hücre kültür flaskları, 25 cm2 ve 75 cm2 (Corning, ABD) 

 Kültür tüpleri (Corning, ABD) 

 Mikrosantrifüj tüpleri (CLP, Almanya) 

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

 Pipet uçları (CLP, Almanya) 

 Transwell Boyden chamber (8 μm por çapı) (Millipore, ABD) 

 

3.1.4. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

 Bevacizumab (Avastin, Altuzan) (Roche, Almanya) 

 Agaroz (Peqlab, Erlangen, Almanya) 

 Akridin Oranj (Sigma, ABD)  

 Borik asit (Amresco, ABD) 

 Dimetil sülfoksit (DMSO) (Amresco, ABD) 

 Disodyumhidrojenfosfat (Na2HPO4) (Sigma, ABD) 

 Etanol (Sigma, ABD) 

 Etidyum Bromür (Sigma, ABD) 

 Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) (Amresco, ABD) 
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 Gliserol (Merck, Almanya) 

 Glutamin (HyClone, Thermo, ABD) 

 Ġnaktive edilmiĢ fetal sığır 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) 

 Ribonükleaz A (Sigma, ABD) 

 DMEM besiyeri (HyClone, Thermo, ABD) 

 Sitrik Asit (Sigma, ABD) 

 Sodyumdihidrojenfosfat (NaH2PO4) (Sigma, ABD) 

 Sülfirik asit (H2SO4) (Merck, Almanya) 

 Tripsin-EDTA (HyClone, Thermo, ABD)  

 Tris (Amresco, ABD) 

 Universal Probe Library (UPL) Probları (Roche, Almanya) 

 Matrigel (B&D Bioscience, ABD) 

 

3.1.5. Kullanılan Kitler 

 Cell Death Detection ELISA Plus Kit (Roche, Almanya) 

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

(Roche, Almanya) 

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

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

Almanya) 

 High Pure RNA Ġzolasyon Kiti (Roche, Almanya) 

 TaqMan Master Mix (Roche, Almanya) 
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 Transcriptor First Strand cDNA Sentez Kiti (Roche, Almanya) 

 Ġnsan VEGF ELISA kiti (Thermo, ABD) 

 

3.2. Besiyeri ve Çözeltilerin Hazırlanışı 

3.2.1. % 10’luk DMEM Besiyerinin HazırlanıĢı 

450 ml DMEM besiyeri içerisine, 50 ml fetal sığır serumu 

(FCS), 200 mM L-glutaminden 10 ml ve son konsantrasyonu 100 IU/ml 

penisilin ile 100 µg/ml streptomisin olacak Ģekilde hazırlandı. 

3.2.2. % 1’lik DMEM Besiyerinin HazırlanıĢı 

495 ml DMEM besiyeri içerisine, 5 ml FCS, 200 mM L-

glutaminden 10 ml, 100 IU/ml penisilin, 100 µg/ml streptomisin eklenerek 

hazırlandı. 

3.2.3. XTT KarıĢımının Hazırlanması 

Tek bir örnek için 50 μL XTT (sodyum 3´-[1-

(fenilamminokarbonil)-3,4-tetrazolyum]-bis (4-metoksi-6-nitro) benzen 

sulfonik asit hidrat) iĢaretleyici ajan ve 1 μL elektron eĢleĢtirme (N-

metildibenzopirazin metil sülfat) ajanı kullanmadan hemen önce 

karıĢtırılarak taze olarak hazırlandı. 
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3.2.4. 0.2 M NA2HPO4 Çözeltisinin HazırlanıĢı 

1.42 g Na2HPO4 tartılarak son hacim 50 ml olacak Ģekilde 

distile su içinde çözüldü. 

3.2.5. 0.1 M Sitrik Asit Çözeltisinin HazırlanıĢı 

0.96 g sitrik asit tartılarak son hacim 50 ml olacak Ģekilde 

distile su içinde çözüldü. 

3.2.6. Fosfat-Sitrat Çözeltisinin (PH: 7.8) HazırlanıĢı 

0.2 M Na2HPO4 çözeltisi ile 0.1 M sitrik asit çözeltisi 48:2 

oranında karıĢtırılarak hazırlandı. Hazırlanan çözeltinin pH’sı 7.8’e 

ayarlandı. 

3.2.7. % 0.25 Nonidet P-40 (Np-40) Çözeltisinin HazırlanıĢı 

25 μL NP-40 alınarak son hacmi 10 ml olacak Ģekilde distile 

suda çözüldü. 

3.2.8. 1 mg/ml Proteinaz K Çözeltisinin HazırlanıĢı 

1 mg Proteinaz K tartılıp son hacim 1 ml olacak Ģekilde distile 

su içerisinde çözülerek hazırlandı. 
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3.2.9. 1 mg/ml Ribonükleaz A (RNaz A) Çözeltisinin 

HazırlanıĢı 

1 mg RNaz A enzimi tartılıp son hacim 1ml olarak Ģekilde 

distile su içerisinde çözülerek hazırlandı. 

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

HazırlanıĢı 

Öncelikle 54 g Tris bazı, 27.5 g borik asit ve 20 ml 0.5 M 

EDTA (pH: 8) bir miktar distile suda çözündükten sonra son hacim 500 ml 

olacak Ģekilde üzerine distile su eklendi. 

3.2.11. 0.5 M EDTA Çözeltisinin HazırlanıĢı 

29.2 g EDTA, 160 ml distile su içerisinde çözündükten sonra 

son hacim distile su ile 200 ml’ye tamamlandı ve pH = 8’e ayarlandı. 

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

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

hazırlandı. 

3.2.13. Orange G Jel Yükleme Tamponu 

55 ml Gliserol, 100 mg Orange G ve 45 ml 1X TBE tamponu 

karıĢtırılarak hazırlandı. 
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3.2.14. Stok Etidyum Bromür Boyasının HazırlanıĢı 

100 mg etidyum bromür son hacmi 10 ml olacak Ģekilde 

distile suda çözülerek hazırlandı. 

3.2.15. Agaroz Jelin HazırlanıĢı 

% 1.5’ luk agaroz jel hazırlamak için, 1.52 g agaroz hassas 

terazide tartıldıktan sonra üzerine son hacmi 100 ml olacak Ģekilde 1X 

TBE çözeltisi koyuldu ve mikrodalga fırın kullanılarak kaynatıldı. Agarozun 

homojen bir Ģekilde erimesinden sonra içine 3.5 μL etidyum bromür 

eklendi ve yatay jel elektroforez tankına dökülerek jelin donması sağlandı. 

Sonra jelin üzerini örtecek Ģekilde 1X TBE tamponundan eklendi. 

3.2.16. 1X PBS Çözeltisinin Hazırlanması 

1.09 g Na2HPO4, 0.32 g NaH2PO4 ve 9 g NaCl2 tartılıp 800 

ml distile su içerisinde çözüldükten sonra pH’sı 7.4’e ayarlanıp son hacim 

distile su ile 1 litreye tamamlandı. 

3.3. Yöntemler 

3.3.1. Hücre Kültürü 

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

nem ve %5 CO2 içeren ortamda 37 C’de kültüre edilerek çoğaltıldı. 
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3.3.2. XTT Hücre Canlılığı Deneyi 

MDA-MB-231 hücrelerinde Bevacizumab’ ın hücre canlılığı 

üzerine olan etkilerinin belirlenmesi için kolorimetrik XTT test yöntemi 

kullanıldı. Çoğalan MDA-MB-231 hücreleri yeterli sayıya ulaĢtıktan sonra 

1200 rpm’de 10 dk santrifüj edildikten sonra pellet üzerine %10 FCS 

içeren DMEM eklendi. Daha sonra hücreler Thoma lamı ile sayıldı. 

Hücreler, %10 FCS içeren DMEM içerisinde homojen bir Ģekilde 

dağıtıldıktan sonra 96 kuyucuklu hücre kültür kaplarına her kuyucuğa 

10.000 hücre / 100 μL olacak Ģekilde ekildi. Hücrelerin üzerine son 

konsantrasyonu 50, 100, 150 ve 200 μg olacak Ģekilde %10’luk DMEM 

içerisinde seyreltilmiĢ olan stok Bevacizumab çözeltilerinden eklendi. 

Daha sonra hücreler 24, 48, 72 ve 96 saat süreyle 37°C’de %5 CO2’li 

etüvde inkübe edildi. Bevacizumab uygulamasına ait sürelerin dolması ile 

birlikte her bir kuyucuğa 50 μL XTT karıĢımı eklendi ve formazan 

ürününün oluĢturduğu renk değiĢimi 4 saat sonunda mikroplaka okuyucu 

ile 490 nm dalga boyunda ölçüm yapılarak belirlendi. Her bir doz için 

deney 5 tekrarlı yapılarak elde edilen ortalama absorbans değerleri 

kullanıldı. Sadece besiyeri ve XTT karıĢımını içeren örnekler 

absorbansların belirlenmesinde kör olarak kullanıldı. Hücre canlılığının 

hesaplanması için örneklerin absorbans değerlerinden kör örneğin 

absorbans değeri çıkartıldı. Daha sonra örneklere ait 5 farklı absorbans 

değerinin ortalaması alındı. Sadece hücre içeren kontrol örneğinin 

ortalama absorbansı %100 canlılığa karĢılık gelen değer olarak kabul 

edildi ve ilaç uygulanan hücrelerden elde edilen absorbans değerleri, 

kontrol hücrelerine göre oranlanarak hücre canlılığı yüzde olarak 

belirlendi. 
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3.3.3. Canlı, Apoptotik ve Nekrotik Hücre Ayrımının Floresan 

Mikroskobunda Ġncelenmesi 

Akridin oranj sadece canlı hücrelerin zarından içeri girip bu 

hücrelerin DNA’sına bağlandığından canlı hücreler yeĢil renkte görülür. 

Etidyum bromür ise ölü hücrelerin zarından geçip DNA’ya bağlandığından, 

nekrotik hücrelerde kırmızı rengin oluĢmasına neden olur. Buna karĢın her 

iki boya da apoptotik hücre zarından içeri girebildiği için sarı-turuncu 

renkte ve karakteristik apoptotik nükleus görünümünün görüntülenmesine 

olanak sağlar 164. 

