T.C.
CUKUROVA UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTIiTUSU
TIBBi BiYOLOJi ANABILiM DALI

KUCUK HUCRELI DISI AKCIGER KANSERI HUCRE
HATTINDA KUERSETIN VE BEVACIZUMAB’IN
KOMBINE ETKISININ ARASTIRILMASI

Nesrin CETINEL SENTURK

TIBBI BIYOLOJI DOKTORA PROGRAMI
DOKTORA TEZI

DANISMANI
Prof. Dr. Davut ALPTEKIN

ADANA-2022



T.C.
CUKUROVA UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTIiTUSU
TIBBi BiYOLOJi ANABILiM DALI

KUCUK HUCRELI DISI AKCIGER KANSERI HUCRE
HATTINDA KUERSETIN VE BEVACIZUMAB’IN
KOMBINE ETKISININ ARASTIRILMASI

Nesrin CETINEL SENTURK

TIBBI BIYOLOJI DOKTORA PROGRAMI
DOKTORA TEZI

DANISMANI
Prof. Dr. Davut ALPTEKIN

Bu tez, Cukurova Universitesi Arastirma Fonu tarafindan TDK-2020-12902 no’lu proje
olarak desteklenmistir.

ADANA-2022



KABUL ve ONAY

Cukurova Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
T1bbi Biyoloji Doktora Programi ¢er¢evesinde yiiriitiilmiis olan
“Kii¢iik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri Hiicre Hattinda Kuersetin ve Bevacizumab’in Kombine
Etkisinin Arastirllmasi” adli calisma, asagidaki jiiri tarafindan Doktora Tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi:

TEZ SINAV JURISI

Prof. Dr. Davut ALPTEKIN
Cukurova Universitesi

Baskan
Prof. Dr. Hiisnii Umit LULEYAP Dog. Dr. Aykut PELIT
Cukurova Universitesi Cukurova Universitesi
Uye Uye
Dog. Dr. Mustafa Ertan AY Dog. Dr. Dilek GOKTURK
Mersin Universitesi Adana Alparslan Tiirkes Bilim ve
Uye Teknoloji Universitesi
Uye
Yukaridaki Tez, Yonetim Kurulunun ........ O S tarth ve .............. sayili karart ile kabul

edilmistir.

Prof. Dr. Behice DURGUN
Saghk Bilimleri Enstitii Miidiirii



TESEKKUR

Doktora egitimim boyunca bana yol gdsteren, ¢alismamin her agamasinda beni
destekleyen danisman hocam saym Prof. Dr. Davut ALPTEKIN’e en icten dileklerimle
tesekkiir ederim.

Doktora egitimime katkida bulunan Anabilim Dalimiz Ogretim Uyeleri Prof. Dr.
H. Umit Liileyap, Prof. Dr. Osman Demirhan, Prof. Dr. Ayfer Pazarbasi ve Prof. Dr. M.
Bertan Yilmaz’a tesekkiirlerimi sunuyorum.

Laboratuvar ¢alismalarim ile tez yazimimda her tiirlii desteklerinden ve icten
yardimlarindan dolayr Giilsah EVYAPAN ve Ibrahim Seyfettin CELIK’e 6zellikle
tesekkiirlerimi sunuyorum.

Doktora programu siiresince, 2211-A Genel Yurt I¢i Doktora Burs Programi
dahilinde maddi destek saglayan Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumuna
(TUBITAK) ayrica tesekkiir ederim.

Son olarak bu giinlere gelmemde en biiyiik katkiya sahip olan ve manevi
desteklerini benden higbir zaman esirgemeyen aileme, sevgisini ve destegini hep
hissettigim sevgili esime sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.

Bu tez calismast TDK-2020-12902 numarali proje ile C.U. Rektorliigii

Aragtirma Fonu tarafindan desteklenmistir.



ICINDEKILER

KABUL VE ONAY L. ii
TESEKKUR ..ottt sttt sttt s st an st iv
ICINDEKILER ..ottt ettt seneas v
SEKILLER DIZINI ... vii
CIZELGELER DIZINI ........c.cooviiiiioieceeeeeeeeeeeee e viii
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI...........cccoocoooiiiniiniiiicsece, ix
OZET ... Xii
ABSTRACT e Xiii
LR 21 1P 1
2. GENEL BILGILER..........c.coooiiiiiiiiiiecsss s 3
2.1. Kanserin Tanimi V& Tarihgesi ......euueriviiiiieiiiiiie e 3
2.1.1. Kanser Olusum Mekanizmalart ..........cccoceeiieiiiiiiiiiiesiece e 4

2.1.2. Kanser Hiicrelerinin OzelliKIEri.........c.cccvveveririeceieieeseeceee e 5
2.1.2.1. Sinirs1z gogalma potansiyeli......ccovvverieeiiriiiiiieiinieseee e 6

2.1.2.2. Hiicre OlUmine dir€Nng .....c.eeiveerieeiiieiieiiee e 7

2.1.2.3. Biiyiime Baskilayicilarindan Kagis .......c.cocoeviiiiiiiiiiiiicee, 8

2.1.2.4. Proliferatif Sinyali SUrdiirme ...........ccccceovviiiiiiiniiiice e 9

2.1.2.5. Anjiyogenezi IndiKIEme............cccovvevrvereriieererecreeeeie e 9

2.1.2.6. Doku Invazyonu ve Metastaz Yetenegi........c.covcvevvvrererirerrnennn. 10

2.1.2.7. Enerji Metazbolizmasin1 Yeniden Diizenleme.............ccccceenneeene 12

2.1.2.8. Genomik instabilite ve MUtasSyoN...........ccccceeereniieneninieeene 12

2.1.2.9. Immiin Yanittan KagiS.......ccceeveveveveeereeeeeeeee e iee e, 13

2.1.2.10. Tiimér Olusumuna Katkida Bulunan inflamasyon..................... 14

2.2, AKCIZET KANSETT ..vviviiiiieiieiiiie et 15
2.2.1. Akciger Kanserinin Epidemiyoloji ve Etiyolojisi........cccocviiiiiiiiincnnn, 15

2.2.2. Akciger Kanserinde Evreleme ..........cccccoooviiiiiiiiiiic e 17

2.3. PI3K (Fosfoinositid 3-Kinaz) Sinyal Yolagi........c.ccooviriininiiiiiinceeseeeens 19
2.4. Anjiyogenez MeKaniZmasl.........cccovruiiiiiiiiiiiie i 20
2.5. Anjiyogenezde VEGF V& VEGFR .......ccccooiiiiiiiii e 21
2.6. Kanserde VEGF/VEGFR Yolaginin Anjiyogenik Olmayan Etkileri .................. 23
2.7. VEGF aracili PI3K/Akt Yolagi AKtivasyonu .........ccccccevvveiiiiiiiniiniiiieiccs 24
2.8. PI3K Sinyal Yolagt Aracilt APOPLOZIS.......ccceerreerieiririerieirieneeniee e 25
2.9. BEVACIZUMAD ......coviiiiiiieec s 26



2.00. FIAVONOIAIET ..ottt e et e e e e e e e e neeeeas 27

2.00. 1. KUBTSELIN ...ttt 27

2.11. Kanser Tedavisinde Kombine lag Uygulamalari.............cccccooevevcrerrircrereennnnnne, 29
3. GEREC VE YONTEM.......cocoiiiieeeeeeee ettt 31
I BIAN v Lol vl € 1S (o] U< (PR 31
3.1.1. Kimyasal Malzemeler ..........cccoiioiiiiiieiee e 31

3.1.2. Cihazlar ve Teknik Malzemeler ..o, 32

R 01115311 (<) TP PP PR 32
3.2.1. Hiicre Hatlarinin Hazirlanmasi ve KGItHIT .....evvveeiiiiiciciccee 32

3.2.2. Hiicre Canlilik Testi: MTT ..ccvviiiiiiiiiiieee e 34

3.2.3. Kombinasyon Indeksinin (Combination Index-CI) Hesaplanmast........... 35

3.2.4. Hiicre Canlilik Testi: Kristal Viyole Boyama..........cccocveninininnnieiennn, 36

3.2.5. Yara Iyilesme Deneyi (Scratch/Wound Healing Assay)............c..c.cceue.n. 36

3.2.6. Gen Ekspresyon Seviyelerinin Belirlenmesi..........ccccocevvviveiieveccccienen, 37
3.2.6.1. Trizol ile RNA 1Z0laSyonu ..........cccccevcuerierevercieiieeeieseesesssieseeenns 37

3.2.6.2. RNA’dan cDNA EIdesi .....ccocvuviiiiiiiiiiiiiiieniiie e 38

3.2.6.3. Real-Time PCR aSamMasl..........ccoveivveeireeiieeireeieeeireesreeenreesreesnee s 39

3.3.6.4. Real Time RT-PCR Sonuglarinin Degerlendirilmesi ................... 40

3.2.7. ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) Deneyi............c.......... 40
3.2.7.1. Protein 1Zolasyonu ..........ccccoveueueieiiiiececieeesceeee e, 40

3.2.7.2. Protein Miktarinin OlgHmi..........ccovovvrevevcccecceeeeeeeecee e 41

3.2.7.3. ELISA Plakalarin Hazirlanmasi ve Absorbans Ol¢iimii .............. 42

3.3, IStatiStIKE] ANALIZ ....vvvvvevcieeeeeeee ettt 44
A, BULGULAR ...ttt ettt st b e et et e nraeebeennee s 45
5. TARTISMA ...ttt ettt sttt b e bt b e b nne s 58
6. SONUCLAR ve ONERILER ...........cc.ccootiiiiiiiieiieeeee e 68
[N N AN I N SR 69
[0 Z.€] 0165\ 1 1T 79

Vi



Sekil No:
Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.
Sekil 5.
Sekil 6.
Sekil 7.
Sekil 8.
Sekil 9.
Sekil 10.
Sekil 11.

Sekil 12.

Sekil 13.

Sekil 14.

Sekil 15.

Sekil 16.

Sekil 17.
Sekil 18.

Sekil 19.

Sekil 20.

SEKILLER DiZINi

Sayfa No:
Cok asamalt KarSiNOZENEZ .......cviruuiriiiiieiiieeiie ettt ettt sb et sb e sbeesbeesbeesbe e e 4
Kanser hiicrelerinin OZeIKIETT .......cccooiiiiiiiiiiie e 6
Metastaz Kaskadl........ccooiiiiiiiiiiii i 11
2020 yilina ait kadin ve erkeklerde kansere bagli 6lim oranlart ..........cccccvecvvvinienieiinniennns 15
VEGF reseptor Ve HZandlari........cccovicviiriiiiiiesiesieeeesee s 22
Kanser hiicrelerinde VEGF-VEGFR-2 etkilesiminin anjiyogenik olmayan etkileri ............... 24
VEGEF SINYAL YOLAZT ....viviiiiiiiiiiiicie i 25
Bevacizumab'in etki mekanizmasi..........covvvviiiiiiiiciiiice s 26
Kuersetinin Kimyasal YaPIST.......ccoveriiiiiiiiiiieesese st 28
Calismamizda kullanilan hiicre hatlari ve temel 6zelliKIeri.........ccovvviveeiieiiiiiiiiie e 33
KHDAK ve BEAS-2B hiicre hatlarinin Kuersetin ile 24, 48 ve 72 saat inkiibasyonu sonunda
MTT yontemiyle belirlenen hiicre canlilik oranlart. .........ccoccoeoiiiniinienec e, 46
KHDAK ve BEAS-2B hiicre hatlarinin Bevacizumab ile 24, 48 ve 72 saat inkiibasyonu
sonunda MTT yontemiyle belirlenen hiicre canlilik oranlart. .........coccoocereeieeneinicieccnne 47
KHDAK ve BEAS-2B hiicre hatlarinin Kuersetin ve Bevacizumab kombinasyonu ile 24, 48
ve 72 saat inkiibasyonu sonunda MTT yontemiyle belirlenen hiicre canlilik oranlart. .......... 48
KHDAK ve BEAS-2B hiicre hatlarinin Kuersetin ile 24 ve 48 saat inkiibasyonu sonunda
kristal viyole yontemiyle belirlenen hiicre canlilik oranlart. ..........ccocooovvviiniiicnnicicce, 49
KHDAK ve BEAS-2B hiicre hatlarinin Bevacizumab ile 24 ve 48 saat inkiibasyonu sonunda
kristal viyole yontemiyle belirlenen hiicre canlilik oranlari. ..........coccooveeniiiinienenie e, 50
KHDAK ve BEAS-2B hiicre hatlarinin Kuersetin ve Bevacizumab kombinasyonu ile 24 ve
48 saat inkiibasyonu sonunda kristal viyole yontemiyle belirlenen hiicre canlilik oranlart. .. 51
A549 hiicre hattinda Kuersetinin doz ve zamana bagl olarak hiicre gogii iizerine etkisi...... 53
A549, H1299 ve BEAS-2B hiicrelerinde Kuersetin, Bevacizumab ve kombinasyonlarinin
RUCTE ZOGUNE ETKIST...evvviiieiieieie sttt 54
VEGFA, VEGFR2, Casp9, Casp3, Bax, Bcl-2, AKT ve PIK3CA genlerinin mMRNA
diizeyinde eKSPresyon SEVIYEIETL. .. cccuiiuiiiiiiiiieitieiie ittt sb e bbb 56
VEGFA, VEGFR2 ve Casp3 genlerinin protein diizeyinde ekspresyon seviyeleri ............... 57

vii



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge No: Sayfa No:
Cizelge 1. Genel TNM Evreleme Tanimlayiclart.........ccocveieiiiiiiiineciceess s 18
Cizelge 2. Calismamizdaki gruplar ve uygulanan dozIar ..o 34
Cizelge 3. cDNA kiti bilesenleri ve kullanilan miktarlar............cccoviiiiiiiinie e 38
Cizelge 4. Calismamizda kullanilan primerler .........ccocoooviiiiiieiiei e 39
Cizelge 5. Real Time RT-PCR reaksiyonunun bilesenleri ve miKtarlart ...........ccocereviveniniinieneineneenenns 39
Cizelge 6. Real-Time PCR reaksiyonunun a$amalari...........ccc.cciveriiiirerieineneineneeseseeese e seesessenes 40
Cizelge 7. RIPA SOlUSYONU DIlESENIETT .....veuveviiiiiiiiiitiiicice e s 41
Cizelge 8. Protein dlgliimii i¢in standartlarin hazirlanmasi ..........cooeiiiiieiiiiieiiie e 42
Cizelge 9. Protein 6l¢limil i¢in standartlarin ve 6rneklerin 96 kuyucuklu plakalara aktarimi ................... 42

viii



AKT
ATP
Bax
Bel-xL
Bcl-2
°C
Casp
cDNA
CD4
CD8

Cl
CTLA
DISC
DMSO
EMT
ER
FBS
FDA
FDG
FGF
GLOBOCAN
GWAS
HIF-1a
hTER
hTERT
IARC
1Cso
IL-8
KHAK
KHDAK

SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

: Protein Kinaz B

: Adenozin 3 Fosfat

: Bel-2 iliskili X Proteini

: B-cell lymphoma-extra large protein

: B-cell lymphoma 2 protein

: Santigrat Derece

: Kaspaz

: Tamamlayici DNA

: Yiizey Farklilasma Antijeni 4

: Yiizey Farklilasma Antijeni 8

: Kombinasyon indeksi

: Sitotoksik T Lenfosit ile iliskili Protein-4
: Oliim Uyarici Sinyallesme Kompleks

: Dimetil siilfoksit

. Epitelyal Mezenkimal Gegis

: Endoplazmik Retikulum

: Fetal S1g1ir Serumu

: Amerikan Gida ve Ilag Dairesi

: Flor-18 isaretli florodeoksiglukoz

: Fibroblast Biiyiime Faktorii

: Kiiresel Kanser Insidansi, Mortalite ve Prevalans
: Genom ¢apinda iliskilendirme ¢alismalari
: Hipoksiya Uyaric1 Faktor-1a

