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1. GIRIS

1.1. Kanser

Kanser kontrolstiz buylime ve anormal hiicre yayilmasi ile karakterize bir
hastalik grubudur. Kanserin kitle olarak buyuyebilmesi ve viicuda yayilabilmesinde
yeni damar olusumu olarak adlandirilan anjiyogenez ¢cok onemli bir siirectir. Klinik
olarak saptanabilir duruma gelen kanserin gogalmasi durdurulamaz ve viicuda yayilimi

kontrol altina alinamaz ise bu durum hastanin oliimiine neden olabilir.

1.1.1. Kanser turleri

Kanser daha cok epitelyal dokulardan kaynaklanan malign timoérler igin
kullanilan bir kelime olsa da genel olarak benign tiimorleri ifade etmede de yaygin
olarak kullanilmaktadir. Kanserler, koken aldiklar1 hiicrenin tiirline gore baslica 5 ana

kategoriye gruplandirilabilir:

o Karsinom: Ciltte veya doku i¢inde baslayan ve epitel tabakasindan kaynaklanan
kanserlere denir. Adenokarsinoma, bazal hiicreli karsinom, skuamoz hicreli
karsinom ve gecis hiicreli karsinom, karsinomanin alt tipleridir.

o Sarkom: Kemik, kikirdak, yag, kas veya kan damarlar1 gibi bag veya destek
dokularindan koken alan malign tumaorlerdir.

o Losemi: Kemik iligi gibi kan yapan dokularda baslayan ve ¢ok sayida anormal
kan hiicresinin Gretilmesi ile karakterize malignitelerdir.

o Lenfoma ve miyelom: Bagisiklik sisteminin hicrelerinde koken alan
malignitelerdir.

o Glial Tumorler: Merkezi sinir sistemi tumorleri olarak bilinir ve sinir

dokusundan koken alirlar.



1.1.2. Kanserin Etiyolojisi

Kanser genellikle birden fazla faktdre bagl olarak basamakli bir siiregte
ortaya ¢ikar. Dogrudan kanser yapan ajanlar Kkarsinojen olarak
adlandirilmaktadir. Dogrudan kansere neden olabilen karsinojenler arasinda
kimyasal ajanlar, radyasyon, bazi viral ve bakteriyel ajanlar sayilabilir. Ayrica
baz1 genetik ve kalitsal durumlar, immiin yetmezlikler ve bazi hormonal

degisiklikler de kanser gelisimini ciddi dl¢iide arttirabilmektedir.

Kimyasal Karsinojenler

Kimyasal maddelerin kansere neden olabildigi uzun zamandan beri
bilinmektedir. Ozellikle deneysel kanser olusturma modelleri olarak da
arastirmalarda uzun siire kullanilmistir. Bazi kKimyasal maddelerin belirli kanser
tirleriyle baglantili oldugu c¢esitli epidemiyolojik ¢alismalarda gosterilmistir.
Ornegin tiitiin kullammmin pek ¢ok organda kanser gelisimi ile iliskili oldugu
gosterilmistir. Diinyada gorulen akciger kanserinin yaklasik % 90'min nedeni
tiitlin olarak hesaplanmaktadir. Sigarada kansere yol actigr bilinen 30’un

uzerinde kimyasal madde tanimlanmaistir.

Iyonize Radyasyon

Fiziksel ajanlarin da kansere neden oldugu bilinmektedir. ROntgen
isinlarinin tipta kullanilmaya baslamasi ile ilk radyologlarda cilt kanserlerinin
gorilmesi, radyumun sanayide kullanilmasi ile bu is yerlerinde ¢alisanlarda
sarkomlarin gorilmesi ve son olarak da atom bombasi sonrast birgok kanser
tiirlinlin sikliginin artmasi ile radyasyon kanser etiyolojisinde 6nemli bir faktor
olarak yer almistir. Yine mediasten bolgesine radyoterapi uygulanan geng
hastalarda daha sonra meme kanseri gelismesi terapotik radyasyonun da kanser
nedeni olabileceginin ilk klasik 6rneklerindendir. Radon gazi ve giinesten gelen

mor Otesi radyasyona uzun sure maruz kalma melanoma ve diger cilt



malignitelerine neden olabilmektedir. Uzun sire asbest liflerine maruz kalma

mezotelyoma riskini ciddi olarak arttirmaktadir.

Viral ve Bakteriyel Enfeksiyonlar

Virislerin daha ¢ok kuslarda ve kiigiik memelilerde ¢esitli kanserlere neden
oldugu uzun zamandir bilinmekle birlikte insanlarda kansere neden olan viris
sayis1 stnirlidir. Bunlar arasinda, Hepatit B ve C'ye bagl karaciger kanseri, Insan
Papilloma Virusii (HPV) enfeksiyonlarina bagli rahim agzi kanseri; Epstein-Barr
virisiine bagli bazi lenfoma tiirleri sayilabilir. Bakteriyel ajanlardan ise insanda
Helicobacter pylori enfeksiyonuna bagli gastrik lenfoma ve mide kanseri

riskinin arttig1 gosterilmistir.

Genetik veya Kalitsal Kanserler

Ozellikle tiimor baskilayict gen fonksiyonlarindaki kayip durumlarinda bazi
kanserler daha erken yaslarda sik olarak goriilmektedir. Retinoblastom gen
kaybinda retinablastom ve bazi sarkomlar sik goriilmektedir. Ailesel yatkinlik
gosteren meme kanseri ve over kanserli hastalarda BRCA1 ve BRCA2
genlerinde siklikla mutasyon saptanmaktadir. Yine Down sendromlu bireylerde

I6semi ve testis kanseri gibi maligniteler sik izlenmektedir.

Hormonal Degisiklikler

Hicre proliferasyonun hormonlardan ¢ok etkilendigi organlarda, ylksek ve
uzun siireli hormonal uyarinin kanser riskini arttirabilecegi gosterilmistir.
Kadinlardaki 6strojen hormonunun asir1 artisinin, rahim kanserini uyardigi

bilinmektedir.

Immiin Sistem Disfonksiyonu

Organ nakli yapilan hastalarda bazi kanserlerin sik goriilmesi, 0zellikle

immiin sistemin denetim fonksiyonunu yeterince yapamamasindan dolay1
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viicuttaki kanser hiicrelerinin elimine edilememesi ve sonugta kanser gelisiminin
hizlanmasina baglanmaktadir. Yine HIV enfeksiyonu nedeni ile bagisiklik
sistemi bozuklugu olan hastalarda, Kaposi sarkomu, non-Hodgkin lenfoma, anal

kanser ve rahim agzi kanserlerinin arttigi gosterilmistir.

Alkol

Mesleksel 3%
Faktorler

Radyasyon
1%

Diger
10% 35%

Giines 151 Tiitiin
10% 30%

Sekil 1. 1. Kanserde etiyolojik ajanlarin dagilimi (Articles4health., 2017).

1.1.3. Kanser Epidemiyolojisi

Diinya genelinde, her yedi 6limden biri kanserden dolayr gerceklesir, ayrica
kanser AIDS, tiiberkiiloz ve sitmadan daha fazla &liime neden olur. Ulkeler gelir
diizeylerine gore gruplandirildiklarinda, yiiksek gelirli {ilkelerde kanser
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci 6liim sebebidir, diisiik ve orta gelirli
ulkelerde ise kalp-damar hastaliklar1 ile bulasici ve parazit hastaliklarini takiben
liclincii sirada yer almaktadir. Uluslararast Kanser Arastirmalart Ajansi’ nin (IARC)
aragtirmalarma gore, 2012 yilinda diinya ¢apinda 14,1 milyon yeni kanser vakasinin
goriildiigli ve bunlardan 8 milyonunun, diinya niifusunun yaklasik %82’sini olusturan
ve ekonomik acidan gelismekte olan tilkelerde meydana geldigini hesaplamistir. 2030
yilina gelindiginde de, kiiresel boyutta yilda 21,7 milyon yeni kanser vakasinin tani

almas1 beklenmektedir (AmericanCancerSociety., 2012). Ulkemizdeki en son resmi
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rakamlar degerlendirildiginde bir yil icerisinde yaklasik 96.200 erkek ve 67.200
kadinin  kanser teshisi aldigi tahmin edilmektedir. Son 5 il verileri
degerlendirildiginde kanser sikliginda herhangi bir artis ya da azalis olmadig

sOylenebilir.

M Akciger

M Prostat

M Kolorektal
W Mesane
W Mide

B NHL

W Bobrek

2.027

(%2) 2%
2144 4
(%2)

M Larinks

! Tiroid

M Beyin Sinir Sistemi

'\ 4

2.495
(%3)
2807/ 5575
(%3) (%6)

2.417
(%3)

W Diger

Sekil 1. 2. Erkeklerde en sik goriilen kanserlerin toplam sayis1 ve yiizde dagilim (Kanser.gov.tr, 2017).

B Meme
M Tiroid
M Kolorektal
M Uterus Korpusu
M Akciger
B Mide
M Over
W NHL
! Beyin Sinir Sistemi
M Serviks

W Diger

(%3) 2.361
(%a) 25163368
(%4) (%s) (%6)

Sekil 1. 3. Kadinlarda en sik goriilen kanserlerin toplam sayist ve yiizde dagilimi (Kanser.gov.tr, 2017).

1.1.4. Kanser Tedavisi

Kanser tedavisinde kullanilan yontemler genel olarak cerrahi, radyoterapi ve ilag
tedavisi olmak tizere 3 ana gruba ayrilir. Hastalara uygulanacak olan tedavi segenegini

daha cok hastaligin yayginlik durumunu gosteren evresi belirler. Hastaligin viicuda



yayilmadigr evrelerde cerrahi yontemi genellikle hastaligin tamamen ortadan
kaldirtlmasini, yani sifayr amaglar. Kiguk hiicreli akciger kanseri ve bas-boyun
kanserleri gibi bazi1 kanser tiirlerinde radyoterapi erken evrelerde sifa amaciyla
kullanilan bir tedavi se¢enegidir. Lokal ileri evrelerde ise genellikle radyoterapi ile
birlikte ilag tedavisi esas segenek olarak uygulanmaktadir. ileri evrelerdeki hastalarda
veya niiks etmis hastalarda ise tedavi segenegi ilag tedavisidir. Fakat bu evredeki
hastalarda ilag tedavisi genellikle sifa ile sonu¢lanmaz. Kanserde ila¢ tedavileri klasik
olarak kullanilan ve sitotoksik etki gosteren kemoterapinin yani sira hormonal ajanlar
ve son yillarda daha yaygin olarak kullanilmaya baslanan hedefe yonelik kiigiik
molekdllu ajanlar, monoklonal antikorlar ve imminoterapiler ile gittikge artan bir

cesitlilik gostermektedir.

Son yillarda ‘hassas tip’ olarak da adlandirilan ‘precision medicine’ kavramu ile
hastalarin tiimor hiicrelerinde izlenen genetik degisikliklerinin taranarak ilag segimi
fikri 6nem kazanmistir. Heniiz ilk klinik calismalar ¢ok basarili sonuglar vermemis
olsa da popiilarite kazanmaktadir. Hedefe yonelik tedavilerden giiniimiizde basarili ve
yaygin olarak kullanilan ajanlar arasinda anjiyogenez hedefli tedaviler (bevacizumab
ve VEGFR yolagini hedefleyen tirozin kinaz inhibitérleri), monoklonal antikorlar ve

immunoterapiler sayilabilir.

Anti-anjiyogenik tedaviler arasinda vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriinl
(VEGF) baglayan monoklonal antikor bevacizumab ve rekombinant bir peptid olan
aflibercept ile VEGF reseptoriinii baglayan ramicirumab monklonal antikoru FDA
onayi alarak klinikte kullanilmaya baglanmistir. Ayrica VEGFR yolagimi hedefleyen
egorafenib, Sorafenib, Sunitinib, axitinib gibi tirozin kinaz inhibitorleri de pek gok
kanser tlrtine anti-anjiyogenik etkilerinden dolay1 basar ile kullanilmaktadir. Bu tez
caligmamizda anjiyogenez yolagmin ana ligandi olan VEGFyi baglayan bevacizumab
monoklonal antikoru ile VEGFR yolaginda tirozin kinaz inhibitorii olan axitinib

kullanilarak gerceklestirilmistir.



1.1.4.1. Bevacizumab

Ulkemizde Altuzan ticari ad1 altinda satilan bevacizumab, cesitli kanser tiirlerini
tedavi etmek i¢in kullanilan bir ilagtir. Bevacizumab, yiksek 6zgunlik ile VEGF'ye
baglanarak VEGF aracili sinyal yolaklarini ve dolayisiyla anjiyogenezi bloke eden,
hiimanize bir immiinoglobulin G monoklonal antikordur. Klinik arastirmalar
bevacizumabin standart kemoterapi ile kombine edildiginde metastatik kolorektal
kanserli hastalarda sagkalimi uzatmada etkili oldugunu gostermistir ( Lipp., 2007).
Kolon kanserinin yani sira over kanserinin ikinci basamak tedavisinde ve Glial

tiimdrlerde kemoterapi ile birlikte kullanilmaktadir.

1.1.4.2. Axitinib

Ulkemizde Inlyta ticari adi ile ruhsathi olan axitinib bir kinaz inhibitortdir.
Vaskuler endotelyal blytme faktori reseptorleri olan VEGFR-1, VEGFR-2 ve
VEGFR-3'Un tirozin kinazlarimi inhibe ettigi gosterilmistir. Bu reseptorler patolojik
anjiyogenez, tumor biyimesi ve kanser ilerlemesinde 6énemli rol oynar. Inlyta, bir
onceki sistemik tedavinin basarisiz oldugu hastalarda ileri evredeki renal hucreli
karsinomanin tedavisi igin onay almistir ve bu amagla tlkemiz dahil tim diinyada
kullanilmaktadir (Centerwatch., 2017).

Anti-VEGF Kigiik-molekullii VEGFR _

Antikoru inhibitorlar1 Anti-VEGFR

Bevacizumab || (AXitinib, Sunitinib. Sorafenib) Antikorlari
(Ramucirumab)

NCeiaad \ /

/ m‘w:’."f o),
i I‘; .::a’,:?'

Sekil 1. 4. Anti-anjiyogenik ila¢ olan bevacizumab ve axitinib etki mekanizmasi1 (Medinger and Passweg, 2014).