Hücre kültürlerinin sonlandırılmasını takiben hücreler 3 μL, 

100 µg/ml akridin oranj ve etidyum bromür içeren çözelti ile boyanarak 

floresan mikroskobunda canlı, apoptotik ve nekrotik hücre oranlarının 

belirlenmesi için değerlendirildi.  

3.3.4. Besiyerine Salınan Laktat Dehidrojenaz (LDH) 

Miktarının Ölçülerek Sitotoksik Etkinin Belirlenmesi 

Glikoliz sırasında laktatın pirüvata dönüĢümünü sağlayan 

LDH molekülü tüm hücrelerde bulunan stabil bir enzimdir. Hücre zarının 

hasar görmesiyle birlikte hızlı bir Ģekilde besiyerine salınır. Ölü veya hücre 

zarı hasarlı olan hücrelerin miktarındaki artıĢ besiyerindeki LDH 

aktivitesinin artması ile sonuçlanmaktadır. LDH aktivitesindeki bu artıĢ da 

deney sonunda oluĢan renkli formazan kristalinin miktarının artmasına 

dolayısı ile elde edilen absorbansın yüksek olmasına neden olmaktadır 
143,144. Bu enzimin besiyerindeki aktivitesi Cytotoxicity Detection (LDH) kiti 

kullanılarak aĢağıdaki protokole göre ölçüldü. 
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1. MDA-MB-231 hücreleri 96’lık kültür kaplarına her bir kuyucuğa 10.000 

hücre gelecek Ģekilde ekildi. 

2. Ġnkübasyon süreleri dolduktan sonra kültür ortamından 100 μL 

besiyeri alınıp 96 kuyulu mikroplağın her bir kuyucuğuna eklendi. 

3. Her bir kuyucuğa kit içerisinde bulunan 100μL taze hazırlanmıĢ 

reaksiyon karıĢımı eklendi. IĢıktan uzak bir ortamda, oda sıcaklığında 

30 dakika inkübe edildi. 

1. Mikroplaka okuyucu cihazı ile 490 nm dalga boyundaki absorbans 

değerleri okundu. 

2. Deney protokolünde kullanılan kontroller: 

 Kör kontrol: Besiyeri 

 DüĢük kontrol: Besiyeri+Hücre 

 Yüksek kontrol: Triton X-100 solüsyonu+Besiyeri+Hücre 

3. Elde edilen absorbans değerlerinden kör kontrolün absorbansı 

çıkartıldıktan sonra, ilaçların sitotoksisite değerinin yüzdesi aĢağıdaki 

formül kullanılarak hesaplandı.  

Sitotoksisite (%) = (örnek abs. – düĢük kontrol abs. / yüksek kontrol 

abs. – düĢük kontrol abs.) x 100 

 

3.3.5. Hücre Çoğalmasının Bromodeoksiuridin (Brdu) ile 

Belirlenmesi 

Bu yöntem, bir primidin analoğu olan 5-bromo-2'-

deoksiüridinin (BrdU) DNA sentezi sırasında timin yerine DNA'ya katılması 

esasına dayanır. BrdU'nun DNA'ya katılması immunolojik yöntem ile 

belirlenir. Böylece DNA sentezi geçiren hücre döngüsünün S fazında olan 

hücrelerin oranları belirlenmektedir 145. 
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MDA-MB-231 hücreleri Bevacizumab ile muamele edildikten 

sonra ilaçların hücre çoğalması üzerine olan etkisi “Cell Proliferation 

ELISA, BrdU” kiti kullanılarak aĢağıdaki protokole göre araĢtırıldı. 

1. MDA-MB-231 hücreleri 96’lık kültür kaplarına her bir kuyucuğa 10.000 

hücre gelecek Ģekilde ekildi. 

2. Bir gece sonra belirtilen dozlarda Bevacizumab ile muamele edildi. 

Her bir konsantrasyon için deney üç tekrarlı yapıldı.  

3. Ġnkübasyon süreleri dolduktan sonra her bir kuyucuğa 10 μL BrdU 

çözeltisi eklendi. 37 °C’de 2 saat inkübe edildi ve besiyeri 

uzaklaĢtırıldı. 

4. 200 μL FixDenat çözeltisi eklendi ve 25 °C’de 30 dk inkübe edildi. 

5. FixDenat çözeltiside uzaklaĢtırıldıktan sonra her bir kuyucuğa 100 μL 

peroksidaz enzimi ile konjuge BrdU antikorunu içeren anti-BrdU-POD 

solüsyonu eklendi. 25 °C’de 90 dk inkübe edildi. 

6. Antikor uzaklaĢtırıldıktan sonra her bir kuyucuk 300 μL 1X PBS ile 3’er 

defa yıkandı. 

7. Substrat olarak kit içerinde bulunan tetrametilbenzidin (TMB) 

çözeltisinden 100 μL eklenerek yeterli renk değiĢimi gözlenene kadar 

25 °C’de 5-30 dk bekletildi. 

8. Her bir kuyucuğa 25 μL 1M H2SO4 eklenerek karıĢtırıldı. 5 dakika 

içinde mikroplaka okuyucu ile 450 nm dalga boyundaki absorbans 

değerleri belirlendi. 

 

3.3.6. DNA Fragmentasyonunun ELISA Yöntemi ile 

Belirlenmesi 

1. MDA-MB-231 hücreleri 96 kuyulu kültür kaplarında her bir kuyucuğa 

10.000 hücre gelecek Ģekilde ekildi. Hücrelere daha önce belirtilen 
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miktarda Bevacizumab verilerek uygun sürelerde inkübe edildi. Her bir 

konsantrasyon için deney üç tekrarlı yapıldı. 

2. Ġnkübasyon süreleri dolduktan sonra her kuyuya 200 μL lizis tamponu 

eklendi. Oda sıcaklığında 30 dk bekletildi. 

3. Mikrosantrifüj tüpüne alınan hücre lizatı oda sıcaklığında, 1000 rpm’de 

10 dk santrifüj edildi. 

4. Santrifüj sonrası üstte kalan sıvıdan 20 μL alınıp streptavidin kaplı 

mikroplakaya aktarıldı. 

5. 80 μL anti-histon biyotin ile anti-DNA POD eklendi ve oda sıcaklığında 

çalkalayıcı üzerinde 2 saat süreyle inkübe edildi. 

6. Örnekler 300 μL yıkama çözeltisi ile oda sıcaklığında 3 defa yıkandı. 

7. Her bir kuyucuğa kit içerisinde bulunan peroksidaz substrat 

solüsyonundan ABTS 100 μL eklendi. Renk değiĢimi gözleninceye 

kadar oda sıcaklığında 20 dk inkübe edildi. 

8. 100 μL ABTS durdurucu solüsyonu eklendikten sonra mikroplaka 

okuyucu cihazı ile 405 nm dalga boyundaki absorbans değerleri 

okundu. 

 

3.3.7. DNA Fragmentasyonunun Agaroz Jel Elektroforezi ile 

Gösterilmesi 

1. Her bir doz için 106 hücre olacak Ģekilde belirtilen miktarda 

Bevacizumab verilerek uygun sürelerde inkübe edildikten sonra 

hücreler 10 ml’lik tüplere alınıp santrifüj edildi. 

2. Hücreler 1200 rpm’de 10 dk santrifüj edilip üstte kalan sıvı atıldı. 

Çökelti üzerine 50 μL fosfat-sitrat tamponu (pH 7.8) eklenerek oda 

sıcaklığında 1 saat bekletildi. 

3. KarıĢım 1200 rpm’de 10 dk santrifüj edilerek süpernatan 1.5 ml’lik 

mikrosantrifüj tüpüne aktarıldı. 
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4. Süpernatan üzerine 3 μL RNaz A ve 3 μL NP-40 çözeltilerinden 

eklenerek 37 °C’de 1 saat inkübe edildi. 

5. Bu süre sonunda 3 μL Proteinaz K çözeltisi eklenerek tekrar 37 °C’de 

1 saat inkübe edildi. Ġnkübasyon sonrasında örnekler elektroforez 

yöntemi uygulanana kadar +4 °C’de saklandı. 

 

3.3.7.1 Agaroz Jel Elektroforezi 

Bunun için daha önceden hazırlanmıĢ olan %1.5’lik agoroz 

jele DNA örneklerinden 15 μL alınarak, 3 μL Orange G jel yükleme 

tamponu karıĢtırılıp jeldeki kuyulara yüklendi. Aynı zamanda kuyulardan 

birine de 100 baz çiftlik (bç) DNA moleküler ağırlık belirteci yüklenerek 90 

dk dakika 75 volt sabit akımda yürütüldü. Süre sonunda “Kodak Gel Logic 

100” görüntüleme sistemi kullanılarak jelin fotoğrafı çekildi. 

 

3.3.8. Hücre Kültüründen Total RNA’nın Elde Edilmesi 

Bevacizumab ile inkübasyon sürelerinin dolmasıyla, 

hücrelerden RNA izolasyonu, “High Pure RNA Isolation Kiti” kullanılarak, 

aĢağıda yazılı olan protokole göre biyogüvenlik kabininin içinde yapıldı. 

1. Hücrelerin üzerine 200 μL soğuk PBS ve 400 μL Lizis tamponu 

eklenip 15 saniye vortekslendi. 

2. Filtre, toplama tüpüne yerleĢtirilip tüm karıĢım filtre üstüne aktarıldı. 

3. Tüp 9000 rpm’de 15 saniye santrifüj edildi. 

4. Toplama tüpünde toplanan sıvı atılıp filtre aynı tüpe tekrar yerleĢtirildi. 
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5. Her bir örnek için 90 μL DNaz inkübasyon tamponu steril tüpe alındı 

ve 10μL DNaz I eklendi. Pipetaj ile karıĢtırıldıktan sonra karıĢım 

filtrenin ortasına bırakıldı. 15 dakika oda sıcaklığında bekletildi. 

6. 500 μL’lik 1. yıkama çözeltisi filtre üzerine eklendi ve 9000 rpm’de 15 

saniye santrifüj edildi. Filtre altında toplanan kısım atıldıktan sonra 

aynı toplama tüpü içerisine yerleĢtirildi. 

