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1.GIRiS

1.1.Kanser

Tiim dilinyada giderek artan bir saglik sorunu haline gelen kanser, maddi ve
manevi kayiplara ve ayrica toplumlar i¢in sosyoekonomik bir yiike yol agmaktadir.
Kanser, hiicrenin biiyiimesi ve hiicre dongiisiinii kontrol eden genlerin
mutasyonu veya anormal aktivasyonuyla meydana gelmektedir (Williams, 2001).
Genel olarak sistemik, cevresel ve genetik faktorlerin birbiri ile etkilesimi sonucunda

gelisme gostermektedir (Yokus, 2012).

1.1.1. Kolorektal Kanser

1.1.1.1. Epidemiyolojisi

Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) 2015 yilinda yayimladig: verilere gore,
diinyada kanser oliimlerinde kolorektal kanserler (KRK) dordiincii siray1 almustir.
Bizde ise tiim yas gruplarindaki erkeklerde ve kadinlarda iigiincii sirada gelmektedir
(T.C. Saglik Bakanlig1., 2017).



Trakea,Brong Akciger II—— 711

Prostat I 127
Kolorektal __ 9.3
Mesane __ 7.7
Mide __ 2.9
Mon-Hodgkin lenforma ._ 3.0 B Yizde
Bobrek N 2.7
Larinks .- 2.6
Tiroid .- 25

Beyin, sinir sistemi [l 2.2

0 5 10 15 20 25

Sekil 1.1. Tiim Yas Gruplarindaki Erkeklerde En Sik Gériilen Baz1 Kanserlerin Bu Grup Igindeki
Yiizde Dagilimlar: (Tiirkiye Birlesik Veri Tabani, 2014) (T.C. Saglik Bakanlig1., 2017)
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Sekil 1.2. Tiim Yas Gruplarindaki Kadinlarda En Sik Gériilen Bazi Kanserlerin Bu Grup Igindeki
Yiizde Dagilimlari (Tirkiye Birlesik Veri Tabani, 2014) (T.C. Saglik Bakanlig1., 2017)



1.1.1.2. Etiyolojisi

Kolon kanserinin meydana gelmesinde g¢evresel faktorler, yas, diyet, adenom
ve karsinom Oykiisli, Ozellikle inflamatuvar bagirsak hastaliklar, predispozan

hastaliklar ve aile oykiisii etkilidir (Papamichael ve ark., 2013).

Kolon kanser insidansi, farkli cografik alanlarda genis ¢apli olarak degisiklik
gostermektedir; Asya, Afrika ve Latin Amerika iilkelerinde kismen daha az, Kuzey
Avrupa, Avusturalya, Yeni Zelanda ve Amerika’yr da igine alan Bati iilkelerinde

daha fazladir (Smith ve ark., 2002 ; Rupnarain ve ark., 2004).

1.1.1.3. Kolon ve Rektumun Anatomisi

Kalin bagirsak, ileumun bitiminden aniise kadar uzanmaktadir ve ortalama
1.5 m uzunlugundadir. Sindirim kanalinin beste birini olusturur. Anatomik olarak
¢ekum, ¢ikan kolon, transvers kolon, inen kolon, sigmoid kolon ve rektumdan olusur.
Rektum yaklasik olarak 10-14 ¢cm uzunlugundadir ve sigmoid kolon ile sakrum
egilimini takip eden anal kanal arasinda yer alir. (Premkumar, 2015;Gordon ve
Nivatvongs, 2007).

Kalin bagirsagin tabakalari; mukoza, submukoza, kas tabakasi ve seroza
olmak tizere dort bolgeye ayrilir.. Kolonun mukozasi katlamalar ya da villuslar
icermeyen bir yapiya sahiptir. Cok sayidaki diiz, tlibiiler bezler ya da Lieberkiihn

kriptalar1 kolon mukozasi i¢in karakteristik dzellik tagir (Ross ve Pawlina, 2014).
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Sekil 1.3. Kalin Bagirsagin Kisimlar1 (Netter, 2011)

1.1.1.4. Kolorektal Karsinogenez

Birden ¢ok sayida mutasyonun asamali olarak birikiminin gozlendigi
kolorektal karsinogenez i¢in iki farkli yol vardir. Bu mutasyonlar birikim
mekanizmalar1 ve gergeklestikleri genlere gore degisiklik gosterir (Belluco ve ark.,
2002).

Birinci yol olan APC/B-cathenin yoludur. Siire¢ lokalize bir epitel
proliferasyon ile baslar, displazi derecesinin artmasiyla kii¢iilk adenomlar olusur,
ardindan progresif olarak biliyiimeye devam eder ve sonunda invaziv kanser halini
alir (Belluco ve ark., 2002).



ikinci yol ise sporadik vakalarm %10-15’inde tespit edilen DNA tamir
genlerinin inaktive olmasiyla iliskilidir. (Belluco ve ark., 2002). DNA tamir
mekanizmasi ile iliskili, hMSH2, hMLH1, hPMSlve hPMS2 genlerinde olusan
herhangi bir kalitsal mutasyon HNPCC (Herediter Nonpolipozis Kolon Karsinomu)
ailesel sendromundan sorumludur (Kumar ve ark., 2013). Kolon kanseri ve
adenomlarda en sik goriilen aktive onkogen K-RAS genidir. Bu gen hiicre i¢i sinyal
transdiiksiyonunda goérev alir (Kumar ve ark., 2005). 17p kromozomunda olusan
delesyon ise hiicre siklusunun diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan p53 genini

etkilemektedir (Kumar ve ark., 2005).

Sonugta KRK Karsinogenezinin olusumunda bir¢ok faktér anahtar rol
oynamaktadir. Adenomdan karsinoma gidiste meydana gelen mutasyonlar sirasinda,
bir takim ek mutasyonlar olugsmaktadir. Ancak bunlarin mutlaka sirasi ile olugmasi
icin zorunluluk yoktur. Sadece tek bir olaylar dizisi degil, genomdaki degisimlerin
tamaminin birikimi ile neoplastik lezyonun boyutlarinin, displazi seviyesinin ve

invazyon potansiyelinin artig1 gergeklesir (Kumar ve ark., 2013).
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Sekil 1.4. Kolorektal Karsinogenez



1.1.1.5. Lokalizasyon

Karsinomlarin %350’si rektosigmoid bdlgede meydana gelir. Fakat son
zamanlarda yapilan epidemiyolojik ¢aligmalar anatomik dagilimin distalden
proksimale yer degistirme egiliminde oldugunu gostermektedir. (Rosai J., 2004 ;
Figen D., 2005). Yapilan ¢alismalarda sol kolon karsinomlarinda 5 yillik yasam
stirelerinin uzadigi; fakat tedavi ve teshis tekniklerindeki gelismelerin sag kolon
karsinomlarinin yasam siirelerine katki saglamadigi bulunmustur (Tang ve ark.,
1999). Multisentrik olarak gelisebilen kolorektal karsinomlar i¢in bu oran %3-6’dir
(Rosai J., 2004).

1.1.1.6. Tiimér Yayilim ve Metastaz

Metastatik yayilim en fazla karacigerde ve bolgesel lenf nodlarinda goriiliir.
Yiksek infiltratif biiylime paterni gosteren ve az diferansiye alanlar1 olan tiimorlerde
lenf nodu metastazi daha sik gozlenir. (Dalton ve Chandrasoma, 1999; Cooper Hs,
2004 ; Rosai J, 1996).

1.1.1.7. Evreleme

Kolorektal karsinomlari evrelemek i¢in 3 farkli sistem bulunmaktadir:

e Dukes sistemi
e Astler-Coller sistemi
e TNM sistemi

Giintimiizde American Joint Committee on Cancer (AJCC) ve International
Union Against Cancer (UICC) tarafindan yapilan TNM (T: Timoér invazyonu, N:
Lenf nodu tutulumu, M: Metastaz) evrelemesi kullanilmaktadir (International Union
Against Cancer (UICC)., 2009).



Cizelge 1.1. Kolon Kanserinde Evreleme(International Union Against Cancer (UICC)., 2009)

Evre TNM Dukes Tiimér invazyon 5 yilik yasam
siniflamas1 | derecesi
0 TO,NO,MO Gozle goriiliir timor
yok %97
| T1,NO,MO A Tumor miiskiilaris
I T2 NO.MO mukoza ve submukoza %90
o sinirl
1] T3,NO,MO Bl Tiumor miiskiilaris %78
T T4,NO,MO B2 propriaya sinirlt %63
11 T1-4,N1,M0 C1 Timor serozaya %056-65
I T1-4,N2,M0 C2 | ulasmus, komsu organ %26-37
tutulumu olabilir.
v T1-4,N1-2M1 D Uzak metastaz var %1
Tis: Insitu karsinom NO: Lenf nodu tutulumu yok
T1: Submukoza invazyonu N1: 1-3 lenf nodu tutulumu
T2: Miiskiilaris propriaya invazyon N2: > 4 lenf nodu tutulumu
T3: Seroza invazyonu MO: Uzak metastaz yok
T4: Komsu organ invazyonu MO: Uzak metastaz var
1.1.1.8. Tedavi

Kolorektal karsinomlarda primer tedavi cerrahi rezeksiyondur. Cikartilacak
segmentin boyutlar1 kanserli kolon kesimini besleyen damarlara gore belirlenir
(Kalayc1 G., 2002).