: Insan Telomerazi RNA

: Telomeraz Katalitik Alt Unite Gen

. Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi
: Yar1 Maksimum Inhibisyon Konsantrasyonu
: Interlokin-8

: Kiiciik Hiicreli Akciger Kanseri

: Kiiciik Hiicreli D11 Akciger Kanseri



MAPK : Mitojen Aktive Edici Proteinkinaz

MHC : Major Histokompatibilite Kompleksi
MMP : Matriks Metalloproteinaz

MRNA : Measajct Riboniikleik Asit

mTOR : Memeli Rapamisin Hedefi

MTT : 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid
NNK : 4-(metilnitrozoamino)-1-(3 piridil)-1-biitanon
oD : Optik Yogunluk

p degeri : Olasilik (probability) Degeri

PAH : Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlar
PBS : Fosfat Tampon Tuz Cozeltisi

PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PDGF : Platelet Tiirevli Biiytime Faktorii
PDK1 : 3'-fosfoinositide bagimli kinaz 1
PD-L1 : Programli Oliim Ligandi 1

PD-1 : Programli Oliim Proteini-1

PET : Pozitron Emisyon Tomografisi

PH : Plekstrin Homoloji

PI3K : Fosfoinositid 3-Kinaz

PIK3CA : Fosfotidilinositol-4,5-Bisfosfat 3-Kinaz Katalitik Altiinite
PGF : Plasenta Biiylime Faktorii

PIP, : Fosfatidilinositol-4,5-Bifosfat

PIP; : Fosfatidilinositol-3,4,5-Trifosfata
PTEN : Fosfataz ve Tensin Homologu

rpm : Dakikada donme hiz1

ROS : Reaktif Oksijen Tiirleri

RTK : Reseptor Tirozin Kinaz

SDS : Sodyumdodesilsiilfat

Std : Standart

TBS : Tris Tampon Tuz Cozeltisi

TCR . T hiicre reseptor kompleks

TGF-a : Transformasyon Biiyiime Faktorii-Alfa



TGF-p
TNF-a
TRAIL
VEGF
VEGFR

ng
ng
ml
ul
pM
Std

: Transformasyon Biiyiime Faktorii-Beta

: Timor Nekroz Faktorii-Alfa

: TNF ile iliskili apoptozu indiikleyen ligand
: Vaskiiler Endotel Biiylime Faktorii

: Vaskiiler Endotel Biiylime Faktorii Reseptorii
: Gram

: Nanogram

: Mikrogram

- Mililitre

: Mikrolitre

: Mikromolar

: Standart

Xi



OZET

Kiiciik Hiicreli Dis1i Akciger Kanseri Hiicre Hattinda Kuersetin ve Bevacizumab’in
Kombine Etkisinin Arastirilmasi

Akciger kanseri diinyada insidans ve mortalitesi en yiiksek kanser
tiirlerinden olup, metastatik yeteneklerinin yiiksek olmasi, ila¢c direnci ve gec
tamidan dolayr cogunlukla istenen tedavi yamitlar1 alinamamaktadir. Bu nedenle
daha etkin, secici ve yan etkileri minimize edecek tedavi arayislar1 artmstir.
Bunlardan bir tanesi de iki ya da daha fazla ila¢ ya da terapinin birlikte
uygulanmasi anlamina gelen politerapilerdir. Bir¢ok biyolojik siirecte etkili en
yaygin flavonoidlerden olan Kuersetin farkhh ajanlarla kombine olarak
kullanildiginda, tekli uygulamalarina gore daha etkili sonuclar verdigi ve kanser
hiicrelerini yiiksek oranda inhibe ettigi gosterilmistir. Tiimoér gelisim ve
vaskiilarizasyonunun inhibisyonunda onemli bir hedef olan VEGF-A, etkinligini,
ilgili VEGFR’ye baglanarak gostermektedir. Antianjiyogenik monoklonal antikor
olan Bevacizumab, VEGF-A’ya baglanarak VEGFR-2 ile etkilesimini
engellemektedir. Calismamizda, Kuersetin ve Bevacizumab’in kombine
tedavisinin, kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanseri hiicrelerinde sinerjistik etki
gosterecegini diisiindiigiimiizden, MTT, Kristal Viyole, Scratch, Real-Time PCR
ve ELISA gibi yontemlerle hiicre canhhg, gocii, anjiyogenezi ve apoptozis
iizerindeki etkisi arastirilmistir. Calismamiz, sinerjistik etki olusturacag: dozlarda
uygulanan Kuersetin ve Bevacizumab kombinasyonunun kanser hiicre canlhihig: ve
gociinii ciddi derecede inhibe ettigini gostermistir. Buna ek olarak, bu
kombinasyonun VEGF-PI3K/Akt sinyal yolagim baskiladigim ve bu yolakla
baglantili apoptozisi tetikleyebilecegini belirledik.

Anahtar Sozciikler: Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri, Bevacizumab, Kuersetin,
VEGF-A, PI3K sinyal yolag:
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ABSTRACT

Investigation of Combined Effect of Quercetin and Bevacizumab on Non-Small
Cell Lung Cancer Cell Line

Lung cancer is one of the cancer types with the highest incidence and
mortality worldwide, and due to its high metastatic abilities, drug resistance and
usually late stage of diagnosis, the expected treatment responses cannot be
obtained. Therefore, the demand for more effective, targeted treatments that will
minimize side effects have gained increasing attention. One of them is combination
or polytherapy, which means the combination of two or more drugs or therapies.
Quercetin, which is one of the most common flavonoids involved in various
biological processes, has been shown to give more effective results and inhibit
cancer cells at a high rate when used in combination with different agents. VEGF-
A, which is an important target in the inhibition of tumor growth and
vascularization, shows its efficacy by binding to the related VEGFR. Bevacizumab,
an antiangiogenic monoclonal antibody, binds to VEGF-A and prevents its
interaction with VEGFR-2. In our study, the effect of combined treatment of
Quercetin and Bevacizumab on cell viability, migration, angiogenesis and
apoptosis was investigated by methods such as MTT, Crystal Violet, Scratch, Real-
Time PCR and ELISA, since we think that the combined treatment will have a
synergistic effect on non-small cell lung cancer cells. Our study showed that the
combination of Quercetin and Bevacizumab, applied at doses that would create a
synergistic effect, severely inhibited cancer cell viability and migration. In
addition, we determined that this combination suppresses the VEGF-PI3K/Akt
signaling pathway and may trigger this pathway-mediated associated apoptosis.

Keywords: Non-Small Cell Lung Cancer, Bevacizumab, Quercetin, VEGF-A,
PI3K signaling pathway
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1. GIRIS

Akciger kanseri kaynakli 6liimler, diinya ¢apinda kansere bagl 6liimlerin basinda
yer almaktadir. Diinyada toplam akciger kanseri vakalarinin oranlarmna bakildiginda,
erkeklerde akciger kanseri vakalar1 %14,3 ile birinci sirada yer alirken, kadinlarda bu
oran %8,4 ile tigiincii sirada yer almaktadir (1)

Akciger kanseri timdr histolojisi bakimindan 2 gruba ayrilir: kiiciik hiicreli
akciger kanseri (KHAK, tiim akciger kanserlerinin %15'1) ve kii¢iik hiicreli dis1 akciger
kanseri (KHDAK, tiim akciger kanserlerinin %85'i). KHDAK genellikle adenokarsinom,
skuamoz hiicreli karsinom ve biiylik hiicreli karsinom seklinde alt kategorilere ayrilir
(2).

Akciger kanserini erken evrede teshis etmek zordur ve genellikle ileri evrede
teshis edilmektedir. Bu nedenle hastalarin tedavileri de olduk¢a zorlasmaktadir.
Kullanilan geleneksel tedavi yontemlerinin sitotoksik etkilerinin yiiksek olmasi ve
istenen sonuglarin elde edilememesinden dolayi, daha etkili ve hastalarda daha az yan
etkilere sebep olan tedaviler biiyiik onem tagimaktadir (3). Ozellikle de karmagik
yolaklara sahip kanser hastaliklarini tedavi etmek i¢in kombine ilag ¢alismalarinin daha
basarili oldugu gézlenmistir (4).

Kuersetin, meyve ve sebzelerde yaygin olarak bulunan bir tiir flavonoid bilesigidir.
Daha oOnceki arastirmalarda, kuersetinin anti-inflamatuar, anti-oksidan ve anti-kanser
gibi bir¢ok etkiye sahip oldugu bulunmustur. Hem in vivo hem de in vitro ¢alismalarda
kuersetin anti-tiimor etkisini, hiicre proliferasyonu, anjiyogenez ve metastaz ilerlemesini
inhibe ederek ve apoptozu tesvik ederek gostermektedir (5).

Anjiyogenez, 6nceden var olan kan damarlardan yeni damarlarin olusturuldugu
slirectir ve viicudun hem fizyolojik hem de patolojik olaylarinda yer almaktadir. Ayrica
timor anjiyogenezi tiimor biiyiimesi, ilerlemesi ve metastazi ile iliskili ok 6nemli bir
faktordiir. Bu nedenle, tiimor vaskiilarizasyonunu engelleyebilecek anti-anjiyogenez
stratejilerinin gelistirilmesine yonelik ¢alismalara biiyiik ilgi olusmustur. Bunlardan bir
tanesi FDA (Amerikan Gida ve Ilag¢ Dairesi) tarafindan onaylanmus, ilk anti-anjiyogenik
monoklonal antikor olan Bevacizumab’tir. Tiimor anjiyogenezinde anahtar rol oynayan
vaskiiler endotelyal biliylime faktorii-A (VEGF-A), tiimoérlerin biiyiimesi ve metastazlari

icin kritik oneme sahiptir ve endotelyal hiicrelerdeki vaskiiler endotelyal biiyiime



faktorii  reseptorii-2  (VEGFR-2)’ye baglanarak anjiyogenezi tetiklemektedir.
Bevacizumab, tiimér hiicreleri tarafindan iiretilen VEGF-A’ya baglanarak anjiyogenezi
bloke etmektedir (6,7). VEGFR-2 proteininin sadece endotelyal hiicrelerde degil ayni
zamanda meme, gastrointestinal, prostat, melanom ve KHDAK dahil olmak tizere ¢esitli
solid tiimorlerin hiicrelerinde de ifade edildigi rapor edilmistir. Prensip olarak, bu
kanserlerin tedavisinde VEGF inhibitorlerinin kullanimi, tiimor anjiyogenezini inhibe
edebilir ve tiimor hiicresi proliferasyonunu, invazyonunu baskilayarak hastalarin hayatta
kalma siiresini uzatabilir (8).

Fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K)/Akt yolagi hiicre dongiisii, proliferasyonu, sag
kalimi, metabolizmasi, anjiyogenezi ve apoptozis gibi bircok normal hiicresel fizyolojik
slireglerin diizenlenmesinde rol oynar. Bu yolak, KHDAK de dahil olmak iizere ¢ogu
kanserde aktiftir.

Bu tez ¢alismasinda, klinikte anti-anjiyogenik ila¢ olarak kullanilan monoklonal
antikor Bevacizumab ve en yaygin flavonoidlerden olan Kuersetinin kii¢iik hiicreli dis1
akciger kanseri hiicre hatlart H1299 ve A549 ile saglikli akciger hiicre hatt1 olan BEAS-
2B hiicreleri tizerinde kombine etkisinin anjiyogenez, proliferasyon, migrasyon ve

apoptoz lizerine etkilerinin belirlenmesi amaglandi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanserin Tanimi ve Tarihcesi

Tip tarihinde kanser ile ilgili yapilmis en eski yazili tanimlama, M.O. 3000
yillarma ait Edwin Smith Papiriisinde bulunan meme kanseri ile ilgiliydi. Bu
tanimlamada gogiiste bulunan sigkin tiimoriin ciddi bir hastalik oldugu ve tedavisinin
olmadig ifadesi yer almaktadir. M.O. 1500 yillarinda yazildig: diisiiniilen Ebers Tip
Papiriisii ise ilk yumusak doku kanserine referans etmis ve olasi cilt, rahim, mide ve
rektum kanserlerine atifta bulunmustur (9).

Kanser kelimesinin kokeni, M.O. 400’lii yillarda, “Tibbin Babas1” olarak kabul
edilen Yunan hekim Hipokrat’a dayanmaktadir. Hipokrat, kanser kelimesini yengeg
anlamma gelen “Karkinos” kelimesinden tiiretmistir. Bu sekilde adlandirilmasinin
sebebi, kanser biliylimesini yengece benzetmesinden kaynaklanmaktadir. Ayrica
Hipokrat’a gore, insan viicudunda bulunan dort sivinin (kan, siyah safra, sar1 safra ve
balgam) dengesizligi gesitli hastaliklara ve kansere neden olmaktaydi. Baska bir Yunan
hekim olan Galen (M.S. 130-200), kotii huylu hastaliklar1 ifade etmek igin oncos
(Yunanca “sislik” i¢in kullanilan bir kelime) terimini yaratti. Galen de, hastaliklarin dort
stvi dengesizliginden kaynaklandigina ve meme kanserinin kanda kara safra birikmesi
nedeniyle sistemik bir yapiya sahip olduguna inantyordu (10).

Kanser olusumunun temelinde, hiicrelerin normal hiicre davranislarini kaybederek,
stirekli ve kontrolsiiz olarak ¢ogalmasi yatmaktadir. Bu hiicreler normal hiicre
davraniginin aksine, kontrolsiiz bir sekilde biiyiir, boliiniir, komsu doku ve organlari
istila edebilmektedir. Cogu durumda onkogenlerin aktivasyonu veya timor baskilayict
genlerin inaktivasyonu, kontrolsiiz hiicre cogalmasi ve apoptotik mekanizmalarin devre
dis1 kalmasina neden olabilmektedir (11). Kanser patolojisinde tiimoérler iyi (benign) ve
kotii (malign) huylu olarak ayrilmaktadir. Iyi huylu tiimérler, viicudun diger bolgelerine
yayllmadan primer konumlarinda kalirlar. Ayrica yavas biiylime egiliminde olup
belirgin sinirlar1 vardir. Kotii huylu timoérler ise kontrolsiiz sekilde biiyiiyebilen, lokal
ya da kan-lenf yoluyla viicutta yayilim gosterebilen (metastaz) kanser hiicreleridir. Bu
hiicrelerin yayilim1 hizlidir ve sinirlar1 diizensizdir (12).

Hem iyi hem de kotii huylu tiimorler ortaya c¢iktiklari hiicre tipine gore

siiflandirilan, li¢ ana gruptan birine girmektedir. Bunlar; karsinomlar, sarkomlar ve



16semiler ya da lenfomalar. Insan kanserlerinin en yaygin tiirii olan ve yaklasik %90'1n1
olusturan karsinomlar, viicutlarin i¢ ve dis ylizeylerini Orten epitelyal hiicre
maligniteleridir. Insanlarda daha nadir goriilen sarkomlar viicuttaki kas, kemik, kikirdak
ve fibroz doku gibi bag dokularinin solid tiimérleridir. insan malignitelerinin ise
yaklagik %8'ini olusturan 16semiler veya lenfomalar kan ve immiin sistem hiicrelerinden

gelisim gostermektedirler (13).

2.1.1. Kanser Olusum Mekanizmalari

Normal bir hiicrenin tiimor hiicresine doniisiimii olarak adlandirilan karsinogenez,
oldukca karmasik ve ¢ok basamakli bir siirectir. Bu doniisiim inisiasyon (baslama),
promosyon (artma), progresyon (ilerleme) ve son olarak metastazi da i¢eren ¢ok asamali
bir stireci kapsar (Sekil 1). Bu siire¢ bir anda gergeklesmez. Cesitli faktorler araciligiyla
normal bir hiicrede meydana gelen hasarin tamir edilememesi, hasarli hiicrenin
apoptozis ile imha yetenegini kaybetmesi ve anormal sekilde ¢ogalmaya baslamasi ile
karsinogenez gergeklesebilmektedir (14).