7. 500 μL’lik 2. yıkama çözeltisi filtre üzerine eklendi ve 15 saniye 9000 

rpm’de santrifüj edildi. Filtre altında toplanan kısım atıldıktan sonra 

aynı toplama tüpü içerisine yerleĢtirildi. 

8. 200 μL’lik 3. yıkama çözeltisi filtre üzerine eklendi ve 3 dk 13500 

rpm’de santrifüj edildi. 

9. Toplama tüpü atıldı. Filtre, steril 1.5 ml’lik mikrosantrifüj tüpüne 

yerleĢtirildi. 

10. Filtre üzerine 20 μL örnek seyreltme çözeltisi eklendi ve 9000 rpm’de 

1 dk santrifüj edildi. 

11. Elde edilen RNA’ların miktarları ve saflığı “NanoDrop ND-1000 

Spektrofotometre” cihazında ölçülerek RT-PCR’da kullanılana kadar -

80 °C derin dondurucuda saklandı. 

 

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

Elde edilen RNA’lar spektrofotometrede 260 nm dalga 

boyunda ölçülerek mikrolitredeki mikrogram değerleri belirlendi. Primer 

olarak random hekzamerler kullanılarak cDNA sentez kiti ile total RNA’dan 

cDNA sentezi yapıldı. cDNA sentezi sırasında kullanılan kimyasallar ve 

miktarları Tablo 2’de verilmiĢtir. 
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Tablo 2: RT-PCR tepkime karışımı. 

 Son Konsantrasyon Hacim 
Steril H2O-PCR grade - RNA miktarına göre değiĢken 
Reaksiyon Tamponu 1x (8mM MgCl2) 4μL 
dNTP 1mM 2μL 
Random hekzamer primeri 60µM 2μL 
RNaz inhibitörü 20 ünite 0.5μL 
Transkriptor Ters Transkriptaz 10 ünite 0.5μL 
Total RNA 1µg 1µg olacak Ģekilde 

 

cDNA için PCR karıĢımı ince çeperli 0.2 ml’lik tüplere 

dağıtıldıktan sonra elde edilen total RNA eklendi. 

3.3.9.1 Reverse Transkriptaz PCR (RT-PCR) Programı 

Otomatik ısı döngüsü cihazı, Tablo 3’de belirtilen programa 

ayarlanarak cDNA sentezi yapıldı. 

Tablo 3: Otomatik ısı döngüsü cihazında uygulanan program. 

 Sıcaklık Zaman Döngü sayısı 
Primer Bağlanması 25°C 10dk 1 
Ters Transkripsiyon 50°C 60dk 1 
Ġnaktivasyon 85°C 5dk 1 
Soğutma 4°C - 1 

 
Reaksiyon sonucunda elde edilen cDNA örnekleri Real-Time 

PCR’da kullanılana kadar -20 °C’lik derin dondurucuda saklandı. 

3.3.10. Gen Ġfadesinin Real-Time PCR ile Belirlenmesi 

VEGF-A, VEGF-C, VEGFR2 ve COX-2 genlerinin mRNA 

miktarları, Real-Time PCR yöntemi ile Light Cycler (LC) cihazı kullanılarak 

belirlendi. Amplifikasyonlar 20 μL toplam tepkime hacmi içerisinde; cDNA, 

mRNA’ya özgü primerler, UPL probu, LightCycler TaqMan Master karıĢımı 

ve distile su kullanılarak gerçekleĢtirildi. VEGF-A, VEGF-C, VEGFR2 ve 
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COX-2 gen ifade miktarlarını normalize etmek için GAPDH mRNA düzeyi 

referans olarak alındı. 

3.3.10.1. VEGF-A Geninin Ġfade Düzeyinin Kantitatif Analizi 

VEGF-A genine ait UPL prob ve primerlerin dizileri aĢağıda 

verilmiĢtir. Prob ve primerlerin cDNA’daki yerleĢimi ise ġekil 12’de 

gösterilmiĢtir. 

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

 
 
Şekil 12: VEGF-A mRNA’sının belirlenmesinde kullanılan primerler ve UPL probun 
cDNA dizisi üzerindeki yerleşimi (Referans: ENST00000372067 giriş no’lu dizi) 
Translasyon başlangıç nükleotidine göre numaralandırılmıştır. 

3.3.10.2.  VEGF-C Geninin Ġfade Düzeyinin Kantitatif Analizi 

VEGF-C genine ait UPL prob ve primerlerin dizileri aĢağıda 

verilmiĢtir. Prob ve primerlerin cDNA’daki yerleĢimi ise ġekil 13’de 

gösterilmiĢtir.  

VEGF-C Forward primer: 5’- TGCCAGCAACACTACCACAG -3’ 
VEGF-C Reverse primer: 5’- GTGATTATTCCACATGTAATTGGTG -3’ 
27 numaralı prob dizisi: 5’- CAGGCAGC -3’ 
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Şekil 13: VEGF-C mRNA’sının belirlenmesinde kullanılan primerler ve UPL probun 
cDNA dizisi üzerindeki yerleşimi (Referans: ENST00000280193 giriş no’lu dizi). 
Translasyon başlangıç nükleotidine göre numaralandırılmıştır. 

 

3.3.10.3. VEGFR2 Geninin Ġfade Düzeyinin Kantitatif Analizi 

VEGFR2 genine ait UPL prob ve primerlerin dizileri aĢağıda 

verilmiĢtir. Prob ve primerlerin cDNA’daki yerleĢimi ise ġekil 14’ de 

gösterilmiĢtir.  

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

 

Şekil 14: VEGFR2 mRNA’sının belirlenmesinde kullanılan primerler ve UPL probun 
cDNA dizisi üzerindeki yerleşimi (Referans: ENST00000263923 giriş no’lu dizi) 
Translasyon başlangıç nükleotidine göre numaralandırılmıştır. 
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3.3.10.4. COX-2 Geninin Ġfade Düzeyinin Kantitatif Analizi 

COX-2 genine ait UPL prob ve primerlerin dizileri aĢağıda 

verilmiĢtir. Prob ve primerlerin cDNA’daki yerleĢimi ise ġekil 15’ de 

gösterilmiĢtir.  

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

 
Şekil 15: COX-2 mRNA’sının belirlenmesinde kullanılan primerler ve UPL probun 
cDNA dizisi üzerindeki yerleşimi (Referans: ENST00000367468 giriş no’lu dizi) 
Translasyon başlangıç nükleotidine göre numaralandırılmıştır. 

3.3.10.5.  GAPDH Geninin Ġfade Düzeyinin Kantitatif Analizi 

GAPDH genine ait UPL prob ve primerlerin cDNA’daki 

yerleĢimleri ġekil 16’ de gösterilmiĢtir.  

GAPDH Forward primer: 5’- AGCCACATCGCTCAGACAC -3’ 

GAPDH Reverse primer: 5’- GCCCAATACGACCAAATCC -3’ 

60 numaralı prob dizisi: 5’- TGGGGAAG -3’ 
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Şekil 16: GAPDH mRNA’sının belirlenmesinde kullanılan primerler ve UPL probun 
cDNA dizisi üzerindeki yerleşimi (Referans: ENST00000229239 giriş no’lu dizi). 

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

Genleri için Real Time PCR tepkime karıĢımları 

VEGF-A, VEGF-C, VEGFR2, COX-2 ve GAPDH genlerine 

uygun verilen primer ve problar kullanılarak Real-Time PCR tepkimesi LC 

cihazında gerçekleĢtirildi. Tepkime karıĢımını hazırlamak için kullanılan 

bileĢenlerin miktarları Tablo 4’de verilmiĢtir. 

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

 Son Konsantrasyon Hacim 

dH2O - 6.2μL 

MgCI2 (25mM) 4mM 1.2μL 

Primer F (10pmol/μL) 2.5pmol 0.25μL 

Primer R (10pmol/μL) 2.5pmol 0.25μL 

TaqMan prob (100pmol/μL) 10pmol 0.1μL 

TaqMan karıĢımı (10x) 1x 1μL 

cDNA - 1μL 

3.3.10.7. Light Cycler (LC) Deney Programı 

Real-Time PCR karıĢımları hazırlandıktan sonra kapiller 

tüplere dağıtıldı ve üzerine cDNA’ler eklendi. Kapiller tüpler 3000 rpm’de 

10 sn santrifüj edildi. Tüpler cihaza yerleĢtirildikten sonra Tablo 5’de 

belirtilen amplifikasyon programı kullanılarak PCR tepkimesi 
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gerçekleĢtirildi. VEGF-A, VEGF-C, VEGFR2, COX-2 ve GAPDH genleri 

için aynı program kullanıldı. Reaksiyon sonucu, VEGF-A, VEGF-C, 

VEGFR2, COX-2 ve GAPDH genlerinin mRNA ifade düzeylerini gösteren 

Crossing point (Cp) değerleri belirlendi. VEGF-A, VEGF-C, VEGFR2, 

COX-2 ifade düzeyleri GAPDH ifade düzeyine göre normalize edildi. 

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

belirlenmesi için kullanılan Real Time PCR tepkime programı. 

Program 1. Ayrılma (Denatürasyon) 

Program Verisi Değer 
Döngüler  

Analiz Modu 

Sıcaklık Hedefleri 

1 

- 

Kısım 1 

Hedef Sıcaklık (°C) 
Ġnkübasyon zamanı (s:dk:sn) 
Sıcaklık GeçiĢ Hızı (°C/sn) 

95 

10:00dk 

20.0 

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

Program Verisi Değer 
Döngüler  

Analiz Modu 

50 

Çoğalma  
Sıcaklık Hedefleri Kısım 1 Kısım 2 

Hedef Sıcaklık (°C) 
Ġnkübasyon zamanı (s:dk:sn) 
Sıcaklık GeçiĢ Hızı (°C/sn) 

95 

10sn 

20.0 

60 

20sn 

10.0 

Program 3. Soğutma 

Program Verisi Değer 
Döngüler  

Analiz Modu 

Sıcaklık Hedefleri 

1 

- 

Kısım 1 

Hedef Sıcaklık (°C) 
Ġnkübasyon zamanı (s:dk:sn) 
Sıcaklık GeçiĢ Hızı (°C/sn) 

40 

30sn 

20.0 
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3.4. Matrigel hücre invazyon testi 

Matrigel® bir çeĢit fare tümör hücre serisinin salgıladığı 

jelatin, laminin ve baĢka proteinleri içeren organik karıĢımın ticari ve 

yaygın bilimsel ismidir. Bu karıĢım içeriği itibariyle, dokularda hücrelerin 

etrafını saran hücre dıĢı matrikse (Extraselüler Matrix, ECM) çok benzediği 

için, hücre serilerinin laboratuvar koĢullarında büyütülmesinde hücrelerin 

tutunduğu substrat olarak kullanılmaktadır. Ayrıca hücrelerin invazyon 

yaparken ekstraselüler matriksi parçalama yeteneklerinden dolayı 

invazyon çalıĢmalarında matrigel kullanılmaktadır.  