Cerrahi tedavi sonrasinda ilk ii¢ y1l icinde niiksler olabilmektedir. irinotekan,
oksaliplatin gibi yeni kemoterapi ajanlari ve bevasizumab ve setuksimab gibi
monoklonal antikorlar son yillarda metastatik kanser tedavisinde kullanilmaya
baslanmistir. Boylelikle hastalarin sag kaliminda onemli gelismeler gozlenmistir

(Dogan ve Akbulut, 2009).

Postoperatif kemoterapi ve radyoterapinin kombine kullanimi, lokal rekiirrens
riskini azaltmaktadir (Rosai J., 2004). Kemoterapi ilac1 olan 5-FU (5- Florourasil)
siklikla 1957 yilindan itibaren kullanilmaktadir (Skibber ve ark., 2001). Bunun



yanisira oksaliplatin, irinotekan ve katesitabin sitotoksik ajan olarak, bevasizumab,
setuksimab ve panitumumab ise biyolojik ajan olarak son on yildir tedavide yaygin
olarak kullanilmaktadir. Fluoropirimidin temelli kombinasyon tedavisi metastatik
hastalikta standart tedavidir. Genellikle 5-FU, Oksaliplatin ve Lodkovorin
kombinasyonu: FOLFOX ya da 5-FU, Irinotekan ve L&kovorin kombinasyonu
(FOLFIRI) kullanilmaktadir (Zuckerman ve , Clark, 2008).

1.1.1.9. Prognoz

Kolorektal karsinomun 5 yillik sag kalim orani, kiiratif rezeksiyon sonrasi
%40-60 arasmdadir. Ilk iki yilda rekiirrenslerin %71’i, bes yilda %91°i meydana
gelmektedir (Rosai J., 2004).

Kolorektal karsinomlarda prognozla iligkili olarak asagidaki faktorler
calisiimistir:

Yas, cinsiyet, serum CEA diizeyi, tiimor lokalizasyonu ve boyutu,
obstriikksiyon ve perforasyon varligi, timor smirlart ve inflamatuar reaksiyorni
vaskiiler invazyon, perinoral invazyon, mikroskopik tiimor tipi, néroendokrin hiicre

varligi, lenf nodu tutulumu, evre ve anjiogenez gibileri prognostik 6nemdedir.

1.1.2. Tiimér Anjiogenezi

Anjiyogenez kanser prognozunda ¢ok Onemli bir siirectir. Endotel
hiicrelerinin kiimelenmesi ile olusan kapillerlerin dallanmasi ve genislemesi ve
kiigiik damarlarin biiyliylip filizlenmesine ‘anjiyogenez’ adi verilir. Kisaca, yeni
damar gelisimi olarak tanimlanmaktadir(Folkman ve Shing, 1992). Kan damarlarinin
gelismesini  proanjiojenik ve antianjiyojenik  faktorler arasindaki denge
belirlemektedir. Embriyonik gelisme, yara iyilesmesi ve tireme gibi fizyolojik
durumlarda rolii olan anjiogenez tiimorlerin progresyonu, invazyonu ve metastazinda

da olduk¢a 6nemlidir (Folkman J., 1995).



Tiimor hiicreleri oksijenin diffiizyon mesafesi olan 200-300 mikron mesafeye

kadar kapiller damarlarin ¢evresinde dizilirler. Fakat en fazla 2-3 mm biiyiiklige

kadar ulasabilirler. Bu biiyliklilkten daha fazla biiyiiyebilmeleri i¢in anjiyogenez

stireci baglamalidir (Folkman J., 2006).

1.1.2.1.Anjiyogenik Aktivatorler ve inhibitorler

Anjiyogenez, pek ¢ok proanjiogenik ve antianjiogenik molekiiliin diizenledigi

oldukg¢a kompleks ve dinamik bir siiregtir. Proanjiogenik faktorler ile antianjiogenik

faktorler arasinda olan dengenin proanjiogenik faktorler lehine degismesi sonucu

yeni damar olusumu meydana gelir. Anjiogenezi inhibe eden ve uyaran faktorler

Cizelgel.2.°de gosterilmistir.

Cizelge 1.2. Anjiyogenez Modiilatorleri (Vasudev ve Reynolds, 2014)

Anjiojenezi inhibe Edenler

Anjiojenezi Uyaranlar

Trombospondin

Vaskiiler endoteliyal biiylime faktorii (VEGF)

Anjiostatin (plasminojen kismi)

Bazik Fibroblast biiylime faktorii (bFGF)

Endostatin (kollajen XVIII kismi)

Asid Fibroblast biiyiime faktorii (sFGF)

AaAt (antithrombin 111 kismi)

Platelet kaynakli biiylime faktorii (PDGF)

Vazostatin Hepatosit biiylime faktorii
Troponin 1 Insulin-benzeri bityiime faktori
Prolaktin Epidermal biiytime faktorii (EGF)
Anjiopoetin-2 TGF-a

Alfa interferon TGF-B

Interlokin 12 TNF-a

Gamma interferon PIGF

Fibronektin Anjiopoetin-1

Metalloproteinaz doku inhibitorleri Anjiojenin

Plazminojen aktivator inhibitor 1 (PAI-1) Pleotrofin

Platelet faktor 4 (PF 4) Leptin

Pigment epitelial hiicre faktori Granulosit-koloni uyarici faktor (G-CSF)
Retinoik asit Proliferin

Dopamin Interldkin 8

2-Metoksi-ostradiol




Bu diizenleyicilerle birlikte ayrica hipoksi, disiik pH, inflamasyon,
hipoglisemi, timdr baskilayict genlerin delesyonu ve onkogen aktivasyonu

anjiyogenez olusumunu etkileyen faktorler arasindadir (Fidler ve ark., 2001).

1.1.2.2. Anjiogenez Olusum Basamaklari

Anjiogenez olusum basamaklar1 dért asamadan meydana gelir. Ik olarak
endotel hiicrelerin kan damarim1 ¢evreleyen bazal laminada bir aciklik olusturmasi
gerekmektedir; bu sebeple bazal membran ve ekstraselliiler matriksin yikilmasi i¢in
proteazlar {retilir. Aktif endotel hiicrelerden ve stromadan salinan matriks
metalloproteinazlari (MMP) bu yikimda gorev alir. Endotel hiicrelerinin sinyal
kaynagina dogru hareket etmeleri ikinci agamadir. Bunun hemen ardindan endotel
proliferasyonu goriiliir. Son agsama ise tiipsii yapinin olugmasidir. Proliferasyon sona
erer ve hiicreler birbirlerine sikici tutunup morfolojilerini degistirerek bir liimen
olustururlar. Vaskiiler diiz kas hiicrelerin ve perisitlerin endotelyuma katilmasi ve
yeni bazal membranin sentezlenmesiyle anjiogenez olusumu sona erer (Schulz WA,
2005).
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Aktivatorer Inhibitérler

VEGF, iINOS Trombospondin-1
FGF, EGF Anjiyostatin
PDGF Platelet faktor-4

(a) (b) (c) (d)

Sekil 1.5. Anjiyogenez olusum basamaklari (Liao D ve Johnson, 2007) (a) endotel hiicre (koyu gri),
bazal lamina (siyah c¢izgi) ve perisit (agik gri) birlikteligindeki normal damar yapisi. (b)bazal
membran yikiminin ardindan perisit ayrilmasi. (¢) anjiyogenik uyarana dogru endotelyal hiicrelerin
gocii. (d) bazal membranin konumlanmasi, perisit tutunmasi ve limen olusumu.

Perisitlerin ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinin komsu olduklar1 endotel
hiicreleri i¢gin VEGF kaynagi olusturduklar diistiniilmektedir. Tiim6r damarlarim
saran perisitler ve vaskiiler diiz kas hiicreleriyle endotel iliskisinin kesinlesmesi hem
timor anjiyogenezinin hem de dogru antianjiyogenik tedavi yaklasimlarinin

gelistirilmesine katkida bulunabilecektir.

1.1.2.3. VEGF ve VEGFR Ailesi

VEGF, platelet kokenli biiyiime faktorii (PDGF) ailesine ait bir proteindir ve
altinci kromozomun 6pl2 lokasyonunda bulunmaktadir. Vaskiiler gecirgenligi
arttirma, anjiyogenezisi ve vaskiilogenezisi uyarma, endotel hiicre proliferasyonunu

arttirma ve apoptozisi engelleme gibi gorevleri bulunmaktadir (NCBI, 2017).

VEGF, endotel hiicrelerinin aktivasyonunda esas rol oynamaktadir. VEGF
molekiil ailesi ligandlar1 (VEGF-A (VEGF), VEGF-B, -C, -D, -E) ve plasental
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biiylime faktorii PIGF-1 ve PIGF-2 endotel hiicreleri iizerinde bulunan reseptdrlerine
baglanirlar. Ug tane VEGF reseptorii tanimlanmistir. Bunlar VEGF ligandlarim
baglar (Bergsland E, Dickler, 2004). VEGFR-2 anjiogenez ve lenfanjiogenezden,
VEGF-R3 ise lenfanjiogenezden sorumludur (Ferrara ve Davis-Smyth, 1997).