1.2. Kanser ve Immiin Sistem

Hanahan ve Weinberg’in 2000 yilinda 6 ana basamakta toparladigi mekanizmalar
kanser gelisme siireci i¢inde ¢ok 6nemli rol oynamaktadir. Bunlar; proliferatif sinyal
vermeyi sirdirme, blylmeyi baskilayict sinyallerden kag¢inma, hiicre oliimiine
direnme, Oliimsiizlestirmeyi saglama, anjiyogenez indiukleme ve invazyon ve
metastazi aktive etme mekanizmalaridir. Daha sonraki yillarda hucresel enerjinin
dizenlenmesi ve bagisiklik sistemi yikimindan kagmanin da karsinogenezde ana
mekanizmalar oldugu kabul edilmistir (Hanahan and Weinberg, 2011). Ozellikle
immdn sistemin kanser gelisimindeki rold, son yillarda immiinoterapilerin basarili bir
sekilde tedavide kullanilmaya baslanmasi ile daha ¢ok 6nem kazanmistir. Kanser
hicreleri, normalde tiimorlerin  gelisimini  kisitlayan bagisiklik — sisteminin
gOzetiminden kacabildiklerinde hastalik gelistirebiliyorlar. Kanserde immin
g0Ozetimin 6nemi deneysel ve klinik ¢alismalarla vurgulanmistir. Lenfositleri veya
IFN tip I sinyali bozuk olan farelerin, mutasyon gegirmemis wild tip farelere kiyasla
kanser gelisimine daha duyarli oldugu saptanmistir (Shankaranve ark., 2001).
Insanlarda, bagisikligi baskilanmis hastalarda (organ nakli olan hastalar veya HIV
hastalar1) tiimér insidansi artmistir (Buellve ark., 2005, Frischve ark., 2001). Tersine,
T veya NK hiicreleri tarafindan infiltre olan kolorektal veya yumurtalik timorli

hastalarda iyi bir prognoz gozlemlenmistir (Galon ve ark., 2006; Coca ve ark., 1997).

Bagisiklik sistemi, hastaliklara karsi viicudu korur ve bu sistemde yer alan
hucreler, bir dizi reaksiyon ile yabanci maddelere karsi yanit olusturur ya da bu
maddelerin zarar verdigi hasarli hiicreler ile savasir. Temel olarak, bagisiklik
sisteminin savunmasinda iki hat vardir: dogal bagisiklik ve adaptif bagisiklik. Dogal
bagisiklik, spesifik olmayan (antijenden bagimsiz) ilk immiinolojik savunma
mekanizmasidir. Viicuda giren yabanct maddeler ile ilk miicadele eden dogal
bagisiklik sistemi elemanlaridirlar. Yabanci madde girisinden itibaren birka¢ dakika
veya saat sonra meydana gelen hizli ve hi¢bir hafizasi olmayan bir immiinolojik
tepkidir. Kazanilmis bagisiklik olarak da adlandirilan adaptif bagisiklik ise antijene
bagimli ve spesifiktir. Hafizaya sahip oldugu i¢in ikinci defa ayni antijene maruz

kalindiginda hizli ve etkili bir bagisiklik tepkisi olusturur. Dogal bagisiklik enfeksiyon



ajanlarinin ortadan kaldirilmas: i¢in miicadele ederken, adaptif bagisiklik devreye
girer ve ajani ortadan kaldirir. Tiimérlere karst viicudu korumada ve olusan tiimorleri
ortadan kaldirmada daha ¢ok adaptif bagisiklik rol oynar. Adaptif immiin sistem esas
olarak antijen sunan htcreler (APC) ile T hicreleri ve B hicrelerini icerir
(Warringtonve ark., 2011).

1.3.  T-Hucresi ve Antijen Sunan Hucreler

T-hiicreleri kemik iliginde hematopoetik kok hiicrelerinden olusup timusa go¢
ederek orada olgunlagirlar. Bu hiicrelerin yiizeyinde T-hlcre reseptorii (TCR) olarak
bilinen antijene 6zel reseptorler vardir. T-hiicre reseptorlerinin belirli bir antijeni
taniy1p baglanabilmesi i¢in antijen sunan hiicrelere ihtiyag vardir. APC hiicrelerinin
biiylik cogunlugunu dendritik hiicreler olusturmakla birlikte, makrofajlar, B hiicreleri,
fibroblastlar ve epitel hiicreleri de antijen sunma gorevi yapabilmektedir. APC
hicrelerinin tzerinde major histokompatibilite kompleksi (MHC) olarak bilinen
hlicre-yiizeyi proteinleri vardir. APC hiicreleri bir antijen ile karsilastiklar1 zaman onu
yutup sindirdikten sonra MHC proteinleri ile hiicre Gizerinde sergilerler, boylelikle T
hiicreleri bu yabanci maddeleri tantyip aktive olurlar. MHC-antijen kompleksi TCR’1
aktive ettikten sonra T hiicresi bir takim sitokinler salgilayarak bagisiklik sistemini
kontrol eder. Bu antijen sunumu islemi sonucunda T hiicreleri sitotoksik T hiicrelerine
(CD8" hiicreler) ya da yardimci T (Th) hiicrelerine (CD4" hiicreleri) farklilagsmak igin
uyarilirlar. Sitotoksik T-hiicreleri, yabanci ajanlar ile enfekte olmus hiicreleri ya da
timor hucrelerini ortadan kaldirmaya g¢alisir. Ancak Th hiicreleri, diger hiicreleri
yonlendirerek bagisiklik yanitinin olusup devam ettirilmesinde "aracilik" ederler. Th
hicreleri aktive olduklart zaman bir¢ok hiicre tipini aktive edecek sitokinler

salgilamaya baglar (Warringtonve ark., 2011).

Immiin sistem hiicreleri, normal hiicrelere gore yiizey ozellikleri az da olsa
degismis olan tiimor hiicrelerini taniyarak ve onlar1 ortadan kaldirmaya c¢alisarak
kanser hastalifinin gelismesini engeller. Viicudu kansere kars1 koruyan en 6nemli

mekanizmalardan biri olan bu sire¢ imminolojik Siirveyans olarak adlandirilir.



Kanser hucrelerinin biiyiiyerek hastalik yapabilmesi i¢in bu denetiminden kagmasi
gerekmektedir. Kanser hiicreleri, biiyiliylip yayilabilmek igin baslica (i¢ mekanizma

araciligiyla immiin sistem denetlemesinden kacabilirler:

1. Tumor hicreleri yiizeylerinde bagisiklik sistemi tarafindan taninmalarin

kolaylastiracak tim0r antijenlerinin veya MHC antijenlerinin ekspresyonunu azaltir.
2. Bagisiklik sisteminin antijeni tanimasi ve ona karsi savunmasinda rol oynayan APC

ve T-hucreleri gibi hilcrelerin ifadesini ve olgunlasmasini azaltirlar.

3. Immiin sistemi baskilayan tiimér iligkili makrofajlar (TAM), miyeloid kokenli
supresor hucreler (MDSC) ve regulator T hucreleri (Treg) gibi immdin sistemi
baskilayan hiicrelerin yapimini arttirarak onlari tiimor ortamina (mikrogevresine)
getirirler. Bu hicreler timor mikrocevresinde immin supresif faktorler Gretirler.
Tiim6r mikrogevresindeki bu hiicrelerin yani1 sira tiimor hiicrelerinin kendileri ve
stroma hiicreleri de bagisiklik sistemini baskilamak i¢in immiin baskilayici sitokinleri
iiretir. Immiin baskilayici sitokinler ¢ok genis bir grup igerisinde yer almakla birlikte
en ¢ok caligilan ve bilinenleri NO, TGF-p, IDO, IL-17, IL-10 ve IL-6’dir. Cizelge
1.1°de bu sitokinlerin dretildikleri hticreler ve baslica fonksiyonlar1 gésterilmistir
(Voronve ark., 2014).

Cizelge 1. 1. NO, TGF-B, IDO, IL-17, IL-10 ve IL-6 sitokinlerin kaynak hucreleri ve ana fonksiyonlar1 (Voron et
al., 2014).

Sitokin | Hiicre Kaynagi Ana fonksiyonlari
Lo . .. | ICAM-1ve VCAM-1 kusurlu kimelenme ve T hucreleri
NO Tlmdr hilcreleri, damar endotel hilcresi, uzerindeki integrin alicilar1 i¢in diisiik bir afinite
MDSC, BEC & ¢ ¥
olusmasi.
TUmor hiicreleri, Regulatdér NK-hucresi, | T hucresi ve makrofaj fonksiyonlarini azaltir, Treg
TGF- MDSC, DC, Reglator T-hicresi, T- | hiicrelerinin  proliferasyonunu artirir  ve adaptif
hiicreleri bagisiklik tepkisini baskilar.
IDO Tumoér hiicreleri, TAM ;’c;:ﬂtrofan tikenmesi ile T hiicresi aktivasyonunu inhibe
TUmor hicreleri, CD8+, T-hicreleri, . e . T
IL17 NK-hticreleri. NKT hiicreleri, Bfell} kos}ll_la¥ alltllnda IL_-_6 Giretimini artlrablllf ve_tum(_)r
nétrofiller bilyumesini indiikleyebilir. Proinflamatuar sitokinlerin
ve kemokinler induksiyonu.
T hicreleri, B hiicreleri, monositler, . . . . . L
IL-10 MDSC, DC'ler, makrofajlar, regiilator Thl hicreleri, NVK hucrel.erl vg makrofajlar aktivitesini
N AR, - inhibe ederek bagisiklik sistemini bastirma.
T-hicreleri, timor hiicreleri
TH1 hiicre farklilagmasin1 azaltir, VEGFA Uretimini
Tumor hucreleri, endotel hicreleri, | artiririr.
IL-6 fibroblastlar, mopositle_r I makrofajlar, | Karacigerde: akut faz proteinlerinin sentezi; l6kosit
MDSC, DC, T-hucreleri gecisini, aktive edilmis T hiicresi tiretimi; IgG, IgM, IgA
hemopoeziste farklilagmasi.
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1.4.

1.4.  Anjiyogenez

Anjiyogenez mevcut kan damarlarindan yeni kan damarlarinin olusumudur. Bu
islem, kan damarlarinin i¢ duvarmi kaplayan endotel hiicrelerinin gocti, biiyiimesi ve
farklilasmasin1 kapsar. Anjiyogenez siireci, viicuttaki kimyasal sinyaller tarafindan
kontrol edilir. Bu sinyaller hem hasarli kan damarlarinin onarilmasini hem de yeni kan

damarlarinin olusumunu tesvik edebilir.

Anjiogenez tumor biylmesinde, timoriin yayilmasinda ve metastaz olusumunda
hayati rol oynamaktadir. Anjiyogenez esas olarak anjiyogenezi uyaran (pro-
anjyogenik) ve baskilayan (anti-anjyogenik) faktorler arasindaki denge ile diizenlenir.
Kanser gelismesinde rol oynayabilen proanjiyogenik ve antianjiyogenik faktorlerden
bir kismi1 Sekil 1.5’de gosterilmistir. Anjiyogenezi uyaran faktorler arasinda, vaskuler
endotelyal buytime faktori (VEGF) ve onun reseptorlerinin olusturdugu yolak, timaor

anjiyogenezinin en 6nemli indiikleyicilerinden birini temsil eder (Pragerve ark., 2012).

&

Damzrlznmzy: | Damparlanmay:
Astirznlar Engzellevenler
Pro-anjiogenez Faktorler Anti-anjiogenez Faktérler
Kemokinler Anjiopostin
CXC-1.-2,-3,-5.-6,-7,-8 Ang-1, -2
Fibroblast Biyime Faktors Anjiostatin
FGF-1.-2 —
Hepatotosit Biviime Faktors Rz;glim.l;r.w A1, 412,14
HGF e
Hipoksi Indakleyici Faktor s
HIF-1,.2, -3 Taterferon
Trombosit Kékanli Biyime IFN-x, -B, -y
POGF-A, 8. -C.-D Digwent Epite! Kékenli Biyiims Faktérs
Déonistiries Bivime Faktors PEDF
TGFB1,-2, -3 =
— B — — Trombospondin
Vaskilar Endotelyzal Biyims Faktons TSP-1,-2,-3,-4,-5( COMP)
VEGF-A, -B, -C, -D. v= PIGF

Sekil 1. 5. Pro-anjiyogenik ve anti-anjiogenik dengesi (Logsdon et al., 2014).
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1.4.1. Vaskuler Endoteliyal Biytume Faktoéri (VEGF)

VEGF anjiyogenezde ¢ok onemli rol oynayan ve trombosit kaynakli biytime
faktori (PDGF) super gen ailesine ait bir sitokindir. Bu ailede VEGF-A’nin yani sira,
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D ve VEGF-E (viral i¢in kodlanmis bir protein) yer alir ve
VEGF-A ile degisen derecelerde homoloji gosterirler. VEGF geninin sentezlenmesi
ostrojen, nitrik oksit (NO) ve gesitli biiyiime faktorleri 6rnegin, TGF-b ve keratinosit
blylme faktord, 1L-6, IL-1b ve instlin-benzeri blyume faktort 1 (IGF-1) gibi bir¢ok
uyaran tarafindan indiiklenir (Shibuya, 2001). VEGF, fonksiyonlarini tirozin kinaz
aktivitesine sahip iki  reseptor; VEGFR-1 ve VEGFR-2 araciligiyla
gerceklestirmektedir. VEGF ile bu reseptorlerin aktive edilmesi sonucunda sinyal
iletim yolaginin {izerinde bulunan bir¢ok protein fosforilasyona ugrar (Ferrarave ark.,
2003). VEGF’nin VEGFR-1’e daha yiiksek afinite ile baglanmasina ragmen, VEGF
sinyal yolaginin anjiyogenez agisindan esas rol oynayan reseptori VEGFR-2'dir
(Toive ark., 2001).

Son zamanlarda yapilan calismalar, pro-anjiyogenik bir faktor olan vaskiler
endotelyal buyime faktori A (VEGF-A)’nin sadece anjiyogenezi arttirarak timor
blylmesi ve metastaz1 kolaylastirmakla kalmayip ayni zamanda immiin sistemi de

baskilayabildigini gostermistir.