Matrigel +4 0C’ de bir gece bekletilerek çözüldükten sonra 

tekrar jel halini almaması için oldukça hızlı bir Ģekilde serum içermeyen 

besiyeri ile sulandırılarak 1mg/ml olacak Ģekilde -80 0C’ de saklandı. 

ÇalıĢmaya baĢlamadan önce 1 mg/ml matrigel çözüldü ve 24 kuyulu 

Transwell chamber’ da bulunan 8 μm por çapına sahip polikarbonat 

filtrenin üzeri 30 μg Matrigel ile kaplandı. Hücreler 24, 48, 72 ve 96 saat 

Bevacizumab’ a maruz bırakıldıktan sonra PBS ile yıkandı ve 3 saat 

süreyle serum içermeyen besiyeri ile muamele edildi. Transwell chamber 

hazırlandıktan sonra chamber’ ın içine belirtilen konsantrasyonlarda 

Bevacizumab içeren 200 μl serum içermeyen besiyeri içinde 100.000 

hücre olacak Ģekilde ekim yapıldı. Chamber’ ın alt kısmına 750 μl %10’luk 

serumlu besiyeri eklendi. 24 saat boyunca hücrelerin serum içeren 

besiyerinin olduğu kısma hareket etmeleri beklendi. 24 saatin sonunda 

chamber’ ın içinde kalan hücreler pipet yardımıyla alındı. Chamberda 

bulunan filtrenin alt kısmına geçen hücreler PBS ile iki defa yıkandıktan 

sonra metanol’ de 20 dakika bekletilerek fikse edildi. Daha sonra filtre 2 

defa PBS ile yıkandıktan sonra 3 dakika hematoksilen ile boyandı. Tekrar 

PBS ile iki defa yıkandıktan sonra hücreler 30 saniye eosin ile boyandı. 

Eosin boyamasından sonra filtre 2 defa PBS ile yıkandıktan sonra 
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Chamber’ dan bistüri yardımıyla uzaklaĢtırıldı. Filtre lamın üzerine 

yerleĢtirildikten sonra entellan ile birlikte lamel kapatıldı.  

3.5. Transwell hücre migrasyon testi 

Hücreler 24, 48, 72 ve 96 saat Bevacizumab’ a maruz 

bırakıldıktan sonra PBS ile yıkandı ve 3 saat süreyle serum içermeyen 

besiyeri ile muamele edildi. Transwell chamber’ ın içine belirtilen 

konsantrasyonlarda Bevacizumab içeren 200 μl serum içermeyen besiyeri 

içinde 100.000 hücre olacak Ģekilde ekim yapıldı. Chamber’ ın alt kısmına 

750 μl %10’luk serumlu besiyeri eklendi. 24 saat boyunca hücrelerin 

serum içeren besiyerinin olduğu kısma hareket etmeleri beklendi. 24 

saatin sonunda chamber’ ın içinde kalan hücreler pipet yardımıyla alındı. 

Chamberda bulunan filtrenin alt kısmına geçen hücreler PBS ile iki defa 

yıkandıktan sonra metanol’ de 20 dakika bekletilerek fikse edildi. Daha 

sonra filtre 2 defa PBS ile yıkandıktan sonra 3 dakika hematoksilen ile 

boyandı. Tekrar PBS ile iki defa yıkandıktan sonra hücreler 30 saniye 

eosin ile boyandı. Eosin boyamasından sonra filtre 2 defa PBS ile 

yıkandıktan sonra Chamber’ dan bistüri yardımıyla uzaklaĢtırıldı. Filtre 

lamın üzerine yerleĢtirildikten sonra entellan ile birlikte lamel kapatıldı.  

3.6. İstatistiksel Analiz Yöntemleri 

Doza ve zamana bağlı olarak değiĢen, VEGF-A, VEGF-C, 

VEGFR2 ve COX-2 mRNA ifade düzeylerindeki farklılıklar “REST (2009 

V2.0.13)” istatistik programı ile karĢılaĢtırıldı 165. Hücre canlılığı, apoptoz 

ve nekrotik oranlardaki değiĢimler ise “tek yönlü Anova” testiyle 

karĢılaĢtırıldı. Veriler “SPSS 15.0” istatistik programı kullanılarak 
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değerlendirildi. 0.05’den küçük olan p değerleri istatistiksel açıdan anlamlı 

olarak kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

4.1. MDA-MB-231 Hücrelerinin Bevacizumab’ a 
duyarlılığının XTT Hücre Canlılığı Yöntemi ile İncelenmesi 

Bevacizumab’ın meme kanseri hücre hattı olan MDA-MB-231 

hücrelerinin canlılığı üzerine etkisini belirlemek için öncelikle XTT yöntemi 

uygulandı. Buradan elde edilen canlılık oranlarından kullanılan ilacın hücre 

canlılığı üzerine etkisinin belirlenmesi amaçlandı.  

 

Grafik 1: MDA-MB-231 hücrelerinin (10.000 hücre/kuyu) Bevacizumab ile 24, 48, 72 
ve 96 saat inkübasyonu sonunda belirlenen hücre canlılık oranları. 

 

Grafik 1’ de 24, 48, 72 ve 96 saat inkübasyon sonucunda 

hücrelerin Bevacizumab’ a olan cevabı hücre canlılık oranları ile 

gösterilmektedir. Buna göre MDA-MB-231 hücrelerinin canlılık oranlarının 

doza ve zamana bağlı olarak bir miktar düĢtüğü ancak bu azalmanın 

%75’in altına inmediği belirlendi. Kullandığımız en yüksek Bevacizumab 
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konsantrasyonu olan 200 μg/ml’de hücre canlılığının 24 saatte %80.21, 48 

saatte canlılığın %79.76 oranında olduğu, 72 saatte  %77.21, 96 saatte ise  

%75.43 olarak görülmektedir. Bu sonuçlara göre Bevacizumab’ ın MDA-

MB-231 hücrelerinin canlılığı üzerine en yüksek etkisinin 200 μg/ml 

konsantrasyonunda ve 96 saat inkübasyonda olduğu belirlendi.  

4.2. Canlı, Apoptotik ve Nekrotik Hücre Dağılımının 

Floresan Mikroskobunda İncelemesi 

Bevacizumab’ın MDA-MB-231 hücrelerine olan etkisinin 

belirlenmesi amacıyla kullandığımız XTT yönteminden elde edilen 

bulgular, ilaç uygulaması sonrasında gözlenen canlı hücrelerin oranını 

göstermektedir. Bevacizumab uygulanmasından sonra hücreler akridin 

oranj / etidyum bromür ile boyanıp floresan mikroskobunda canlılık, 

apoptoz ve nekroz açısından değerlendirildi. Hücrelerin floresan 

mikroskobundaki görünümleri Ģekil 17’ de gösterilmiĢtir. 

 

Şekil 17: MDA-MB-231 hücrelerinde apoptozun morfolojik olarak gösterilmesi. A: 
kontrol, B: 200 ug/ml Bevacizumab. Yeşil renkte görülenler canlı hücreleri (1), 
kırmızı renkte görülenler nekrotik hücreleri göstermektedir (3). Apoptozun 
aşamasına göre değişik şekillerde boyanmış olan apoptotik hücreler ise 2 numara 
ile gösterildi. 
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Floresan mikroskobunda yapılan analizlere göre, 24, 48, 72 

ve 96 saat Bevacizumab uygulamasının hücrelerde doza  ve zamana bağlı 

olarak apoptozu uyardığı ancak ilacın apoptotik oranı belirgin Ģekilde 

arttırmadığı belirlendi. Kullanılan en yüksek Bevacizumab 

konsantrasyonunda IC50 değerine tüm sürelerde ulaĢılamadı. Buna göre 

24 saat için en yüksek doz olan 200 μg/ml’ deki apoptotik oran %12.86, 48 

saat için ise %17.11 olarak bulundu (Grafik 2 ve 3). 72 saat sonra en 

yüksek doz olan 200 μg/ml’ deki apoptotik oran ise %16.63 olarak 

belirlendi. Bevacizumab’ ın bu süreler sonunda MDA-MB-231 hücreleri 

üzerinde gösterdiği nekrozda ise fazla bir artıĢ olmadığı gözlendi. (Grafik 

2,3 ve 4).  

 

 

Grafik 2: MDA-MB-231 hücrelerinin (106 hücre/kuyu) Bevacizumab ile 24 saat 
inkübasyonu sonunda belirlenen Canlı/Apoptotik/Nekrotik hücre oranları. 
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Grafik 3: MDA-MB-231 hücrelerinin (106 hücre/kuyu) Bevacizumab ile 48 saat 
inkübasyonu sonunda belirlenen Canlı/Apoptotik/Nekrotik hücre oranları. 

 

Grafik 4: MDA-MB-231 hücrelerinin (106 hücre/kuyu) Bevacizumab ile 72 saat 
inkübasyonu sonunda belirlenen Canlı/Apoptotik/Nekrotik hücre oranları. 
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96 saat süre ile Bevacizumab uygulanan MDA-MB-231 hücrelerinde ise 

gözlenen apoptotik oranın %24.27 olduğu belirlendi (Grafik 5). 

Bevacizumab uygulamasının 96 saat sonra doz ve zamana bağlı olarak 

hücreler üzerindeki nekroz oranlarında önemli bir artıĢ gözlenmedi. 