VEGF-A
\ % ’ [&———— %5
VEGF
|

| resepton-2

[q

l

Gog, damar gegirgenligi, DNA sentezi, sagkalim

wilg Tl

Anjiyogenez Lenfanjiyogenez

Sekil 1.6. VEGF reseptorleri (Ferrara N., 2003)

Bagli  olmayan-VEGF’nin = Bevasizumab  direncinde rolii  oldugu
diistiniilmektedir fakat bu konu kesinlik tasimamaktadir. Oncelikle kolorektal kanser
olmak iizere bu iliski bazi tiimorlerde gosterilememistir (Akbulut ve Aktas, 2014).
Brauer ve ark.’larmin yaptig1 ¢alismada, VEGF sinyal yolaginda bulunan genler olan
VEGF-bagimli genler (VBG)’in dokuda mikrodizin analizi ile incelenmesi fare
timor modellerinde ve baz1 klinik ¢alismalardan elde edilen hastalarin doku
orneklerinde bu genlerin ifadesindeki artis ile anti-VEGF tedavilerden fayda

saglanabilecegi gosterilmistir (Brauer ve ark., 2013).
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1.1.2.4. Perisitler

Perisitler, kapiller damarlarin ¢evresinde bazal laminanin disinda, onlar
cevreleyen mezankimal hiicrelerdir. Endotel bazal laminasiyla kendilerine ait
eksternal laminalar1 kaynasir. Perisitler ikiye ayrilan bazal membranin i¢inde bulunur
ve endotel hiicreleri ile yakin temas halindedirler. Endotel hiicrelerini fizyolojik ve
mekanik acgidan desteklerler. Perisitler kontraktil 6zellige sahiptirler ve biyolojik
olarak aktif maddeleri sentez edebilirler. Kan akiminin diizenlenmesi, endotel
proliferasyonu, anjiogenez siire¢lerine katilabildikleri, perisit yoklugunda ise endotel
hiperplazisi, anormal anjiogenez ve artan kan-beyin bariyeri gegirgenligine sebep

oldugu gosterilmistir (Armulik ve ark., 2010).

Tiimor hiicreleri, endotel hiicreleri, perisitler ve stroma hiicreleri arasindaki
intraseliiler sinyalizasyon Sekil 1.7.’de gosterilmistir. Al ve Bcl-2 gibi antiapoptotik
proteinlerin ekspresyonunu VEGF tarafindan indiiklenir ve bdylelikle fosfoinositid
3- kinaz/Akt sinyal yolu aktive olur. Ayrica prostasiklini ve nitr6z oksidi uyararak,
fokal adezyon kinaz tirozin fosforilasyonunu artirarak endotel hiicreleri igin
antiapoptotik rol oynar (Alvarez ve ark., 2011). Platelet kaynakli biiylime faktorii
(PDGF); timidini timine defosforilleyerek serbest radikal olusumunu artirir ve
boylelikle anjiojenez genlerini aktive eder (Gasparini G, Harris, 1995). Doniistiirticti
biiyiime faktorii-f (TGF-B); endotel hiicreleri iizerinde kemotaktik etki gosterir
(Breier ve ark., 2002).
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Stromal Hacreler

Perisit Hicreler

Bazal Membran

EndotelHiicreler

Tumdr Hiicreleri

Dovacizumad
AFLiborcept

Extornal JNC-11218

Receptor ANC-1BF1
LOoPTo
Sunitinid
Soralenid
Nandetani

Axitinid
Soemaxind
AMGT06

Sekil 1.7. Timoér hiicreleri, endotel hiicreleri, perisitler ve stroma hiicreleri arasindaki intraseliiler
sinyalizasyon (Alvarez ve ark., 2011)

Normal dokuda perisitler, durgun haldeki endotele parakrin destek sinyalleri
saglarlar. Ornegin; perisitler tarafindan salgilanan Ang-1 anti-proliferatif sinyaller
tagir. Ang-1 de endotel hiicrelerin yiizeyinde eksprese olan Tie-2 reseptdriine
baglanir. Bazi perisitler ayrica diisiik seviyede VEGF {iretir (Gaengel ve ark., 2009).
Perisitler tarafindan salinan CSPG4/ NG2 (Kondroitin Siilfat Proteoglikanlari/ NG2)
anjiogenez siirecinde tiipsii yap1 olusturmay1 saglayan endotel ug hiicrelerini hipoksik
timor yoniine yonlendirir (Sekil 1.8.). Bu nedenle perisitler tiimdr anjiogenezinin
erken doneminde damar destabilizasyonunun baglatilmasinda ve endotel ug

hiicrelerinin olusumunda ve gogiinde 6nemli bir basamakta rol oynar (Volz ve ark.,

2015).
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Sekil 1.8. Tiimér neoanjiogenezinde perisit regiilasyonu (Volz ve ark., 2015)
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Son yillarda yapilan dikkatli mikroskopik calismalar perisitlerin, gevsek de olsa,

tiimdrlerin pek ¢ogunda goriilen yeni damar olusumuyla iligkili oldugu gosterilmistir

(Bergers ve ark., 2010). Hem endotel hem perisitleri hedefleyen bazi ¢alismalar

yapilmustir. Tiimor vaskiilatoriinde perisit ve endotel hiicrelerin kinaz inbibitorleriyle

ya da tek basina perisitler ile hedeflenmesinin tiimdr anjiogenezi ve biiylimesini

engelledigi gosterilmistir (Lu ve ark., 2007). Az sayidaki klinik ¢alisma diisiik perisit

yogunlugunun daha ¢ok kotii prognozla iliskili oldugunu gostermistir (O’Keeffe ve

ark., 2008). Perisitlerin bozulmasinin ise metastaz artisini destekledigi bildirilmistir

(Xian ve ark., 2006).
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1.1.2.5. Monoklonal Antikorlar

Kanserde immiinnoterapi yontemlerinden olan monoklonal antikorlarin

(mAb) etkinligi ii¢ temel mekanizmaya dayanir.
Bu mekanizmalar;

1) Kanser hiicrelerinin boliinme ve anjiyogenezde kullandiklari sinyal yolaklarimi

harekete geciren reseptdrlerin antikor baglanmasiyla inhibe edilmesini,
2) Antikora bagli hiicresel sitotoksisiteyi (ADCC) ve

3) Kompleman aktivasyonu ile komplemana bagli sitotoksisiteyi (CDC) igerirler

(Elloumi ve ark. 2012).

Giliniimlizde ilag olarak tiretilen ve kanser tedavisinde kullanilan baslica
monoklonal antikorlar arasinda Trastuzumab, Setuksimab, Rituximab, Alemtuzumab
ve Bevacizumab yer almaktadir. Hedefledikleri baslica kanserler kolon kanseri,
meme kanseri ve ¢esitli kan kanserleridir (Elloumi ve ark., 2012).

Geleneksel tedavinin aksine monoklonal antikorlar, antikor araciligiyla timor
antijenlerini hedeflerler ve bu sebeple hem toksisiteleri azdir hem de spesifiktirler.
Buna karsin monoklonal antikorlarin c¢esitli yan etkileri olabilmektedir. Ates,
yorgunluk, bas ve kas agrilari, nefes alma zorlugu ve kanamalarin artmas: buna

ornek olarak verilebilir (Elloumi ve ark, 2012).
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Cizelge 1.3. Giiniimiizde kolon kanseri tedavisi i¢in onayli monoklonal antikorlar (Vacchelli ve ark.,

2013)
Hedef Antijen Monoklonal Antikor | Antikorun Tipi | Kullanildigt bashca
kanser tiirleri

Epidermal biiylime Metastatik

faktorii  reseptoril Setuksimab Kimerik, IgG1 | kolorektal kanser ve

(EGFR) skuamoz hiicre
kanserler

EGEFR Panitumumab Insan, 1gG2 Metastatik
kolorektal kanser
Metastatik

Vaskiiler kolorektal kanser,

Endotelyal Bevasizumab Humanize, 1gG1 | kiicik hiicreli

Biiyiime  Faktorti olmayan akciger

(VEGF) kanseri ve over
kanser

1.1.2.6. Bevasizumab

Bevasizumab 1gG1 izotipinde olan humanize bir monoklonal antikordur. Bu
antikor anjiogenezi VEGFA’ya baglanarak inhibe eder (Los ve ark., 2007).
Metastatik  kolorektal

kanserli hastalarda kemoterapiyle birlikte uygulanan

Bevasizumab sag kalim oranini anlamli derecede artirmistir (Hurwitz ve ark., 2004).

Klinik ¢aligmalarda oxaliplatinin ve irinotekanin bevasizumab ve diger anti-
anjiyojenik ilaglarla kombine edilerek test edilmesi Onerilmektedir. Bevasizumab
klinik kullanimda metastatik kolorektal kanser ve kiigiik hiicreli olmayan akciger
kanseri i¢in 2004 yilindan itibaren, over kanseri i¢in 2011 yilindan beri Amerikan
Gida ve Ilag Dairesi (FDA) onayhidir (Vacchelli E, Eggermont A, Galon J, 2013).
Bevasizumab tedavisinde en fazla rastlanilan toksisite reverzibl hipertansiyon ve

proteiniiridir (Wolpin ve Mayer, 2008).