1.4.2. VEGF’nin immiin Sistem Baskilamasi

14.2.1. Dendritik HiUcre Baskilanmasi

Olgun DC’ler anti-timdr bagisiklikta kritik unsurlardir ancak, kanser hastalarinda,
genellikle DC farklilasmas: ve olgunlasmasinda sorun vardir. Bu nedenle, olgun
olmayan DC’ ler tiimor antijenlerini naif T-hiicrelerine etkili bir sekilde sunamadiklari
igin bagisiklik toleransi uyarilmaktadir. Yapilan bir ¢alismada, kanser hastalarinin
kanindaki olgunlagmamis DC’lerin plazmadaki VEGF-A seviyesi ile iligkili oldugu
gosterilmistir (Fanve ark., 2003). Bir in vitro modelde VEGF-A'ya maruz kalan
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embriyonik kok hiicrelerinden farklilasan dendritik hiicrelerinin, VEGFR1 aracili
olgunlagmalarinin ve VEGFR2 aracili farklilasma siireclerinin engellendigini
gosterilmistir. Ayrica, olgunlasmamis dendritik hiicreler TGF-b’ ya bagimli bir sekilde
Treg farklilasmasini1 ve ¢ogalmasii arttirabilmektedir (Kusmartsevve ark., 2004).
Fare modeli {izerinde yapilan bir ¢alismada, VEGF’nin Flt-1 reseptort (VEGFR-1)
uzerinden dendritik htcrelerinin T hdcrelerini aktive etme yetenegini ortadan
kaldirdig1 gosterilmistir (Laxmananve ark., 2005). Lynn ve arkadaslarinin yaptigi bir
calismada, VEGF’nin, CD80 ve CD86’nin azaltilmis ekspresyonu ve artmis apoptosis
yoluyla DC'lerin lipopolisakkarit ile indiiklenen olgunlagmalarini baskiladigini
bulmuslardir (Lynn ve ark., 2010).

1.4.2.2. T-Hucre Baskilanmasi

VEGF-A’nin, T hiicrelerinin timusta gelisimlerini inhibe edebildigi gosterilmistir
(Ohmve ark., 2003). T-htcrelerin timusta olgunlasmasinin inhibisyonu, VEGFR2
Uzerinden meydana gelmektedir (Alfarove ark., 2009). VEGF’nin anormal damarlar
olusturarak T-hiicrelerinin damar disina gegmelerini engelledigi bulunmustur.
Hastalarda yapilan ¢alismalarda, kanserli hastalarin asit sivisi ve periferik kanlarindan
alinan T lenfositlerin proliferasyonlar1 ve sitotoksiteleri gibi efektor fonksiyonlariin
VEGF-A etkisi ile azaldigi gosterilmistir (Alfarove ark., 2009). Diger yandan, timor
hiicrelerinin hipoksiye maruz kalmalari, onlarin sitotoksik T-hiicreleri tarafindan lizise
ugramalarin1 Onleyebilmektedir. Burada hipoksik ortamda pro-anjiyogenik faktor
yapiminda artig olmasindan dolay1 T hucreleri Gzerinde olast bir baskilayici etki s6z

konusudur (Nomanve ark., 2009).
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1.4.2.3.  Immunoregulator Hicrelerin Birikimi

1.4.2.3.1. Baskilayic1 Miyeloid Hiicreler

VEGF-A, myeloid kokenli baskilayict hucrelerin  (MDSC)  birikimini
uyarabilmektedir. Miyeloid progenitér hiicreler (MDSC) ve olgun myeloid hiicreler
(makrofajlar, granilositler, ve dendritik hticreler) bagisiklik sistemini baskilama
ozelligine sahip hiicrelerdir. MDSC hiicrelerinin tiimor mikro ¢evresinde birikmesi, T-
hiicre yanitim1 farkli sekillerde baskilamasina yol acar. Baz1 MDSC hiicreleri timor
mikrogevresinde NO uretimine sebep olur bu da T hiicrelerinin gogalmasini bloke eder
Ve apoptoza ugramasina neden olur ve boylelikle timoriin icine giren T-hiicre sayisi
azalir. MDSC’ler radikal stperoksit gibi, indolamin 2, 3 dioksigenaz, reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) Ureterek immunsupresif dzellikler gosterebilir (Kusmartsevve ark.,
2004). Sonug olarak, MDSC tarafindan {iretilen radikal siiperoksit ve NO arasinda
gelisen reaktivite sonucunda tiimor mikrogevresinde serbest radikal olan proksi nitrit
olusur ki bu da T hucrelerinin spesifik peptid / MHC kompleksini tanima 6zelligini

engeller.

1.4.2.3.2. Regulator T-Hucreleri

Pro-anjiogenik faktorler, dolayli ya da dolaysiz mekanizmalar yoluyla, timor
tastyan konakgilarda ortama regiilatér T-hiicrelerini (Treg) ¢ekerek immin sistemi
baskilarlar. Bu nedenle, VEGF ile gelistirilmis MDSC, TGF-b’ye bagimli veya
bagimsiz, FoxP3" Treg gibi diger bagisiklik baskilayici hiicrelerin de-novo olarak
gelisimlerini tetikleyebilir (Serafinive ark., 2008). Ornegin kalin bagirsak karsinomlu
bir fare modelinde MDSC’ lerin IL-10 ve TGF-b iireterek Treg gelisimine aracilik
ettigi gosterilmistir (Huangve ark., 2006). Olgunlasmamis DC’de TGF-b’ye bagimli
bir sekilde Treg farklilasmasina ve ¢ogalmasina neden olabilir (Ghiringhellive ark.,
2005). Son zamanlarda yapilan arasgtirmalara gore, timor tasiyan farelerde ve
metastatik kolorektal kanserli hastalarda, VEGFR2’ye bagimli bir sekilde regiilator T

hlcrelerin gogalmasinin dogrudan VEGF-A tarafindan indiiklenebildigi gosterilmistir.
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Tiimdr tasiyan farelerdeki Treg hiicrelerinin yiizeyinde VEGFR2 ekspresyonun arttigi
buna karsilik tiimorsiiz farelerde Treg tlizerinde VEGFR ekspresyonunun olmadigi

gosterilmistir (Termeve ark., 2013).

1.4.2.3.3. Tumor lliskili Makrofajlar

Kotii prognoz ile iliskili olan tiimor-iligkili makrofajlar (TAM) VEGF-A ile
uyarilabilir. Timor hiicrelerinden {iiretilen 1L-10 ve IL-4 gibi sitokinlerin TAM

hiicrelerinin gelisimini uyarabildigi gosterilmistir (Voronve ark., 2014).
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Sekil 1. 6. Pro-anjiyojenez faktorii olan VEGF-A tiimorlerde immiinsupresifitenin gelisimini indiikler(Voron et al.,
2014).

Karsionegenez surecinde ¢cok énemli rol oynayan anjiyogenez ve immdin sistem gibi
iki ana mekanizmanin birbirleriyle etkilesimi kanser tedavilerinde kullanilan ve bu iki
mekanizmay1 hedefleyen ilaglarin daha rasyonel kullanimi konusunda 6nemli ipuglar
saglayabilecek potansiyeldedir. Heniiz klinikte bu iki tedavi modalitesinin birlikte

kullanimu ile ilgili yeterli veri bulunmamaktadir.

Bu tezde kanser tedavisinde kullanilan bevacizumab Ve axitinib ilaglarinin ve timor
anjiyogenezinde Onemli roli olan VEGF proteininin timoér hicrelerinde

immunosupresif faktor salgist tizerindeki etkilerini in vitro olarak arastirmayi
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amagladik. Bu tez ¢alismasi ile her iki tedavi modalitesinin daha rasyonel bir sekilde

kullanilabilmesi i¢in bir temel olusturmay hedefledik.
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2. GEREC ve YONTEM

Tez calismamiz asagidaki akis semasina uygun olarak diizenlendi ve gergeklestirildi.

MCF-7, HT-29 ve

LNCaP Hiicre kiiltiirii

Hiicre canhihg dlgiimil
{(MTT) ile (- 0+

dozlarinin belirlenmesi

Hiicrelere ilag Hiicrelere ilag

uyguladiktan sonra uyguladiktan sonra
24 saat inkiibasyon 72 saat inkiibasyon
_— Nitric oksid
KantitatifiReal kalorimetrik ELiZA Flow sitometri
Time PCR .
deneyi

Sekil 2. 1. Deney planinin sematik gosterimi.

2.1. Malzeme Listesi

Kullamilan TUmor Hucreleri:
o MCF-7: Insan meme kanseri hiicresi, Epitel morfoloji, Yapisik hiicre kiiltiirii
(ATCC, ingiltere).
o HT-29: Insan Kolon Kanseri Hiicresi, Epitel morfoloji, Yapisik hiicre kiiltiirii
(ATCC, ingiltere).
o LNCaP: Insan Prostat Kanseri Hiicresi, Epitel morfoloji, Yapisik hiicre kiiltiirii
(ATCC, ingiltere).
Kullanilan Hiicre kiiltiirii vasatlar::
o DMEM: MCF-7 i¢in kullanildi (Biological Industries, 01-052-1A).
o McCoy's 5A: HT-29 i¢in kullanildi (CAPRICORN SCIENTIFIC, MCC-A).
o RPMI-1640: LNCaP icin kullanildi (CAPRICORN SCIENTIFIC, RPMI-A).
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Kullanilan Hiicre kiiltiirii kimyasallari:
o FBS: fetal sigir serumu (Biological Industries, 04-001-1A).
o Penisilin-Streptomisin: (Biological Industries, 03-031-1B).
o Tripsin/EDTA soltsyonu: (Biological Industries, 03-050-1B).
o DMSO: (Merck, 102952).

o MTT: 3-(4,5-dimetilthiazol-2-il)-2,5- difeniltetrazolium bromid, (Chemicon
International, ABD)

o VEGF: (SIGMA-ALDRICH, V7259 SIGMA)
Kullanilan ilaclar:
o Bevacizumab: piyasadan temin edildi (Roche, Altuzan 400 mg/16ml)
o Axitinib: (SIGMA, PZ0193-5MG)
o 5-Fluorourasil: piyasadan temin edildi (Fluro-S DEVA, eKY1174E_01)

2.2.  Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

2.2.1. Tumor Hicresi

Hicreler -150°C dondurucudan gikartilip hemen 37°C su banyosuna alinarak
3/2’si eritildi. Sonrasinda eritilen hiicreler %10 FBS ve %1 antibiyotik-antimikotik
iceren hicre koltir besiyerlerine eklenerek %5 CO: igeren 37°C inkubatorde

¢ogalmasi icin inkiibe edildi.

2.2.2. Hiicre Canhlik Olciimi (MTT)

MCF-7, HT-29 ve LNCaP hiicrelerini 96 lik kiiltiir kaplarinda kuyucuk basina
5x10% hiicre olacak sekilde ekildi. 24 saat sonra belirlenen ila¢ dozlar1 (bevacizumab
icin 0.008 ile 2.5 mg/ml araliginda, axitinib icin 10 ile 10° nM araliginda 9 farkl doz
ve VEGF icin de gizelge 2.1 deki dozlar) besi ortamlart ile birlikte hazirlanip hiicreler
uzerine eklendi ve 72 saat 5% CO- iceren 37°C inklbatorde inkibe edildi. 72 saatlik
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slirecin sonunda canli hiicre oranini saptamak i¢in MTT testi yapildi. MTT den 20 pl,
50 ul de vasat her kuyucuga eklendi. Canli hiicrelerde olusan formazan kristallerini
¢cozmek icin her kuyuya 150 ul DMSO eklenip galkalayici lizerinde yaklasik 1 saat
bekletildi. Kristaller ¢6zuldukten sonra ELISA plak okuyucuda 590 ve 620 nm’ de
aliman degerler ile hiicre proliferasyonu o6l¢iildii. ilag uygulanmamis kuyucuklarin
absorbans degeri kontrol degeri olarak alinip ila¢ uygulanmis kuyularin absorbans

oranini hesaplamada kullanildi.

2.2.3. Belirlenen Dozlarin Hiicre Uygulamasi

Kullanilan ilaglarda belirgin bir sitotoksisite gdzlenmedigi i¢cin bevacizumab ve
axitinib i¢inde hiicre canliliginda kontrole gére %0 ve +%10 degisiklik yapan 2 farkli
doz ve insanda kullanilan ortalama doza karsilik gelecek bir doz da gen ifade
calismalar1 icin secildi. VEGF proteini icin de literatlirden farkli dozlara karsilik
gelecek sekilde, 100 ng/ul, 50 ng/ul ve 10 ng/ul olmak tizere ii¢ farkli doz secildi
(Cizelge 2.1).

Cizelge 2. 1. Bevacizumab, axitinib ve VEGEF i¢in kullanilacak ila¢ dozlari

D1 D2 D3

BEVACIZUMAB | 1.25 mg/ml | 0.15625 mg/ml | 0.00976 mg/ml

AXITINIB 103 nM 10 nM 10-2 nM

VEGF 100 ng/ul 50 ng/ul 10 ng/ul

Belirlenen ilag dozlarini tiimor hiicresinde uygulamak i¢in MCF-7, HT-29 ve LNCaP
hiicreleri 6 kuyulu plaklara, her ilag dozuna 2 tekrar olacak sekilde kuyu basma 5x10°
hicre ekildi. Hiicreler tutunup Gresinler diye plaklar 24 saat boyunca %5 CO2 igeren
37°C inkiibatorde inkiibe edildi. Devaminda besi ortamlar1 aspire edildi ve belirlenen
ilag dozlar1 taze medyum iginde plaklara eklendi ve %5 COZ2 iceren 37°C inkibatore
kaldirildi. Es zamanli polimeraz zincir reaksiyon (EZ-PZR) deneyinde 24 saat

sonunda gen ifadeleri arastirmak igin hiicreler toplanildi ve -86°C ye kaldirildu.
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Ayrica Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) testi ile besiyerine salgilanan
immiinsupresif faktorlerin diizeylerini belirlemek i¢in es zamanli olarak benzer sekilde
hazirlanan plaklar bu defa 72 saat inkiibe edildikten sonra besiortamlari toplanarak -

86°C’de ¢alisma yapilana kadar saklandi.

2.3.1. RNA Izolasyonu

Es zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (EZ-PZR) i¢in toplanilan hiicrelerden ticari Kitin
(BioRad, 732-6820) prosediriine uygun olarak total RNA izolasyonu yapildi. Kisaca, hiicre
pelleti RNaz inhibitorii igeren lizis tamponu ile pargalandiktan sonra kitte bulunan kolonlar
araciligl ile saflastirildi. Saflastirilan total RNA konsantrasyon ve safligi 6l¢giilmek iizere 2 pul
RNA o6rneklerinden alindi ve geri kalani -86 °Ca kaldirild.