Inisiasyon (Baslama); Endojen ve eksojen maddeler araciligryla DNA’da hasarlar
meydana gelebilir (14) ve protoonkogenler, timor baskilayici, genom stabilitesi ile
iligkili ve hiicre sinyal iletiminde yer alan genlerdeki mutasyonlar karsinojenik siirecin
baglamasindan sorumlu olabilmektedir. Bu asamada hiicreler normal biyolojik ve
morfolojik 6zelliklerini kaybederler, fakat olusan DNA hasar1 onarilabilir veya anormal
hiicreler ortadan kaldirilabilir. Eger bunlar gerceklesmez ise, anormal hiicrelerin

birikimi artar ve ilave gen mutasyonlart ile kanser olusumunu ilerletebilmektedir (15).

Cok asamali Karsinogenez
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Sekil 1. Cok agamali karsinogenez (14)



Cok asamali karsinogenez siirecinin ikinci asamasi olan promosyonda (artma),
mutasyona ugrayan hiicrelerin klonal genislemesi ger¢eklesmektedir. Bu asama hiicre
Oliimiine direng, biiylime baskilayicilarindan kagis, proliferatif sinyali siirdiirme, immiin
yanittan kagis gibi kanserin temel 6zelliklerini igeren birgok siireci kapsamaktadir. Tiim
bu &zellikler, kontrolsiiz hiicre proliferasyonunu tesvik eder, dolayisiyla timor gelisimi-
ni veya neoplaziyi uyarir. Promosyon fazinda genel olarak 3 asama gerceklesir; ilk asa-
ma olan inisiyasyon asamasinda degisime ugrayan hiicreler, belirli bir boyuta gelene
kadar (Tiimor boyutu ~2cm) ya da anormal hale déniisene kadar béliiniirler. ikinci asa-
mada tiimor hiicreleri 6nemli bir boyuta ulagmistir (~5cm) veya anormal hiicreler ko-
layca saptanabilecek sekilde normal sinirlar1 agsmistir. Kanser hiicreleri bu asamada ¢o-
galmalarin1 devam ettirebilmek igin yeni besinlere ihtiyag duyarlar. Ugiiniicii asama,
tiimdriin ihtiyag duydugu besin kaynaklar1 otofaji yolaginin aktivayonu ve yeni kan da-
marlarin olusturuldugu anjiyogenez siirecini kapsar. Bu asamada tiimor boyutu 5
cm’den biiyiik bir boyuta ulasmistir ve komsu dokulara genislemistir (15).

Olusan yeni kan damarlar1 kanserin ilerlemesinde cifte rol oynarlar: Tiimorii bes-
leyerek cogalmalarini hizlandirirlar ve diger yandan tiimor hiicrelerinin uzak bolgelere,
yani metastazini kolaylastirirlar. Timor olusum mekanizmalarinin son asamalari olan
progresyon (ilerleme) ve metastazis ile kanser hiicreleri primer tiimdérden bagimsiz hale
gelir ve yeni tiimdrler olusturmak i¢in tekrarlayan bu dongiiye devam ederler.

Kanser tiirleri tiimii ayn1 sekilde hareket etmese de ¢gogu yukarida agiklanan mo-
deli takip eder, bu baglamda kanser gelisiminin davranisin1 anlamak i¢in karsinogenez
siirecine dahil olan molekiiler mekanizmalarin anlasilmasi biiyiik 6nem tasimaktadir

(15).

2.1.2. Kanser Hiicrelerinin Ozellikleri

Kanser mekanizmalari ile ilgili son yillarda yapilan calismalar ve elde edilen
bilgiler arttik¢a, kanser ile ilgili bilinen temel 6zelliklere yenileri eklenmistir. Kanserin;
siirsiz ¢ogalma potansiyeli, hiicre 6liimiine direng, biliylime baskilayicilarindan kagis,
proliferatif sinyali siirdiirme, anjiyogenezi indiikleme, doku invazyonu ve metastaz
yetenegi, enerji metabolizmasini yeniden diizenleme, genomik instabilite ve mutasyon,
immiin yanittan kagis ve timodr olusumuna katkida bulunan inflamasyon gibi temel

ozellikleri bulunmaktadir (16).



Her ne kadar kanser alaninda ¢ok sayida arastirma ve ¢aligmalar mevcut olsa da,
kanser olusum ve gelisiminin karmasikligindan dolay1r 6niimiizdeki yillarda belirlenen

Ozelliklere yenilerin eklenecegi kaginilmazdir.
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Sekil 2. Kanser hiicrelerinin 6zellikleri (16)

2.1.2.1. Sirsiz ¢ogalma potansiyeli

Normal somatik hiicreler sinirli bir proliferasyon yetenegine sahiptir. Maksimum
boliinme sayisina “Hayflick limiti” denmektedir ve bu limite ulasan hiicreler boliinmeyi
durdurarak replikatif yaglanma siirecine girerler. Bunun nedeni ise kromozom uglarinda
bulunan “telomer” adi verilen, protein kodlamayan spesifik niikleotid tekrarlarinin
(TTAGGG) her hiicre bolinmesinden sonra kisalmasidir. Telomer uzunlugunun
korunmasi ve sabit kalmasini saglayan bir ters transkriptaz enzimi olan telomeraz,
biiylik bir enzim kompleksidir. Bu enzim kompleksi iki alt birimden olugmaktadir.
Bunlar; insan telomeraz RNA’st hTER ve insan telomeraz revers transkriptazi
hTERT tir. Telomeraz aktivitesi somatik hiicrelerde baskilanmis durumdayken, kanser
ve kok hiicrelerinde aktiftir. Onkogenezde telomerazin aktif hale gelmesi 6nemli bir
adimdir. Timor biyopsilerinin yaklasik olarak %85-90’inda telomeraz pozitiftir.
Normal ve kanser hiicrelerinde telomeraz diizenlenmesinin daha iyi anlasilmasi, etkili

ve giivenilir yontemlerin gelistirilmesi kanser tedavisinde umut vadetmektedir (17).



2.1.2.2. Hiicre oliimiine diren¢

Programlanmis hiicre 6liimii anlamina da gelmekte olan apoptozis, organizmalarin
gelisim siirecinde veya hiicresel stres sonrasinda ihtiya¢ duyulmayan, potansiyel olarak
zararli olabilecek veya sagliksiz hiicreleri yok etmek i¢in kullanilan biyolojik bir
stiregtir. Tiim ¢ok hiicreli organizmalarda mitoz bdliinme ile olusturulan yeni hiicreler
ile zarar gormiis ya da ise yaramayan hiicreler arasinda dengenin olusturulmasini
saglayan bir mekanizmadir.

Apoptozis 2 yolak ile aktive edilebilmektedir. Bunlar; intrinsik (ig¢sel) ve
ekstrinsik (digsal) yolaklardir. Apoptoz hiicre iginden ya da disindan gelen sinyallerle
baslar, kaspazlarin aktivasyonu ile devam eder. Icsel yolakta kaspaz-3, kaspaz-9
aktivasyonu goriiliirken, dissal yolakta kaspaz-3 ve kaspaz-8 aktivasyonu goriiliir.
Aktiflesen kaspazlar ile hedef proteinlerin yikilmasi sonucu hiicrede biyokimyasal ve
yapisal degisiklikler gézlemlenir, apoptotik cisimcikler olusur. Bu siiregte Bcl-2 protein
ailesi tiyelerinden pro-apoptotik proteinler olan Bax ve Bak ekspresyonu artarken, anti-
apoptotik proteinler olan Bcl-2, Bcl-xL ekspresyonlart azalmaktadir.

Icsel apoptotik yolak, mitokondriyal hasar, iyonlastirict radyasyon kaynakli
genotoksik hasar, endoplazmik retikulum stresi ya da biiylime faktorii uyaranlarinin
olmamasi gibi faktorler ile aktive olabilmektedir. Bu yolak, Bcl-2 (B-cell lymphoma-2)
protein ailesi ve kaspazlar adi verilen sistein proteaz grubu enzimler tarafindan
diizenlenir. Bcl-2 ailesi; anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-xL), pro-apoptotik efektor proteinler
(Bax, Bak) ve pro-apoptotik sadece-BH3 proteinleri (Bid, Bad, Bim, Noxa, Puma)
tiyelerinden olusmaktadir. Normal hiicrelerde pro-apoptotik sadece-BH3 proteinleri
(Bid, Bad gibi) etkisizdir ve pro-apoptotik efektor proteinleri ise anti-apoptotik
proteinleri ile etkilesime girerek baskilanmaktadirlar. Hiicre 6liim sinyali varliginda Bax
ve Bak aktifleserek mitokondri dis zarinda oligomerler olustururlar. Mitokondriyal zar
gecirgenligi artarak, mitokondriyal zarlar arasi boslukta bulunan Sitokrom-c’nin
sitozole salimimi gergeklesmektedir. Sitokrom-C’nin salinimi, APAF-1 ve kaspaz-9’u
iceren apoptozom kompleksini olusturur ve boylece kaspaz kaskadi baslatilir (18).

Ekstrinsik (digsal) apoptotik yolak ise oliim reseptorlerinin aktivasyonu (FAS,
TNF), biliyiime faktorlerinin yetersizligi ve dis etkenler (kimyasallar, UV, radyasyon,
kemoterapétik ilaglar) gibi hiicre dis1 sinyaller ile aktive olur. Oliim sinyalleri (FasL,

TNF-a, TRAIL (TNF ile iligkili apoptozu indiikleyen ligand)), hiicre ylizeyinde bulunan



Fas, TNFR ve DR5 gibi 06lim reseptorlerine baglandiklarinda, reseptor
trimerizasyonunu uyarirlar. Uglii yapt kazanan reseptdr; adaptor molekiilleri ve
prokaspazla birleserek DISC (Oliim Uyaric1 Sinyallesme Kompleks) adi verilen yapiy
olusturur. Bu birlesmeden sonra inaktif haldeki prokaspaz-8 kesilerek aktif kaspaz-8
olusur. Kaspaz-8 aktivasyonu efektor kaspazlarin kesilmesine ve aktiflesmesine neden
olmaktadir. Bazi hiicrelerde kaspaz-8’in aktivasyonunu takiben kaspaz-3 ve kaspaz-
7’nin aktivasyonu apoptozun baslamasi i¢in yeterli iken, bazi hiicrelerde O6liim
sinyalinin ¢ogaltilmasi gerekmektedir. Bu hiicrelerde kaspaz-8, pro-apoptotik sadece
BH3 proteini olan Bid’i keserek aktiflestirir ve mitokondri zar gegirgenligine ve kaspaz-
9 aktivasyonuna yol agmaktadir.

Kanser hiicreleri igin apoptozis bir bariyerdir. Bu nedenle kanser hiicreleri
apoptozdan ya da diger hiicre 6lim mekanizmalardan kagmak igin gesitli stratejiler
gelistirirler. Bunlardan bir tanesi de Bcl-2 protein ailesinin iki ana pro-apoptotik geni
olan Bax ve Bak’in baskilanmasidir. Bir digeri ise tiimor baskilayict geni p53°iin etkisiz
hale getirilmesi ve anti-apoptotik protein olan Bcl-2 ifadesinin arttirilmasidir.

Hiicre oliimiine direncte etkili mekanizmalardan bir digeri ise hiicresel
homeostazisin saglanmasi ve hiicresel stres durumlarinda hiicre canliliginin
korunmasinda 6nemli rolii olan otofajidir. Otofaji, organel hasari, anormal proteinlerin
varlig1 ve besin yoksunlugu dahil olmak {izere cesitli stres kosullar1 altinda meydana
gelebilmektedir. Timor hiicreleri metabolik stres ile karsi karsiya kaldiklarinda, otofaji
aracilifiyla metabolizmalarin1 yeniden programlayarak sag kalabilirler ve boylece hizli
hiicre biiyiimesi ve proliferasyonu artirabilirler. Bir¢cok c¢alisma otofajinin, timor
biiyiimesi ve gelisiminde hiicre sag kalimi ve hiicre oliimiinde ikili rol oynadigin
bulmustur. Otofaji genlerinin susturuldugu bazi caligmalarda, tiimér olusumunun

baskilandigi goriilmiistiir (19).

2.1.2.3. Bilyiime Baskilayicilarindan Kacis

Hasarli hiicrelerin ¢esitli mekanizmalarla ortadan kaldirilmasi, normal hiicrelerin
devamlilig1 i¢in onemlidir. Tiimoér baskilayict genler, gerektiginde hiicre boliinmesini
durduran proteinler iiretirler. Hiicre boliinmesini kontrol eden mekanizmalarda meydana
gelen herhangi bir aksaklik, kontrolsiiz hiicre boliinmelerine neden olabilmektedir.

Siirekli boliinme istegi olan kanser hiicreleri, ¢ogalma ve gelisimini siirdiirebilmeleri



icin, biiyiimeyi engelleyicilerden kagma egilimindedir. ki prototipik tiimér baskilayici
gen olan retinoblastoma (RB) ve TP53 geni, hiicre dongiisiinii gerekli oldugunda
durduran ve uygun gérdiigiinde apoptoza yonlendiren proteinleri kodlamaktadir. Kanser
hiicreleri igin bu tiimor baskilayici1 genler tehlike arz etmektedir. Kanser hiicreleri bu
tehlikeden kagmak ve hayatta kalabilmek i¢in, bu genlerin aktivitelerini baskilayarak ya

da kaldirarak yasamlarini siirdiirebilirler (16).

2.1.2.4. Proliferatif Sinyali Siirdiirme

Hiucrelerin tamami, uyaranlarla gevreden bilgi alimini saglayan sinyal iletim
sistemlerine sahiptir. Bu sinyal iletim sistemlerinde, ligand (sinyal molekiilii) ile
reseptor etkileserek hiicrelerin birbiriyle iletisim kurmasi saglanir. Hiicre ici ve hiicreler
aras1 sinyal iletimlerinde ¢ok sayida gen ve protein gorev almaktadir. Normal dokular,
hiicre biiylime ve boliinme dongiisiine girme ve bu dongli boyunca ilerleme talimati
veren bliylimeyi tesvik eden sinyallerin {iretimini ve salimimini dikkatli bir sekilde
kontrol eder ve boylece hiicre homeostazinin ve fonksiyonunun korunmasi saglanir.
Bazi kanser hiicreleri kendi biiylime reseptorlerini iiretebilir ve sinyal molekiilleri ile
etkilesime girebilirler. Bu otokrin sinyal iletimi ile kanser hiicreleri disaridan herhangi

bir bilylime faktoriine ihtiya¢ duymadan ¢ogalip yasamlarini siirdiirebilirler (13,16).

2.1.2.5. Anjiyogenezi indiikleme

Normal hiicrelerde oldugu gibi tiimor hiicreleri de besin ve oksijen kaynagina,
ayrica atik trlinleri uzaklastirmaya ihtiyag duyar. Bu ihtiya¢ dogdugunda anjiyogenez
adi1 verilen ve yeni damarlarin olusmasinda gorev alan fizyolojik siire¢ uyarilir (20).
Anjiyogenez, aktivatdr ve inhibitorler arasindaki bir denge ile diizenlenir. Timor
dokular1 besin ve oksijene ihtiya¢ duydugunda, anjiyogenez uyarilir. Bununla birlikte,
anjiyogenik aktivatorlerin etkinligi ile yukar1 regiilasyonu tek basimna neoplazmanin
anjiyogenezi icin yeterli degildir. Damar biiyiimesinin negatif diizenleyicileri veya
inhibitdrlerinin de asagi regiile edilmesi gerekir. Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii
(VEGF), fibroblast biiytiime faktori (FGF), anjiyogenin, transforming biiyiime faktorii-o
ve B (TGF-a, TGF-B), tiimor nekroz faktorii (TNF), interlokin-8 (IL-8), platelet tiirevli
bliylime faktorii (PDGF) ve epidermal biiyiime faktorii dahil olmak {izere c¢esitli

anjiyogenik aktivatorler tanimlanmistir. Bu aktivatorler hipoksi, nitrik oksit ve



karbondioksit artist gibi uyaranlar ile olusup endotel hiicrelerindeki reseptorlere
baglanarak anjiyogenezi uyarabilmektedir.