 

Grafik 5: MDA-MB-231 hücrelerinin (106 hücre/kuyu) Bevacizumab ile 96 saat 
inkübasyonu sonunda belirlenen Canlı/Apoptotik/Nekrotik hücre oranları. 

 

Floresan mikroskobu deneyimizin sonuçlarını dikkate 

aldığımızda her bir doz ve süre için elde ettiğimiz hücre canlılık oranlarının 

XTT sonuçlarımızla uyumlu olduğu belirlendi. Bu sonuçlara göre, 

Bevacizumab’ın kullanılan doz ve uygulanan sürelerde IC50 değerine 

ulaĢılacak kadar etkili bir apoptotik cevap oluĢturmadı ancak en yüksek 

konsantrasyonda yaklaĢık %25 oranında apotoz gözlendi (p<0.05). 
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4.3. Besiyerine Salınan Laktat Dehidrojenaz (LDH) 

Miktarının Ölçülerek Sitotoksik Etkinin Belirlenmesi 

Bevacizumab’ın MDA-MB-231 hücrelerine 24, 48, 72 ve 96 

saat süre ile uygulanmasından sonra ilacın hücreler üzerine olan sitotoksik 

etkisini belirlemek için besi yeri ortamına salınan LDH miktarı ölçüldü. 

Bevacizumab’ın neden olduğu sitotoksik etkinin yüzdesel değeri, LDH 

analizinden elde edilen verilerin kontrol grubu ile karĢılaĢtırılması ile 

hesaplandı. Buna göre doz ve zamana bağlı olarak sitotoksisitenin arttığı 

belirlendi. Özellikle 150 μg/ml Bevacizumab uygulamasında 72 saat 

sonunda sitotoksisite oranlarında istatistiksel olarak anlamlı bir artıĢ 

gözlendi (p<0.05). Ayrıca 200 μg/ml ilaç uygulamasında 48, 72 ve 96. 

saatlerde sitotoksisite de anlamlı bir artıĢ olduğu belirlendi (p<0.05). 

(Grafik 6). 

 

Grafik 6: MDA-MB-231 hücrelerinin Bevacizumab ile doza ve zamana bağlı 
inkübasyonu sonunda görülen LDH salınımı. *; p<0.05. 
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4.4. Hücre Çoğalmasının Bromodeoksiuridin (BrdU) ile 
Belirlenmesi 

 

Bevacizumab’ ın hücre çoğalması (DNA sentezi) üzerine 

etkisinin belirlenmesinde hücre çoğalması ELISA, BrdU yöntemi kullanıldı. 

Grafik 7’ da 24, 48, 72 ve 96 saat inkübasyon sonucunda hücrelerin 

Bevacizumab’ a cevabı gözlenmektedir. Bevacizumab uygulamasından 

sonra hücre çoğalmasının doz ve zamana bağlı olarak azaldığı 

gözlenmiĢtir. Bu azalmanın 96. saatte en yüksek olduğu dozlar 100, 150 

ve 200 μg/ml olarak bulunmuĢtur (Grafik 7). 72. saatte ise 150 ve 200 

μg/ml bevacizumab uygulaması sonrası hücre çoğalmasının anlamlı 

Ģekilde azaldığı gözlenmiĢtir (p<0.05). 

 

Grafik 7: MDA-MB-231 hücrelerinin Bevacizumab ile doza ve zamana bağlı 
inkübasyonu sonunda görülen DNA sentez oranlarındaki değişim. *; p<0.05.  
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4.5. DNA Fragmentasyonunun ELISA Yöntemi ile 

Belirlenmesi 

Bevacizumab uygulanmıĢ MDA-MB-231 hücrelerinde 

gözlenen DNA fragmentasyonunun belirlenmesinde, sitoplazmik mono ve 

oligo nükleozomların miktarlarının ELISA yöntemi ile saptanmasını temel 

alan DNA Fragmentasyonu-ELISA kiti kullanıldı. Buna göre, hücrelerde 

görülen DNA fragmentasyon miktarında doz ve zamana bağlı olarak artıĢ 

gözlendi. En yüksek artıĢ 96 saat süre sonunda 150 ve 200 μg/ml’ de 

belirlendi (p<0.05) (Grafik 8). 

 

Grafik 8: MDA-MB-231 hücrelerinin Bevacizumab ile doza ve zamana bağlı 
inkübasyonu sonunda görülen DNA fragmentasyon oranı. *; p<0.05. 

 

4.6. DNA Fragmentasyonunun Agaroz Jel Elektroforezi 

ile Gösterilmesi 

Agaroz jel elektroforezi ile DNA fragmantasyonun 

gösterilmesine dayanan yöntemde daha çok yüksek oranda apoptoz 

gözlendiği takdirde ve DNA fragmantasyonunun fazla olduğu durumlarda 
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jelde belirgin düzeyde fragmantasyon görülür. Yaptığımız deneyde 

apoptoz oranının düĢük olması nedeniyle, agaroz jel elektroforezi 

yönteminin kullanıldığı fragmentasyon deneyinde görüntülenebilecek 

düzeyde DNA fragmentasyonu gözlenmedi. 

4.7. Gen İfade Düzeylerinin Kantitatif Değerlendirilmesi 

VEGF-A, VEGF-C, VEGFR2 ve COX-2 genlerinin ifade 

düzeyinin kantitatif değerlendirilmesi için Light Cycler cihazı kullanıldı. 

MDA-MB-231 hücre hattından elde edilen cDNA’larda VEGF-A, VEGF-C, 

VEGFR2 ve COX-2 ile bu genlerin normalizasyonu için seçilen GAPDH 

genlerine özgül primerler ve UPL LNA probları kullanılarak çalıĢıldı. 

VEGF-A geninin mRNA düzeyinde ifadesini kantitatif olarak 

gösteren Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon eğrisi ġekil 18’de 

gösterildi. 

 
Şekil 18: VEGF-A geninin mRNA düzeyinde ifadesini kantitatif olarak gösteren 
amplifikasyon eğrileri. VEGF-A geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp değerleri 
yatay eksende yer almaktadır. Dikey eksende floresan sinyal izlenmektedir. 
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VEGF-C geninin mRNA düzeyinde ifadesini kantitatif olarak 

gösteren Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon eğrisi ġekil 19’da 

gösterildi. 

 
Şekil 19: VEGF-C geninin mRNA düzeyinde ifadesini kantitatif olarak gösteren 
amplifikasyon eğrileri. VEGF-C geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp değerleri 
yatay eksende yer almaktadır. Dikey eksende floresan sinyal izlenmektedir. 

VEGFR2 geninin mRNA düzeyinde ifadesini kantitatif olarak 

gösteren Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon eğrisi ġekil 20’de 

gösterildi. 

 
Şekil 20: VEGFR2 geninin mRNA düzeyinde ifadesini kantitatif olarak gösteren 
amplifikasyon eğrileri. VEGFR2 geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp değerleri 
yatay eksende yer almaktadır. Dikey eksende floresan sinyal izlenmektedir. 
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COX-2 geninin mRNA düzeyinde ifadesini kantitatif olarak 

gösteren Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon eğrisi ġekil 21’de 

gösterildi. 

 
Şekil 21: COX-2 geninin mRNA düzeyinde ifadesini kantitatif olarak gösteren 
amplifikasyon eğrileri. COX-2 geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp değerleri 
yatay eksende yer almaktadır. Dikey eksende floresan sinyal izlenmektedir. 

 

GAPDH geninin mRNA düzeyinde ifadesini kantitatif olarak 

gösteren Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon eğrisi ġekil 22’de 

gösterildi. 

 
Şekil 22: GAPDH geninin mRNA düzeyinde ifadesini kantitatif olarak gösteren 
amplifikasyon eğrileri. GAPDH geninin Real Time PCR tepkimesine ait Cp değerleri 
yatay eksende yer almaktadır. Dikey eksende floresan sinyal izlenmektedir. 
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Göreceli gen ifadesi sonuçları REST programı kullanılarak 

“Pfaffl” matematiksel yöntemi ile hesaplandı. Pfaffl eĢitliği aĢağıda 

belirtilmiĢtir. 

 

EĢitlikte belirtilen Ct, tepkime sırasında oluĢan floresan 

sinyalin eĢik değeri geçtiği andaki döngü sayısını ifade etmektedir. Ct 

değeri tepkimenin baĢında mevcut olan mRNA (cDNA) miktarı ile ters 

orantılıdır. ΔCt değeri ise kontrol ile örneklerin Ct değerleri arasındaki farkı 

göstermektedir. EĢitlikte belirtilen E, PCR etkinliğini, elde edilen R ise ifade 

oranını göstermektedir. 

4.8. Gen İfade Düzeylerinin Karşılaştırılması 

4.8.1. Bevacizumab’ ın VEGF-A, VEGF-C, VEGFR2 ve COX-

2 Genlerinin Ġfade Düzeylerine 24, 48, 72 ve 96. saatlerdeki Etkisi 

MDA-MB-231 hücre hattında Bevacizumab 

uygulanmasından sonra VEGF-A, VEGF-C, VEGFR2 ve COX-2 genlerinin 

ifade düzeylerinin doza ve zamana bağlı olarak karĢılaĢtırmalı 

değerlendirmesi yapıldı. Anjiyogenezde görev alan bu genlerin mRNA 

ifade düzeylerini belirlemek için kantitatif Real-time PCR yöntemi 

kullanıldı. 

 

VEGF-A mRNA ifade düzeyinin 24., 48. ve 72. saatte doza 

bağımlı olarak anlamlı düzeyde arttığı belirlendi (p<0.05). VEGF-A mRNA 

ifade edilmesindeki bu artıĢın en yüksek ilaç konsantrasyonunda ve uzun 
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süreli inkübasyonda olduğu belirlendi. Buna karĢın, 96. saatte ise VEGF-A 

mRNA ifade düzeyinin anlamlı düzeyde azaldığı gözlendi (Grafik 9) 

(p<0.05). 

 

 
Grafik 9: MDA-MB-231 hücrelerinin doz ve zamana bağlı olarak 

Bevacizumab uygulanması sonrasında VEGF-A geninin mRNA düzeylerindeki 
değişiklik. Hedef genin ifade düzeyleri GAPDH mRNA ifade düzeyi temel alınarak 
normalize edildi. 