2.3.1.1.  Spektrofotometre

RNA safliklarini ve konsantrasyonlarini 6l¢mek tizere ayrilan 2 ul RNA {izerine 98 ul saf
su eklendi ve olgllmek icin 100ul olarak spektrofotometre cihazinin (Beckman DU 730)
kuyusuna ytklendi ve cihaza yerlestirildi. Orneklerden saflig1 2.1 > Aogo/A2s0> 1.85 arasinda

olanlar galigmaya alindu.

2.3.2. cDNA Sentezi

RNA izolasyonundan sonra tim 6rneklerden 250 ng RNA alinacak sekilde kitin
(BioRad, 170-8891) i¢erdigi random hexamer primerler, oligo-dT ve reverse transkriptaz
enzimi kullanilarak komplementer DNA ( cDNA) sentezi yapildi. Reaksiyon sonunda
20 pl cDNA elde edildi ki buda RNaz-DNaz icermeyen su (Qiagen, Almanya) ile 100 pl'ye
tamamlanip EZ-PZR de kullanilacak tizere -20°C kaldirildi.
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2.3.3. Primer ve Prob Tasarimi

Anjiyogenez ve immiin sistem etkilesiminde rol oynadigi diisiiniilen ve
immiinosiipresif sitokin olan Interlékin 17 (IL-17 ), interlokin 10 (IL-10), Interldkin 6
(IL-6), Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO), Transforme edici blylime faktéri beta
(TGF-b) ve Nitrik oksit sentaz 3 (NOS3) gen ifade duzeylerini belirleyebilmek
amaciyla EZ-PZR deneyinde kullanilmak Gzere ileri (forward) ve geri (reverse) primer
ve FAM-TAMRA boyali olan Probe tasarimlari yapildi. Tasarlamada gen dizisini elde
etmek icin  Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html) sitesi kullanildi.
Devaminda Primer ve Probu tasarlamak igin Primer3web (version 4.0.0)
(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) sitesinden yararlanildi. Tasarlanan primer ve
problarin ¢alisilacak gen dizileri ile uyumluluklarindan emin olmak i¢in Primer Blast
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) ve NCBI Blast
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) web sitelerinden kontrol edildi. Ayrica
primer ve problarin hairpin ve primer dimer yapilarinin olusturup olusturmadiklar

IDT (https://eu.idtdna.com/site) web sitesinden yararlanilarak kontrol edildi.

Calismada kullanilmak tizere Cizelge 2.2°de belirtilen primer ve problar tasarlanip

siparis edildi.
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Cizelge 2. 2. Es Zamanl PZR deneyinde Kullanilan Primer ve Probe Dizileri.

Gen Forward Primer Reverse Primer
IL-17
5’-CACCTTGGAATCTCCACCGCAA-3’ 5’-CTGCGCAGGACCAGGATCTC-3’
IL-10
5’-CCAAGCCTTGTCTGAGATGATC-3* | 5>-TGCTCTTGTTTTCACAGGGAAG-3’
IL-6
5’-GAGTAGTGAGGAACAAGCCAG-3’ 5’-GCAGGACATGACAACTCATCT-3’
IDO 5’-ATGTCCTGGAGGAACTGAGC-3’
5’-ACGGTCTGGTGTATGAAGGG-3’
TGF-B
5’-GTGGACATCAACGGGTTCACT-3’ 5’-TCCGTGGAGCTGAAGCAATAG-3’
NOS-3
5’-TGAAGCACCTGGAGAATGAG-3’ 5>-TTGACCATCTCCTGATGGAA-3’
Probe
1L-17
5’-TGCCGCCACTTGGGCTGCAT-3’
1L-10
5’-AGACATCAAGGCGCATGTGAACTC-3’
IL-6
5’-TCTAGATGCAATAACCACCCCTGA-3’
IDO
5’-CAGCGTCTTTCAGTGCTTTGACGT-3’
TGF-B
5’-CCGGCCTTTCCTGCTTCTCATGG-3’
NOS-3
5’-CGATCCAGGCCCAGTCTGCA-3’

2.3.4. Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Tasarlanan primer ve problar oncelikle optimize edildi. Yapilan optimizasyon
sonucunda boltim 2.3.2°de sentezlenen tum cDNA 6rneklerinden 4pl optimum miktar
olarak belirlendi. Bunun lzerine EZ-PZR 'nin ‘ortak karigimi” master miksi (Solis
Biodyne 5x Hot FirePol Probe Mix Plus (No Rox)) 6 ul olarak dagitilacak sekilde
hazirlanip 96'lik plaka dagitildi. cDNA igermeyen negatif kontrol kuyucuklarina da
karisim dagitildiktan sonra 4 pl RNaz-DNaz icermeyen su (Qiagen, Almanya)
eklenerek son hacim 10 pl’ye tamamlanmustir. Ornekler kit proseriidiindeki gibi

Cizelge 2.3’de belirtilen reaksiyonlarla amplifiye edilmistir.
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Cizelge 2. 3. EZ-PZR reaksiyonu

Sicakhk Sire Siklus Sayis1
Polimeraz Aktivasyonu 95°C 15 dakika 1 siklus

Denatiirasyon 95°C 20 saniye 40 siklus
Baglanma-Uzama 60°C 60 saniye
Soguma 37°C 10 dakika 1 siklus

2.3.4.1. EZ-PZR Uriinlerinin Agaroz Elektroforezi ile Kontrolii

EZ-PZR ile amplifiye edilen iirlinler %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek test
edilmistir. 50 bp DNA ladder (Bioron, 304007) ve 5X’lik yiikleme boyasi (Promega,
M791A) kullanilarak ornekler %2’lik agaroz jelde yiiritildi ve jel gorintileme
cihazinda (Bio-Rad Gel Doc XR, ABD) goéruntilendi.

2.35. ELiZA

Yontem 2.2.3.°de anlatilan 72 saat sonra toplanilan hiicre slpernatanlarindan
NOS-3, TGF-b, IDO, IL-17, IL-10 ve IL-6 miktarlarini tespit etmek igin ticari kit (YH
Biosearch ELISA Kits, Cin) kullanildi. Standart diltsyonlar kit prosediriine gore
hazirland1 ve 50 pl olarak standart kuyucuklarina dagitildi. Hiicre supernatantlar -
86°C den cikarilip oda 1sisma getirildi. Orneklerden 40 pl 96'hik kap iizerinde
belirlenen kuyucuklara eklendi ve uzerlerine ilgili spesifik antikordan 10 pl eklendi.
Devaminda standart ve ornek kuyucuklarina 50 pl streptavidin-HRP eklenerek
antikorun baglanmasi igin plak 37°C’de inkiibe edildi. Bes kez yikama sonunda
baglanmayan ve spesifik olmayan molekiilleri uzaklastirildi. Renk olusumu saglamak
i¢cin yitkama sonunda kuyucuklara TMB substrati eklendi. Olusan renk degisimleri
belirlemek i¢in 6rneklerin absorbanslari 650 nm referans alinarak 450 nm’de ELIZA

plate okuyucuda (Thermo Scientific, MULTISKAN GO ) okundu.
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2.3.6. Nitrik Oksit Deneyi

Timor hiicreleri tarafindan idiretilen nitrik oksit (NO) tayini igin ticari kit
(Biovision, K262-200) kullanildi. Kullanilan kitte NO olusturulduktan sonra hizli bir
sekilde nitrit ve nitrata doniistimii 6l¢lim kriteri olarak alinip bunun {izerinden NO
seviyesi belirlendi. Deneyde, Yontem 2.2.3.”de anlatilan 72 saat sonra toplanilan hiicre
slpernatantlar1 kullanildi. Kit protokoliine dayanarak standartlar hazirlandi ve 96’lik
kap {izerinde belirlenen kuyulara dagitildi. Devaminda 6rnekler de belirlenen kuyulara
dagitimlart yapildi ve iizerlerine sirasiyla deney tamponu, nitrat rediiktaz enzimi,
enzimin kofaktorii eklenip 1 saat inkiibe edildi. Sonrasinda enhancer ile Griess
reaktifleri eklendi. ELIZA plate okuyucuda (Thermo Scientific, MULTISKAN GO )
540 nm’de Ol¢lim yapildi.

2.3.7. Akim Sitometrisi

Deneylerde kullanilan tiimor hiicrelerindeki VEGFR1 ve VEGFR2 ifadesi akim
sitometrisi ile belirlendi. Uygulanilacak ilag sayis1 ve dozlar goz 6niinde bulundurarak
MCF-7, HT-29 ve LNCaP hiicreleri ekimi yapildi. Yirmi dort saat sonra belirlenen
ilag dozlar1 hiicrelere uygulandi ve 72 saat inkiibasyon icin flasklar 5% COg iceren 37
°C inkubatore kaldirildi. 72 saat sonra hiicreler Cell Dissociation Solution (BI, 03-
071-1B) ile kaldirild: ve Thoma laminda sayilarak 1.5 x 10° hiicre olacak sekilde 15
ml'lik deney tiiplerine alind1. Hiicre yikamas i¢in ‘Flow buffer’ Ca?* Mg?* icermeyen
PBS, 2% FBS iceren PBS, 2mM EDTA ve 0.09% Na-Azide kullanilarak hazirlandi.
Hicreler ‘Flow Buffer’ ile yikandi. 500 RPM’de 5 dakika 4 °C’de santrifuj edildikten
sonra siipernatan atildi, pellet Gzerine 1 ml “flow buffer’ eklendi ve 6rnekler 1.5 ml
ependorflara alinarak 300 x g’de 5 dakika santrifiij edildi. Stipernatan atildi ve hiicreler
stispansyon hale getirilerek Gzerine 85 pl flow buffer ve 7.5 pl FITC isaretli anti-
VEGFR1 (biorbyt, orb141549) ve 7.5 ul PE isaretli anti-VEGFR2 (Biolegend,
359904) antikoru eklendi. Oda sicakliginda 30 dakika karanlikta inkibe edildi.
Inkiibasyon sonras1 1 ml flow buffer eklenerek 300 xg de 5 dakika santrifiij edildi.

Daha sonra hiicre pelleti ‘flow buffer’ ile sispansiyon haline getirildi ve VEGFR1 ve
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VEGFR?2 ifade eden hiicre oranlari sayim cihazindan (Beckman Coulter Vavias Flow
Cytometry) (A.U.T.F. Hematoloji Laboratuvari) elde edildi.

2.4, lstatistik

Bevacizumab, axitinib ve VEGF dozlarina bagli olarak yapilan EZ-PZR, ELIZA,
nitrik oksit ve akim sitometresi deneylerinden elde edilen kantitatif verilerin analizinde
tek yonli ANOVA testi, Mann-Whitney U ve T testi testleri kullanildi. Analizler igin
SPSS 10.0 programi kullanildi. P degerleri <0,05 olan sonuglar istatistiksel agidan

anlamli olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Bevacizumab ve Axitinib Sitotoksite Sonuclari

MCF-7, HT-29 ve LNCaP hiicrelerine Cizelge 2.1°de verilen konsantrasyon
araliklarinda 9 doz olarak uygulanan bevacizumab ve axitinib ilaglarinin in-vitro doza
bagli hiicre canlilik egrileri Cizelge 3.2., Sekil 3.1.-3.3’de gosterildi. 1 en yiiksek ve 9
en diisiik doz olarak uyguland:. Ilag uygulanmayan kuyucuklarin absorbans degerleri

referans olarak alinip canlilik oran1 %100 olarak alinda.

Cizelge 3. 1. Hiicre canlilik testi igin MCF-7, HT-29 ve LNCaP hiicrelerine uygulanan 9 farkli bevacizumab ve
axitinib ilag dozlari.

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9
Bevacizumab | 2.5 1.25 0.625 0.313 0.156 0.078 | 0.039 | 0.019 | 0.0096

mg/ml | mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml
Axitinib 108 104 103 102 10 1 10t 1072 103

nM nM nM nM nM nM nM nM nM

Cizelge 3. 2. MCF-7 HT-29 ve LNCaP hicreleri icin ¢izelge 3.1. de verilen ilag dozlarinin uygulanmast ile yapilan
MTT sonuglari.

MTT | ila¢ | D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9
Beva | 1486 | 1362 | 1251 | 1215 | 1945 | 1211 | 1105 | 1105 | 89.8
+ + + + + + + + +
MCF-7 001 | 001 0.01 001 | 0.004 0.01 001 | 001 | o001
Axa 28.76 67.45 78.14 95.86 103.2 107.2 112.8 112.8 124.1
+ . + + + + + + +
001 | 0007 | 009 | 0004 | 001 001 | 0004 | 001 | o001
Beva | 8278 | 8745 | 1043 | 97.32 | 1138 | 9628 | 7410 | 79.88 | g3gg,
+ + + + + + + + +
HT-29 0.02 0.02 0.05 004 | 006 0.03 001 | 004 | 001
Axa | 4789 | 9374 | 2918 | 55.89 | 8456 | 121.2 | 170.7 | 126.6 | 89.21
+ + + + + + + + +
0.01 0.02 0.02 001 | 0.03 0.02 004 | 005 | 002
Beva | 1516 | 1494 1268 | 1224 9559 | 1277
+ + 146.0 + + 99.06 + + 66.46
LNCaP 0.02 | 0007 | +0.007 | 003 | 002 | +0.009 | 0008 | 0.02 | +0.006
Axa | 761 | 8157 | 9228 | 9700 | 1093 | 109 | 1232 | 1282
+ + + + + + + + 129.4
0001 | 0007 | 0.0004 | 002 | 0016 | 00007 | 002 | 0.02 | +0.009
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Sekil 3. 1. MCF-7 hiicrelerinde bevacizumab ve axitinibin hiicre canliligina etkisi.
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Sekil 3. 2. HT-29 hiicrelerinde bevacizumab ve axitinibin hiicre canliligina etkisi.
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Sekil 3. 3. LNCaP Hiicrelerinde bevacizumab ve axitinibin hiicre canliliina etkisi.
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Sekil 3.1. ve Sekil 3.3'de goriildiigi tizere MCF-7 ve LNCaP hicrelerinde
bevacizumab ve axitinibde benzer cevaplar elde edilmistir. Bevacizumab her iki hiicre
tipinde de yiksek dozlarda (D1-D3) hiicre proliferasyonunu uyarirken diisiik dozlarda
anlamli bir degisiklik yapmamustir. Axitinib ise tersine yiksek dozlarda (D1, D2) bu
hicrelerde sitotoksik etki gosterirken diisiik dozlarda hiicrede sitotoksik etki
izlenmemistir. HT-29 hiicrelerinde ise bevacizumab hiicre ¢ogalmasi {izerinde ¢ok
belirgin bir etki gostermemistir. Buna karsilik axitinib HT-29 hiicrelerinde degisken
etki gostermistir (Sekli 3.2.). Axitinibin yiiksek dozlarinda hiicre canliligi daha az iken

diisiik dozlarda canlilikta bir artis izlenmistir.