VEGF ailesi ve reseptorleri (VEGFR), neoplastik vaskiilarizasyon alaninda
giderek daha fazla ilgi gormektedir. VEGF, normal dokularda oldugu gibi neoplastik
dokularda da giiclii bir anjiyogenik ajandir. Bazi anjiyogenik fenotipler, biiyliyen tiimor
hiicreleri ile kilcal damarlar arasindaki mesafenin artmasindan veya yeni damarlarin
verimsizliginden kaynaklanan hipoksi ile tetiklenebilir. Hipoksi, hipoksi ile
indiiklenebilir faktor-la (HIF-1a) yoluyla VEGF ve reseptoriiniin ekspresyonunu
indiikler. Timor hiicreleri, VEGF iireterek ve ardindan onu cevreleyen dokuya
salgilanarak yeni kan damarlarin1 besler. Tiimor hiicreleri endotel hiicreleriyle
karsilastiginda, endotel hiicresinin dis yiizeyindeki reseptorlere baglanirlar. VEGF
tarafindan aktive edilen endotel hiicreleri, matriks metalloproteinazlari (MMP) iiretir.
MMP'ler, hiicreler arasindaki bosluklar1 dolduran ve protein ile polisakkaritlerden
olusan hiicre dis1 matriksi pargalar. Bu matriks, endotel hiicrelerinin gog¢iine izin verir.

Endotel hiicreleri, gevre dokulara go¢ ederken boliinmeye baslar (21).

2.1.2.6. Doku Invazyonu ve Metastaz Yetenegi

Doku invazyonu, primer timor hiicrelerinin - yakin ¢evreye yayildigi
mekanizmadir. Metastaz ise tiimor hiicrelerinin primer tiimorden ayrilarak viicudun
farkli boliimlerine yerlesip, ikincil ya da igiinciil tiimorlere yol agmasma neden olan
stirectir. Kanserli hastalarda yasami en ¢ok tehdit eden olaydir. Tiimér hiicrelerinin
basarili bir sekilde metastazi gergeklestirebilmesi i¢in tamamlamasi gereken bir dizi
olay vardir (22). Bunlar; invazyon ve migrasyon, anjiyogenez ve intravazasyon,

dolagima gegme, ekstravazasyon ve kolonizasyondur.

- invazyon ve migrasyon; Hiicre-hiicre adezyon kapasitesinin kaybi, malign
timor hiicrelerinin primer timor kiitlesinden ayrilarak, ¢evre dokuyu istila etmesine
olanak tanir. Bu asamada tiimor hiicreleri ekstraselliler matriksi mekanik olarak
yeniden sekillendirir ve go¢ sirasinda MMP’ler araciligi ile matriksi kimyasal olarak

bozar.

- Anjiyogenez ve intravazasyon; Timor anjiyogenezi, tiimoriin ilerlemesi

sirasinda besin-oksijen ihtiyaci ve atiklarin uzaklastirilmasi i¢in yeni damar olusumunu
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ifade ederken, intravazasyon tiimor hiicrelerinin kan ve lenf damarlarina girmesine denir.
Anjiyogenez araciligl ile yeni olusan tiimdr hiicrelerinin damar sistemi olgunlagmamis
ve asirt gegirgendir. Bu durum tiimor hiicrelerinin intravazasyonunu kolaylastiran
plazma proteinlerinin sizintisina neden olmaktadir. Anjiyogenez, tiimor hiicrelerinin
vaskiiler ve lenf sistemleri yoluyla uzak bdolgelere taginmasini saglayarak metastazi

kolaylagtirir.

- Dolasim; Kanser hiicrelerinin ¢ok azi dolasima ulassa da, orada karsilastiklari,
bagisiklik stresleri ve kirmizi kan hiicresi ¢arpismalari gibi sebeplerden dolay: daha da
az1 hayatta kalabilmektedir. Metastazin basarili bir sekilde ger¢eklesebilmesi igin tiimor

hiicrelerinin dolagima katildiktan sonra hayatta kalmasi 6nem arz etmektedir.

- Ekstravazasyon; Dolasimda hayatta kalabilen tiimér hiicreleri, hedef organlarin
damar sistemine ulastiktan sonra endoteli delerek hedef dokuya ulasirlar. Timor

hiicrelerinin endoteli asip organlara ulasmasina ekstravazasyon adi verilmektedir.

- Kolonizasyon; Ekstravazasyondan sonra kanser hiicrelerinin metastazi
gerceklestirebilmesi igin son asama kolonizasyondur. Bu asamada tiimor hiicreleri

mikro cevre ile etkileserek metastazi gerceklestirirler (Sekil 3) (23).
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Sekil 3. Metastaz Kaskad1 (23)
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2.1.2.7. Enerji Metazbolizmasim1 Yeniden Diizenleme

Normal hiicreler fonksiyonel siireclerini siirdiirebilmeleri i¢in gerekli olan enerjiyi
oksidatif fosforilasyon mekanizmasi ile elde etmektedir. Bu mekanizma glikoliz, krebs
dongiisii ve elektron tasima sistemini (ETS) kapsamaktadir. Normal hiicreler, oksidatif
fosforilasyon yolu ile enerji elde edebilmek igin glikozu metabolize eder ve oksijensiz
kosullar altinda glikolize bagvururlar.

Neoplastik hiicrelerin  karakteristik 6zelliklerinden olan kontrolsiiz hiicre
cogalmasi, yalnizca hiicre ¢ogalmasinin diizensiz kontroliinii degil, ayn1 zamanda hiicre
biiylimesini ve boliinmesini hizlandirmak i¢in enerji metabolizmasinin diizenlenmesini
ve elverisli olarak kullanilmasini da igermektedir. Otto Warburg kanser hiicrelerinin
enerji metabolizmasinin normal hiicrelerden farkli oldugunu gézlemlemistir. Warburg,
kanser hiicrelerinin oksijen varhiginda bile, enerji ihtiyaglarin1 glikoliz ile karsiladigini
ileri stirmiistiir. “Aerobik glikoliz” olarak adlandirilan bu siirecte, tiimor hiicreleri
glukoz alimi ve glikolitik yol {izerinden glukozun laktoza gevrilmesini saglayan
metabolik siire¢ ile enerji elde etmektedir. Bir¢ok kanser tiirlinde, glukoz aliminin
belirgin sekilde arttigi ve kullanildig1 belgelenmistir. Tiimor hiicrelerinde GLUT-1
(glukoz transporter-1) gibi hiicre igerisine glukoz alimini saglayan glukoz tasiyicilarinin
ifadelerinin yiiksek oldugu, ayrica glikolitik yolagin baskin hale gelmesinin c-myc, ras
ve src gibi belirli onkogenlerin ve hipoksi ile indiiklenebilir faktor-lo (HIF-1a) gibi
transkripsiyon faktorlerin aktivasyonu, ile TP53 gibi tiimor baskilayict genlerin
mutasyonu ile ilgili oldugu saptanmustir.

Gliniimiizde kanser hiicrelerinin artmis glukoz alimi ve yiiksek metabolik
aktiviteleri baz alinarak, timor odaklarinin tespit edilmesi amaciyla gelistirilmis Flor-18
isaretli florodeoksiglukoz (FDG) pozitron emisyon (PET) goriintiileme yontemleri
kullanilmaktadir (16,24).

2.1.2.8. Genomik Instabilite ve Mutasyon

Genomik instabilite ¢ogu kanser hiicresinin Kkarakteristik 6zelligidir. Genomik
instabilitede hiicreler, hiicre boliinmesi sirasinda artan genom degisikligi egilimi
gosterirler. Timor hiicreleri, normal hiicrelere gore genetik olarak daha kararsizdirlar.
Genomik kararsizlik, hiicrelere daha kisa bir hiicre dongiisii, hiicre i¢i ve immiinolojik

kontrol sistemlerini atlama olanag1 ve bdylece kanserli hiicrelere biiyiime ve kademeli
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olarak ilerleme avantaji saglar. Kanser siklikla hiicre boliinmesinde ve timor
baskilayicilart olarak gorev yapan genlerin hasar gérmesinden kaynaklanmaktadir.
Genomik biitlinliigiin ¢esitli gozetim mekanizmalar, DNA hasar kontrol noktalari,
DNA tamir mekanizmalart ve mitotik kontrol noktalar1 tarafindan saglandigi
bilinmektedir. Bu mekanizmalardan herhangi birinde meydana gelen kusur, genellikle
hiicreyi malign transformasyona yatkin hale getiren genomik instabiliteye neden olur.
Histon kuyruklarinin posttranslasyonel modifikasyonlari, kromatin yapisinin yani sira
hiicre dongiisiiniin  diizenlenmesi ile yakindan iligkilidir. Bununla birlikte, DNA

metilasyon durumu da genomik biitiinliik ile ilgilidir (25).

2.1.2.9. immiin Yanittan Kacis

Bagisiklik sistemi, viicudu stirekli olarak karsilastigi bulasic1 ve bulasict olmayan,
eksojen veya endojen ¢esitli saldirilara karsi koruyarak organizma biitiinliigiiniin
saglanmasinda 6dnemli bir rol oynar. Patojenlere karsi korumanin yani sira, Savunma ve
kanseri 6nlemede giiclii bir sekilde gorev almaktadir. Immiin gdzetim teorisi (immune
surveillance), hiicrelerin ve dokularin siirekli olarak uyanik bir bagisiklik sistemi
tarafindan izlendigini ve bu tiir bagisiklik gdzetiminin yeni baslayan kanser hiicrelerinin
ve dolayisiyla yeni olusan tiimdrlerin biiyiik ¢ogunlugunun taninmasindan ve ortadan
kaldirilmasindan sorumlu oldugunu 6ne siirmektedir (26). Fakat timor hiicreleri gesitli
mekanizmalar araciligiyla immiin sistemden kagabilmektedir. Yapilan baz1 ¢alismalarda,
bagisiklik yetersizligi olan canlilarda tiimorlerin daha sik ortaya ¢iktigi ve daha hizh
biiyiidiigii gosterilmistir. Ozellikle, CD8+ sitotoksik T lenfositlerin (CTL'ler), CD4+
Th1l yardimer T hiicrelerinin veya dogal oldiiriicii (NK) hiicrelerin gelisimindeki veya
islevindeki kusurlar, timér insidansinda gozle goriilir artiglara yol agmustir. Ayrica,
hem T hiicrelerinde hem de NK hiicrelerinde kombine immiin yetmezliklere sahip
canlilar, kanser gelisimine daha da duyarli oldugu gézlemlenmistir (16).

Kanser hiicreleri, immiinosupresif sitokinlerin salgilarini arttirarak (interlokin-10
(IL-10), timor biiytime faktorii-p (TGF-B) gibi) ve hiicre yiizeylerinde bulunan major
doku uyumluluk kompleks (MHC) ekspresyonunu azaltarak da bagisiklik gézetiminden
kagabilmektedir (27). Ayrica inflamatuar yanitin Onlenmesini saglayan T hiicresini
inhibe edici uyaranlar da vardir. Bu uyaran noktalarmma immiin kontrol noktalari

denmektedir ve bu uyaranlarin immiin sistemden kagista etkili oldugu gézlemlenmistir.
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Bilinen en 6nemli immiin kontrol noktalar1 sitotoksik T lenfosit ile iligkili protein-4
(CTLA-4) ve programlanmis 6liimii proteini-1 (PD-1)’dir. T hiicrelerinin aktivasyonu
icin MHC tizerinden sunulan antijenin, T lenfosit tizerindeki T hiicre reseptor kompleks
(TCR) tarafindan taninmasi yeterli degildir. Ayni zamanda antijen sunan hiicre
tizerindeki CD-80/CD-86 ile CD-28’nin etkilesimi gereklidir. CD-80/CD-86, CTLA-4
ile de etkilesebilmektedir. CTLA-4 CD-80/CD-86 ile birlesirse T hiicresi aktivasyonunu
gerceklesemez, boylece immiin yanit olusturamaz. Diger immiin denetim noktas1 T, B,
NK hiicreleri ve monositlerde eksprese olan PD-1’in aktive olmasi i¢in ligandlar1 (PD-
L1 ve PD-L2) ile birlesmesi gerekmektedir. PD-L1 bir¢ok kanser hiicresinde eksprese
olmaktadir. PD-L1 ile PD-1’nin etkilesimi ile timdr hiicreleri immiin yanittan

kagabilmektedir (28).

2.1.2.10. Tiim6r Olusumuna Katkida Bulunan inflamasyon

Inflamasyon, viicudun fiziksel yaralanma, iskemik yaralanma (doku ve organlara
yetersiz kan akisi), enfeksiyon, toksinlere maruz kalma veya diger travma tiirlerinden
kaynaklanan doku hasarina verdigi tepkidir. Viicudun inflamatuar yaniti, hasarl
dokunun onarimi ve yarali doku bdlgesinde hiicresel proliferasyon ile sonuglanan
hiicresel degisikliklere ve bagisiklik yanitlarina neden olur. Inflamasyonun nedeni
devam ederse veya siireci durdurmadan sorumlu belirli kontrol mekanizmalar1 basarisiz
olursa, inflamasyon kroniklesebilir. Bu inflamatuar yanitlar kronik hale geldiginde,
hiicre mutasyonu ve proliferasyonu ile sonuglanabilir. Bu durum genellikle kanser
gelisimine elverigli bir ortam yaratir. Kanserde Kkronik inflamasyon, hiicresel
transformasyonu, ilerleme, hayatta kalma, proliferasyon, invazyon, anjiyogenez ve
metastaz dahil olmak iizere tiimdr olusumunda yer alan ¢esitli asamalarla baglantilidir.

Kronik inflamatuar mikrogevre, makrofajlar agisindan baskindir. Bu makrofajlar,
diger 16kositlerle birlikte, enfeksiyonla savagsmak igin yiiksek seviyelerde reaktif oksijen
ve nitrojen tlrleri iiretir. Bununla birlikte, siirekli doku hasar1 ve hiicresel proliferasyon
ortaminda, bu enfeksiyonla savasan ajanlarin kaliciligi zararlidir. DNA ile reaksiyona
giren ve ¢ogalan epitelyal ve stroma hiicrelerinde mutasyonlara neden olan peroksinitrit
gibi mutajenik ajanlar tiretebilirler.

Timor mikrogevresinde ayrica, dendritik hiicreler ve lenfositler gibi inflamatuar

hiicreler de bulunmaktadir. inflamasyondan kansere geciste ve inflamasyonla iliskili
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kanserlerin gelisiminde gorev alan ¢esitli anahtar diizenleyici molekiiller vardir. Bunlar;

proinflamatuar sitokinler, TNF’ler, interlokinler ve kemokinlerdir (29).

2.2. Akciger Kanseri

Akciger kanseri, akciger dokusundaki belirli hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde
cogalarak timoér olusturdugu hastaliktir (30). Agresif davranisi nedeniyle akciger
kanseri siklikla ileri evrede teshis edilir ve kotii prognozla iliskilidir. Diinya genelinde
hem erkeklerde hem de kadinlarda 6liim sebeplerinin basinda yer alir. Genel olarak iki
ana gruptan olusmaktadir. Bunlar; Kiiglik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ile kiigiik
hiicreli dis1 akciger kanseridir (KHDAK) (31).

2.2.1. Akciger Kanserinin Epidemiyoloji ve Etiyolojisi

GLOBOCAN (Global Cancer Incidence, Mortality and Prevalence)’in 2020 yili
verilerine gore akciger kanseri, kansere bagli dliimlerinin 6nde gelen nedeni iken, yeni
kanser vakalar1 acisindan 2. sirada yer almaktadir. Tiirkiye’de ise kansere bagl

mortalite ve insidans ag¢isindan ilk siradadir (1).