 

VEGF-C mRNA ifade düzeyine baktığımızda, 50 μg/ml 

Bevacizumab konsantrasyonunda sadece 96. saatte anlamlı bir Ģekilde 

artıĢ gözlendi (p<0.05). Bevacizumab 150 ve 200 μg/ml konsantrasyonda 

kullanıldığında ise VEGF-C mRNA ifadesinin 72. saate kadar arttığı, 96. 

saatte ise azalmaya neden olduğu belirlendi (p<0.05) (Grafik 10). 
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Grafik 10: MDA-MB-231 hücrelerinin doz ve zamana bağlı olarak 

Bevacizumab uygulanması sonrasında VEGF-C geninin mRNA düzeylerindeki 
değişiklik. Hedef genin ifade düzeyleri GAPDH mRNA ifade düzeyi temel alınarak 
normalize edildi. 

 

VEGF-A’ nın reseptörü olan VEGFR2 mRNA ifade düzeyinde 

50 μg/ml Bevacizumab uygulandığında tüm süreler için anlamlı bir 

değiĢikliğe sebep olmaz iken daha yüksek konsantrasyonlarda anlamlı 

değiĢikliklerin olduğu bulundu. 96 saat süre ile 100 μg/ml ve üzeri 

konsantrasyonlarda Bevacizumab uygulanması sonucunda ise VEGFR2 

mRNA’sının azaldığı belirlendi (p<0.05) (Grafik 11). 

 

 
Grafik 11: MDA-MB-231 hücrelerinin doz ve zamana bağlı olarak 

Bevacizumab uygulanması sonrasında VEGFR2 geninin mRNA düzeylerindeki 
değişiklik. Hedef genin ifade düzeyleri GAPDH mRNA ifade düzeyi temel alınarak 
normalize edildi. 
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Anjiyogenezde önemli görevi olduğu bilinen COX-2 mRNA 

ifade düzeyinin 24. ve 48. saatlerde tüm Bevacizumab 

konsantrasyonlarında artıĢa neden olduğu bulundu. 72 ve 96. saatlerde 

ise COX-2 mRNA ifadesinin 50 ve 100 μg/ml konsantrasyonda artmasına 

rağmen, 150 ve 200 μg/ml Bevacizumab uygulandığında ise COX-2 

mRNA’sının azaldığı görüldü (p<0.05) (Grafik 12).  

 

 
Grafik 12: MDA-MB-231 hücrelerinin doz ve zamana bağlı olarak 

Bevacizumab uygulanması sonrasında COX-2 geninin mRNA düzeylerindeki 
değişiklik. Hedef genin ifade düzeyleri GAPDH mRNA ifade düzeyi temel alınarak 
normalize edildi. 

 

4.9. Hücre İnvazyonu 

 

Bevacizumab uygulamasından sonra hücrelerin invazyon 

yeteneklerindeki değiĢiklikleri gözlemek amacıyla Matrigel invazyon testi 

yapıldı. Ġnvazyon yeteneğine sahip olan MDA-MB-231 hücreleri 24, 48 ve 

72 saat Bevacizumab uygulamasından sonra invazyon yeneteklerinde 

önemli bir azalma gözlenmedi. Buna karĢın hücrelerin invazyon 

yeteneklerinde doza bağlı olarak artıĢ gözlendi (Grafik 13).        
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Grafik 13: MDA-MB-231 hücrelerinin doz ve zamana bağlı olarak 

Bevacizumab uygulanması sonrasında invazyon yeteneklerindeki değişiklikler. 
 

96 saat sonra ise doza bağlı Bevacizumab uygulamasından 

sonra hücrelerin invazyon yeteneklerinde %26’ ye varan oranda düĢüĢ 

gözlendi (Grafik 13). ġekil 23’ de 200 μg/ml bevacizumab uygulamasını 

takiben Matrigel invazyon testi sonrasında çekilmiĢ bir fotoğraf 

gözlenmektedir. 

 

 
Şekil 23. 96. saatte kontrole göre 200 μg/ml Bevacizumab uygulamasından sonra 
MDA-MB-231 hücrelerinin invazyonu. A-Kontrol, B-200 μg/ml Bevacizumab. 
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4.10. Hücre migrasyonu 

 

Ġnvazyon testinde olduğu gibi Bevacizumab uygulamasından 

sonra hücrelerin migrasyon yeteneklerindeki değiĢiklikleri gözlemek 

amacıyla Trans-well migrasyon testi yapıldı. ġekil 24’ de Trans-well 

migrasyon testine ait bir örnek görülmektedir (200 μg/ml Bevacizumab ve 

kontrol).      

 

 
Şekil 24. 96. saatte kontrole göre 200 μg/ml Bevacizumab uygulamasından sonra 
MDA-MB-231 hücrelerinin migrasyonu. A-Kontrol, B-200 μg/ml Bevacizumab. 
 

24, 48 ve 72 saat Bevacizumab uygulamasından sonra 

MDA-MB-231 hücrelerinin migrasyon yeteneklerinde artıĢ gözlenirken 96 

saat sonra doza bağımlı Bevacizumab uygulamasından sonra hücrelerin 

migrasyon yeteneklerinde %22’ ye varan oranda düĢüĢ gözlendi (Grafik 

14). 
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Grafik 14: MDA-MB-231 hücrelerinin doz ve zamana bağlı olarak Bevacizumab 
uygulanması sonrasında migrasyon yeteneklerindeki değişiklikler. 
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5.TARTIŞMA 

 

Yapılan klinik çalıĢmalarda, tümör dokusunda gözlenen 

anjiyogenezde önemli olan VEGF/VEGFR2 sinyal yolağının 

aktivasyonunun, bir antikor aracılığı ile VEGF molekülü üzerinden veya 

kimyasal ajanlarla VEGFR2 üzerinden baskılanmasının, tümör büyümesini 

azalttığı ve kanser hastalarının yaĢam sürelerinin artıĢına neden olduğu 

gösterilmiĢtir 166,  167, 168.  

 

 

Örneğin, Bevacizumab ile anjiyogenezin baskılanması 

sonucu rektal karsinomlu hastalarda tümör perfüzyonu, vasküler hacim ve 

mikrovasküler yoğunluğun azaldığı gözlenmiĢtir 166. Kabbinavar ve 

arkadaĢlarının Bevacizumab’ ın etkinliği ve güvenilirliği üzerine yaptıkları 

faz II klinik çalıĢmasında ise 104 ileri evre metastatik kolorektal kanserli 

hasta çalıĢmaya dahil edilmiĢtir. Ġlginç olarak 5-fluorourasil (5-FU) ve 

Lökovorin (LV) ile birlikte düĢük doz Bevacizumab (5 mg/kg) ile tedavi 

edilen hastalarda yüksek doza (10 mg/kg) göre daha iyi sonuçlar 

alınabileceği belirtilmiĢtir 169. Lee ve arkadaĢları tarafından yapılan bir 

çalıĢmada bevacizumab’ ın, Ixabepilon ve sunitinib ile birlikte kullanıldığı in 

vivo meme, kolon, akciğer ve böbrek kanser modellerinde sinerjistik 

antitümör aktivite gösterdiği bildirilmiĢtir 170. 

 

 

Meme kanseri hücre hatlarında (MCF7, MDA-MB-231, ve 

SKBR3) yapılan bir çalıĢmada, hücrelere Bevacizumab’ı da içeren çeĢitli 

monoklonal antikorlar verilerek hücreler üzerindeki etkileri araĢtırılmıĢtır. 

Bu çalıĢmada kullanılmıĢ olan en yüksek Bevacizumab konsantrasyonu 

olan 100 μg/ml’ de, meme kanseri hücrelerinin 6 gün süre ile inkübe 

edilmesi sonucunda, gözlenen hücre canlılık oranlarında hücre hatlarına 
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özgül olan farklılıkların olduğu belirlenmiĢtir. Buna göre, çalıĢmamızda da 

kullandığımız hücre hattı olan MDA-MB-231 hücrelerinde gözlenen canlılık 

oranının %75-80 arasında olduğu bildirilmiĢtir. Buna karĢın diğer 

hücrelerin ise hücre canlılıklarının MCF-7 için %70 civarında, SKBR3 

hücrelerinde ise bu oranın neredeyse %60’a düĢtüğü belirlenmiĢtir 171. Bu 

çalıĢma ile uyumlu olacak Ģekilde çalıĢmamızda, MDA-MB-231 

hücrelerine 4 gün süre ile 100 μg/ml konsantrasyonda Bevacizumab 

uygulandığında hücre canlılığının %80’nin üzerinde olduğunu belirledik. 

Aynı süre için hücre canlılığının %80’nin altına düĢmesi için gereken 200 

μg/ml gibi yüksek düzeyde Bevacizumab uygulanması gerektiği de elde 

ettiğimiz bulgular arasındadır (Grafik 1). ÇalıĢmada kullandığımız 

inkübasyon süresinin 6 gün olarak alınması durumunda 100 μg/ml 

konsantrasyonda Bevacizumab kullanımı ile Emlet ve arkadaĢlarının 171 

elde ettiği sonuca benzer bir sonuç belirleyeceğimizi düĢünmekteyiz. 

 

 

Bevacizumab’ ın meme kanseri hücreleri üzerine olan etkisini 

araĢtıran çalıĢmalar sınırlı olmakla birlikte literatürde görülen çalıĢmalarda 

over 172, pankreas 173, noroblastom 174  ve hepatosellüler kanser 175 gibi 

çeĢitli kanserler üzerine yapılan çalıĢmalar vardır. Bu araĢtırmalardan elde 

edilen sonuçlara baktığımızda, çoğunluğunun çalıĢmamızda elde ettiğimiz 

verilerle uyumlu olmasına rağmen uyumsuz olan verilerde bulunmaktadır. 