3.2.  RNA Ornekleri Saflik ve Konsantrasyonlar

Izole edilen RNA orneklerinin spektrofotometrede olgiilen saflik  ve
konsantrasyonlar1 Cizelge 3.3. — 3.4.°de gosterildi. Elde edilen total RNA 6rnekleri
EZ-PZR reaksiyonu icin yeterli kalite ve miktarda idi.
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Cizelge 3. 3. MCF-7 Hicresi igin belirlenen dozlar ve kontrol ornekleri i¢in RNA izolasyon sonrasi
spektrofotometre ile saflik ve konsantrasyon olgumu.

MCEF-7 Beva D1 Beva D2 Beva D3

Saflik 1.789 2.147 2.057

Konsantrasyon | 675.04 pg/ml 484.85 pg/ml 464.34 pg/ml
Axa D1 Axa D2 Axa D3

Saflik 2.077 2.046 2.082

Konsantrasyon | 497.48 pg/ml 515.92 pg/ml 455.08 pg/ml
VEGF D1 VEGF D2 VEGF D2

Saflik 2.092 2.093 2.128

Konsantrasyon | 417.26 pg/ml 506.77 pg/ml 456.46 pg/ml
Kontrol

Saflik 2.088

Konsantrasyon | 494.64 pg/ml

Cizelge 3. 4. HT-29 hiicresi icin belirlenen dozlar ve kontrol 6rnekleri igin RNA izolasyon sonrasi spektrofotometre

ile saflik ve konsantrasyon olgumu.

HT-29 Beva D1 Beva D2 Beva D3

Saflik 2.033 2.020 2. 050

Konsantrasyon | 598.85 pg/ml | 890.42 ug/ml | 766.62 ug/ml
Axa D1 Axa D1 Axa D3

Saflik 2.106 2.074 2.055

Konsantrasyon | 306.41 pg/ml | 384.82 pg/ml | 753.67 pg/ml
VEGF D1 VEGF D2 VEGF D2

Saflik 2.074 2.025 2.093

Konsantrasyon | 731.99 pg/ml | 958.16 pg/ml | 328.66 pg/ml
Kontrol

Saflik 2.016

Konsantrasyon | 580.34 pg/ml

Cizelge 3. 5. LNCaP hicresi igin belirlenen dozlar

spektrofotometre ile saflik ve konsantrasyon olgumu.

ve kontrol 6rnekleri icin RNA Izolasyon Sonrasi

LNCaP Beva D1 Beva D2 Beva D3

Safhik 2.020 2.068 2.094

Konsantrasyon | 781.40 pg/ml 1141.7 pg/mi 839.46 pg/mi
Axa D1 Axa D2 Axa D3

Saflik 2.057 2.006 2.069

Konsantrasyon | 1175.2 pg/ml 1146.9 pg/mi 1122.2pg/ml
VEGF D1 VEGF D2 VEGF D3

Saflik 2.098 1.998 2.010

Konsantrasyon | 1311.9 pg/ml 1369.5 pg/mi 1437.6 pg/mi
Kontrol

Saflik 1.968

Konsantrasyon | 942.4 ug/ml
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3.3. Bevacizumab, Axitinib ve VEGF’ nin TUimoér Hucrelerinde

Immiinosupresif Genlerin ifadeleri Uzerindeki Etkileri

Hiicrelerdeki gen ifade degisimleri gozlemek icin referans gen olarak insan -
aktin geni kullanildi. Olgum metodu olarak AACt metodu (yaklasim metodu)
kullanild1. Bu tez ¢alismasinda in vitro canlilik deneyi i¢in antianjiogenik ilaglar
(bevacizumab ve axitinib) ve anjiogenik faktérii (VEGF) i¢in belirlenen 3 farkli
dozlarinin NOS-3, TGF-B, IDO, IL-17, IL-10, ve IL-6 genlerinin ifadeleri Gzerindeki
etkileri incelendi. Gen ifade degisimleri Cizelge 3.6- 3.8 ve Sekil 3.4 — 3.14°de
gosterilmistir. Bevacizumab ve axitinib iginde hiicre canliliginda kontrole gore %0 ve £%10
degisiklik yapan 2 farkli doz ve insanda kullanilan ortalama doza karsilik gelecek bir doz da
gen ifade ¢aligmalari i¢in segildi. VEGF proteini igin de literatiirde kullanilan farkli dozlara
karsihik gelecek sekilde 100 ng/pl, 50 ng/ul ve 10 ng/ul olmak iizere ti¢ farkli doz segildi
(Cizelge 2.1).

Cizelge 3. 6. MCF-7 hiicrelerinde Beva, Axa ve VEGF uygulamasi sonrasit AACt metodu ile kontrol gruplarina
gore gen ifade duzeyleri (ortalama + standart hata).

MCF-7 | DOZ | NOS-3 TGF-B IDO IL-17 IL-10 IL-6
DI | 006+0.01* | 141042 | 3.88+0.27*
Beva 5, (001000~ | 2.84%034* | 013001 * 0.07£0.00 *
D3 | 004001 | 1.42+051 -
D1 | 0.003+£0.0* | 3.16+0.14 * -
AXa T 55 10.004£00* | 2.45%0.10* | 0.18 001 *
D3 | 0.003£0.0* | 2.33+0.16 * - 0.11 £ 0.00 *
DI | 0.001£0.0* | 2.75£0.73* | 0.05+0.00
VEGF 52 [0002200* | 1.922025 -
D3 | 0.001+£0.0* | 2.83+0.35* | 0.12+0.01
* p<0.05.
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Cizelge 3. 7. HT-29 hiicrelerinde Beva, Axa ve VEGF uygulamasi sonrast AACt metodu ile kontrol gruplarina gére
gen ifade diizeyleri (ortalama + standart hata).

HT-29 DOZ NOS-3 TGF-B IDO IL-17 IL-10 IL-6
D1 5.38 £0.84 0.9+0.14 - - - -
Beva D2 139+0.82* 2.22+022* - - - -
D3 2.16+0.32 1.99+02* - - - -
D1 10.1+1.18* 0.82+0.11 - - - -
Axa D2 13.3+227* 19+0.28* - - - -
D3 9.39+0.6* 3.2+0.71* - - - -
D1 153+0.96 * 1.21 +£0.04 - - - -
VEGF D2 18.1+3.31* 1.23+£0.12 40.4 +0.56 - - -
D3 23.7+31* 1.81+0.3 - - - -

* p<0.05.

Cizelge 3. 8. LNCaP hiicrelerinde Beva, Axa ve VEGF uygulamasi sonrast AACt metodu ile kontrol gruplarina

gore gen ifade duzeyleri (ortalama + standart hata).

LNCaP DOZ NOS-3 TGF-B IDO IL-17 | IL-10 | IL-6
D1 1.28+0.1* 1.45+0.43 2.04 £0.07 * - - -
Beva D2 0.58 +0.04 * - 0.74+0.2 - - -
D3 0.98 + 0.00 - 0.73+0.08 - - -
D1 0.56 +0.02 * - 0.68 +0.02 - - -
Axa D2 0.18+0.02 * - 05+0.17* - - -
D3 042+0.01* - 0.34+0.01 * - - -
D1 0.46 +0.06 * 0.25+0.02* 0.59 +£0.02 * - 5 -
VEGF D2 0.37+0.02* 0.28 +0.03 * 0.52 £0.02 * - - -
D3 0.25+0.03* 3.96+0.11* 1.29 £ 0.04 - - -

* p<0.05.

3.3.1. NOS-3 Gen ifadesi

Degisik dozlarda anti-anjiogenez ilaclar ve anjiyogenik faktor olan VEGF
uygulanmis MCF-7, HT-29 ve LNCaP hicrelerindeki NOS-3 gen ifade degisimleri
Cizelge 3.6-3.8 ve Sekil 3.4 - 3.6da gosterilmistir.

MCF-7 hiicrelerinde, NOS-3 gen ifadesinde, bevacizumab, axitinib ve VEGF
uygulanmis tiim dozlarda kontrole gore anlamli diisiis gozlemlendi (p<0,005) ( Cizelge
3.6 ve Sekil 3.4).
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HT-29 hiicrelerinde, NOS-3 gen ifadesinde, bevacizumabin D2. dozu, axitinibin
D3 dozu ve VEGF nin 3 dozunda da kontrole gore anlamli artis gézlemlenmistir

(p<0,005) (Cizelge 3.7 ve Sekil 3.5).

LNCaP hicrelerinde, NOS-3 gen ifadesinde, bevacizumab D1. dozunda kontrole

gore anlamli artig goriilmiistiir (p<0,005). Fakat bevacizumab 2. dozunda, axitinibin 3.

dozunda ve VEGF nin her 3 dozunda da kontrole gére NOS-3 gen ifadesinde anlamli

diisiis gortilmistiir (p<0,005) (Cizelge 3.8. ve Sekil 3.6.). Uygulanan diger ilag¢ ve

protein dozlarinda anlamli bir degisim gozlenmemistir.
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Sekil 3. 4. MCF-7 hucrelerinde bevacizumab ve axitinib ila¢ ve VEGF protein uygulamasi sonrasit NOS-3 gen ifade

dizeyleri.
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Sekil 3. 6. LNCaP hicrelerinde bevacizumab ve axitinib ila¢ ve VEGF protein uygulamasi sonras1 NOS-3 gen

ifade diizeyleri
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3.3.2. TGF-beta Gen ifadesi

flag uygulanmamis kontrol ve degisik dozlarda anti-anjiyogenez ilaglar1 ve
anjiyogenik faktor olan VEGF uygulanmis MCF-7, HT-29 ve LNCaP hicrelerindeki
TGF-beta gen ifade degisimleri Cizelge 3.6.-3.8. ve Sekil 3.7. - 3.9.’da g6sterilmistir.

MCEF-7 hicrelerinde, TGF-b gen ifadesinde, bevacizumab D2, axitinib tum dozlar
ve VEGF D1 Ve D2 dozlarinda kontrole gore anlamli artis gozlemlendi (p<0,005)
(Cizelge 3.6. ve Sekil 3.7.).

HT-29 hiicrelerinde, TGF-b gen ifadesinde, bevacizumab D2 ve D3 ve axitinibde
ayni sekilde 2. ve 3. dozlarinda kontrole gore anlamli artis gézlemlendi (p<0,005)
(Cizelge 3.7. ve Sekil 3.8.).

LNCaP hicrelerinde, TGF-b gen ifadesinde, VEGF D1 ve D2 de kontrole gore

anlamli diisiis olusmusken, VEGF D3 dede kontrole gore anlamli artis gézlemlendi
(p<0,005) (Cizelge 3.8. ve Sekil 3.9). Uygulanan diger ilag ve protein dozlarinda

anlamli bir degisim gézlenmemistir.
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Sekil 3. 7. MCF-7 hiicrelerinde bevacizumab ve axitinib ila¢ ve VEGF protein uygulamasi sonras1 TGF-b

gen ifade duzeyleri.
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Sekil 3. 8. HT-29 hucrelerinde bevacizumab ve axitinib ila¢ ve VEGF protein uygulamasi sonrast TGF-b gen ifade

dizeyleri.
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Sekil 3. 9. LNCaP hiicrelerinde bevacizumab ve axitinib ilag ve VEGF protein uygulamasi sonrasit TGF-b gen
ifade dizeyleri.

3.3.3. IDO Gen ifadesi

[lag uygulanmamis kontrol ve degisik dozlarda anti-anjiyogenez ilaglari
anjiyogenik faktor olan VEGF uygulanmig MCF-7, HT-29 ve LNCaP hicrelerindeki
IDO gen ifade degisimleri Cizelge 3.6-3.8 ve Sekil 3.10 - 3.12°da gosterilmistir.

MCEF-7 hiicrelerinde, IDO gen ifade diizeyinde, bevacizumab 2. dozu ve axitinib
2. dozunda kontrole gore anlamli diisiis gézlemlenmistir (p<0,005) ( Cizelge 3.6 ve
Sekil 3.10). Uygulanan diger ilag ve protein dozlarinda anlamli bir degisim

gbzlenmemistir.

HT-29 hiicrelerinde, IDO gen ifade diizeyinde, uygulanan ilaglar ve protein

sonucunda olusan anlamli bir farklilik gozlenmemistir (Cizelge 3.7 ve Sekil 3.11).

LNCaP hiicrelerinde, IDO gen ifade seviyesinde, uygulanan bevacizumab D1 de
kontrole gére anlamli bir artis olusmus (p<0,005). Fakat axitinib D2, D3 ve VEGF D1,
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D2 de kontrole gore anlamli bir diisiis gozlemlenmistir (p<0,005) (Cizelge 3.8 ve Sekil

3.12). Uygulanan diger ilag ve protein dozlarinda anlamli bir degisim gézlenmemistir.
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Sekil 3. 10. Sekil 3.10. MCF-7 hiicrelerinde bevacizumab ve axitinib ila¢g ve VEGF protein uygulamasi sonrasi
IDO gen ifade diizeyleri.
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Sekil 3. 11. HT-29 hucrelerinde bevacizumab ve axitinib ilag ve VEGF protein uygulamasi sonrast IDO gen ifade
dizeyleri.
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Sekil 3. 12. LNCaP hucrelerinde bevacizumab ve axitinib ilag ve VEGF protein uygulamasi sonrasi IDO gen ifade
diizeyi.

3.3.4. 1L-17 Gen ifadesi

Ilag uygulanmamis kontrol ve anjiyogenez faktorii olan VEGF nin D3 dozu
uygulanmig MCF-7 hiicresindeki IL-17 gen ifade degisimleri Cizelge 3.6. ve Sekil
3.13."de gosterilmistir.

MCF-7 hcrelerinde, 1L-17 gen ifade dlzeyinde, axitinib D3 uygulanmasi devaminda
kontrole kiyasla anlamli bir diisiis gézlemlenmistir (p<0,005) ( Cizelge 3.6 ve Sekil 3.13).
MCF-7"nin uygulanan diger ilag ve protein dozlarinda anlamli bir degisim

gbzlenmemistir.