Kolon kanseri ve diger kanser tiirlerinde bevasizumab kullanildiginda ilk basta
yanit elde edilen hastalarda zamanla timor yanitinda bir duraklama ve ardindan
tiimdrde biiyiime gbzlenmektedir. Bu durum ‘klinik ilag direnci’ olarak isimlendirilir.
Fakat giinlimiizde bevasizumab i¢in kesin olarak tanimlanabilen ilag direng

mekanizmalar1 yoktur.
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Sekil 1.9. Bevasizumab mekanizmasinin sematik gosterimi. A, VEGF proteini ile g¢evrili
hipervaskiiler bir tiimér. B, bevacizumab bilesigi serbest VEGF'ye baglanir ve serbest VEGF
konsantrasyonunu diisiiriir. C, Mevcut VEGF'nin azaltilmasi tiimériin kan akiminin azalmasina ve
tiimoriin kii¢iilmesine neden olur (Mukherji, S, 2010).

Antianjiyogenik ajanlara direng gelisiminde hipoksi ve HIF bagimli cevaplarin
onemli rol oynadigi diigiiniilmektedir. Mancuso ve ark.’larinin yaptigi bir ¢alismada,
tek ajanli antianjiyogenik tedavi ile uyarilmis hipoksinin diger proanjiyogenik
faktorleri arttirmak suretiyle ilaca diren¢ gelisimi meydana getirdigi bildirilmistir

(Mancuso ve ark., 2006).

Bevasizumab ilacina kars1 antikor cevabi gelisip gelismedigi ve gelisebilecek bu
antikor cevabinin ilag direnci tizerine etkisi kesin olarak bilinmemektedir. Yapilan
bir caligmada vitreus i¢ine uygulanan bevasizumaba karsi noétralizan antikorlar

gelisebildigi gosterilmistir. (Forooghian ve ark., 2011).

Bu tez ¢alismasinda amacimiz kolorektal kanserli hastalarin timor dokusundaki
perisit varligiin bevasizumab tedavisinin etkinligindeki roliinii arastirmaktir. Elde
edilen sonuglara gbre hastaya alternatif tedavi secenekleri (kanser asilari,

immiinoterapi, gen terapisi vb.) sunulabilecektir.
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2.GEREC VE YONTEM

2.1. Hasta ozellikleri

Bu arastirmada, Ankara Universitesi Patoloji Anabilim Dali arsivinde uygun
parafin bloklart bulunan 6lg¢iilebilir lezyonu olan ve rutin kemoterapi protokoliine ek
olarak en az 2 ay bevasizumab kullanmis olan ve radyolojik olarak tedavi yaniti
degerlendirilmis olan, metastatik veya niiks 50 kolorektal kanserli hasta dahil
edilmistir. Calisma retrospektif olarak planlanmis olup A.U. Tip Fakiiltesi Tibbi
Onkoloji kliniginde tedavi ve takipleri olan hastalar alinmistir. Etik kurul onayini
takiben hastalarin Patoloji Anabilim Dal1 arsivinde bulunan parafinize timor doku

ornekleri kullanilmustir. Etik kurul raporu Ek.1’de sunulmaktadir.

2.2 Deneylerde kullanilan malzeme ve gerecler

2.1.1. Kullanilan Geregler
+ Santrifiij cihazi
+ -80°C sogutucu
» -20°C sogutucu
» Hassas tart
*  Santrifijj tiipleri
« Otomatik pipet
» Kuru 1s1 blogu
» Elektroforez cihazi
» Jel goriintiileme cihazi
» Spektrofotometre
* PCR cihazi (Thermal Cycler)

* gPCR cihazi
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2.1.2. Kullanmilan Kitler

+ Parafin Bloktan RNA Izolasyon Kiti ( Qiagen, RNeasy FFPE Kit)
» cDNA Sentez Kiti (Solis Biodyne, FIREScript cDNA Synthesis KIT)
* gPCR Mix (Solis Biodyne, 5x Hot FirePol Probe Mix Plus)

2.3. Primer-Prob Tasarim

Timor anjiyogenez siirecinde Onemli rolleri olan Vaskiiler Endoteliyal
Biiyiime Faktori-A (VEGFA), Kondroitin Siilfat Proteoglikanlar1 (CSPG4) ve
referans geni olarak insan Beta-aktin (HBA) i¢in EZ-PZR (es zamanli- polimeraz
zincir reaksiyonu) deneyinde kullanilmak tiizere ileri ve geri primer ve FAM-

TAMRA ile boyal1 prob tasarimlar1 yapilmistir.

Primer ve prob tasarimi igin Primer3web (version 4.0.0) programi
kullanilmigtir(Koressaar ve Remm 2007). Dizayni yapilan primer ve problarin
istenilen gene spesifik olup olmadiginin kontrolii i¢in Primer-BLAST(Ye ve ark.,
2012),NCBI Blast (Altschul ve ark., 1990) primerlerin ve probun kendileri veya
birbirleriyle olan homodimer ve heterodimer baglanmalarin hangi diizeyde
oldugunun kontrolii igin ise IDT OligoAnalyzer 3.1 (Owczarzy ve ark., 2008) ve
PerlPrimer (Marshall, 2004) programlari kullanmilmigtir. Cizelge 2.1’de bu

programlarla tasarlanan primer ve prob dizileri gosterilmistir.
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Cizelge 2.1. Dizayni yapilan primer ve prob dizileri

Gen Forward Primer Reverse Primer Prob

HBA 5-CCCTGGAGAAGAGCTACGAG-3' | 5-AAGGTAGTTTCGTGGATGCC-3' | 5-CCAGCCTTCCTTCCTGGGCA-3'

VEGF-A 5-TACTGCCATCCAATCGAGAC-3' | 5-GAGGAGTCCAACATCACCAT-3' |5- ATGCGGGGGCTGCTGCAATGA-3'

CSPG4 5-TGACCCTGACTATGTTGGCC-3' | 5-GCAGGTCTATGTCGGTCAGA-3' |5-CCGCGGCTTCCTTCTTCGGTGA-3'

2.4. Parafine Gomiilii Doku Orneklerinin Elde Edilmesi

Hastalara ait parafin bloklardan mikrotom cihazi (Thermo Fisher Scientific
Shandon Finesse) kullanilarak 8 mikronluk 5’er Kesit alinarak Eppdendorf tiiplere

konuldu ve daha sonra RNA izolasyonuna geg¢ildi.

2.5. RNA izolasyonu

Eppendorf tiiplere alinan parafin doku orneklerinden RNA izolasyonu
yapmak igin ticari kit (Qiagen RNeasy FFPE Kit, Almanya) kullanilmistir. Kisaca,
parafini uzaklastirmak i¢in 1ml ksilen tiiplere eklendi v 18000rpm’de 2dk santrifiij
edildi. Pellete dokunmadan siipernatan dikkatlice alinip atildi. Sonrasinda
eppendorflardaki pelet tizerine 1 ml etanol eklenip vortexlendi. 18000rpm’de 2dk
santrifiij edildi. Pellete dokunmadan siipernatan dikkatlice alinip atildi. Etanolii
tamamen uzaklastirmak i¢in Eppendorf tiipler kapaklar1 ac¢ik birakilarak oda
sicakliginda 5 dk bekletildi. Daha sonra 150 ul PKD buffer ve 10 pl proteinaz K
eklenerek once 56°C de 15 dakika sonra 80 °C de 15 dakika inkiibe edildi.
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Sonrasinda tiipler buz iizerine almarak 3 dakika inkiibe edildi. Ornekler 13500
rpm’de 15 dk santrifiij edildi. Peletlere dokunmadan siipernatan yeni bir ependorf
tiipe alindi. 25 ul DNAse Booster Buffer ve 10 ul DNAse I soliisyonu eklenip, tiipler
ters diiz edilerek karistirildi. 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Eppendorflara
320 ul RBC buffer ve 720 pl etanol eklenerek pipetaj yapilarak karistirildi. Tim
ornekler RNeasy Minelute spin kolonlara aktarildi. 10000 rpm’de 15 sn santrifiij
edildi. Kolon membranindan alt kisma gecen sivi atildi. Spin kolonuna 500 pl RPE
yikama tamponu eklenerek 15 sn santrifiij yapilip alt kisma gegcen sivi atildi
Sonrasinda yine 500 pl RPE yikama tamponu eklenerek 10000 rmp’de 2 dakika
santrifiij edilip, toplama tiipti atildi. Etanol kalintisin1 tamamen uzaklastirmak igin
kolonlar yeni toplama tiiplerine alinarak hicbir sey eklenmeden 13000rpm’de 5
dakika santrifiij edildi. Kolonlar yeni eppendorf tiiplere konulup 20 pl RNaz
icermeyen su eklenerek 13000 rpm’de 1 dakika c¢evrilerek, membrana bagli bulunan

RNA’nin eliisyonu saglandi.

2.6. RNA Konsantrasyonu ve Kalitesi Tayini

Izolasyonu yapilan RNA  oOrneklerinin  saflik  ve konsantrasyonlari
spektrofotometre cihazt (Beckman Coulter, DU730 Life Science UV/Vis
Spektrofotometre) ile 6lgiildii. RNA safliklari, 2.1 > A260/A280 > 1.8 arasi olan
ornekler calismaya alindi. Ayrica RNA ornekleri %2 lik agaroz jelde yiirtitiilerek
kontrol edildi.