2020 yilina ait kansere bagh olim oranlan

Akciger
1796 144 (18%)

Diger Kanserler
3 557 464 (35.7%)

Kolorektal
935 173 (9.4%)

Prostat Karaciger
375 304 (3 &%) 830 1280 (8 3%}

Pankreas Mide
466 003 (4.7%) TRE 793 (7.7%)
Ozofagus Meme
544 076 [5.5%) 624 996 [6.9%)

Toplam: 9 958 133

Sekil 4. 2020 yilia ait kadin ve erkeklerde kansere bagli 6liim oranlari (32)

Akciger kanseri timor histolojisi bakimindan KHAK (%15) ve KHDAK (%85)

olmak tizere iki gruba ayrilmaktadir. KHDAK, genel olarak adenokarsinom, skuamoz
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(yassi) hiicreli karsinom ve biiyiik hiicreli karsinom olmak {izere ii¢ alt kategoriden
olusmaktadir (2).

Adenokarsinom, bu kategorideki en yaygin akciger kanseridir ve tiim akciger
kanserlerinin yaklasik %40’m1 olusturmaktadir. Sigara kullanimi1 bu kanser alt
kategorisi i¢in bir risk faktorii olsa da, diger kategorilere kiyasla daha az iliskilidir.
Diger risk faktorleri arasinda aile Oykiisti, asbest, radon ve agir metaller sayilabilir.
Kadinlarda daha sik goriilen akciger kanseridir. Genellikle periferik bronglarda ortaya
cikan tiimorlerden olusur. Adenokarsinomlar genellikle diger alt tiplere gore daha yavas
gelisir ve daha kiigiik kitleler olustururlar. Bununla birlikte, erken bir asamada yaygin
olarak metastaz olusturma egilimindedirler (33,34).

Skuamoz (yass1) hiicreli karsinom, tiim akciger kanseri vakalarimin
yaklasik %30'unu olusturmaktadir. Skuamdz hiicreler, viicudun organlarini kaplayan
diiz ve ince hiicrelerdir. Diger KHDAK alt kategorilerinden daha fazla sigara ile iliskili
olan kanser tiiriidiir. Skuamoz hiicreli karsinom i¢in diger risk faktorleri yas, aile
Oykiisii, pasif sigara iciciligi ve asbest sayilabilir. Erkeklerde kadinlara oranla daha sik
goriilmektedir. Santral brons yerlesimlidir ve metastaz hiz1 disiiktiir (35).

KHDAK’nin farklilasmamig tipi olan biiyiik hiicreli karsinom, akciger
kanserlerinin %5-10'unu olusturur. Metastaz yapma egilimi fazladir. Biiyiik hiicreli
karsinom, sigara kullanimi ile yakindan iliskilidir (34).

KHAK, Kkiiciik, oval sekilli hiicreler olup mikroskop altinda yulaf taneleri gibi
goriiniirler. KHAK, akciger dokularinda en hizli gelisen ve metastatik 6zelligi yliksek
olan bir noroendokrin akciger kanseridir. Oldukca agresif olan bu akciger tiimorleri
sigara kullanimi ile kuvvetle iliskilidir ve KHDAK ile kiyaslandiginda daha koti
prognoz gostermektedir. Tedaviden sonra niiksetme olasiligi diger akciger kanseri
tirlerinden daha fazladir (36,37).

Akciger kanserini tetikleyen cesitli risk faktorleri vardir. Bunlar igerisinde en
onemlisi ve diger kanser tiirleri i¢in de sliphesiz risk olusturan sigara kullanimidir.
Diger risk faktorleri ise pasif sigara iciciligi, genetik yatkinlik, asbest, yasam tarzi,
cevresel ve mesleki maruziyetleri icermektedir.

Nikotinin kendisi kanserojen olmasa da, polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH)
ve 4-(metilnitrozoamino)-1-(3 piridil)-1-biitanon (NNK) dahil olmak iizere, sigara

dumaninda Uluslararast Kanser Arastirmalari Ajanst (IARC) tarafindan kanserojen
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olarak kabul edilen 55 kadar madde vardir. Bu maddeler DNA’ya kovalent olarak
baglanarak, DNA segment amplifikasyonu ve delesyonu gibi ¢esitli mutasyonlara sebep
olabilmektedir (38). DNA tamir mekanizmalar1 normal sartlar altinda, olusan hiicresel
hasarlar1 onarabilir ve gerekli gordiiglinde apoptoza yonlendirebilir. Fakat DNA tamir
mekanizmasinda aksakliklar meydana gelirse kalici mutasyonlar olugabilir ve hiicreler
kontrolsiiz  ¢ogalmaya indiliklenebilir. Bu ise kanser olusumuna zemin
hazirlayabilmektedir (38,39).

Sigara kullanimi ile birlikte mesleki ve ¢evresel faktorlere maruziyet de dnemli
akciger kanseri risk faktorlerindendir. Birgok is yerinde c¢alisanlar, akciger ve diger
kanserlere sebep olabilecek ve IARC tarafindan kanserojen olarak kabul edilen ajanlara
maruz kalmaktadir. Bunlar; arsenik, asbest, berilyum, kadmiyum, krom, nikel, silika ve
dizel dumanlar1 gibi ajanlardir. 2000 yilinda, diinya ¢apinda erkeklerde akciger kanseri
Olimlerinin %10'unun (88.000 6liim) ve kadinlarin %5'inin (14.300 6liim) bu mesleki
ajanlarin maruziyetinden kaynaklandigi tahmin edilmektedir (40).

Sigara kullanim1 akciger kanserinin 6nde gelen nedeni olsa da, sigara
icenlerin %20'sinden daha az1 bu hastaliga yakalanmasi ve ailesinde kanser oykiisii olan
sigara i¢cmeyenlerin akciger kanseri riskinin artmasi nedeniyle, genetik yatkinligin da
akciger kanserine neden olabilecegi One siiriilmiistir (41). Genom ¢apinda
iligkilendirme  c¢alismalari (GWAS), akciger kanseri ile iligkili 5p15.33
(TERT/CLPTMI1L), 6p21.33 (BAT3/MSH5) ve 15025.1 (CHRNA5/ CHRNA3/
CHRNB#4) ii¢ ana yatkinlik kromozom lokusu belirlemistir. Ayn1 zamanda DNA tamir
genleri (XRCC1, OGGl1, XPA, XPD, XRCC3), interlokinleri kodlayan genler (IL-1, IL-
8, IL-10) ve inflamasyon sirasinda onarimda yer alan metalloproteazlart (MMP-1,
MMP-3, MMP-9, MMP-12) kodlayan genler {izerindeki bazi polimorfizmler, akciger

kanseri riski ile iliskilendirilmistir (40).

2.2.2. Akciger Kanserinde Evreleme

Akciger kanserinin 6liim oranlar1 diger kanser tiirleri ile kiyaslandiginda oldukga
yiiksektir. Bu nedenle akciger kanserinde dogru siniflandirmanin yani sira evreleme de,
uygun tedavi yonteminin belirlenmesi ve prognozu agisindan 6nem tagimaktadir (42).

Akciger kanserinde TNM (T: Primer timdr, N: Nodiil, M: Metastaz) evrelemesi

kullanilmaktadir. Bu evreleme sisteminde, “T” tiimoriin boyutu ve kapsami, “N”
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timoriin lenf noduna metastaz yapip yapmadigi ve “M” ise kanserin metastaz durumu
ile ilgili bilgi vermektedir. Uluslararas1 Kanser Kontrolii Dernegi (UICC), Amerikan
Kanser Birligi (AJCC) ve Uluslararas1 Akciger Kanseri Aragtirmalari Dernegi (IASLC)
tarafindan kabul edilen son evreleme sistemi 2017 yilinda yaymlanan 8. TNM evreleme
sistemidir (43,44). TNM evreleme sistemi kanser durumu ile ayrintili bilgiler verirken,
baz1 kanserlerde daha az ayrintili numerik evreleme sistemi de kullanilmaktadir. Bu
evreleme sisteminde, 0’dan IV’e kadar bir derece kullanmilmaktadir. Bu derecenin
artmasi kanserin ilerlemesini ifade eder. Evre 0, viicudun bir bolgesinde bulunan ve
yayilim gostermeyen anormal hiicre varligini ifade eder. Bu evredeki hiicreler kansere
dontigebilir. Evre I-1II'te kanser mevcuttur ve tiimor boyutu ne kadar yiliksek olursa,
evre sayist ve metastaz egilimi de o kadar yiiksek olur. Evre IV en ileri asama olup,

kanserde metastaz gézlemlendigini ifade eder (45).

Cizelge 1. Genel TNM Evreleme Tanimlayicilart

T Tammlayicisi (Tiimor boyutu ve kapsami)

TX Timor degerlendirilemiyor
Tis Karsinoma in situ

TO Primer tiimor kanit1 yok

T1 Tiimor boyutu <3 cm

T2 3cm < Timdr Boyutu < Scm
T3 Scm < Timdr Boyutu < 7cm
T4 7cm < Tiimor boyutu

N Tammlayicisi (Tiimoriin lenf nodlarina yayihm durumu)

Nx Bolgesel lenf nodu degerlendirilemiyor

NO Bolgesel lenf nodu metastazi yok

N1 Ipsilateral pulmoner veya hiler nodlarda metastaz

N2 Ayni taraf mediastinal veya subkarinal nodlarda metastaz

N3 Kontralateral mediastinal, hiler veya supraklavikiiler nodlarda
metastaz

M Tammlayicis1 (Uzak metastaz durumu)

MO Uzak metastaz yok

M1 Uzak metastaz var

18


https://en.wikipedia.org/wiki/Lymph
https://en.wikipedia.org/wiki/Lymph

2.3. PI3K (Fosfoinositid 3-Kinaz) Sinyal Yolag

PI3K  (Fosfoinositid  3-kinaz) sinyal yolagi hiicre fonksiyonlariin
diizenlenmesinde, hiicre proliferasyonu, hiicre biiyiimesi, hiicre farklilasmasi, invazyon,
apoptozis, migrasyon ve hiicre sag kalimi gibi cesitli siireclerde kilit rol oynamaktadir
(46,47).

PI3K’ler, inositol fosfolipidlerinde inositol halkas1 3'-OH grubunu fosforile etme
yetenegi ile karakterize edilen bir lipid kinaz ailesini olusturur. Ug PI3K sinifi vardr: I,
IT ve III. Simif I PI3K'ler, bir katalitik (p110) ve bir diizenleyici (p85) alt birimden
olusan heterodimerlerdir ve IA ile IB olmak iizere iki alt sinifa ayrilmaktadir. Protein
tirozin kinaz aktivitesine sahip reseptorler tarafindan aktive edilen IA altsinifi PI3K a, 3
ve & seklinde izoformlar1 bulunmakta ve sirasiyla PIK3CA, PIK3CB ve PIK3CD
genlerinden kodlanmaktadirlar. IB altsinifi ise G-protein aracili reseptorler tarafindan
aktive edilmektedir. Sinif II PI3K'ler, P13KC2a, PI3KC2 ve P13KC2y olmak iizere lig
tiyeden olusurken, Simif III, VpS34 geni tarafindan kodlanan yalnizca bir iiye
icermektedir (48,49).

Biiyiime faktorii veya ligandlarin, 6zgiil reseptor tirozin kinazlara (RTK)
baglanmasi, tirozin kalintilar {izerinde otofosforilasyona neden olur. Daha sonra PI3K
aktive olmus tirozin kinaz reseptorlerine kendi SH2 bolgesinden baglanir. Bu baglanma
ile PI3K, fosfatidilinositol-4,5-bifosfat substratindan (PI-4,5 yani PIP,) ikinci haberci
fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfata (P13,4,5-P3 yani PIP3) ¢evrilmesine yol acar. PIP; Akt
(Protein kinaz B (PKB) olarak da bilinmektedir) ve 3'-fosfoinositide bagimli kinaz 1
(PDK1) gibi serin/treonin kinazlarin plekstrin homoloji (PH) bolgeleri ile etkilesime
girer (49,50). Akt, PIP3’e baglandiginda PDKI1 tarafindan Thr308 ve mTORC2
kompleksi tarafindan Serd73 rezidiilerinden fosforillenerek aktive olur. Akt
fosforilasyonu, hiicre sag kalimi ve hiicre dongiisii ilerlemesinde yer alan birkag¢ hiicre
stirecini diizenler (51). Hiicre hayatta kalmasi s6z konusu oldugunda, Akt, Bad ve
Procaspase-9 gibi proapoptotik faktorlerin yani sira Fas-ligand (FasL) gibi diger pro-
apoptotik faktorlerin ekspresyonunu indiikleyen Forkhead transkripsiyon faktorleri
ailesini etkisiz hale getirebilmektedir (49,50).

mTOR (memeli rapamisin hedefi) da bir serin/treonin kinazdir. Bu yolak hiicre
biiyiimesini diizenler. Ayrica HIF-lo translasyonunu arttirir, dolayisiyla VEGF’nin

ekpresyonunu da arttirmaktadir. Yapisal ve islevsel olarak farkli iki kompleks,
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mTORC1 ve mTORC2 olusturmak ig¢in farklt proteinlerle birlesir. mTORCI1, Akt
tarafindan aktive edilir. mTORCI1, S6K'y1 aktive, elF4E'yi ise inhibe ederek protein
translasyonu ve hiicre biliylimesini destekler. mTORC2 kompleksi ise Akt’yi fosforile
eden ve aktivasyonunu saglayan protein kinazlardan bir tanesidir.

Buna ek olarak, kromozom 10 {iizerinde silinmis fosfataz ve tensin homologu
(PTEN), hiicre proliferasyonu, hiicre dongiisii ilerlemesi ve hayatta kalma gibi ¢oklu
hiicresel fonksiyonlarda PI3K/Akt sinyalinin molekiiler bir inhibitorii olarak goérev
almaktadir. PTEN tiimor baskilayict geni bir¢ok kanserde delesyon ya da mutasyona
ugramistir (52).

PIBK/AKt/mTOR yolag: kiigiik hiicreli disi akciger kanserlerinde ¢ogu zaman
aktiftir (53).

2.4. Anjiyogenez Mekanizmasi

Kan damarlar1 viicudun tim boélgelerine oksijen ve besin sagladigi gibi, timor
dokularini da beslemektedir. Yeni kan ve lenf damarlarin olusum siireci anlamina gelen
anjiyogenez 4 adimda gergeklesmektedir: 1) Proteazlar aracilifiyla bazal membran ve
ekstraselliiler matriksin yikilmasi, 2) Endotel hiicrelerinin komsu stromaya gogii, 3)
Endotelyal hiicrelerinin proliferasyonu, 4) Liimen olusumu ve olgunlasmasi, damar
stabilizasyonu ve ekstraselliiler matriksin yeniden sekillenmesi (54).

Fizyolojik kosullar altinda anjiyogenez, oldukga siki diizenlenmis bir siire¢ olup
embriyogenez, yara iyilesmesi ve menstrual dongiide ¢ok onemli roller oynamaktadir.
Yeni damar olusumu, timor hiicrelerine besin-oksijen saglama ve metabolik atiklarin
uzaklastirilmasia ek olarak, kanser hiicrelerinin metastazint ve ¢ogalmalarin1 da
saglamaktadir. Ote yandan, yeterli besin kaynaginmn olmamasi, tiimdr biiyiimesini
durdurabilir ve hatta timoriin kii¢iilmesine ve bazen 6liimiine yol agabilmektedir (55).
Anjiyogenezin olmadigi durumlarda, tiimérler 1-2mm® boyutuna ulastiktan sonra
bliyiimesi dururken, anjiyogenezin miimkiin oldugu kosullarda timor boyutlar
2mm®¥ten fazla biiyiiyebilmektedir (21,55).

Normal dokuda neovaskiilarizasyon siireci siki  bir  sekilde kontrol
edilmektedir. Anjiyogenez, birka¢ biiyiime faktorii uyaricisi (pro-anjiyogenik) ve
inhibitorii (anti-anjiyogenik) tarafindan kontrol edilir. Anjiyogenik (uyarici) biiyiime

faktorleri arasinda FGF (Fibroblast Biiyiime Faktorii), anjiyogenin, GCSF (Graniilosit
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Koloni Uyarict Faktor), 1L-8, TGF-a/-B, TNF-a ve VEGF yer alir. Anjiyogenik
inhibitorler arasinda ise Anjiostatin, Interferonlar (alfa, beta ve gama), Endostatin, IL-
12 ve retinoidler bulunur. Timoér anjiyogenezinde pro- ve anti-anjiyogenik faktorler
arasindaki denge bozularak, artan pro-anjiyogenik ve azalan anti-anjiyogenik faktorlerin
varlig1 goriilmektedir (21,55,56).