IL-17 icin LNCaP ve HT-29 hiicrelerinde bir ifade gdzlenmemistir.
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Sekil 3. 13. MCF-7 hiicrelerinde bevacizumab ve axitinib ilag ve VEGF protein uygulamasi sonrasi IL-17 gen ifade
diizeyi.

3.3.5. IL-10 Gen ifadesi

[lag uygulanmamis kontrol ve bevacizumabm 2. dozu uygulanmis MCF-7
hucresindeki IL-10 gen ifade degisimleri Sekil 3.14'de gosterilmistir.

MCF-7 hicrelerinde, IL-10 gen ifade duzeyinde, bevacizumab D2 uygulanmasi
devaminda kontrole kiyasla anlamli bir diisiis gozlemlenmistir (p<0,005) ( Cizelge 3.6 ve
Sekil 3.14). MCF-7"nin uygulanan diger ilag ve protein dozlarinda anlamli bir degisim

gozlenmemistir.

IL-10 icin LNCaP ve HT-29 hiicrelerinde bir ifade gdzlenmemistir.
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Sekil 3. 14. MCF-7 hiicrelerinde bevacizumab ve axitinib ila¢ ve VEGF protein uygulamasi sonrasi IL-10 gen
ifade duzeyi.

3.3.6. IL-6 Gen ifadesi

IL-6 icin hicbir hiicrede gen ifadesi gériilmedi.

3.3.7. EZ-PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile Kontrolii

Kantitatif PZR ile amplifiye edilen iirlinler %2’lik agaroz jelde dogrulama
amactyla yiiriitiildi ve amplifiye olan 6rneklerin hepsinde amplikon biytikliigiine
uygun bantlar izlendi. Sekil 3.3.1°de amplifiye olan {rlinlere ait 06rnekler

gorilmektedir.
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Sekil 3.3. 1. Es zamanli PZR {iriinlerinin agaroz jel elektroforez ile kontrolil.

Amplikon biiyiikleri primer probe tasarlarken belirlenmisti. Agaroz gel elektroforez
sonunda elde edilen bant biiyiikliikleri, yanina yliklenen marker bantlar1 dikkate

alinirsa, tasarlanan {iriin biiyiikliigiine uydugu i¢in uygundur.

3.4. Bevacizumab, Axitinib ve VEGF’nin Tumoér Hducrelerinde

Immiinosupresif Protein Ifadeleri

Tez galigmasinin bu kisminda yontem 2.2.3’de anlatildigi gibi hazirlanan hiicre
vasatlarinin NO, TGF-b, IDO, IL-17, IL-10 ve IL-6 sitokin dlzeylerini belirlemek icin
ELIZA yontemi kullanildi. Hiicre vasatlarindaki sitokin konsantrasyonlari, her
proteinin kendi standartlari ile kalibrasyon egrisi olusturularak hesaplanmstir. Sitokin

konsantrasyonlari Sekil 3.15 — 3.32 ve Cizelge 3.9 — 3.11°de gosterilmistir.
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Cizelge 3. 9. MCF-7 hiicrelerinde Beva, Axa ve VEGF uygulamasi sonrasit NO ve sitokin diizeyleri (ortalama +

standart hata)

MCF-7 DOz NO TGF-B IDO IL-17 IL-10 IL-6
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Kontrol | 0.94 £0.05 2302 | 37.1+211 | 127+8.76 | 506 £52.6 | 169 +2.97
Beva D1 0.86+0.05 | 22.7+0.11 | 38.3+0.28 | 144+184 | 458+ 1.13 | 13+041*
D2 1.1+£011* | 242+0.37 | 388+215 | 133+6.24 | 405274 | 182+2.19
D3 0.88+0.01 | 21.3+043 | 339+13 | 12755 | 393+£9.13 | 25+7.96™*
Kontrol | 0.94 +£0.05 23+0.2 | 37.1+211 | 127+8.76 | 506 £52.6 | 169 +2.97
Axa D1 0.98+0.02 | 23.4+0.55 | 35.7+0.37 | 128+7.06 | 546+ 28.7 | 187+3.37
D2 0.94+0.06 | 24.4+0.96 | 36.8+1.57 | 134+7.33 | 428+11.3 | 186+4.42
D3 0.95+0.02 | 225+0.03 | 35.9+0.76 | 126+2.85 | 396+23.2 | 195+ 15 *
Kontrol | 0.94 £0.05 23+02 | 37.1+211 | 127+8.76 | 506 £52.6 | 169 +2.97
VEGF D1 0.90+0.02 | 22.2+1.15 | 349+1.83 | 132+1.52 | 402+34.6 | 164+3.03
D2 091+0.01 | 21.6+053 | 33+0.26* | 128+0.86 | 489+19.51 | 171+ 0.15
D3 0.96+0.00 | 21+043* | 35.3+0.53 | 139+18.1 | 536 +95.3 | 158 +0.62
* p<0.05.

Cizelge 3. 10. HT-29 hiicrelerinde Beva, Axa ve VEGF uygulamasi sonrast NO ve sitokin diizeyleri (ortalama +

standart hata)

HT-29 DOz NO TGF-B IDO IL-17 IL-10 IL-6
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Kontrol | 0.87£0.09 | 22.7+1.09 | 349+154 | 137+0.63 | 409+86.2 | 159+0.03
Beva D1 1.02+0.0* | 234+1.01 | 412+26* | 140+£6.31 | 514+87.6 | 145+252
D2 098+0.03 | 223+139 | 406+1.1* | 133+0.79 | 460+ 38.4 | 183 +6.62
D3 091+0.04 | 232+1.05| 37.7+0.2 | 125+10.3 | 383+20.18 | 197+222 *
Kontrol | 0.87£0.09 | 22.7+1.09 | 349+154 | 137+0.63 | 409+86.2 | 159+0.03
Axa D1 0.96+0.03 | 208+0.8 | 336+12 | 140+0.55 | 413+23.7 | 172+131
D2 0.88+0.05 | 21.2+0.07 | 355+0.8 | 133+36 | 387+159 | 161+1.64
D3 098+0.07 | 214+13 | 31.2+18 | 125+0.73 | 362+43.1 | 159+ 1.34
Kontrol | 0.87£0.09 | 22.7+1.09 | 349+154 | 137+0.63 | 409+86.2 | 159+0.03
VEGF D1 0.85+0.06 | 21.9+058 | 314+18 | 136+4.14 | 354+209 | 167+3.09
D2 094+0.01 | 21.7+1.01 | 376+1.2 130+ 13 | 393+6.29 180 +0.98
D3 0.85+0.00 | 21.1+21 | 333+24 |160+£26.9 | 369+3.71 | 172+2.04
* p<0.05.
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Cizelge 3. 11. LNCaP hiicrelerinde Beva, Axa ve VEGF uygulamasi sonrasit NO ve sitokin dlzeyleri (ortalama +

standart hat).
LNCaP DOz NO TGF-B IDO IL-17 IL-10 IL-6
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Kontrol | 31.1+0.02 | 26.8+0.14 | 37.7+1.66 | 140+125 | 434+252 184 +0.08
Beva D1 4014838 | 22+024* | 349+154 | 132+103 436 +714 169+ 2.13
D2 3994849 | 245+213 | 44+£0.14* 129+ 7.99 469 +9.33 166 +3.09
D3 31.8+0.17 | 246+0.63 | 40.6+0.35 117+ 2.99 506 + 36.3 172+15
Kontrol | 31.1+0.02 | 26.8+0.14 | 37.7+1.66 | 140+125 | 434+25.2 184 +0.08
Axa D1 31.5+0.07 | 25.6+0.78 | 37.7+0.43 126 + 2.89 400+275 193+ 23.5
D2 39.9+854 | 25.2+0.09 | 38.9+0.61 135+ 13.7 451+22.6 179 + 4.66
D3 316+047 | 245+085 | 45+098* | 143+6.29 482 +14.2 182+ 0.61
Kontrol | 31.1+0.02 | 26.8+0.14 | 37.7+1.66 140 +£12.5 434 £25.2 184 +0.08
VEGF D1 314+04 24 +1.38 35.4+2.49 129+ 2.75 519 +20.6 207 £6.32
D2 31.1+0.36 | 23.9+0.16 | 39.2+274 | 132+247 | 420+32.8 0.0+0.01
D3 31.5+0.04 | 243+0.26 | 39.0+0.59 | 136+7.23 517+4138 0.00 £0.02
* p<0.05.
3.4.1. NO

MCF-7 hiicrelerinde, NO diizeyinde, bevacizumab D2 dozunda kontrole gore

anlamli bir artis gézlenmektedir (p<0,005) (Cizelge 3.9. ve Sekil 3.15.).

HT-29 hucrelerinde, NO diizeyinde,

anlaml1 bir artis olusmustur (p<0,005) (Cizelge 3.10. ve Sekil 3.16.).

bevacizumab D1 dozunda kontrole gore

MCF-7, HT-29 hiicrelerin diger anti-anjiogenez ilag dozlar1 ve anjiogenez faktori

olan VEGF dozlarinda, NO diizeyinde, kontrol grubuna goére anlaml bir degisiklik
gozlenmemistir. Ayrica LNCaP hiicrelerinde de, NO icin, ila¢ ve protein dozlarinda
kontrol grubuna gore anlamli bir degisiklik olusmamistir (Cizelge 3.19.-3.11. ve Sekil
3.15.-3.17).
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Sekil 3. 15. MCF-7 hiicrelerinde bevacizumab ve axitinib ilag ve VEGF protein dozlarinin NO diizeyine etkisi.
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Sekil 3. 16. HT-29 hiicrelerinde bevacizumab ve axitinib ilag ve VEGF protein dozlarinin NO diizeyine etkisi.
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Sekil 3. 17. LNCaP hiicrelerinde bevacizumab ve axitinib ilag ve VEGF protein dozlarinin NO diizeyine etkisi.

3.4.2. TGF-B Protein

MCEF-7 hicrelerinde, TGF-b protein diizeyinde, VEGF protein “in 3. dozunda
kontrole gére anlamli bir diistis gozlenmektedir (p<0,005) (Cizelge 3.9. ve Sekil 3.18.).

LNCaP hicrelerinde, TGF-B protein diizeyinde, bevacizumab ilacinin 1. dozunda

kontrole gore anlamli bir artis olusmustur (p<0,005) (Cizelge 3.11. ve Sekil 3.20.).

MCF-7, LNCaP hiicrelerin diger anti-anjiyogenez ila¢ dozlari ve anjiyogenez
faktori olan VEGF dozlarinda, TGF-b protein duzeyinde, kontrol gurubuna gore
anlaml1 bir degisiklik gbzlenmemistir. Ayrica HT-29 hiicrelerinde de, TGF-b protein
seviyesinde, ila¢ ve protein dozlarinda kontrol gurubuna karsi anlamli bir degisiklik
olusmamustir (Cizelge 3.9.-3.11. ve Sekil 3.18.-3.20.).
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Sekil 3. 18. MCF-7 hucrelerinde bevacizumab ve axitinib ila¢ ve VEGF protein dozlarimn TGF-b protein

diizeyine etkisi.
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Sekil 3. 19. HT-29 hiicrelerinde bevacizumab ve axitinib ila¢ ve VEGF protein dozlarmm TGF-b protein diizeyine

etkisi

46



30.00

25.00

"
o

P o e e e e L e e e e L L

20.00

= Kontrol
@Dl
#D2
BD3

15.00

10.00

TGF-b ng/L.mg Protein

5.00

R L L L R T A A A LAt AN AN AT T L
R A A A L L A R A

R e e e e e e ekl e e e ek e
P L L A L O e o e L o o o

B S T T T

R e e

0.00 *
Bevacizumab Axitinib VEGF

ilag Dozu

Sekil 3. 20. LNCaP hicrelerinde bevacizumab ve axitinib ila¢ ve VEGF protein dozlarimn TGF-b protein
diizeyine etkisi.

3.4.3. IDO Protein

MCF-7 hucrelerinde, IDO protein dizeyinde, VEGF protein ‘in 2. dozunda
kontrole gore anlamli bir diisiis olusmus (p<0,005) (Cizelge 3.9. ve Sekil 3.21.).

HT-29 hiicrelerinde, IDO protein diizeyinde, bevacizumab D1 ve D2 dozlarinda
kontrole gore anlamli bir artis gézlemlenmistir (p<0,005) (Cizelge 3.10. ve Sekil
3.22.).

LNCaP hicrelerinde, IDO protein diizeyinde, bevacizumab ilacinin D2 ve
axitinib D3 dozunda kontrole gbre anlamli bir artis gézlemlenmistir (p<0,005)
(Cizelge 3.11. ve Sekil 3.23.).

MCF-7, HT-29 ve LNCaP hiicrelerin diger anti-anjiyogenez ila¢ dozlar1 ve
anjiyogenez faktori olan VEGF dozlarinda, IDO protein seviyesinde, kontrol grubuna

gore anlamli bir degisiklik gézlenmemistir (Cizelge 3.9.-3.11. ve Sekil 3.21.-3.23.).
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Sekil 3. 21. MCF-7 hiicrelerinde bevacizumab ve axitinib ilag ve VEGF protein dozlarimin IDO protein

diizeyine etkisi.
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Sekil 3. 22. HT-29 hucrelerinde bevacizumab ve axitinib ila¢ ve VEGF protein dozlarinin IDO protein diizeyine

etkisi.
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Sekil 3. 23. LNCaP hicrelerinde bevacizumab ve axitinib ilag ve VEGF protein dozlarmin IDO protein diizeyine

etkisi.

IL-17 Protein

3.4.4.

IL-17 protein dizeyinde, MCF-7, HT-29 ve LNCaP hiicrelerin hicbirinde anti-

anjiyogenez ila¢ dozlari ve anjiyogenez faktorii olan VEGF dozlar1 igin kontrol

gurubuna gore anlamli bir degisiklik gozlenmemistir ( Cizelge 3.9.-3.11. ve Sekil

3.24.-3.26).
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Sekil 3. 24. MCF-7 hicrelerinde bevacizumab ve axitinib ila¢c ve VEGF protein dozlarinin IL-17 protein

diizeyine etkisi.
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Sekil 3. 25. HT-29 hiicrelerinde bevacizumab ve axitinib ilag ve VEGF protein dozlarinin IL-17 protein diizeyine

etkisi.
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Sekil 3. 26. LNCaP hiicrelerinde bevacizumab ve axitinib ilag ve VEGF protein dozlarimn IL-17 protein

diizeyine etkisi.