Örneğin, Sims ve arkadaĢları nöroblastoma hücrelerinde yaptıkları 

çalıĢmada hipoksik kültür ortamına eklenen VEGF’ nin hücrelerin 

çoğalmasına neden olduğunu göstermiĢlerdir. Aynı çalıĢmada, 

nöroblastoma hücrelerinde VEGF’ nin neden olduğu hücre çoğalmasının 

Bevacizumab eklenmesiyle ortadan kalktığı gözlenmiĢtir 172. Benzer 

Ģekilde Lee ve arkadaĢlarının yaptığı çalıĢmada, Bevacizumab’ ın etkisi 

insan umbilikal damar endotel hücreleri (HUVEC) ile Y-79 insan 

retinoblastoma hücreleri ile birlikte kültüre edilerek araĢtırılmıĢtır. 
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ÇalıĢmada, Y-79 retinoblastoma hücresinin ortama VEGF salgıladığı ve iki 

hücrenin bir arada bulunduğu bu koĢullarda her iki hücrenin çoğalmasında 

artıĢ olduğu bildirilmiĢtir. Buna karĢın ortama eklenen Bevacizumab’ ın 

ortama salgılanan VEGF’ miktarını azalttığı ve bu durumunda hücrelerin 

çoğalmasını engellediği belirlenmiĢtir 176. Xiong ve ark.’ larının 2010 

yılında yaptıkları çalıĢmada ise bir arada kültüre edilen HUVEC hücreleri 

ile hepatosellüler kanser hücrelerine Bevacizumab uygulandığında, 

endotel hücrelerinde VEGF-PI3K/Akt-survivin sinyal kaskadının 

baskılandığı ve hepatoselüler kanser hücrelerinin adriamisin duyarlılığının 

arttığı gözlenmiĢtir. Bu çalıĢmada, hepatoselüler karsinom hücrelerinin 

verildiği farelerde, bevacizumab ile adriamisinin birlikte uygulamasının, 

ilaçların tek baĢına verilmesine oranla daha iyi sonuçlar verdiği 

bulunmuĢtur 175. Bu çalıĢmalardan elde edilen veriler genel olarak, 

Bevacizumab’ın kanser hücrelerinin çoğalması üzerine olan etkileri 

açısından dikkate alındığında, çalıĢmamızda bulduğumuz sonuçlarla 

uyumlu olduğu görülmektedir. ÇalıĢmamızda Bevacizumab’ ın meme 

kanseri hücre hattı olan MDA-MB-231 hücrelerinin çoğalması üzerine 

negatif etkilerinin olduğu hücrelerin apoptoza uğramasından (Grafik 2-5) 

ve kültür ortamına LDH salınımının artmasından (Grafik 6) 

gözlenmektedir. Ayrıca hücrelerde DNA sentez oranlarının azaldığının 

görülmesi de hücrelerin çoğalma miktarında azalmanın olduğunu 

göstermektedir (Grafik 7).  

 

 

Bevacizumab’ ın kanser hücreleri üzerine olan çoğalmayı 

baskılayan etkilerini gösteren çalıĢmaların yanısıra ilacın kanser hücreleri 

üzerine etkisiz olduğunu bildiren çalıĢmalarda bulunmaktadır. Örneğin, 

Mabuchi ve arkadaĢları tarafından yapılan bir çalıĢmada, in vitro 

koĢullarda VEGF verilmiĢ olan over kanser hücrelerine uygulanan 

Bevacizumab’ ın, hücre çoğalması üzerine etkisinin olmadığı gösterilmiĢtir. 
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Ancak aynı çalıĢmada, in vivo koĢullarda Bevacizumab’ ın anjiyogenezi 

önemli ölçüde baskıladığı ve yara iyileĢmesini geciktirdiği bildirilmiĢtir 174. 

Bu çalıĢmalar dıĢında, Fujita ve arkadaĢları paklitaksel ve Bevacizumab’ 

ın birlikte etkisini çeĢitli baĢ boyun skuamoz kanseri hücre hatlarında 

çalıĢmıĢlardır. Bevacizumab tek baĢına ve paklitaksel ile birlikte 

kullanıldığında hücrelerin çoğalması üzerine etkisinin olmadığı bildirilmiĢtir 
177. Bevacizumab’ın kanser hücreleri üzerine olan etkisinin araĢtırıldığı 

çalıĢmalarda görülen bu farklılıklar kullanılan hücre hatlarının birbirinden 

değiĢik olması, hücre kültür ortamı, hücrelere farklı ilaç 

konsantrasyonlarının uygulanması gibi nedenlerden dolayı olabilir. Ancak 

yapılan çalıĢmalarda kullanılan hücrelere baktığımızda, asıl nedenin 

kanser hücrelerindeki farklılık olduğu göze çarpmaktadır. Bu durum 

Bevacizumab tedavisi alan kanser hastalarının ilaca farklı cevaplar 

verebileceğini akla getirmektedir. Hatta Emlet ve arkadaĢlarının 171 yaptığı 

çalıĢma dikkate alındığında, meme kanserine ait üç farklı hücrenin (MCF7, 

MDA-MB-231, ve SKBR3) Bevacizumab uygulamasına farklı cevaplar 

verdiği görülmektedir. Bu durum tedavide, farklı kanser hücresi klonlarını 

barındıran tümör dokusunda da ilaca yanıtın değiĢiklik gösterebileceğine 

iĢaret etmektedir. Bunun sonucunda ise direnç gösteren hücrelerin 

zamanla metastaz ile uzak doku ve organlara gidebileceği de 

unutulmamalıdır.  

 

 

Meme kanseri hücre hatları ile primer meme kanseri 

hücreleri VEGF veya VEGF reseptörünü ifade etmektedir 178-182. Meme 

kanserlerinde VEGF ifadesindeki artıĢ tümörün ilerleyiĢi ve tekrarlama riski 

ile iliĢkili olarak bulunmuĢtur 183. 
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Kanser dokusunda anjiyogenezi arttırdığı bilinen diğer önemli 

bir molekül grubu da, COX-2 enziminin etkisi ile oluĢtuğu bilinen 

prostanoidlerdir. COX-2 etkisi ile oluĢan bu moleküllerin ayrıca invazyonu 

uyardığı ve metastazı arttırdığı da bilinmektedir 184, 185.  

 

 

ÇeĢitli tümör ve premalign dokularda COX-2 geninin 

ifadesinde artıĢ olduğunun belirlenmesi, COX-2’nin tümör geliĢiminde 

önemli roller oynadığını göstermektedir 186. Ayrıca meme kanserlerinde de 

COX-2 ifadesindeki artıĢın kötü prognoz ile iliĢkili olduğu bildirilmiĢtir 187. 

Anjiyogenez sırasında VEGF molekülünün COX-2 kökenli prostaglandinler 

ile etkileĢime geçtiği ve meme kanseri hastalarına ait dokularda VEGF ile 

COX-2 ifadesinin tümör derecesi, lenf nodu metastazı ve tümör büyüklüğü 

ile pozitif korelasyon gösterdiği bildirilmiĢtir 188. ÇalıĢmamızda 

Bevacizumab aracılığı ile VEGF molekülü baskılanmıĢ olan MDA-MB-231 

hücrelerindeki COX-2 ifadesine baktığımızda, düĢük ilaç 

konsantrasyonlarında COX-2 geninin ifadelenmesinin arttığını belirledik. 

Buna karĢın, 150 ve 200 μg/ml konsantrasyonlarda özellikle 96 saat süreli 

inkübasyonda COX-2 mRNA’sının ifadesinde azalmanın olduğunu 

gözledik (Grafik 12). Aynı sürelerde VEGF ile VEGFR-2’nin mRNA ifade 

düzeylerinin COX-2 ifade düzeyleri ile korelasyon gösterdiğini belirledik 

(Grafik 9-11). VEGF’yi hedef alan ajanların anti-anjiyojenik etkilerinin 

kanserlerde etkili olduğu bildirilmiĢ olsa da  189-191 hem VEGF hem de 

reseptörünü ifade eden tümörler otokrin ya da parakrin Ģekilde geri 

beslemeli sinyal yolaklarını kullanabilir 192-194. Bu durum kısa süreli ve 

düĢük doz Bevacizumab inkübasyonu sonucunda VEGF ile reseptörünün 

mRNA ifade düzeylerindeki artıĢı açıklamaktadır. Ayrıca COX-2 geninin 

ifadesinde de benzer Ģekilde artıĢın olması MDA-MB-231 hücrelerinin 

anjiyogenez yeteneğinin sadece VEGF aracılı olmadığını buna baĢta 

COX-2 geni olmak üzere anjiyogenez ile iliĢkili genlerin ve henüz 
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belirlenmemiĢ diğer olası genlerin de önemli ölçüde katkıda 

bulanabileceğini göstermektedir.  

 

Ġlginç bir Ģekilde pankreas kanser hücrelerinde yapılan bir 

çalıĢmada, Bevacizumab uygulanmıĢ olan hücrelerde, VEGF geninin 

transkripsiyonel kontrolünde iĢ gören Sp1 transkripsiyon faktörünün 

ifadesinin arttığı gösterilmiĢtir. Bu transkripsiyon faktörünün artıĢına bağlı 

olarak baĢta VEGF olmak üzere Sp1 molekülünün hedefi olan diğer 

genlerin de ifadelerinde artıĢ olduğu belirlenmiĢtir 172. Bu açıdan 

baktığımızda, COX-2 geninin promotör dizisinde iĢlevsel Sp1 bağlanma 

bölgesinin olması 195, Bevacizumab uygulaması sonrasında VEGF ile 

COX-2 geninin ifadelerindeki değiĢikliğin birbirleri ile uyum içinde olmasını 

açıklamaktadır.  