Pro-anjiyogenik faktorler arasinda VEGF hem fizyolojik hem de patolojik
anjiyogenez siirecinin ana diizenleyicisidir. VEGF, otokrin ve parakrin sinyal iletimi
araciligiyla; karmasik siireglerde etkili olabilmektedir (55). VEGF'nin VEGFR-2’ye
baglanmasi, timor anjiyogenezinde Onemli rol oynamaktadir ve otokrin VEGF-
VEGFR-2 sinyal iletim yolagi, timor ilerlemesini ve
goctinti destekleyebilmektedir. Timor metastazinda gorev alan Matriks
Metalloproteinaz (MMP) ailesi, kollajeni bozar ve hiicre dist matriks ve bazal
membrandan matriks molekiillerini uzaklastirr. VEGF otokrin sinyal iletimi ile,
Epitelyal Mezenkimal Gegisin (EMT) aktivasyonuna katkida bulunarak timor
olusumunu baslatabilmektedir. EMT, epitel hiicrelerinin epitel 6zelliklerini kaybettigi
ve mezenkimal 6zellikler kazandig1 bir siiregtir (57). EMT, hiicre-hiicre adezyon kaybi
ve hiicre iskeleti degisikliklerine yol acabilmekte, ayni zamanda hiicre dis1 matriksi
(ECM) yikimimi saglayan matriks metalloproteazlar ve serin proteazlar dahil olmak
izere ¢esitli proteolitik enzimlerin dretiminini saglar. Boylece EMT de, kanser

hiicrelerinin invazyon ve metastazina katkida bulunmaktadir (55).

2.5. Anjiyogenezde VEGF ve VEGFR

Anjiyogenezin indiiklenmesi, kanser hiicrelerinin temel 6zelligi olmakla birlikte,
hastaligin ilerlemesinde oldukca ©nemli bir siirectir. VEGF (Vaskiiler endotelyal
biliylime faktorii) ve VEGF reseptorleri (VEGFR'ler), anjiyogenezde merkezi bir rol
oynar. Endotelyal hiicre proliferasyonunu, go¢iinii ve invazyonunu tesvik eder. VEGF,
mevcut damarlarin vaskiiler gecirgenligini uyararak, lizerinde aktive edilmis endotel
hiicrelerinin  go¢ ettigi gecici bir iskele olusturan plazma proteinlerinin
ekstravazasyonunu arttirir (31).

VEGF ailesi, VEGF-A (ya da sadece VEGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D
(FIGF) ve plasenta biiyiime faktoérii (PIGF ya da PGF) olarak adlandirilan bes
glikoproteinden olusur (31,58). VEGF-B kalp, iskelet kasi ve pankreas gibi dokularda
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olduk¢a fazla bulunur ve endotel hiicre fonksiyonunun diizenlenmesinde gorev
almaktadir (59). VEGF-C ve VEGF-D Ienfanjiyogenezin diizenlenmesinde rol
oynamaktadir (60). VEGF ailesi {iyesinin en 6énemlileri, alternatif splayzing araciligi ile
121-, 165-, 189- ve 206- gibi cesitli izoformlara da sahip VEGF-A'dir. VEGF-165,
cesitli insan tiimorlerinde asir1 eksprese olan esas izoformdur. VEGF-A geni,
kromozomun 6p21.2 bolgesinde lokalizedir ve sekiz ekzon ile yedi introndan
olusmaktadir (31,58). Ayrica insanlarda bulunmayan VEGF-E ve VEGF-F gibi
glikoproteinler de vardir. VEGF-E parapox viriislerinde bulunurken, VEGF-F yilan
zehrinde kodlanmaktadir (61,62).

VEGEF ligandlart, ii¢ tip RTK'ya baglanabilmektedir: VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2
(KDR, Flk-1) ve VEGFR-3 (Flt-4). Bu ii¢ tip arasinda VEGFR-1 ve VEGFR-2 esas
olarak endotel hiicrelerinde islev goriirken, VEGFR-3 lenfatik endotelde bulunur.
Ayrica VEGFR'ler icin koreseptorler olarak islev goren transmembran reseptorler de
vardir. Bunlar Noropilinler (NRP-1, NRP-2) olarak bilinmektedir ve VEGF'nin
VEGFR’ye baglanma afinitesini arttirmaktadir (58). VEGF ve VEGF-B, VEGF
reseptori-1'e (VEGFR-1 veya Flt-1) baglanir. VEGF, VEGF-C, VEGF-D ve VEGF-E,
FIk-1/KDR olarak da adlandirilan VEGFR-2'ye baglanirken, VEGF-C ve VEGF-D de
Flt-4 olarak bilinen VEGFR-3'e baglanir (Sekil 5) (58,63).

NN A
i B

NRP ada
VEGFRI S VEGFR? VEGFR3 NRP-2
| NRP-2
PVl 1
Vaskilogenez Lenfanjiyogenez
Anjiyogenez

Sekil 5. VEGF reseptor ve ligandlar1 (58)
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VEGFR’nin hiicre dis1 alam1 VEGF'ye baglanir ve hiicre i¢i tirozin kinaz alaninin
dimerizasyonu ve fosforilasyonu ile asag1 yonde proteinlerin aktivasyonuna yol agar. Bu
nedenle, VEGFR'ler neovaskiilarizasyonda, hiicre sag kalimimi ve gociinii destekler.
Benzer sekilde VEGF, tiimor metastaz1 ve anjiyogeneze aracilik etmek i¢in PI3K/Akt
yolunu aktive eden VEGF/VEGFR-2 dimerlerini olusturur.

PI3K/Akt sinyal yolunun VEGFR-2 aracil1 aktivasyonu, tiimoriin hayatta kalmasi
icin 6nemlidir. Ligandin VEGFR-2'ye baglanmasi, PI3K'y1 aktive eder ve PIP2'nin
fosforilasyonunu saglar, bu da PI3K/Akt sinyal yolunu aktive etmek igin PIP3'lin
birikmesi ve yeniden aktivasyonu ile sonuglanir. PI3K/Akt/mTOR sinyal yolu
inhibitdrleri ile kombinasyon halinde kullanilan VEGFR inhibitdrleri, etkili bir terapdtik
stratejiyi temsil eder (64).

Cesitli galismalarda en oOnemli anjiyogenik faktorlerden olan VEGF-A ile
VEGFR-2’nin akciger kanseri hiicrelerinde eksprese oldugu rapor edilmistir. Ayrica
yapilan baz1 ¢alismalarda akciger tiimor hiicrelerinin otokrin sinyal yolunu kullanarak

cesitli yolaklar tizerine etkisi oldugu belirtilmistir (65-67) .

2.6. Kanserde VEGF/VEGFR Yolagimmin Anjiyogenik Olmayan Etkileri

Pro-anjiyogenik faktorlerden VEGF’nin salinimi  bir¢cok solid timor ve
hematolojik malignitelerde tanimlanmistir. Baslangicta VEGF sinyalizasyonu {izerine
yapilan aragtirmalar, endotelyal hiicreler iizerine yogunlagmistir. Bu hiicrelerdeki VEGF
sinyal iletiminin anjiyogenezi uyarmasinin, kanser ilerlemesi ve metastazin birincil
mekanizmasi oldugu distiniiliyordu (67). Fakat yillar i¢inde endotelyal olmayan
hiicrelerde de VEGFR-2’nin ifade edildigi tespit edilmistir (65,68-71). Bu tespitler
VEGF’nin sadece parakrin sinyal iletimini degil ayn1 zamanda otokrin sinyal iletimini
de kullanarak tiimor biiylimesini uyarabildigini gostermistir. Otokrin sinyal iletimi EMT,
MAPK/ERK ve PI3K sinyal yolagini tetikleyebilmektedir. KHDAK’de VEGF/VEGFR-
2’nin  otokrin  sinyal iletimi MAPK/ERK ve PI3K sinyal yolagim
indiiklemektedir(67,72). Otokrin VEGF sinyali ve ardindan VEGFR dimerizasyonu ile
bu yolaklarin aktivasyonu, kanser hiicrelerinin sagkalimi, ¢ogalmasi ve invazyonunu
tesvik etmektedir. Ayrica NRP-1 ifade eden hiicrelerin tiimor biiylimesini ve

proliferasyonunu uyarmaktadir (67).
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Sekil 6. Kanser hiicrelerinde VEGF-VEGFR-2 etkilesiminin anjiyogenik olmayan etkileri (67).

2.7. VEGF aracih PI3K/Akt Yolag1 Aktivasyonu

PI3K/Akt yolagi, sadece normal hiicrelerin sinyal iletiminde degil, ayn1 zamanda
kanser gelisimi i¢in de 6nemlidir. Bu yolak hiicre proliferasyonu, migrasyon, invazyon,
metabolizma, sag kalim ve anjiyogenez dahil olmak {izere ¢ok sayida hiicresel
fonksiyonda kilit bir rol oynamaktadir (48).

Tiimor hiicreleri tarafindan salgilanan VEGF, etkinligini VEGFR-2’ye baglanarak
gostermektedir  (63). VEGFR-2'nin endotelyal hiicrelerde VEGF tarafindan
yonlendirilen yanitlarin ana aracist olduguna dair ¢ok sayida kanit vardir ve hem
fizyolojik hem de patolojik anjiyogenezde ¢ok Onemli bir sinyal donistiiriicii oldugu
kabul edilmektedir. VEGF'nin VEGFR-2'ye baglanmasi, hiicrelerin sag kalimi,
proliferasyonu, anjiyogenez ve migrasyonu olmak iizere cesitli sinyal yolaklarinin
regiilasyonunda gdrev almaktadir. Ornegin, VEGF'nin VEGFR-2'ye baglanmast,
reseptoriin dimerizasyonuna ve ardindan mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK)

ve PI3K/Akt gibi yolaklarin aktivasyonuna neden olabilmektedir (Sekil 7) (73).
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Sekil 7. VEGF sinyal yolagi (73)

Bununla birlikte, tiimor hiicrelerinde PI3K/Akt sinyal yolaginin aktivasyonu, hem
hipoksi ile indiiklenebilir faktor-1 (HIF-1)’e bagimli hem de bagimsiz mekanizmalarla

VEGEF salgilanmasini da arttirabilmektedir (74).

2.8. PI3K Sinyal Yolag1 Aracihi Apoptozis

Ekstraselliiler sinyal ile aktive olan RTK, inaktif PI3K SH2 domainleri ile RTK
nin fosforillenmis tirozinlerine baglanarak aktive olur. Aktif PI3K katalitik iiniteleri
p110 ile PIP2 yi PIP3’¢ doniistiirlirler. Hiicre membranmin sitozolik kisminda PIP3
artistyla Akt ve PDK1 proteinleri yapilarindaki PH domainleriyle PIP3’e baglanirlar.
Boylece Akt ve PDKI1 hiicre membranina tutulur. PDK1 Akt’yi fosforilleyerek aktive
eder.

Birgok biiylime faktorii aracilig ile aktive olan PI3K/Akt yolag, cesitli siireclerde
gorev almaktadir. Bunlardan bir tanesi de programlanmis hiicre Oliimiiniin
inhibisyonudur. PI3K/Akt sinyal yolaginin aktivasyonu, Bcl-2, Bcl-xL gibi anti-
apoptotik proteinlerin ifadesinde artisa sebep olurken, Bad ve Bax gibi pro-apoptotik
proteinlerde azalmaya neden olmaktadir.

Bcl-2 protein ailesi, apoptozun diizenlenmesinde belirleyici rol oynayan
molekiillerdir. Bu aile hem Bad ve Bax gibi proapoptotik proteinleri hem de Bcl-2 ve

Bcl-xXL gibi antiapoptotik proteinleri igerir. Antiapoptotik ile proapototik proteinler
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arasindaki dengenin, bir hiicrenin hayatta kalacagin1 m1 yoksa apoptoza m1 gidecegini

belirlemektedir (75).

2.9. Bevacizumab

Kanser hiicreleri oksijen ve besin ihtiyaglarini karsilamak amaciyla anjiyogenez
mekanizmasiyla yeni damar olusturma yetenegine sahiptir. Tiimdr hiicreleri VEGF gibi
cok sayida biiyime faktorii salgilayabilmektedir. VEGF, endotel hiicre ylizeylerinde
bulunan reseptorlerine (VEGFR-1 ve VEGFR-2 gibi) baglanarak anjiyogenezi
tetiklemektedir. Bu 6zellik kanser hiicrelerinin metastazini ve dolayisiyla daha malign
hale gelmesine neden olmaktadir. Bu nedenle kanser hiicrelerinin bu 6zelligini inhibe
edecek stratejiler gelistirilmeye ¢alisilmaktadir. Bunlardan bir tanesi de anti-anjiyogenik
ajan olarak kullanilan Bevacizumab’tir.

Bevacizumab, FDA (Amerikan Gida ve Ilag Dairesi) onayli ilk anti-anjiyogenik
monoklonal antikordur. VEGF'ye baglanarak VEGFR-1 ve VEGFR-2 reseptorlerine

baglanmay1 inhibe eden rekombinant, humanize bir IgG1 monoklonal antikordur.

Bevacizumab

Vaskiiler endotelyal
hiicre duvari

VEGFR-2 reseptorleri

VEGF'nin,VEGFR-2 Bevacizumab'in VEGF'ye
reseptériine baglanmasi baglanmasi anjiyogenezi
anjiyogenezi tetikler inhibe eder

Sekil 8. Bevacizumab'in etki mekanizmasi (6)

Bevacizumab, VEGF-A proteinine spesifik olarak baglanir ve bdylece
anjiyogenez siirecini inhibe eder (Sekil 8). Calismalar, anti-VEGF ajanlarinin mevcut

mikrodamarlarin gerilemesi, hayatta kalan olgun damar sisteminin normallesmesi ve
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damar biiyiimesi ve neovaskiilarizasyonun inhibisyonu ile sonuglandigini gostermistir.
VEGEF ligand inhibisyonunun siirdiiriilmesi, tiimdr biiylimesini dnleyebilir ve zamanla

tiimoriin kii¢iilmesine neden olabilir (6).

2.10. Flavonoidler

Flavonoidler, bitkilerde renk, tat ve farmakolojik aktivitelerden sorumlu biyoaktif
ikincil metabolitler olarak sentezlenen polifenolik bilesiklerdir. Ana flavonoid
kaynaklar1 meyve ve sebzelerdir. Ayrica kakao tiriinleri (kakao tozu, ¢ikolata), siyah ¢ay,
yesil cay ve kirmizi sarapta da bol miktarda bulunurlar. Meyveler arasinda ¢ilek, erik,
kiraz ve elma flavonoidler agisindan en zenginken, tropikal meyveler flavonoidler
acisindan fakirdir. Sebzeler arasinda en yiiksek flavonoid seviyeleri sogan, bakla, zeytin
ve 1spanakta bulunur. Flavonoidler, bitkileri olumsuz ¢evre kosullarindan koruyan giiclii
antioksidanlardir, bu nedenle dikkat c¢ekmisler ve birgok akut ve kronik insan
hastaliginda olas1 yararl etkilerini degerlendirmek icin ¢ok sayida epidemiyolojik ve
deneysel ¢alismada kullanilmistir. Flavonoidler 6 gruba ayrilan polifenolik bilesiklerdir:
izoflavonoidler, flavanonlar, flavanoller, flavonoller, flavonlar ve cesitli bitkilerde
bulunan antosiyanidinler. In vitro ve in vivo ¢alismalar, flavonoidlerin anti-inflamatuar,
immiinomodiilator ve giiglii antikanser aktiviteleri gosterebilecegini gostermistir. Ayrica
flavonoidlerin, serbest radikalleri temizleme, hiicresel metabolizmay1 diizenleme ve
oksidatif stresle iligkili hastaliklar1 Onleme yetenekleri oldugu birgok c¢aligmada

gosterilmistir. Flavonoidler arasinda meyve ve sebzelerde en fazla bulunan kuersetindir

(76).