IL-10 Protein

3.4.5.

IL-10 protein dizeyinde, MCF-7, HT-29 ve LNCaP hiicrelerin hicbirinde anti-
anjiyogenez ila¢ dozlari ve anjiyogenez faktorii olan VEGF dozlar1 igin kontrol

gurubuna gore anlamli bir degisiklik gézlenmemistir (Cizelge 3.9.-3.11. ve Sekil

3.27.-3.29).
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Sekil 3. 27. MCF-7 hiicrelerinde bevacizumab ve axitinib ilag ve VEGF protein dozlarinin IL-10 protein diizeyine

etkisi.
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Sekil 3. 28. HT-29 Huicrelerinde bevacizumab ve axitinib ilag ve VEGF protein dozlarmm IL-10 protein diizeyine

etkisi.
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Sekil 3. 29. LNCaP hiicrelerinde bevacizumab ve axitinib ila¢ ve VEGF protein dozlarimn IL-10 protein
diizeyine etkisi.

3.4.6. IL-6 Protein

MCF-7 hicrelerinde, IL-6 protein dlizeyinde, bevacizumab D1 dozunda kontrole
gore anlamli diisiis gergeklesmistir. Ayrica bevacizumab D2 ve axitinib D3 dozlarinda

kontrole gore anlamli bir artig olusmustur (p<0,005) (Cizelge 3.9. ve Sekil 3.11.).

HT-29 hicrelerinde, IL-6 protein diizeyinde, bevacizumab ilacinin 3. dozunda
kontrole gore anlamli bir artis gézlemlenmistir (p<0,005) (Cizelge 3.10. ve Sekil
3.28.).

LNCaP hiicrelerinde ve MCF-7 ve HT-29"un diger anti-anjiyogenez ila¢ dozlari
ve anjiyogenez faktorii olan VEGF dozlarinda, IL-6 protein seviyesinde, kontrol
grubuna gore anlamli bir degisiklik gézlenmemistir (Cizelge 3.9.-3.11. ve Sekil 3.30.-
3.32).
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7 hiicrelerinde bevacizumab ve axitinib ilag ve VEGF protein dozlarinin IL-6 protein diizeyine

Sekil 3. 30. MCF-

etkisi.
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Sekil 3. 31. HT-29 hucrelerinde bevacizumab ve axitinib ila¢ ve VEGF protein dozlarinin IL-6 protein diizeyine

etkisi.
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Sekil 3. 32. LNCaP Hiicrelerinde bevacizumab ve axitinib ilac ve VEGF Protein Dozlarinin IL-6 Protein
diizeyine Etkisi.

3.5. Akim Sitometrisi ile VEGFR1 ve VEGFR?2 ifade Oranlar:

Tez ¢alismamizda kullandigimiz her 3 tiimdr hiicre hattinda da VEGFR1 ve
VEGFR?2 diizeyleri akim sitometrisi ile incelendi. Her bir hiicre tiirii FITC isaretli anti-
VEGFR1 ve PE isaretli anti-VEGFR2 antikorlar1 ile boyandiktan sonra akim
sitometrisinde minimum 50.000 hiicre sayilarak bu reseptorleri ifade eden hcrelerin

oranlari tayin edildi.

MCF-7 ve HT-29 hucrelerinde VEGFR1 ve VEGFR?2 ifade eden tumor hiicresi
yok denecek kadar az bulundu (Cizelge 3-12). Buna karsilik LNCaP hiicrelerinin
yaklasik %1’inde VEGFR1 pozitifligi saptandi. Deneylerde kullanilan ilag ve
VEGF nin uygulanan tiim dozlarinda anlamh bir farklilik izlenmedi (Cizelge 3-12,
Sekiller 3-33, 3-34 ve 3-35).
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Cizelge 3. 12. MCF-7, HT-29 ve LNCaP hiicrelerinde, bevacizumab, axitinib ve VEGF’nin farkli dozlarinin hiicre
yiizeyinde VEGFR1 ve VEGFR2 ekspresyonlarina olan etkisi'nin (VEGFR1, VEGFR2 ve her iki reseptorii birlikte
eksprese eden hiicrelerin) yiizdeleri.

Hucre tipi ilac /doz VEGFR1 | VEGFR2 | VEGFR1+VEGFR2
Bevacizumab_D1 0,13 0,06 0,00
Bevacizumab D2 | 0,17 0,16 0,00
Bevacizumab D3 | 0,11 0,25 0,00
Axitinib_D1 0,16 0,24 0,02
MCE-7 Ax?t?n?b_DZ 0,04 0,14 0,00
Axitinib_D3 0,04 0,12 0,00
VEGF D1 0,08 0,09 0,00
VEGF D2 0,02 0,10 0,00
VEGF_D3 0,23 0,01 0,00
Kontrol 0,02 0,15 0,00
Bevacizumab_D1 0,07 0,00 0,00
Bevacizumab _D2 | 0,09 0,00 0,00
Bevacizumab D3 | 0,06 0,00 0,00
Axitinib_D1 0,12 0,01 0,00
o Ax?t?nib_DZ 0,05 0,00 0,00
Axitinib_D3 0,10 0,00 0,00
VEGF D1 0,08 0,00 0,00
VEGF D2 0,12 0,00 0,00
VEGF_D3 0,08 0,0 0,0
Kontrol 0,04 0,00 0,00
Bevacizumab_D1 0,30 0,00 0,00
Bevacizumab D2 | 0,24 0,00 0,00
Bevacizumab D3 | 0,45 0,00 0,00
Axitinib_D1 1,40 0,01 0,00
LNCaP Ax?t?n?b_DZ 1,32 0,01 0,00
Axitinib_D3 0,37 0,01 0,00
VEGF D1 0,03 0,09 0,00
VEGF D2 0,57 0,01 0,00
VEGF D3 0,46 0,01 0,00
Kontrol 0,87 0,00 0,00
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Sekil 3. 33. MCF-7 hiicrelerinde VEGFR1 ve VEGFR?2 ifade eden hiicre oranlari
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Bevacizumab (0,15625 mg/ml)
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Sekil 3. 34. HT-29 hiicrelerinde VEGFR1 ve VEGFR2 ifade eden hiicre oranlari
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Bevacizumab (0,15625 mg/ml) Axitinib (10 nM)
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Sekil 3. 35. LNCaP hiicrelerinde VEGFR1 ve VEGFR2 ifade eden hiicre oranlart
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4. TARTISMA

Kanser tedavisinde kullanilan monoklonal antikorlarin kan diizeyleri ile tedavi

etkinligi arasinda ¢eliskili sonuglar bildirilmistir (Nguyenve ark., 2010). 10 mg/kg

dozunda uygulanan bevacizumabdan sonra alinan serum 6rneklerinde ilag dozu 0.1 -

au =

0.3 mg/ml arasinda degistigi gosterilmistir.

Calismamizda bevacizumabin 0,625 mg/mL ve lizerindeki dozlarinda (D1,D2,D3)
meme Kkanseri ve prostat kanseri hiicreleri iizerinde hiicre proliferasyonunu uyarict bir
etkisi saptandi (Sekil 3.1. ve Sekil3.3.). Ancak bu dozlar insanda kullanilan mutat
dozlarla erisilebilen maksimum kan diizeylerinin altindadir. insanda kullanilan
dozlarla erisilebilen kan diizeylerine karsilik gelen dozlarda ise bevacizumabin hiicre
proliferasyonuna anlamli bir etkisi izlenmedi. Kolon kanseri hiicrelerinde ise

bevacizumabin hi¢ bir dozunda hiicre prolferasyonuna anlamli bir etkisi saptanmadi
(Cizelge 3.2., Sekil3.2).

Axitinib esas olarak hucrelerde VFGR1, VEGFR2, VEGFR3 ve bu yolaktaki
tirozin kinaz aktivitesini bloke ederek anti-anjiyojenik etki gdsteren bir ilagtir
(Centerwatch, 2017). Axitinib oral yoldan alindiginda yaklagik 3 saatte plazmada
maksimum diizeyine ulagmaktadir ve ilacin plazma yart 6mrii de yaklagik 3.30 saat
olarak hesaplanmistir. Axitinib 5 mg’lik bir oral tabletten sonra saglikli bir kiside
ulagilan plazma maksimum konsantrasyonu 20-25 ng/ml arasindadir (Chenve ark.,
2013). Insanda kullanilan mutat axitinib dozlarindan elde edilen maksimum plazma
ilag konsantrasyonu tez ¢aligmamizda test ettigimiz axitinib dozlarindan D4 - D5
araligina karsilik gelmektedir (Chenve ark., 2013). Axitinibin yiiksek dozlar1 (D1, D2)
deneyde kullandigimiz tiimor hiicrelerinde anlamli olarak sitotoksik etki gostermistir
(Cizelge 3.2., Sekil 3.1.-3.3). Buna karsilik ¢ok diisiik dozlarda (102nM ve alt1) ise
hiicre proliferasyonunu arttirmaktadir. Bu bulgu axitinibin klinikte diisiik dozlarda
kullaniminin olas1 olumsuz etkileri konusunda dikkatli caligmalarin yapilmasi

konusunda bir uyar1 olusturabilir.
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Anti-anjiyogenik tedavi ajanlarinin etkinligini belirlemede ¢esitli biyomarkerlarin
etkili olabilecegine iliskin ¢ok sayida aragtirma bulunmaktadir. Ancak bunlardan
higbirisi bugiin i¢in klinikte kullanilmasi agisindan genel kabul gérmemistir. Bu durum
yapilan Kklinik c¢alismalardaki hasta sayisinin azligi kadar sonuglarin ¢eliskili
olmasindan da kaynaklanmaktadir. Bevacizumab ve aflibercept gibi VEGF’yi
baglayan ajanlar i¢in en ¢ok calisilan parametrelerden birisi serum VEGF duzeyleridir
(Stefaninive ark., 2010). Klinigimizde yakin zamanda yapilan bir c¢alismada
immunolojik parametrelerin  bevacizumab tedavisinde bir biyobelirte¢ olarak
kullanilabilecegine isaret etmektedir (Akbulut et al, 2016). Bu c¢alismamizda
bevacizumab tedavisi 6ncesi periferik kanda CD4/CD8 orani 2 nin (izerinde olanlarda
tedavi etkinligi belirgin olarak daha iyi bulunmustur. Yine tedavi Oncesi periferik
kanda Treg hiicre oram1 %0.40’mn altinda olanlarda bevacizumabin sagkalim
Uzerindeki etkisi anlamli olarak daha iyi bulunmustur. Bir baska ¢alismada serum NO
diizeyleri diisiik olanlarda bevacizumab etkinligi daha fazla olarak bulunmustur
(Mutove ark., 2017). Anti-anjyogenik ilaglarla yapilan tedavilerde hastalarda izlenen
hipertansiyon yan etkisi genellikle baskilanan VEGF-VEGFR yolaginin neden oldugu
NO yapiminin azalmasina bagh oldugu disiiniilmektedir (Bergsland and Dickler,
2004). Bununla birlikte bevacizumabin timor dokusunda 6zellikle tamor
hiicrelerinden salgilanan ve timor mikrogevresinde immiin baskilamada rol oynayan
NO dizeyi Uzerindeki etkisi bilinmemektedir. Calismamizda kullanilan bevacizumab,
axitinib ve VEGF LNCaP ve MCF-7 hcrelerinde genel olarak NOS3 gen ifadesini
baskilarken sadece LNCaP hicrelerinde bevacizumab 1.25 mg/ml dozunda ifade
diizeyini arttirmistir (Cizelge 3.6. ve 3.8., Sekil 3.4. ve 3.6.). HT-29 hucrelerinde ise
bevacizumab, axitinib ve VEGF NOS3 ifade diuzeylerini belirgin olarak arttirmigtir
(Cizelge 3.9.-3.11., Sekil 3.15.-3.17.).

IL-6 ve TGF-betanin hedefe yonelik tedavilerde bir direng olusturabilecegine dair
preklinik veriler bulunmaktadir (Zhangve ark., 2005, Yaove ark., 2010). Yakin
zamanlarda bevacizumab tedavisi uygulanan bir hasta grubunda yapilan ayrintili bir
biyomarker analiz ¢alismasinda bazal IL-6 ve TGF-beta dlizeylerinin ve tedavi sonrast
bu diizeylerdeki azalmanin prognostik Onemi olabilecegini gosteren bulgular

bildirilmistir (Liuve ark., 2015). Yine bevacizumab ile tedavi edilen renal hucreli
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kanserli hastalarda tedavi oncesi TGF-beta diizeylerinin diisiik olmasi daha iyi
prognozla iliskili bulunmustur (Dorffve ark., 2016).

Yine bevacizumab ile tedavi edilen glioblastomali hastalarda TGF-beta gen
ifadesinin tedaviye cevap veren hastalarda (yaklasik %30) azaldigi buna karsilik cevap
vermeyenlerde ise azalmadigi saptanmistir (Urupve ark., 2017). Tez c¢alismamizda
bevacizumab, axitinib ve VEGF nin MCF-7 ve HT-29 hiicrelerinde TGF-beta gen
ifadesini arttirdigini bulduk. VEGF nin etkisi HT29 hiicrelerinde anlamlilik diizeyinde
degildi. LNCaP hiicrelerinde ise VEGF nin 10 ng/ul dozu TGF-B ifadesini arttirmistir.
TGF-beta sitokin duzeylerinde ise kontrol grubuna gore ilag uygulanan hicrelerde
anlamli degisiklikler izlenmemistir. Bu bulgular bevacizumab ve axitinibin kanser
hicrelerinde TGF-beta ifadesini arttirarak hem epitelyal mezenkimal gegisi
hizlandirabilecegini ve hem de tiimoér mikrogevresinde immiin baskilanmaya katkida

bulunabilecegini diisiindiirmektedir.