2.7. cDNA Sentezi

Genlerin mRNA ekspresyonlarin1  saptayabilmek icin total RNA’lar
komplementer DNA’ya (¢cDNA) ¢evrildi. Bunun i¢in de RNA’s1 izole edilen her bir
ornekten 250 ng RNA alinacak sekilde hesaplama yapildiktan sonra ticari olarak
satin alinan kit (Solis Biodyne FIREScript cDNA Synthesis KIT, Estonya)
protokoliine uygun bir sekilde genomik DNA eliminasyonu ve cDNA sentezi

yapilmustir. Kisaca, iki basamaktan olusan kit protokoliiniin ilk basamaginda RNA
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ornekleri son hacmi 14 pl olacak sekilde RNaz icermeyen su ile tamamlandi ve her
bir RNA 6rnegi i¢in random primerler ve oligo-dT primerlerin bulundugu karsimdan
I’er ul eklendi. Sonrasinda 6rnekler 65°C’de 5 dk inkiibe edilip, ardindan 5dk buz
tizerinde bekletildi. Protokoliin ikinci basamaginda ise, RT buffer with DTT
solutisyonundan 2 pl , dNTP’den 0.5 pl, FIREScript RT soliisyonundan 1 pl ve
RNAse inhibitérden 0.5 pl eklenip bir karisim hazirlandi. Bu karigim, inkiibe edilen
RNA o6rneklerinin iizerine eklenerek son hacim 20 ul’ye tamamlandi ve 25 °C 10 dk,
50 °C 60 dk ve 85 °C 5 dk inkiibe edildi. Bu adim sonunda komplementer cDNA nin
sentezi tamamlanmigtir. Reaksiyon sonunda hacmi 20 pl olan ¢cDNA 6rnekleri,
RNaz-DNaz i¢ermeyen su (Solis Biodyne, Estonya) ile 50 upl son hacime

tamamland.

2.8. Kantitatif Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qPZR)

Sentezlenen cDNA orneklerinden optimizasyon sonucu en iyi sonug alinan 3
ul hacimde ornekler kullanildi. Doksan alt1 kuyucuklu plateler ile ¢alisilacak her bir
gen i¢in (HBA, VEGFA ve CSPG4) her bir primer ve FAM-TAMRA boyali
Tagman problarindan (10 pmol/ul) 0,3’er pl, gPCR Mix (Solis Biodyne 5x Hot
FirePol Probe Mix Plus (No Rox), Estonya) 2 ul ve son hacmi 10 ul’ye tamamlamak
icin 4,1 pul RNaz-DNaz igermeyen su (Qiagen, Almanya) eklendi. Daha sonra
Cizelge 2.2°da gosterilen reaksiyon kosullarinda amplifikasyon yapilip, qPCR
cihazinda (Biorad C1000 Thermal Cycler CFX96 RealTime System) ekspresyon
analizleri gerceklestirilmistir. PZR reaksiyonu sonunda elde edilen Cq degerleri ve

amplifikasyon egrileri kaydedildi.

23



Cizelge 2.2. qPZR reaksiyon kosullar

Sicakhk Sire Dongii Sayisi
Polimeraz 95°C 15 dk 1
Aktivasyonu
Denatiirasyon 95 °C 20s 40
Baglanma- Uzama 60 °C 60 s
Soguma 37°C 10 dk 1

2.9. PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile Kontrolii

Kantitatif PZR ile elde edilen iiriinlerin amplifiye olup olmadiklari, %2’lik
agaroz jelde yliriitlilerek tespit edilmistir. Bunun i¢in 50 bp DNA ladder (Bioron,
304007) ve 5X’lik yiikleme boyast (Promega, M791A) kullanilarak jelde yiiriitiilen
ornekler daha sonra jel goriintileme cihazinda (Bio-Rad Gel Doc XR, ABD)
kaydedilmistir.

2.10. istatistik

Verilerin degerlendirilmesinde SPPS 20 (IBM Corp. Released 2011. IBM
SPSS Statistics for Windows, Version 10.0. Armonk, NY: IBM Corp.) istatistik
paket programi kullanilmistir. Degiskenler ortalama+standart sapma ile yiizde ve
frekans degerleri kullanilmigtir. Ayrica parametrik testlerin  6n sartlarindan
varyanslarin homojenligi “Levene” testi ile kontrol edildi. Normallik varsayimina ise
“Shapiro-Wilk” testi ile bakildi. Iki grup arasindaki farkliliklar degerlendirilmek
istendiginde parametrik test Oon sartlarini sagladigi durumda “Student’s t Test”;
saglamadiginda ise “Mann Whitney—U testi” kullamildi. Ug ve daha fazla grup
karsilastirmast i¢cin Tek Yonlii Varyans Analizi ve ¢oklu karsilastirma testlerinden
Tukey HSD testi ile saglanmadiginda ise Kruskal Wallis ve ¢oklu karsilastirma

testlerinden Bonferroni-Dunn testi kullanilmustir.
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Sagkalim analizi Kaplan Meier yontemiyle, faktorlerin sagkalim siirelerinin
degiskenlerin kategorileri arasinda karsilastirilmasi ise Log Rank Mantel Cox testiyle
degerlendirilmistir. Calismada bagimsiz degiskenler ve bagimli degisken (Sagkalim
Durumu) arasindaki iliskinin modeli de ortaya konmak i¢in Cox Regresyon analizi
kullanilmistir. Kategorik degiskenler arasindaki iliskiler Fisher’s Exact Test ve Ki

Kare testi ile analiz edilmistir.

Istatistiksel anlamlilik diizeyi p < 0.05 olarak kabul edildi.

25



3. BULGULAR

3.1. Hastalarin Ozellikleri

Calismaya yaglari 34-76 arasinda degisen toplam 50 hasta dahil edilmistir.

Hastalarin cinsiyet, yas, primer tiimor lokalizasyonu, tanida metastaz, niiks, metastaz

bolgeleri, KRAS mutasyon durumu, tamida CEA dizeyi,

Bevasizumab’in

uygulandigr basamak, Bevasizumab ile birlikte uygulanan kemoterapi semalari

Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Hastalarin 6zellikleri

Parametre N (%)
Kadin/Erkek 16/34
Medyan yas (dagilim) 59 (34-76)
<50 34
>50 89
Primer tiimoér lokalizasyonu
Sag kolon 15
Sol kolon 35
Primer tiimoér lokalizasyonu
Kolon 30
Rektum 20
Tanida metastaz 34
Niiks 16
Metastaz bolgeleri
Karaciger 40
Akciger 14
Lenf nodu ve yumusak doku 14
Periton-omentum-mezenter 9
KRAS mutasyon durumu
Mutant 23
Wild tip 20
Bilinmeyen 7
Tamida CEA diizeyi
Yiksek 29
Normal 21
Bevasizumabin uygulandigi basamak
1. Basamak 39
2. Basamak 5
3. Basamak 4
4. Basamak 2
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Cizelge 3.1. Devam. Hastalarin 6zellikleri

semalari
Oksaliplatin tabanl
Irinotekan tabanl
Floropirimidin

Bevasizumab ile birlikte uygulanan kemoterapi

4 (8,0)
43 (86,0)
3(6,0)

3.2. Tedavi sonuclari

Hastalarin tedavi sonuglar1 Cizelge 3.2.°de gosterilmistir.

Cizelge 3.2. Tedavi sonuglari (Ortalama + Standart Hata)

Parametre
Medyan Bevasizumab kiir sayisi (dagilim) | 4 (2-18)
Objektif Yanit orani %31.1

Medyan yanit siiresi, Ay (%95 GA)

5,6£0,4 (4,7-6,5)

Medyan PFS siiresi, Ay (%95 GA)

8,72+0,8 (7,1 — 10,3)

Medyan OS siiresi, Ay (%95 GA)

17,0+2,8 (11,4 — 12,6)

PFS: progresyonsuz sagkalim; OS: genel sagkalim; GA: Giiven aralig

3.3. Hasta orneklerinde kantitatif PZR sonuclari

Hastalarin qPCR sonuglari gizelge 3.3.te gosterilmistir. Kantitatif PZR sirasinda

her bir hasta ii¢ tekrarli yapildigi i¢in elde edilen Cq degerlerinin aritmetik

ortalamalar1 alinmis ve bu degerlerin AACt metodu (yaklagim methodu) ile insan (-

aktin geni (HBA) referans alinip normalize edilerek hesaplanmustir.
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Cizelge 3.3. Hasta orneklerinde kantitatif PZR sonuglari

Hasta | Ortalama | Standart | Ortalama | Standart | Ortalama | Standart | Ortalama | Standart | g | Standart
No HBA Cq hata gzpe4 hata socseaacy | hata \C/(IiGFA hata JoVEGEACq hata

1 32,224 | 0,088 31,559 | 0,196 1,6106 | 0,218
2 31,858 | 0,304 32,306 | 0,244 | 0,756 0,136
3 30,627 | 0,400 | 37,0287 | 1,4245 | 0,0119 | 0,0024 | 32,011 | 0,507 0,4329 | 0,146
4 28,334 | 0,048 28,658 | 0,166 0,8068 | 0,087
5 33,714 | 0,441 | 36,0469 | 2,2134 | 0,1979 | 0,0143 | 34,054 | 0,428 | 0,8546 | 0,227
6 26,980 | 0,360 26,548 | 0,169 1,3667 | 0,149
7 34,758 | 0,752 33,123 | 2,206 | 7,5107 | 6,836
8 32,994 | 0,513 34,387 | 0,615 | 0,4498 | 0,174
9 27,840 | 0,419 28,539 | 0,283 | 0,4397 | 0,123
10 27,166 | 0,073 27,442 | 0,229 0,8497 | 0,240
11 28,172 | 0,098 28,159 | 0,478 1,1175 | 0,342
12 32,487 | 0,584 33,335 | 0,218 | 0,5692 | 0,087
13 33,915 | 0,385 34,582 | 1,362 0,9349 | 0,689
14 28,571 | 0,675 30,595 | 0,407 | 0,2669 | 0,079
15 37,153 | 1,946