2.10.1. Kuersetin

Kuersetin (3,3°,4’,5,7-pentahidroksiflavon) (Sekil 9), flavonoidler grubuna ait bir
antioksidan flavonoldur. Antioksidanlar, serbest radikallerin neden oldugu patolojik
kosullar 1iyilestirmeye yardimci olan dogal veya sentetik takviyelerdir. Meyve ve

sebzelerde en bol bulunan flavonoidlerdendir (77).
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Sekil 9. Kuersetinin kimyasal yapist (77)

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) neden oldugu oksidatif stres, kanser basta olmak
tizere birgok hastaligin patogenezinde rol oynamaktadir. Oksidatif stres, viicuttaki
oksidan ve antioksidanlar arasindaki dengesizlikten kaynaklanir. ROS’larin ¢esitli
nedenlerden dolay1 asir1 iiretimi veya antioksidan sistemlerin yetersizligi bu radikallerin
birikimine ve hiicre membraninda hasar, proteinlerin yapi ve fonksiyonlarinda bozulma

ve DNA’da yapisal hasarlara da neden olmaktadir. Kuersetin oksidan ve antioksidan
arasindaki dengeyi diizenleyerek oksidatif stresi engelleme yetenegine sahiptir (78,79).

Ticari olarak da temin edilebilen Kuersetinin, oral yoldan giinliik 6nerilen dozu 1
g’dir. Kuersetinin antioksidan, diyabet ve iltihap Onleyici dahil olmak iizere cesitli
farmakolojik etkileri rapor edilmistir. Fakat iizerinde durulan ve c¢esitli c¢aligsmalar
yapilan en 6nemli etkisi, antikanser 6zelligidir (80).

Kuersetin, timor olusumunu inhibe etmek ya da tersine g¢evirmek ig¢in
modiilatorler olarak sinyal iletim yollar1 lizerinde etki eden bir kanser koruyucusu
olarak kabul edilmektedir. Bu aktivitesi ile kuersetin apoptoz, hiicre gocii, farklilasma
ve c¢ogalma, oksidatif denge, inflamasyon ve yara iyilesmesi gibi bir¢ok siirecte etki
gostermektedir (81).

Kuersetin ayrica kan damar biiylimesini engelleyerek anti-anjiyogenezde de rol
oynamaktadir. Kuersetin, VEGFR-2 aracili anjiyogenez yolunu hedefler, akis asagi
diizenleyici faktor AKT'nin ekspresyonunu baskilar ve tiimér biiylimesini
sinirlamaktadir. Kuersetin, ilaca direngli hiicrelerin anjiyogenezini sinirlayabilir ve

kanser onleyici ilaglarin etkisini artirabilir (5).
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Kuersetinin ayrica kanser hiicrelerinde VEGF/VEGFR-2 ve PI3K/Akt sinyal
yolaklarin1 baskilayarak mitokondriye hiicre 6liimii sinyalini ilettigine ve nihayetinde
kaspaz bagimli hiicre 6liimiine de yol agtig1 6ne siirlilmustiir (82).

Daha 6nceki arastirmalar, kuersetinin anti-inflamatuar, anti-oksidan ve anti-kanser
gibi birgok etkiye sahip oldugu bulunmustur. Hem in vivo hem de in vitro ¢aligmalarda,
kuersetinin hiicre dongiisii ilerlemesini degistirmesi, apoptozu tesvik etmesi, hiicre
proliferasyonunu, anjiyogenezi ve metastaz ilerlemesini inhibe etmesi ve otofajiyi
etkilemesi gibi anti-timor etkileri gosterildiginden, gelecekte Kkuersetinin kanser

tedavilerinde potansiyel tedavi firsat1 olmasi beklenmektedir (5).

2.11. Kanser Tedavisinde Kombine ila¢ Uygulamalar

Malign hastaliklar1 tedavi etmek icin kaydedilen girisimler c¢ok eskilere
dayanmaktadir. Ancak modern kemoterapinin dogusu II. Diinya Savasi’nda kiikiirtlii
hardal gazinin kimyasal silah olarak kullanilmasiyla baglamistir. O donemde hardal
gazina maruz kalan birey ve askerlerde lenfosit sayisinin diistiigii ve bu gazin hiicre
oldiiriicii 6zelliklerinin, hiicre ¢ogalma hizi ile dogru orantili oldugu gozlenmistir.
Hardal gazinin bu fizyolojik ozelligi, ilk antikanser ilact olarak hardal azotunun
uygulanmasina yol agmustir. Kanserli hiicrelerin toksik ajanlar i¢in tercih edilen bir
hedef oldugunun kesfi umut vericiydi, ancak vakalarin biiyiikk ¢ogunlugunda hardal gazi
tiirevlerinin kanser hastalar1 tizerindeki terapotik etkisi geciciydi ve hastaligin kisa bir
slire sonra tekrar niiksettigi gozlenmistir (4).

Gilintimiizde kullanilan kemoterapi ve radyoterapi gibi geleneksel mono-terapotik
yontemler, nonspesifik olarak hem saglikli hem de kanserli hiicrelerin yok edilmesine
neden olmaktadir. Bu nedenle hastalarda ciddi yan etkilere sebep olmakta ve kemik iligi
hiicrelerini de etkileyerek immiin sisteminin faaliyetini azaltabilmektedir.

Monoterapotik uygulamalarda, tek bir bilesikle gergeklestirilen siirekli tedavinin,
kanser hiicrelerini alternatif kurtarma yollarin1 kullanmaya tesvik etmektedir. Kanser
tedavisinde kullanilan monoterapétik geleneksel yontemlerin hastalarda istenen sonucu
karsilayamamasi ve ila¢ direnci nedeniyle basarisiz olmasi farkli tedavi yontemlerine
yonelimi arttirmigtir. Bunlardan bir tanesi de kombine tedaviler ya da politerapidir. ki
ya da daha fazla terapdtik ajanin kullanimi ile gergeklestirilen kombine tedavi, kanser

hiicrelerin hedeflenmesinin temel tasidir. Kanser Onleyici ilaglarin birlestirilmesi,
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monoterapi uygulamalarina kiyasla etkinliginin daha fazla olmasi beklenmektedir.
Bunun sebebi ise bazi kombine ilag uygulamalarinin farkli yolaklari hedeflemesi ve
sinerjik olarak calisabilmesidir. Ayrica kombine tedavi, kanser hiicreleri {izerinde

sitotoksik etkilere sebep olurken normal hiicre {lizerindeki toksik etkileri dnleyebildigi

ileri stirilmektedir (83).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arac ve Geregler
Calismamiz Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim
Dali’nda yapilmistir. Bu ¢alismada kullanilan kimyasallar, cihazlar ve teknik

malzemeler temin edildikleri firmalarla birlikte asagida verilmistir.

3.1.1. Kimyasal Malzemeler
e Trypan Blue (VWR Life Science)
e Besiyeri (DMEM ve RPMI Medium 1640- Gibco)
e Tripsin-EDTA (Hyclone)
e MTT (Thiazolyl blue tetrazolium bromide -VWR Life Science)
e SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) -Fisher Bioreagents
e 1M Tris- HCI pH8 (Tris Hydrochloride 1M Solution- Fisher Bioreagents)
e ddH,O (AMBION)
e Kiristal viyole (Fisher Scientific)
e Metanol (Fisher Scientific)
e FBS (Fetal Sigir Serumu-Hyclone)
e Penisilin/Streptomisin Soliisyonu (Hyclone)
e Tris Hydrochloride (Fisher)
e PBS (Phosphate Buffered Saline-Hyclone)
e Primerler (Macrogen)
e Trizol (Thermo Fisher Scientific)
e Kloroform (Fisher)
e Izoproponol (Fisher)
e Bevacizumab (Altuzan)

e Kuersetin (Sigma)
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3.1.2. Cihazlar ve Teknik Malzemeler
e Biyogiivenlik Kabini Sinif II (Thermo Fisher Scientific)
e Thoma Lami
e Hassas Terazi (Sartorius)
e CO; inkiibatorii (Thermo Scientific HERAcell vios 1601)
e Isik Mikroskobu (Nikon)
e inverted Faz Kontrast Mikroskop (Leica)
e Santrifiij (Eppendorf)
e Sogutmali Santrifiij (Sigma)
e +4/-20 °C (Fisher Scientific)
e -80 °C (Thermo Sientific)
e Mikrosantrifiij (Eppendorf)
e Thermal Cycler (BioRad)
e Real Time PCR cihazi (Applied Biosystem)
e Vortex (VWR)
e Otoklav (Trans)
e Is1 Blogu (BioRad)
e Nanodrop (Thermo Scientific Spektofotometre)
e Blotlama cihaz1 (Invitrogen iBlot)

e ELISA Plaka Okuyucu (Biochrom EZ Read 400)

3.2. Yontemler

3.2.1. Hiicre Hatlarimin Hazirlanmasi ve Kiiltiiri

Calismamizda 3 farkli insan akciger hiicre hatti ile ¢alisildi. Bunlardan A549 ve
H1299 KHDAK hiicre hatt1 olup, BEAS-2B normal akciger hiicre hattidir. H1299 hiicre
hatti Gaziantep Universitesi Biyoloji Boliimii’nden, BEAS-2B hiicre hatti Gaziantep
Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali, A549 hiicre hatt1 ise Tibbi Biyoloji Anabilim
Dali’mizin koleksiyonundan temin edilmistir.

Hiicre hatlar1 ¢alisilmak tlizere -80°C’den ¢ikarilarak, hiicre ¢ozdiirme islemine
tabi tutulmustur. Daha sonra T75’lik flasklarda kiiltiire edilmistir. A549 ve H1299 hiicre
hatlar1 icin DMEM, BEAS-2B i¢in ise RPMI-1640 besiyeri kullanildi. Bu hiicre hatlari,
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%10 fetal sigir serumu (FBS), %1 penisilin ve streptomisin ilave edilmis besiyerlerde
37°C’de, %5 CO; ortaminda kiiltiire edilmistir. %80-90 yogunluga ulasan hiicreler,
hiicre dondurma islemine tabi tutularak, -80°C’de stoklanmustir. Hiicre hatlarinin

dondurulmasinda %90 FBS ve %10 DMSO kullanilmustir.

Cahsmamizda Kullanilan insan Akciger Hiicre Hatlan

AS549 H1299 BEAS-2B

Epitelyal Epitelyal Epitelyal
KHDAK hiicre hatts KHDAK hiicre hatt Normal akciger hiicre hatts

Adherent Adherent Adherent

Sekil 10. Calismamizda kullanilan hiicre hatlar1 ve temel 6zellikleri

Calismamizda her hiicre hatti i¢in; kontrol (herhangi bir ila¢ uygulanmayan grup),

Kuersetin uygulanan, Bevacizumab uygulanan ve Kuersetin+Bevacizumab (Kue+Bev)

kombinasyonu olacak sekilde 4 grup olusturulmustur (Cizelge 2).
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Cizelge 2. Calismamizdaki gruplar ve uygulanan dozlar

Gruplar/Hiicre
Hatlan

Kontrol

Kuersetin

Bevacizumab

Kue+Bev

A549

5-400pM

5-400 pg/ml

10puM Kue+100pg/ml Bev
20puM Kue+75ug/ml Bev

20uM Kue+100pg/ml Bev
50uM Kue+50pg/ml Bev

H1299 -

10puM Kue+100pg/ml Bev
20puM Kue+75ug/ml Bev
20uM Kue+100pg/ml Bev
50uM Kue+50pg/ml Bev

5-400uM 5- 400 pg/ml

BEAS-2B -

10uM Kue+100pg/ml Bev
20uM Kue+75ug/ml Bev
20uM Kue+100pg/ml Bev
50uM Kue+50ug/ml Bev

5-400pM 5- 400 pg/ml

3.2.2. Hiicre Canhlik Testi: MTT

Sitotoksisite ve hiicre canliligin belirlenmesi amaciyla kullanilan en yaygin

yontemlerden bir tanesidir. Bu test mitokondriyal bir enzim olan dehidrojenaz

aktivitesini 6lgmektedir. Mevcut canli ve proliferasyona ugrayan hiicrelerin artan

mitokondriyal dehidrojenaz enzim aktivitesi sar1 renkli MTT’yi mor renkli formazan

kristallerine indirgemektedir. Bu testin asamalar1 asagidaki gibidir;

Thoma lama ile hiicre sayimi yapildi.

Her kuyucuga 10000 hiicre gelecek sekilde 96’lik plakaya her doz igin 3 tekrar
olacak sekilde ekim yapildi.

Plaka 37 °C, %5 CO; ortamma sahip inkiibatorde 1 giin siire ile biiyiimeye
birakildi.

24 saatlik inkiibasyondan sonra ilag uygulamasi yapild: ve kullanilan ilaca bagl
olarak plaka 1-3 giin boyunca inkiibatoérde bekletildi.

MTT (Thiazolyl blue tetrazolium bromide) boyasi 5g/ml olacak sekilde PBS’te
hazirlandi ve filtreden gegirildi.

Belirlenen bekleme siiresi (24, 48 ve 72 saat sonra) tamamlandiktan sonra her

kuyucuga 10 pl 5g/ml MTT soliisyonu eklendi.
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o Boya eklendikten sonra 96 kuyucuklu plaka 37 °C’ de %5 CO, ortaminda 4 saat
inkiibe edildi.

. 4 saatlik bekleme siiresinin sonunda boyanin lizerine 100 pl ¢oziiniirlestirme
soliisyonu eklendi.

. Coziiniirlestirme soliisyonu: 10 ml %20 SDS (Sodium Dodecyl Sulfate), 200 pl
1M Tris- HCI pH8 (Tris Hydrochloride 1M Solution), 9.8 ml ddH,0O karisimindan
olusur.

o Yaklasik 12 saatlik inkiibasyondan sonra ELISA plaka okuyucuda 570 nm’de
absorbans degeri dl¢iildii.

o MTT verilerini degerlendirmek ve canli hiicrelerin yiizdesini hesaplamak igin

asagidaki formiil kullanildi:

(Ornek absorbans degeri — Blank absorbans degeri)
Canlilik (%) =

(Kontrol absorbans degeri — Blank absorbans degeri)

Ornek: Besiyeri + Hiicre + Ilag uygulamast + MTT soliisyonu + Coziiniirlestirme
sollisyonu
Kontrol: Besiyeri + HiicretMTT soliisyonu+ Coziiniirlestirme soliisyonu

Blank: BesiyeritMTT soliisyonu+Cdziiniirlestirme soliisyonu

3.2.3. Kombinasyon Iindeksinin (Combination Index-CI) Hesaplanmasi
Bevacizumab ve Kuersetin uygulamalarinin A549 ve H1299 hiicrelerindeki

kombinasyon indeksi, asagidaki formiille hesaplandi;

Cl= Ailacin konsantrasyonu + B ilacin konsantrasyonu
- Ailacin IC50 degeri B ilacin IC50 degeri

Hesaplamadan sonra bulunan CI degeri igin;
CI> 1 ise antagonizm,

CI =1 ise gliglendirici ve

CI <1 ise sinerjizm oldugunu gosterir (84).