M2 makrofajlar timér mikrocevresinde immiinsupresyon yaptiklari uzun
zamandan beri bilinmektedir. Ozellikle bu hiicrelerin salgiladiklar1 IL-10 tGmor
dokusunda Treg infiltrasyonunu arttirarak immiinsupresyona katkida bulunur. Meme
kanserli hastalarda yapilan bir ¢alismada bevacizumabin CDI11b pozitif M2 tipi
hicrelerden hem IL-10 mRNA transkripsiyonunu ve hem de sitokin sekresyonunu
azalttig1 gosterilmistir (Cattinve ark., 2016). Timiire katkida bulunan bu sitokinler
timor mikrogevresinde makrofajlarin  yani sira timor hucreleri tarafindan
salgilanabilmektedir. Kolon kanseri hiicre hatlarinda yapilan bir calismada makrofajlar
tarafindan salgilanan IL-6’nin 6zellikle STAT3 Uzerinden kanser huicrelerinde IL-10
transkripsiyonunu ve sekresyonunu uyardigi gosterilmistir (Herbeuvalve ark., 2004).
Ancak bevacizumabin tiimér hiicrelerinden IL-10 yapilmasi iizerindeki direkt etkileri
bilinmemektedir. Bu ¢alismamizda ise 1L-10 gen ifadeleri tizerinde bevacizumab ve
axitinibin 6nemli bir etkisini bulamadik. Yani kiiltiir ortamina salgilanan IL-10 sitokin
diizeyleri agisindan da test ettigimiz ilaglarin ve VEGF’nin anlamli bir etkisini
saptayamadik. TUmor hicrelerinden IL-10 salgilanmasi daha ¢ok mikrogevredeki
makrofaj, fibroblast gibi hiicrelerin etkisiyle oldugu dikkate alindiginda

deneylerimizde boyle bir uyarinin olmamasi bir eksiklik olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
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Bevacizumabin timér hiicrelerinden IL-10 yapimi iizerindeki etkisini daha net olarak
aydinlatabilmek i¢in uyarilmis tiimor hiicreleri ile yapilacak ¢aligmalara ihtiya¢ var

gorinmektedir.

Interl6kin-6, timdr hicreleri ve timor mikrogevresindeki fibroblastlar tarafindan
salgilanan ve timor hicrelerinde epitelyal mezenkimal gegisi kolaylastirmanin yani
sira immiin baskilanmada ve anjiyogenezde rol oynayan bir sitokindir (Esquivel-
Velazquezve ark., 2015; Hongve ark., 2007; Nagasakive ark., 2014). IL-6 kan
diizeylerinin yiiksek olmasi kanserli hastalarda bevacizumab tedavisi icin bir direnc
gostergesi olabilecegine dair ¢alismalar bulunmaktadir (Harave ark., 2017). Degisik
kanser hiicre hatlarinda yapilan ¢alismalarda bevacizumabin 0,1 mg/ml dozlarinda
zamana bagli olarak IL-6 MRNA ve salgilanan sitokin diizeyini artirabildigi
gosterilmistir (Wuve ark., 2015). Tez calismamizda ise 24 saatlik bevacizumab
uygulamasi yapilan tiimor hiicrelerinde IL-6 gen ifadesi saptanmazken 72 saat
inkiibasyon sonrasi kiiltiir vasatlarinda IL-6 Olgiilebilir diizeylerde saptanmustir.
Bevacizumabin MCF-7 ve HT-29 hiicrelerinde, axitinibin ise MCF-7 hiicrelerinde IL-
6 sitokin diizeyini anlamli olarak arttirdigin1 bulduk (Cizelge 3.9.-3.11., Sekil 3.30.-
3.32).

Interlokin-17 esas olarak T hiicreleri tarafindan salgilanan bir sitokindir. Bununla
birlikte tiimor hiicreleri tarafindan da az da olsa yapilabilmektedir (Avadhanive ark.,
2017). IL-17 VEGF yapimini uyararak timor anjiyogenezini uyarmasinin yani sira
oOzellikle IL-6 yapimini uyararak tiimor mikrogevresinde immin baskilanmaya aracilik
ettigi disiiniilmektedir (Panve ark., 2015, Heve ark., 2010). Bununla birlikte 1L-17 T
hiicre cevabini arttirarak anti-timoral etkinlik de gosterebilmektedir (Benchetritve
ark., 2002). Calismamizda tiimor hiicrelerinde 24 saatte belirgin IL-17 gen
ekspresyonu izlenmedi. Buna karsilik 72 saatlik kiiltiir sonucunda kiiltiir vasatinda
Olculebilir diizeylerde IL-17 saptanmadi. Calismamizda kullanilan ilaglar ve VEGF
IL-17 sekresyonunda kontrol grubuna gore anlamli bir degisiklige neden olmadi

(Cizelge 3.9.-3.9.11, Sekil 3.24.-3.26.).
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Indoleamine-2,3-dioxygenase (IDO) tiimor ortaminda triptofan eksiligine yol
acmasinin yani sira kynurenine gibi biyoaktif maddelerin yapimini arttirarak tiimor
mikrocevresinde Treg birikmesini uyarabilmektedir (Nguyenve ark., 2010).TUmor
mikrocevresinde immdin hucreler tarafindan ifade edilmekle birlikte timor
hlcrelerinde de IDO ifadesinde artis izlenebilmektedir (Sadunve ark., 2007). Anti-
anjiyogenik ilaglarin tiimor hicrelerinde 1DO ekspresyonu Uzerindeki etkilerini
arastirma bir ¢alisma literatiirde bulunmamaktadir. Calismamizda bevacizumabin D1
dozu (1.25 mg/ml) MCF-7 ve LNCaP hicrelerinde IDO mRNA duzeylerini anlamali
olarak arttirirken axitinibde ise tersine bir azalma izlendi (Cizelge 3.6. ve 3.8., sekil
3.10. ve 3.12.). HT-29 hicrelerinde ise 24 saatlik ila¢ inkiibasyonunda IDO mRNA
ifadesi genel olarak saptanamadi. Buna karsilik 72 saatlik inklibasyon sonrasinda
kiiltiir ortaminda IDO diizeyleri bevacizumab uygulanan grupta belirgin olarak yiiksek
bulundu. VEGF uygulamasi ise LNCaP hicrelerinde IDO gene ekspresyonunu
azaltirken HT-29 hiicrelerinde bazi dozlarda arttirmistir. Bevacizumabin incelenen her
3 kanser hicresinde de IDO gen ifadesinde ve bazilarinda da salgilanan IDO
diizeylerinde artisa yol agmasi bu ilaci kullanan hastalarda tiimér mikrogevresinde
immin  baskilanma potansiyeli agisindan  dikkatli olunmasi  gerektigini
diistindiirmektedir. Ancak s6z konusu ilaglarin immiin hiicrelerdeki IDO gen ifadesi
ve sentezi lizerindeki etkilerinin de calisilmasi ile bu konuda daha dogru bir sonuca

ulasmak miimkiin olabilecektir.

Tumor hicrelerinin yiizeyinde akim sitometrik olarak VEGFR1 ve VEGFR2
ekspresyonunun ¢ok az olmast test edilen ilaglarin VEGF’nin bu reseptorlerin yapimi
tizerindeki etkileri konusunda degerlendirme yapmaya imkan vermemektedir. Yine bu
acidan bakildiginda calisilan ilaglarin immiinsupresif gen ifadeleri Gzerindeki
etkilerini bu reseptorler Uzerinden degerlendirmek de mumkin goriinmemektedir. Bu
konunun aydinlatilabilmesi i¢in VEGFR1 ve VEGFR?2 ifadesi yuksek olan hiicrelerde

benzer ¢alismalarin yapilmasi yararli olacaktir.
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5. SONUC VE ONERILER

Tez ¢alismamizda kanser hastalarinin tedavisinde rutin olarak kullanilan anti-
anjioyegenik ilaclar olan bevacizumab ve axitinib timor mikrogevresinde immin
baskilamada rol oynayan bazi1 sitokinlerin yapimu iizerindeki etkilerini MCF-7, LNCaP

ve HT-29 kanser hiicrelerinde arastirdik.

Bevacizumab deneylerde kullandigimiz dozlarda genel olarak her 3 hiicre tipinde
de NOS3, TGFb ve IDO gen ifadelerini arttirmaktaydi.

Axitinib MCF-7 ve HT 29 hiicrelerinde TGF-B ve HT 29 hiicrelerinde NOS3 ifade
diizeyini arttirmaktadir. Buna karsilik LNCaP htcrelerinde NOS3 ve IDO diizeylerini
azaltmaktadir. Bevacizumab bazi dozlarda MCF-7 hiicrelerinde IL-6 sitokin dizeyini

arttirmaktadir.

Bu calisma bevacizumab ve axitinibin ¢alisilan genler tizerindeki etkileri
konusunda mekanistik bir agiklama getirmemekle birlikte bu ilaglarin klinikte etkili
olmadig1 hasta gruplarinda immiinsupresif etkileri uyarma potansiyellerinin de roli
olabilecegini diisindiirmektedir. Ancak tez ¢alismamiza dahil ettigimiz ve genel
olarak tumoér mikrogevresinde immin supresyonda rol oynayan genler sadece timor
hiicrelerinde degil ayn1 zamanda bu evrede bulunan diger hiicreler tarafindan da ifade
edilebilmektedir. Sadece tiimor hiicrelerindeki ifade diizeylerinin ¢alisilmis olmasi

daha net sonuglara ulasabilmek i¢in bir kisitlilik olusturmaktadir.

Bir sonraki asamada bevacizumab ve axitinibin timor mikrogevresinde yer alan
makrofajlar, fibroblastlar, dendritik hiicreler ve lenfositler gibi diger hiicreler
uzerindeki in vitro etkilerinin c¢alisilmasi uygun olacaktir. Yine bu ilaclarla tedavi
edilen hastalarda bu genlerin calisilmasi prognoz ve tedavi etkinligini belirleme

acisindan yol gosterici olabilecektir.
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OZET

Anti-anjiyojenik ilag Tedavisinin  Tumoér Immunitesi Uzerindeki Etkilerinin
Arastirilmasi

VEGF-A anjiyogenezdeki 6nemli rolil ile bilinirken, son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda
da immiin sistem tizerindeki baskilayici etkilerinin oldugu anlasilmis ve bu yonii ile de yogun
aragtirtlan bir konu haline gelmistir. VEGF-A APC hiicreleri ve T-hiicrelerinin gelisimlerini
engeller ve gelismemis APC hiicrelerini immiin sistemi baskilayan hiicreleri (MDSC, TAM
ve Tregs) ortama gekmeleri igin organize eder. Diger yandan, VEGF reseptorlerinin birgok
hiicre tipinin {izerinde oldugu i¢inde onlara baglanarak immiinsupresif sitokinleri olan NO,
TGF-B, IDO, 1L-17, IL-10 ve IL-6 salinimlarina sebep oldugu gosterilmistir.

Bu calismada esas olarak VEGEF’nin immin sistem (zerindeki etkilerini ve kanser
tedavisinde kullanilan anti-VEGF tedavilerin (bevacizumab, axitinib) timor hicrelerinden
immiinsiipresif sitokin salgisini ve VEGF’nin bu sitokinler iizerindeki etkilerini nasil
degistirdigini bulmay1 amagladik.

Calismamiz in-vitro olarak planlanmustir. insan meme (MCF-7), kolon (HT-29) ve prostat
(LNCaP) kanser hiicre hatlart kullanildi. MTT testi uygulanarak hem VEGF hem de anti-
VEGF ilaglar i¢in hiicre canlilik testi yapildi. Immiinsupresif sitokin salgis1 gen diizeyinde
(EZ-PZR), salgilanan protein diizeyinde (ELISA yontemi ile) tayin edilerek anjiyogenez-
immiinsupresyon iliskisi incelendi. Ayrica hiicre iizerinde VEGFR1 ve VEGFR2 dizeyi
(Akim Sitometresi ile) tayin edildi.

Calismamizda bevacizumab kullandigimiz dozlarda genel olarak her 3 hiicre tipinde de
NOS3, TGFb ve IDO gen ifadelerini arttird1. Axitinib MCF-7 ve HT 29 hucrelerinde TGF-b
ve HT 29 hiicrelerinde NOS3 ifade diizeyini arttirmaktadir. Buna karsilik LNCaP hiicrelerinde
NOS3 ve IDO diizeylerini azaltmaktadir. Bevacizumab baz1 dozlarda MCF-7 hicrelerinde IL-
6 sitokin diizeyini arttirdu.

Sonuglarimiz anti-anjiyogenik tedavi modalitelerinin (bevacizumab ve axitinib) timor
mikrogevresinde immiinsupresyona zemin hazirlayacak gen ifadelerinde artisa neden
olabilmektedir. Immiin supresif mikrocevrenin de anti-anjiyogenik ilaglara bir direng
olusturabilecegi, dolayisiyla anti-anjiyojenik ilaglarin klinikte kombine olarak kullanilmasinin
daha rasyonel olabilecegini diigiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: imminsupresyon, VEGFA, VEGFR1, VEGFR2
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SUMMARY

Investigation of the effects of anti-angiogenic drugs on tumor immunity

The VEGF-A was already known for its important role in angiogenesis; however, recently
it becomes the hot topic of research with regard to immunosuppressive effects of it. VEGF-A
activity results in impaired maturation of APC and T-cells. Then this immature APC results in
recruitment of immunosuppressive cells such as MDSC, TAM, and Tregs. On the other hand,
because of the presence of the VEGF receptors on different kinds of cells, this growth factor
can easily result in the release of immunosuppressive cytokines (NO, TGF-B, IDO , IL-17, IL-
10, and IL-6) into the tumor microenvironment.

The main aim of this research was to find out the effect of VEGF on the immune system.
Also, detection of the role of VEGF on the release of immunosuppressive cytokines and how
anti-VEGF therapy (Bevacizumab, Axitinib) could change this process were on the basis of
this project.

Our research is planned as in-vitro. Human cell lines such as breast (MCF-7), colon (HT-
29), and prostate (LNCaP) were used. Then, the cellular viability was tested against VEGF
and anti-VEGF drug dosages by means of MTT test. In order to determine the relationship
between tumor angiogenesis and immunosuppression, the release of immunosuppressive
cytokines were investigated in gene level (QPCR) and protein level (ELISA technique) itself,
also VEGFR1 and VEGFR2 level were investigated (Flow Cytometry) as well.

As aresult of the study, it is considered that there may be a resistance developed in patients
which do not have a good prognosis upon using Bevacizumab and Axitinib. However, the
experiments were based on tumor cells only which is not clinically acceptable to ignore the
effect of the tumor microenvironment. For this reason, it is necessary to take the results of this
study one step further and try it in an environment similar to the tumor microenvironment.

Keywords: immunosuppression, VEGFA, VEGFR1, VEGFR2
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