16 37,000 | 0,938 35,468 | 0,782 2,8907 | 0,247
17 36,176 | 0,291 28,060 | 0,468 278,146 | 1,214
18 31,767 | 0,399 32,039 | 0,109 0,8344 | 0,064
19 35,826 | 0,200 38,956 | 2,120 | 0,1145 | 0,012
20 32,507 1,110 34,874 | 0,319 0,2043 | 0,048
21 28,910 | 0,401 29,563 | 0,153 0,6425 | 0,064
22 32,273 | 0,407 32,817 | 0,315 0,7191 | 0,167
23 31,424 | 0,0901 31,472 | 0,299 1,0058 | 0,203
24 28,755 | 0,333 28,340 | 0,726 | 1,6431 | 0,596
25 35,195 | 0,284 35,230 | 0,115 0,9757 | 0,078
26 34,483 | 0,210 36,369 | 1,028 | 0,3414 | 0,209
27 29,615 | 0,298 30,749 | 0,272 0,4726 | 0,079
28 27,9185 | 0,309 35,683 | 1,0234 | 0,0046 | 0,0002 | 28,1778 | 0,074 | 0,8386 | 0,044
29 31,990 | 4,286

30 31,177 | 0,345 32,505 | 0,240 0,4097 | 0,064
31 30,751 | 0,090 31,775 | 0,028 | 0,4913 | 0,009
32 29,732 | 0,551 30,580 | 0,781 0,7069 | 0,287
33 30,389 | 0,621 33,991 | 0,711 | 0,001 | 0,035
34 29,9605 | 0,385 | 35,0095 | 1,1782 | 0,0302 | 0,0012 | 31,0027 | 0,153 | 0,491 0,053
35 29,385 | 0,026 30,597 | 0,157 0,435 0,044
36 29,2544 | 0,766 | 34,4922 | 1,2412 | 0,0264 | 0,0013 | 33,7382 | 0,098 | 0,0448 | 0,003
37 29,6718 | 0,459 34,0852 | 1,2682 | 0,0469 | 0,0012 | 33,5852 | 0,366 0,0704 | 0,016
38 30,775 | 0,493 35 0,369 | 0,055 0,014
39 30,956 | 0,933 34,909 | 0,873 0,0647 | 0,014
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Cizelge 3.3. Devam. Hasta 6rneklerinde kantitatif PZR sonuglari

40 28,642 | 0,330 30,600 | 0,195 | 0,2615 | 0,032
41 26,941 | 1,461 30,834 | 0,532 | 0,0768 | 0,027
42 25,890 | 0,373 28,557 | 0,284 | 0,1633 | 0,029
43 28,692 | 1,025 31,347 | 0,817 | 0,2042 | 0,079
44 29,1368 | 0,795 | 33,0715 0,0655 | 0,0014 | 32,4833 | 0,3347 | 0,1043 | 0,026
45 29,151 | 0,653 31,895 | 0,148 | 0,1507 | 0,015
46 29,536 | 0,338 32,740 | 0,372 | 0,1163 | 0,030
47 26,978 | 0,726 27,133 | 0,015 | 0,8991 | 0,009

48 29,425 | 0,119

49 28,941 | 0,664

50 29,602 | 0,931

3.4. Kantitatif PZR bulgularina gore tedavi sonuclari

VEGFA ve CSPG4 i¢in Objektif Yanit Orami1 Cizelge 3.4.’te gosterilmistir.
Hastalarin genel sagkalim (OS) ve progresyonsuz sagkalimlari (PFS) HBA, VEGFA

ve CSPG4 genlerinin ifadesine gore Kaplan Meier yontemiyle analiz edilmis ve Sekil

3.1., Sekil 3.2., Sekil 3.3. ve Sekil 3.4‘te gosterilmistir.

Cizelge 3.4. VEGFA ve CSPG4 i¢in Objektif Yanit Orani

Objektif yanit | P
orani
VEGFA_diisik(VEGF/HBA<0.5) | %39.1 0.235
VEGFA _yiiksek(VEGF/HBA>0.5) | %22.7
CSPG4_pozitif %36.6 0.054
CSPG4_negatif %0

VEGFA_diisiik ile VEGFA _yiiksek ifade edilen hastalar arasinda objektif yanit

orani agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktur (p= 0,235).
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CSPG4_pozitif ile CSPG4_negatif ifade edilen hastalar arasinda objektif yanit
orani agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktur (p=0,054).

Sekil 3.1.’e gore VEGF/HBA>0.5 olan grubun progresyonsuz sagkalim siiresi
VEGF/HBA<O0.5 olan gruba gore daha azdir (p= 0,0066, p< 0,05).

Sekil 3.2°e¢ gore VEGF/HBA>0.5 olan grubun genel sagkalim siiresi
VEGF/HBA<0.5 olan gruba gore daha az olmakla birlikte ¢ok biiyiik farkliliklar

bulunmamaktadir.

Sekil 3.3.’e gore CSPG4 ifadesi pozitif olan grubun genel sagkalim siiresi
CSPG4 ifadesi negatif olan gruba goére daha iyi goriinmekle birlikte, anlamli degildir
(p=0,5038).

Sekil 3.4.e gore CSPG4 ifadesi pozitif olan grubun progresyonsuz sagkalim
siiresi CSPG4 negatif olan gruba gore daha iyi goriinmekle birlikte ¢ok biiyiik

farkliliklar bulunmamaktadir.
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3.5. Tek Degiskenli Analizde Progresyonsuz Sagkalimi (PFS) Etkileyen
Faktorler

Tek degiskenli analizde PFS’yi etkileyen faktorler Cizelge 3.5.’te

gosterilmistir. Buna gore ;

Primer tiimor lokalizasyonu kategorileri arasinda (Sag kolon ile Sol kolon)

arasinda istatistik olarak anlamli bir farklilik bulunmamstir (p=0,5697).

Primer timor lokalizasyonu kategorileri arasinda (Kolon ile Rektum) arasinda

istatistik olarak anlamli bir farklilik bulunmamustir (p=0,1714).

Yas kategorileri arasinda (< 50 ile >50) arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir farklilik bulunmamustir (p=0,7965).

Tedavi oncesi CEA diizeyi kategorileri arasinda (<5.0 ng/ml ile >5.0 ng/ml)
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik vardir (p=0,0420).

Kras durumu kategorileri arasinda (Mutant ile Wild tip) arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik bulunmamustir (p=0,8394).

VEGFA ifadesi kategorileri arasinda (Diisiik 1ile Yiiksek) arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik vardir (p=0,0066).

CSPG#4 ifadesi kategorileri arasinda (Pozitif ile Negatif) arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmamustir (p=0,4177).
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Cizelge 3.5. Tek degiskenli analizde PFS’yi etkileyen faktorler

Parametre Medyan PFS (%95 GA) | P

Primer tiimoér lokalizasyonu
Sag kolon 7,1+1,4 (4,3-9,8) 0,5697
Sol kolon 8,9+0,9 (7,2-10,5)

Primer tiimor lokalizasyonu
Kolon 6,6x1,1 (4,5-8,7) 0,1714
Rektum 8,8+1,1 (6,7-10,9)

Yas
<50 8,1£2,5 (3,2-13,1) 0,7965
>50 8,3£1,0 (6,2-10,3)

Tedavi dncesi CEA diizeyi
<5.0 ng/ml 6,4+0,7 (5,1-7,8) 0,0420
>5.0 ng/ml 8,8+0,7 (7,3 -10,3)

Kras DURUMU
Mutant 7,4+1,1 (5,3-9,6) 0,8394
Wild tip 8,8+1,3 (6,2-11,4)

VEGFA ifadesi
Diisiik 8,9+1,8 (5,3-12,4) 0,0066
Yiiksek 5,7+1,3 (3,2-8,3)

CSPG4

Pozitif 7,4+0,9 (5,6-9,3) 0,4177
Negatif 8,8+4,2 (0,6-16,9)

3.6. Tek Degiskenli Analizde Genel Sagkalim (OS) Etkileyen Faktorler

Tek degiskenli analizde OS’yi etkileyen faktorler Cizelge 3.6.°da

gosterilmistir. Buna gore;

Primer tiimor lokalizasyonu kategorileri arasinda (Sag kolon ile Sol kolon)

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktur (p=0,5624).

Primer tiimor lokalizasyonu kategorileri arasinda (Kolon ile Rektum) arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktur (p=0,1413).

Yas kategorileri arasinda (< 50 ile >50) arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir farklilik yoktur (p=0,8570).

Tedavi oncesi CEA diizeyi kategorileri arasinda (<5.0 ng/ml ile >5.0 ng/ml)

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktur (p=0,0781).
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Kras durumu kategorileri arasinda (Mutant ile Wild tip) arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik yoktur (p=0,8324).

VEGFA ifadesi kategorileri arasinda (Diisiik ile Yiiksek) arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik yoktur (p=0,3036).

CSPG4 ifadesi kategorileri arasinda (Pozitif ile Negatif) arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik yoktur (p=0,5038).