 

Hücre invazyonu ve migrasyonu meme kanserinin 

metastazında önemli bir yere sahiptir 196. Solid tümörlerde antianjiyogenik 

tedavi ile invazyon arasındaki iliĢkiyi araĢtıran sınırlı sayıda çalıĢma 

bulunmaktadır. Yang ve arkadaĢlarının yaptıkları bir çalıĢmada insan 

uveal melanoma hücre hatlarında Bevacizumab ile birlikte in vitro 

invazyonun azaldığı gösterilmiĢtir 197. Bevacizumab’ ın anjiyogenezi 

baskıladığını gösteren preklinik ve klinik faz çalıĢmalarına karĢın 

anjiyogenez üzerinde arttırıcı etkisi olduğunu gösteren bazı çalıĢmalar da 

bulunmaktadır. Keunen ve arkadaĢlarının ratlarda oluĢturdukları 

glioblastoma üzerinde yaptıkları çalıĢmada Bevacizumab tedavisinden 

sonra tümör hücre invazyonunun arttığı gözlemiĢtir 198. Ebos ve 

arkadaĢlarının yaptığı diğer bir çalıĢmada ise antianjiyogenik ilaçlarla 

tedavi edilen farelerde metastazın arttığına dair veriler elde edilmiĢtir 
185199. Bu çalıĢmaların dıĢında Lucio-Eterovic ve arkadaĢlarının yaptığı bir 

çalıĢmada 72 saat Bevacizumab uygulamasından sonra doza bağımlı 

olarak glioblastoma hücre hatlarında invazyonun arttığı gözlenmiĢtir. Bu 
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çalıĢma ile VEGF dıĢındaki diğer proanjiyogenik faktörlerin ifadelerindeki 

artıĢ sayesinde glioblastoma hücrelerinin antianjiyogenik tedaviden kaçtığı 

gösterilmiĢtir. Ayrıca, Lucio-Eterovic ve arkadaĢları endotel hücrelerdeki 

parakrin VEGF etkisinin yanısıra otokrin VEGF sinyalinin glioblastoma 

hücre invazyonunu kontrol ettiğini belirtmiĢlerdir 200. Bevacizumab’ ın 

meme kanseri üzerine etkisini araĢtıran çalıĢmalarda çeliĢkili sonuçlar ile 

karĢılaĢılmaktadır. Bazı çalıĢmalarda Bevacizumab’ ın metastatik meme 

kanseri üzerine etkisinin kısa süreli olduğu ayrıca hastaların yaĢam 

sürelerinin artmadığı gösterilmiĢtir 201. Bizim çalıĢmamızda MDA-MB-231 

kanser hücrelerinde 24, 48 ve 72 saat süre ile bevacizumab uygulaması 

yapılmasına rağmen hücre invazyonunda herhangi bir azalma gözlenmedi. 

Ancak 96 saat inkübasyondan sonra hücre invazyonunda doza ve zamana 

bağlı olarak azalma olduğu gösterildi. Bu sonuç VEGF’ nin 96. saate kadar 

gösterdiği mRNA düzeyindeki artıĢla paralellik göstermektedir. Hücrelerin 

antianjiyogenik tedaviye verdiği yanıtın meme kanseri hücrelerinde yüksek 

oranda sentezlenen VEGF’ nin otokrin cevabından kaynaklandığını 

düĢündürmektedir. Bizim çalıĢmamızı destekler nitelikte olan bazı 

çalıĢmalar ile meme kanseri hücrelerinin yüzeyindeki VEGFR-2 

aktivasyonu sayesinde VEGF-A üretimininin arttığı bildirilmiĢtir. Bu sayede 

bu hücrelerde ayrı bir otokrin sinyal döngüsünün varlığı gösterilmiĢtir. Bu 

sinyal döngüsü aracılığıyla VEGFR-2 aktivasyonu sonucunda meme 

kanseri hücrelerinin geliĢimi ve sağkalımı desteklenmektedir 193. 

 

Antianjiyogenik bir ajan olan Bevacizumab dıĢında 

geliĢtirilmiĢ ve geliĢtirilmekte olan birçok terapötik ajan bulunmaktadır. 

Ancak bunların faz çalıĢmalarının yapılması oldukça uzun zaman almakta 

ve bu ilaçların bazıları yüksek oranda gösterdikleri yan etkiler nedeniyle 

kullanımdan kaldırılabilmektedir. Yeni ilaç geliĢtirebilmesi için öncelikle 

kanser oluĢumuna neden olan mekanizmaların aydınlatılması 

gerekmektedir. Günümüzde ölümle sonuçlanan kanserler arasında ilk 
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sıralarda yer alan meme kanseri geliĢiminin, ilerlemesinin ve metastazının 

altında yatan hücresel ve moleküler mekanizmaların araĢtırılması ve iliĢkili 

moleküllere karĢı yeni terapotik yaklaĢımların geliĢtirilmesi meme 

kanserinin tedavisinde önemli adımlar atılmasını sağlayacaktır.  
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6. SONUÇ 

Bu tez çalıĢmasında Bevacizumab’ ın MDA-MB-231 hücre 

hattı üzerine olan etkilerini araĢtırdık. Ġlaç uygulaması sonrasında 24, 48, 

72 ve 96. saatlerde hücre kültürleri sonlandırılarak hücrelerin canlılık 

oranları, nekroz oranları ve apoptotik oranları uygun yöntemler kullanılarak 

belirlendi. Ayrıca, Bevacizumab’ ın DNA fragmentasyonuna, DNA 

sentezine ve anjiyogenez ile ilgili genlerin ifadesi üzerine etkisi Real-Time 

PCR yöntemleri kullanılarak araĢtırıldı. 

 

ÇalıĢmamızda Bevacizumab’ ın etkisiyle 24 ve 48. saatlerde 

COX-2 ifade düzeyinde artıĢ gözlense de, daha yüksek süre ve 

konsantrasyonlarda COX-2 ifade oranının azaldığının bulunması VEGF 

inhibitörü olan Bevacizumab’ ın uzun süreli inkübasyonlarda ve yüksek 

dozlarda COX-2 ifade düzeyini baskılayabileceğini ve hücrelerin 

anjiyogenik özelliklerini azaltabileceğini göstermektedir. 

 

 

VEGF’ nin büyüme ve metastaz için kritik bir faktör olduğu 

bilinmektedir. Bu nedenle VEGF’ ye yönelik tedavi stratejileri son 

zamanlarda oldukça önemli hale gelmiĢtir. ÇalıĢmamızda, anjiyogenez 

belirteci olan VEGF-A, VEGF-C ve VEGFR2 mRNA ifade düzeylerinin ve 

invazyon yeteneklerinin 96 saat Bevacizumab uygulamasından sonra 

azaldığının bulunması, MDA-MB-231 hücrelerinin anjiyogenik özelliklerinin 

baskılanması için uzun süreli Bevacizumab uygulanması gerekliliğini 

göstermektedir. 
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Sonuç olarak, tümör dokusunun büyümesi ve metastatik 

özellik göstermelerinde önemli olan anjiyogenezin baskılanması için 

kullanılan baĢta Bevacizumab olmak üzere diğer antianjiyogenik ajanların 

kanser hücreleri üzerine olan etkilerinin araĢtırılması ve bu moleküllerin 

uyardığı ya da baskıladığı sinyal yolaklarının tanımlanması, metastatik 

özellik gösteren kanser hücrelerinin apoptoza yönlendirilmesinde daha 

etkili olabilecek ajanların tasarlanması ve geliĢtirilmesine olanak 

sağlayacaktır. 
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7. ÖZET 

Bevacizumab’ın antianjiyogenik ve apoptotik etkilerinin 

meme kanserli hücre hattında araştırılması 

Tümör anjiyogenezi tümör hücreleri tarafından anjiyogenik 

faktörlerin salınımı, proteolitik enzimlerin aktivasyonu ve endotelyal 

hücrelerin proliferasyonu ve göçünü içeren çok aĢamalı kompleks bir 

mekanizmadır. VEGF büyüme ve metastaz için kritik olan anjiyogenik bir 

fenotipe geçiĢte sınırlayıcı bir faktördür. Anjiyogenez hedefli son 

yaklaĢımlar vasküler endotelyal hücreleri uyaran faktörlerin ve bunların 

reseptörlerinin baskılanmasına bağlıdır. VEGF bu alandaki araĢtırmalarda 

en önemli hedef moleküllerden biri haline gelmiĢtir.  VEGF’ye karĢı 

geliĢtirilen ilaçlardan biri monoklonal bir antikor olan Bevacizumab’ dır 

(Avastin, Altuzan). Prostoglandinlerin COX-2 ile indüklenmiĢ artıĢı, 

anjiyogenez, kanser hücrelerinin çoğalması, apoptozun baskılanması ve 

metastatik potansiyelin artıĢını uyarmaktadır. Bu çalıĢma ile 

Bevacizumab’ın meme kanseri hücre hattı olan MDA-MB-231 üzerindeki 

antianjiyogenik ve apoptotik etkisi ile VEGF-A, VEGF-C, VEGFR2 ve 

COX-2 mRNA ifadeleri üzerindeki etkilerinin araĢtırılması amaçlandı. 

 

ÇalıĢmamızda, MDA-MB-231 hücrelerinde, çeĢitli doz ve 

inkübasyon sürelerinde, Bevacizumab uygulanması sonrası, “XTT” 

yöntemi ve “akridin oranj-etidyum bromür” boyamasıyla hücre canlılığı 

belirlendi. Aynı sinyal iletim yolağında görev alan VEGF-A, VEGF-C, 

VEGFR2 ve bu yolak üzerine de etki eden COX-2 genlerinin mRNA ifade 

düzeylerinin belirlenmesi için kantitatif Real-Time PCR yöntemi kullanıldı.  
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ÇalıĢmamızda, Bevacizumab’ ın etkisiyle 24 ve 48. saatlerde 

COX-2 ifade düzeyinde artıĢ gözlense de 72 ve 96. saatlerde bu COX-2 

ifade oranı 50 μg/ml’ den sonraki dozlarda düĢük düzeylerde 

seyretmektedir. Anjiyogenezde önemli görevi olduğu bilinen VEGF-A, 

VEGF-C ve VEGFR2 mRNA ifade düzeylerinin ve invazyon yeteneklerinin 

24, 48 ve 72. saattlerde doza bağımlı olarak amlamlı düzeyde arttığı 

belirlendi. 96. saatte ise VEGF-A, VEGF-C ve VEGFR2 mRNA ifade 

düzeylerinin ve hücrelerin invazyon yeteneklerinin anlamlı düzeyde 

azaldığı gözlendi. Elde ettiğimiz veriler, MDA-MB-231 hücrelerinin 

anjiyogenik özelliklerinin baskılanması için uzun süreli Bevacizumab 

uygulaması gerektiğini düĢündürmektedir.   

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 

mRNA 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 μg/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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