Cizelge 3.6. Tek degiskenli analizde genel sagkalimi (OS) etkileyen faktorler

Parametre Medyan OS (%95 GA) P

Primer tiimor lokalizasyonu
Sag kolon 15,444,2 (7,2-23,5) 0,5624
Sol kolon 18,7+3,7 (11,3-26,1)

Primer tiimor lokalizasyonu
Kolon 14,143,5 (7,2-21,0) 0,1413
Rektum 22,1+7,2 (7,9-36,2)

Yas
<50 11,4+5,9 (0-22,9) 0,8570
>50 17,0+2,5 (12,1 - 21,9)

Tedavi dncesi CEA diizeyi
<5.0 ng/mi 14,1+3,2 (7,7-20,4) 0,0781
>5.0 ng/ml 17,9+3,4 (11,1-24,6)

KRAS mutasyon durumu
Mutant 15,444,2 (7,1-23,6) 0,8324
Wild tip 17,9+4,0 (9,9-25,8)

VEGFA ifadesi
Diisiik (0.5 den az) 17,043,3 (10,6-23,4) 0,3036
Yiiksek (0.5 den ¢ok) 15,1+4,9 (5,4-24,7)

CSPG4

Pozitif 23,9+18,9 (0-60,5) 0,5038
Negatif 15,4+2,8 (9,9-20,8)

3.7. Cok Degiskenli Analizde PFS’yi Etkileyen Faktorler
Cok degiskenli analizde PFS’yi etkileyen faktorler Cizelge 3.7.°de
gosterilmistir. Buna gore;

VEGFA ekspresyonu yiiksek olanlarin diisiik olanlara gore riski istatistiksel
olarak anlamli sekilde (p=0,016) 2,384 kat daha fazladir.
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Timor lokalizasyonu (rektum vs kolon) kategorileri arasinda risk agisindan

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamustir (p=0,450).

Yas (<50 vs >50) kategorileri arasinda risk agisindan istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik bulunmamuastir (p=0,934).

KRAS (Mutant vs Wild tip) kategorileri arasinda risk agisindan istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmamustir (p=0,693).

Cizelge 3.7. Cok degiskenli analizde PFS’yi etkileyen faktorler

Parametre HR (%95 GA) P

VEGFA ekspresyonu (Yiiksek vs Diistik) | 2,384 (1,178-4,827) 0,016

Tiimor lokalizasyonu (rektum vs kolon) 1,340 (0,627-2,865) 0,450

Yas (<50 vs >50) 0,961 (0,373-2,479) 0,934

KRAS (Mutant vs Wild tip) 0,845 (0,365-1,955) 0,693

HR: Hazard (risk) orani; GA: gliven aralig

3.8. Cok degiskenli analizde OS’yi Etkileyen Faktorler

Cok degiskenli analizde OS’y1 etkileyen faktorler Cizelge 3.8.°‘de
gosterilmistir. Buna gore;

VEGFA ekspresyonu (Yiksek vs Dislik) kategorileri arasinda risk
bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktur (p=0,327).

Timor lokalizasyonu rektum olanlarin kolon olanlara gore riski istatistiksel
olarak anlamli sekilde (p=0,011) 0,291 kat daha fazladir.

Yas (<50 vs >50) kategorileri arasinda risk bakimindan istatistiksel olarak
anlaml bir farklilik yoktur (p=0,468).

KRAS (Mutant vs Wild tip) kategorileri arasinda risk bakimindan istatistiksel
olarak anlaml bir farklilik yoktur (p=0,420).
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Cizelge 3.8. Cok degiskenli analizde OS’yi etkileyen faktorler

Parametre HR (%095 GA) P

VEGFA ekspresyonu (Yiiksek vs Diisiik) 1,676 (0,596-4,715) 0,327
Tiumor lokalizasyonu (rektum vs kolon) 0,291 (0,113-0,755) 0,011
Yas (<50 vs >50) 0,709 (0,280-1,755) 0,468
KRAS (Mutant vs Wild tip) 0,686 (0,275-1,715) 0,420

HR: Hazard (risk) orani; GA: gliven aralig

3.9. PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile Kontrolii

gPZR amplifikasyonu yapilan 6rneklerde amplifkasyon olan kuyucuklarin bazi

ornekleri dogrulama amaciyla %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek dogrulanmistir. Sekil

3.5 ve Sekil3.6°da gosterilmistir. Genlerin tiriin uzunluklar1 ile DNA Ladder bant

uzunluklar birbirleriyle uyumlu olarak tespit edilmistir.
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Sekil 3.5. HBA ve VEGFA geni i¢in qPZR amplifikasyonu yapilan bazi Srneklerin %2’lik jelde
yiriitiilmesi
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Sekil 3.6. CSPG4 geni i¢in qPZR amplifikasyonu yapilan bazi 6rneklerin %2’lik jelde yiiriitiilmesi
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4. TARTISMA

Kanser tedavisinde antianjiyogenik tedavilerden yarar saglanmasina Kkarsin,
hangi hastada diren¢ geliseceginin tam olarak bilinememesi bu tedavinin kullanim
alanmm1 smirli hale getirmektedir. Tiimorlerin antianjiyogenik tedavilerden kagis

mekanizmalari kesin olarak bilinememektedir.

VEGF, tiimorlerin istirahat halindeki endotel hiicrelerini bdliinmeye tesvik eder
ve yeni kan damarlart olusturmasini saglar (Bergsland, 2004). Perisitlerin ve
vaskiiler diiz kas hiicrelerinin komsu olduklar1 endotel hiicreleri i¢in VEGF kaynagi
olusturduklart bildirilmistir (Guo ve ark., 2003). Bu sebeple endotel hiicreler ile
tiimor damarlarim1 saran perisitler ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinin iliskisinin
belirlenmesi ¢ok 6nemlidir. Boylelikle hem tiimdr anjiyogenezinin hem de dogru
antianjiyogenik tedavi yaklasimlarin gelistirilmesi agisindan degerli bilgiler elde

edilebilecektir.

Metastatik kolorektal kanserli hastalarda Bevasizumab kemoterapiyle birlikte
kombine edilerek uygulandiginda sag kalim oranini anlamli derecede artirmaktadir
(Hurwitz ve ark., 2004). Bu ilaglarla sagkalim artis1 istatistiksel olarak anlamli
bulunsa da hastalarin 6nemli bir kismi da (yaklasik %50-60 kadar1) tedaviden yarar
saglamamaktadir. Tedavi maliyetleri ve vaskiiler komplikasyonlari ele alindiginda
hastalarin yaklasik olarak yarisindan fazlasi higbir yarar beklenmemesine ragmen
tedavi toksisitesine ugramaktadir. Bu durum iilke ekonomisine de yiik getirmektedir.
Bu nedenle anti-anjiyojenik tedavilerden fayda saglayabilecek hastalarin onceden
belirlenebilmesi biiyiik 6nem tagimaktadir. Anti-anjiyojenik tedavi etkinligini
onceden belirlemeye yarayacak biyomarker gelistirme ¢alismalar1 yogun bir sekilde
devam etmekle birlikte bugiine kadar klinikte kullanilabilecek onemli bir marker

bulunamamastir.

Anjiyogenezde oOnemli rol oynayan perisitlerin antianjiyojenik tedavi
etkinligindeki rolii bilinmemektedir. Tiimdr anjiogenezinin erken doneminde damar
destabilizasyonunun baslatilmasinda ve endotel u¢ hiicrelerinin olusumunda ve
gociinde Onemli bir basamakta rol oynayan perisitlerin, timorlerin pek c¢ogunda

goriilen yeni damar olusumuyla iligkili oldugu gosterilmistir. Perisitleri hedefleyen
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calismalar az sayidadir. Perisitlerin kolorektal kanserlerde prognoz ve metastazla
iligkili 6zellikleri tanimlanmistir. Bu tez ¢alismamizda amacimiz kolorektal kanserli
hastalarin ~ tiimér dokusundaki perisit varligimin bevasizumab tedavisinin

etkinligindeki roliinii arastirmaktir.

Tez c¢alismamamizda 50 hasta icin HBA, VEGFA ve CSPG4 genlerinin
ifadelerine bakilmigtir. VEGFA geni i¢in objektif yanmit oram1 bakimindan
VEGFA_diisiik ile VEGFA yiiksek ifade edilen hastalar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunmamistir (p=0,235). OS oranlar1 agisindan VEGFA _yiiksek
(VEGF/HBA>0.5) olan grubun sag kalim siireleri VEGFA_diisiik (VEGF/HBA<O0.5)
olan gruba gore daha az olmakla birlikte, istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir.
VEGF ifadesi diigsik olan grupta PFS anlamli olarak daha uzun bulunmustur
(p= 0.0066; p<0,05). Bu sonuglari bulmamizda hasta sayimizin az olmasinin etkili

olabilecegi kanisindayiz.

Az sayidaki klinik ¢alisma diisiik perisit yogunlugunun daha ¢ok kotii prognozla
iligkili oldugunu gostermistir (O’Keeffe ve ark., 2008). Perisitlerin bozulmasinin ise
metastaz artisini1 destekledigi bildirilmistir (Xian ve ark., 2006). Calismamizda ise
anjiogenez siirecinde perisitler tarafindan salinan CSPG4 geni ifadesi analiz
edilmistir. Bevasizumab yanit1 acisindan istatistik olarak anlamh fark
bulunmamakla birlikte, CSPG4_pozitif olan hastalarda yanit daha iyi bulundu
(p=0,054). Orneklem sayis1 arttirilarak anlamli bir fark olusturulmas: olas
goriilmektedir. OS ve PFS oranlart agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
olmamakla birlikte, CSPG4 pozitif olan grubun sag kalim siireleri CSPG4 negatif

olan gruba gore daha uzun bulundu.
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5. SONUC VE ONERILER

Calismamizda OS oranlar1 agisindan VEGFA_yiiksek (VEGF/HBA>0.5) olan
grubun sagkalim siireleri VEGFA _diisiik (VEGF/HBA<O0.5) olan gruba gore daha az
olmakla birlikte, istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0.3036). Hasta
sayisinin az olmasi burada sorun olusturabilir. VEGFA ifadesi diisiik olan grupta

PFS anlamli olarak daha uzun bulunmustur ( p= 0.0066).

CSPG4 pozitif ile CSPG4 negatif ifade edilen hastalar arasinda Bevasizumab
yaniti agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamakla birlikte,
CSPG4 porzitif olan hastalarda yanit daha iyi bulundu (p=0,054). Caligilan 50
hastanin 7’sinde CSPG4 ifadesi tespit edilmistir. Dolayisiyla Orneklem sayisi
arttirilarak ve histopatolojik olarak desteklenerek degerlendirilmesinin daha uygun

olacagi kanaatindeyiz.

Anjiyogenezde Onemli rol oynayan perisitlerin antianjiyojenik tedavi
etkinligindeki rolii bilinmemektedir. Bu proje perisitlerin ila¢ direncindeki rolii
tizerine etkisi acgisindan rutin tedavi olarak bevasizumab tedavisi alan kolorektal
kanseri hastalarin dahil edildigi ilk ¢alismadir. Timor mikrogevresindeki perisit
varliginin Bevasizumab ilag¢ direnci lizerindeki etkisi agiga ¢ikarsa, hastaya alternatif

tedavi segenekleri (kanser agilari, immiinoterapi, gen terapisi vb.) sunulabilecektir.
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OZET

Kolorektal Kanserde Perisitlerin Bevasizumab ila¢ Direnci Uzerindeki Etkisi

Kolorektal kanserler iilkemizde Saglik Bakanligi 2014 yili istatistiklerine gore
erkeklerde ve kadinlarda iigiincii en sik goriilen kanser tiiriidiir. Son yillarda hedefe yonelik
tedavilerin kemoterapiye eklenmesi ile sag kalim sonuglarinda bir miktar iyilesme
saglanmistir. Bu ilaclar i¢cinde 6zellikle en yaygin kullanilani anjiyogenezde ¢ok dnemli bir
ligand olan VEGF’ yi baglayan bevasizumabdir. Bevasizumab hastalarin ortalama %30-
40’1inda etkili olmaktadir. Hem ilacin etkinliginin diisiik olmas1 ve hem de yan etkilerle
birlikte maliyet dikkate alindiginda bu ilacin yarar gorebilecegi hastalar1 dnceden belirlemek
Oonem tasimaktadir. Bugiline kadar bevasizumabdan yarar gorebilecek hasta grubunu segmede
kullanilabilecek bir parametre ya da marker bulunamamistir. Bevasizumabin baglandigi
VEGFA (vaskiiler endotelial biiyiime faktorii A ligandi1) endotel hiicrelerinde eksprese edilen
VEGFR-2 tirozin kinaz reseptdrleri araciligiyla kapiller gecirgenligi ve endotel hiicre
proliferasyonunu artirir.

Perisitler, kilcal damarlarin ¢evresinde bazal laminanin diginda onlar1 gevreleyen
mezankimal hiicrelerdir ve endotel hiicreleriyle yakin temastadir. Tiimor damarlarim
cevreleyen perisitlerin ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinin, komsu olduklar1 endotel hiicrelerine
VEGF kaynagi olusturduklar1 digiiniilmektedir. Perisitler tarafindan salinan CSPG4/ NG2
(Kondroitin Siilfat Proteoglikanlari1) anjiogenez siirecinde tlipsli yap1 olusturmayi saglayan
endotel u¢ hiicrelerini hipoksik tiimdr yoniine yonlendirir. Son yillarda yapilan dikkatli
mikroskopik c¢aligmalarda perisitlerin tiimorlerin pek c¢ogunda goriillen yeni damar
olusumuyla iligkili oldugu gosterilmistir. Klinik veriler, disiik perisit alanininin hastalarda
kotii prognozla iligkili oldugunu gostermistir.

Bu projede, hastalarin tiimor dokusundaki perisit varliginin Bevasizumab ilacinin etkinligi
tizerinde ve tedaviye direng gelisimindeki etkisi arastirmak amaglanmigtir. Boylelikle, ilaca
direncli hastaya alternatif tedavi secenekleri (kanser agilari, immiinoterapi, gen terapisi vb.)
sunulabilecektir. Ayrica bu ¢alisma, perisitlerin ilag direncindeki rolii {izerine etkisi
acgisindan rutin tedavi olarak bevasizumab tedavisi alan kolorektal kanseri hastalarin dahil
edildigi ilk ¢aligmadir.

Tez ¢alismamizda 50 hasta i¢cin HBA, VEGFA ve CSPG4 geninin ifadelerine bakilmustir.
VEGFA geni igin objektif yanit oranm1 bakimindan VEGFA_disiik(VEGF/HBA<O,5) ile
VEGFA _yiiksek(VEGF/HBA>0,5) ifade edilen hastalar arasinda istatistik olarak anlamli bir
farklilik bulunmamistir. VEGFA_ diisiik olan grupta PFS (progresyonsuz sagkalim) anlamli
olarak daha uzun bulunmustur (p=0,0066; p<0,05). CSPG4_pozitif ile CSPG4_negatif ifade
edilen hastalar arasinda Bevasizumab yanit1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmamakla birlikte, CSPG4_pozitif olan hastalarda yanit daha iyi bulundu( p=0.054). OS
ve PFS acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik olmamakla birlikte, CSPG4_pozitif
olan grubun sag kalim siireleri CSPG4 negatif olan gruba gore daha uzun bulundu. Bu
bulgulara gore perisitlerin Bevasizumab ilac1 iizerindeki etkisinin Orneklem sayisinin
arttirilarak ve histopatolojik deneylerle desteklenerek degerlendirilmesinin daha uygun
olacagi kanaatindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Anjiogenez, Bevasizumab, Kolorektal Kanser, Perisit, VEGF
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SUMMARY

The Impact of Pericytes on Bevacizumab Drug Resistance in Colorectal Cancer

Colorectal cancers are the third most common cancer type in men and women,
according to the Ministry of Health's 2014 statistics. In particular, the mean survival of
patients with metastatic disease varies between 24 and 36 months. In recent years, the
addition of chemotherapy to targeted therapies has resulted in some improvement in survival
outcomes. Among these drugs, the most common use is bevacizumab, which binds VEGF, a
very important ligand in angiogenesis. Bevacizumab is effective on average 30-40% of
patients. It is important to determine in advance the patients that this medicine will benefit
when both the effectiveness of the drug is low and the cost is considered together with the
side effects. Until now, no parameters or markers have been found which can be used to
select the patient group that the bevacizumab will benefit from. Bevacizumab binding
VEGFA (ligand of vascular endothelial growth factor A) enhances capillary permeability
and endothelial cell proliferation via VEGFR-2 tyrosine kinase receptors expressed in
endothelial cells.

Pericytes are mesenchymal cells surrounding capillary vessels other than basal lamina, and
are in close contact with endothelial cells. Pericytes and vascular smooth muscle cells
surrounding the tumor vessels are thought to form VEGF sources to neighboring endothelial
cells. In careful microscopic studies in recent years, it has been shown that pericytes are
associated with new vessel formation, most of which are tumors. Clinical data have shown
that low pericytic area is associated with poor prognosis in patients.

In this study, the effect of the presence of pericide in the tumor tissue of patients on the
efficacy of the Bevasizumab drug and the development of treatment resistance will be
investigated. Thus, alternative treatment options (cancer vaccines, immunotherapy, gene
therapy, etc.) will be offered to the patient who is more resistant. This study was also the
first study to include colorectal cancer patients who received bevacizumab treatment as a
routine treatment in terms of their effect on the drug resistance of pericytes.

In our study, the expression of HBA, VEGFA and CSPG4 genes was examined for 50
patients. No statistically significant difference was found between patients expressing
VEGFA low (VEGF / HBA <0,5) and VEGFA high (VEGF / HBA> 0,5) in terms of the
objective response rate for the VEGFA gene. PFS (progression-free survival) was
significantly longer in the VEGF_low group. (p=0,0066; p<0,05). Although there was no
statistically significant difference in Bevacizumab response between CSPG4 pozitif and
CSPG4 _negative patients, the response was better in CSPG4_positive patients ( p=0.054).
There was no statistically significant difference between OS and PFS, but the survival time
of CSPG4_ positive group was longer than that of CSPG4_negative group.

Based on these findings, we believe that the effect of pericytes on the Bevacizumab drug
may be better evaluated by increasing the number of samples and supporting it with
histopathological experiments.

Keywords: Angiogenesis, Bevacizumab, Colorectal Cancer, Pericytes, VEGF
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