A549 ve H1299 hiicrelerine uygulanan Kuersetinin 24 saat sonraki ICsg degeri
sirasiyla 80.0536 uM ve 80.3845 uM iken, Bevacizumab i¢in sirastyla 219.6916 ug/ml
ve 190.7717 pg/ml olarak belirlenmistir. Bu hesaplamaya gore sinerjik etki
saglayabilecek kombine dozlar Cizelge 2’de belirtildigi gibidir.
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3.2.4. Hiicre Canhilik Testi: Kristal Viyole Boyama

Hiicre canliliginin belirlenmesinde kullanilan bir diger yontemdir. Bu yontemde
kristal viyole boyasi adherent ve canli hiicrelerin DNA ve proteinlerine
baglanabilmektedir. Olen hiicreler adherent 6zelliklerini kaybettikleri igin kristal viyole
bu hiicrelere baglanamamaktadir. Dolayisiyla renk siddetinde azalma ile

sonuclanmaktadir. Bu yontemin asamalar1 asagidaki gibidir;

o 12 kuyucuklu plakalara 3’1i tekrar olacak sekilde 70000 hiicre ekildi.

o Plakalar 1 giin siire ile 37 °C, %5 CO, ortamina sahip inkiibatorde inkiibasyona
birakildi.

o 24 saat inkiibasyondan sonra yeterli yogunluga ulasan hiicrelere belirlenen
dozlarda ilag uygulamas1 yapildi. Ilag uygulamasindan sonra hiicreler 37°C, %5
CO; ortamina sahip inkiibatorde 24 ve 48 saatlik inkiibasyona birakildi.

o Plakalarda yeterli yogunluga ulasan hiicreler iki kere PBS ile yikandi.

o Her bir kuyucuga 400-500 ul kristal viyole eklendi. Plakalar 30 dakika oda
kosullarinda inkiibe edildi.

o Kristal viyole soliisyonunun hazirlanmasi:

. 0,59 kristal viyole tozu

. 80 ml distile H,O

. 20 ml metanol

(Kristal viyole distile suda ¢oziiniir ve iizerine metanol eklenir. Boya karanlikta oda

sicakliginda yaklagik 2 ay saklanabilmektedir)

o Boyay1 ortamdan uzaklagtirmak i¢in iki kere PBS veya distile su ile yikama
yapildi. Plakalar kurumaya birakildi.

o Verilerin degerlendirilmesi: Plakalar kuruduktan sonra fotograflari ¢ekildi. Elde
edilen fotograflardan Adobe Illustrator CS4 Programi ile hiicre yogunlugu
hesaplanda.

3.2.5. Yara lyilesme Deneyi (Scratch/Wound Healing Assay)
Hiicrelerin migrasyonunu izlemek ve 6lgmek igin kullanilan bir yontemdir. Bu
yontemin asamalar1 agagida belirtildigi gibidir;

o 12 kuyucuklu plakalara 3°1ii tekrar olacak sekilde 80000 hiicre ekildi.
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o Plakalar 1-2 giin siire ile 37 °C, %5 CO; ortamina sahip inkiibatorde inkiibasyona
birakildi.

. Yeterli yogunluga ulasan hiicrelerdeki besiyeri aspire edildi ve PBS ile
yikandiktan sonra %0,05 FBS’li besiyerinde 37°C, %5 CO, ortamma sahip
inkiibatorde 16 saat inkiibasyona birakildi.

o Inkiibasyon siiresinden sonra steril 200 pl pipet ucu ile vertikal olacak sekilde diiz
cizikler ile yara agildi. Ardindan %0,05 FBS’li besiyerinde belirlenen dozlarda
ilag uygulamasi yapildi ve mikroskop altinda 0, 4, 8 ve 24 saat sonraki hiicre
goclerini gozlemlemek amaciyla fotograflandi.

o Yara alanindaki kapanmalar, dolayisiyla hiicre goéciinii hesaplamak i¢in ImagelJ

programi kullanildi.

3.2.6. Gen Ekspresyon Seviyelerinin Belirlenmesi
Cizelge 4’te belirtilen genlerin ekspresyon miktarlar1 RT-PCR (reverse
transkriptase polimerase chain reaktion) yontemi ile belirlendi. RT-PCR asamalari

asagidaki sirayla gergeklestirildi.

3.2.6.1. Trizol ile RNA izolasyonu

e 6 kuyucuklu plakalara ekilen %80 yogunluktaki hiicreler RNA izolasyonu igin
kullanildi.

e Hiicreler 2 ml PBS ile yikanda.

e Hiicrelerin lizerine buz iizerinde 1 ml Trizol eklendi.

e Trizol ile 5 dakika oda sicakliginda homojenize edilen hiicreler eppendorflara
aktarildi.

e Eppendorflara 1 ml trizol igin 0.2 ml kloroform eklendi ve el yardimi ile
karistirilip 2-3 dakika oda sicakliginda bekletildi.

e (Oda sicakliginda maksimum hizda (13000 rpm) 10 dakika santrifiij yapildi.

e En iistte bulunan seffaf faz yeni bir eppendorfa aktarildi.

e Seffaf fazin 1 mililitresi i¢in {izerine 0.5 ml izopropanol eklendi. Vortex ile
karistirildi ve 10 dakika oda sicakliginda bekletildi.

e 4°C’de maksimum hizda (13000 rpm) 10 dakika santrifiij yapildi.
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Ust faz atildi ve pellet, kullanilan her 1 ml trizol igin Iml %75 etanol
kullanilarak 2 kere yikandi.

Yikama islemi 4 °C’de maksimum hizda (13000 rpm) 5 dakika santrifiij ile
gerceklestirildi.

Pellet oda sicakliginda hafif nemli kalacak sekilde kurutuldu ve DEPC’li (dietil
pirokarbonat) suda ¢ozdiiriildii.

RNA miktar1 nanodrop ile 6l¢iildii A260/280 degeri 2 ve 2’ ye yakin ¢ikan
RNA lar -20 °C’de saklandi.

3.2.6.2. RNA’dan cDNA Eldesi
RNA’dan cDNA (complemantary DNA) elde edebilmek i¢in Applied
Biosystems High Capacity cDNA kiti kullanildi. Reaksiyon asagidaki asamalara
uygun olarak buz lizerinde ger¢eklestirildi.
Kit bilesenleri buz iizerinde ¢ozdiirtildii.
20 pl reaksiyon i¢in 500 ng RNA kullanildi.

Bilesenlerin volumii her bir 6rnek i¢in asagida yer alan tabloda belirtildigi gibi

hesaplanda.
Cizelge 3. cDNA kiti bilesenleri ve kullanilan miktarlar
Bilesen Bilesen Voliimii\Reaksiyon (ul)
+RT reaksiyonu -RT kontrol
2x RT tampon 10.0 10.0
20x Enzim Karisimi1 1
RNA Ornegi 9 ul’ye kadar 9 ul’ye kadar
Niikleaz igermeyen H,O 20 pl’ye tamamlayacak kadar | 20 ul’ye tamamlayacak kadar
Her bir reaksiyon toplami 20.0 20.0

Reaksiyonlar PCR tiiplerinde hazirlandiktan sonra vortex ve kisa siireli santrifiij
yapildi.

Reaksiyon déngiileri termal cyclerda 37 °C’de 60 dakika 95 °C’de 5 dakika ve
sonrasinda 4°C’de bekletilecek sekilde ayarlandi.

Ornekler uzun siireli kullanim igin -20 °C’de saklandh.
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3.2.6.3. Real-Time PCR asamasi

Calismamizda Real-Time PCR Reaksiyonunda kullanilan primerler Cizelge 4’te

gosterilmistir.
Cizelge 4. Calismamizda kullanilan primerler
Gen Sekans (5’ — 3°)
Bcl-2 F: GGTGGGGTCATGTGTGTGG
R: CGGTTCAGGTACTCAGTCATCC
Bax F: CCCGAGAGGTCTTTTTCCGAG
R: CCAGCCCATGATGGTTCTGAT
Casp3 F: GTGAGGCGGTTGTAGAAGAGTT
P R: TCACGGCCTGGGATTTCAAG
Casp9 F: CTGTCTACGGCACAGATGGAT
R: GGGACTCGTCTTCAGGGGAA
VEGEA F: AGGGCAGAATCATCACGAAGT

R: AGGGTCTCGATTGGATGGCA

VEGFR2 F: GTGATCGGAAATGACACTGGAG
R: CATGTTGGTCACTAACAGAAGCA
F: AGTAGGCAACCGTGAAGAAAAG

Flltatn R: GAGGTGAATTGAGGTCCCTAAGA
P F- TCCTCCTCAAGAATGATGGCA
R: GTGCGTTCGATGACAGTGGT
GAPDH F- TTCACCACCATGGAGAAGGC

R: GGCATGGACTGTGGTCATGAG

e Calismamizda SYBR green boyasi kullanildu.
e Her bir 6rnek i¢in 3 reaksiyon hazirlandi.

e Bilesenlerin voliimii her bir 6rnek i¢in asagida yer alan tabloda belirtildigi gibi

hesaplandi.
Cizelge 5. Real Time-PCR reaksiyonunun bilesenleri ve miktarlar
Bilesen Bilesen Voliimii/Reaksiyon pl
SYBR green 7.5 ul

Reverse+Forward Primer | 4.5 pl (1 uM forward + reverse primer karigimindan)

cDNA 1 pl (500ng RNA ile hazirlanan cDNA’ dan)

Niikleaz igermeyen H,O 2 ul

Her bir reaksiyon toplami 15 pl

e Reaksiyonlar 96 kuyucuklu plakalara aktarildi. Uzeri adheziv film ile kapatilan
plakalar Real-Time PCR reaksiyonu gerceklestirmek tlizere Applied Biosystems
StepOnePlus Real-Time PCR cihazina aktarildi.
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e Real-Time PCR dongiileri Cizelge 6’da belirtildigi sekilde gerceklestirildi.

Cizelge 6. Real-Time PCR reaksiyonunun agamalari

Is1 Dongiisii Kosullar:

Asama Sicaklik (°C) Zaman (dd:ss)
Holding >0 =9
95 10:00
Déngii 95 0:15
(40 Dongii) 57 1:00
95 0:15
Melting Curve 40 1:00
Asamasi 95 0:15
80 1:00

3.3.6.4. Real Time RT-PCR Sonuglarimin Degerlendirilmesi

Ekspresyon diizeylerini belirlemek ig¢in Threshold Cycle (CT) veya crossing
points (Cp) degerleri arasindaki farkliliklar ol¢iiliir. Esik-deger dongii (Threshold Cycle
= CT) degeri bize; iirlindeki ilk anlamli artisin oldugu noktayr belirtir. CT; sistem
basladigindan itibaren, iistel oranda lriin olusmasi ve logaritmik lineer faza gegis
noktasidir. Gen ekspresyon diizeylerini belirlemek icin ACp yontemi kullanildi.

Sonuglar asagidaki formiil kullanilarak degerlendirildi:

ACp= Cp hedef gen- Cp referans gen
AACp= ACp muamele edilen- ACp kontrol

Ratio= 2724¢p

3.2.7. ELISA (EnzymeLinked ImmunoSorbent Assay) Deneyi
Calismamizda FineTest markali Human Caspase-3, VEGF-A ve VEGFR-2
ELISA kitleri ile ¢alisilmustir.

3.2.7.1. Protein izolasyonu

e 6 kuyucuklu plakalara 250.000 hiicre ekildi. Hiicreler 37 °C, %5 CO,’de inkiibe
edildi.
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e  9%70-80 yogunluga ulasan hiicrelerden besiyeri uzaklagtirildi.

e Plaka buz tizerine alind1 ve hiicreler soguk ve magnezyum igeren PBS ile 2 kere
yikandi.

e Uzerlerine 500 ul soguk PBS eklenen hiicreler hiicre kaziyicis ile kaldirilarak
ependorfa aktarildi.

e 6000 rpm’de 4 °C’de 5 dakika santrifiij yapildi.

e Ust kisim uzaklastirildi ve pellet iizerine pellet miktarma gore 100-150
mikrolitre RIPA soliisyonu eklendi. RIPA soliisyonu kullanilmadan 6nce 10
ml’ye 1 adet olacak sekilde proteaz inhibitdr tableti eklendi. Proteinaz inhibitdrii

olarak complete Mini Protease Inhibitér Coctail tableti kullanildi.

Cizelge 7. RIPA soliisyonu bilesenleri

RIPA SOLUSYONU

150 mM sodium chloride stok: 5M 1500 pl
1.0% Triton X-100 stok: %100 500 pl
0.5% sodium deoxycholate stok: %10 2500ml
0.1% SDS (sodium dodecyl sulfate) stok: %20 250 ul

50 mM Tris CI, pH 8 stok. 1M 2500 pl
ddH,O 42,750 ml
Toplam 50 ml

e 3-4 sn sonikasyon yapilan 6rnekler 15 dakika buz lizerinde bekletildi.

e 20 dakika 10000 rpm’de 4 °C’de santrifiij yapildi.

e Ust kisim (yaklasik 100-130 pl) yeni bir tiipe aktarildi ve protein drnekleri -80°C
de saklandu.

3.2.7.2. Protein Miktarimin Ol¢iimii
Protein Miktar1 Bradford Assay kullanilarak olciildii. Bradford Assay Protokolil
asagida belirtildigi gibi uygulandi.
o C(Cizelge 8’de 6zetlenen sekilde 6 farkli standart olusturuldu
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Cizelge 8. Protein dl¢ilimil igin standartlarin hazirlanmasi

Standart | Su (ul) BSA (10mg/mL) Son Konsantrasyon pg/mL
1 495 5ul BSA 100

2 250 250 pl standart 1 50

3 250 250 pl standart 2 25

4 250 250 pl standart 3 12,5

5 250 250 pl standart 4 6,25

6 250 - 0

e Diiz zemine sahip 96 kuyulu mikroplate’lere duplike olacak sekilde 100 pul standart

dagitildi. Bosta kalan kuyulara duplike olacak sekilde 98 ul su + 2 ul protein 6rnegi

duplike olacak sekilde eklendi. Plaka dizayni asagidaki tablodaki gibi yapildi:

Cizelge 9. Protein 6l¢limii i¢in standartlarin ve 6rneklerin 96 kuyucuklu plakalara aktarim

Kuyu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Stdl Stdl Std2 Std2 Std3 Std3 Std4 Std4 Std5 Std5 Std6 Std6
B Ornekl | Ornekl| Omek2| Ornek2| Ornek3| Ornek3| Ornek4 | Ornek4 | OrnekS| Orneks| Ornekéf Ornekd

e 5X stok Bio- Rad Protein Assay reaktifinden niikleaz igermeyen su kullanilarak 2x

konsantrasyonu elde edildi ve standart ile 6rnekleri igeren kuyulara bu boyadan 100

ul eklendi.
e Plaka aliiminyum folyo ile kaplanarak 37 °C’de 20 dakika bekletildi.

e Protein miktarin1 6lgmek i¢in plaka okuyucu kullanildi. 595 nm dalga boyunda

6l¢tim yapildi.

e Sonuglar excell’de degerlendirildi.

e Ornekler — 80 °C’de sakland.

3.2.7.3. ELISA Plakalarmin Hazirlanmasi ve Absorbans Ol¢iimii
Calismamizda Caspase-3, VEGF-A ve VEGFR-2 ELISA kitleri ile ¢aligilmistir.

o Kit icerisinden ¢ikan standart sollisyonlar ve drnekler talimatlara gore hazirlandi.

Calismaya baslamadan 6nce tiim reaktifler oda sicakligina getirildi. Calisma, oda

sicakliginda gerceklestirilirdi.

o Standart ve numuneler eklenmeden Once plaka 2 defa yikama soliisyonu ile

yikandu.
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Onceden hazirlanmis yedi ependorf tiipiine 300 ul diliisyon tamponu eklendi.
Kitin protokoliinde belirtilen standart konsantrasyonlari hazirlandi. 200 pg/mL
stok standart ¢ozeltisinden 300 pl alindi ve 300 pl standart soliisyonu ile
seyreltildi. Bu ¢ozeltiden de 300 pl alinip ve iizerine 300 pl standart soliisyonu
eklenerek seri diliisyonlar ile konsantrasyonlar1 (78.125, 156.25, 312.5, 625, 1250
ve 2500 pg/mL) olacak sekilde 6 standart hazirlanda.

Hazirlanan standartlar ve hiicre lizatindan plakadaki her bir kuyucuga 100 pl ilave
edildi. Blank kuyucuguna 100 pl standart soliisyonu eklendi.

Plakanm iizeri yapiskan koruyucu membran ile kapatilarak, 37°C ve 90 dakika
inkiibe edildi.

Inkiibasyondan sonra her bir kuyucuga 100 pl biotin ile isaretlenmis antikor
soliisyonu eklendi ve tekrar 37°C ve 60 dakika inkiibe edildi.

Yikama soliisyonu distile su ile 1:25 oraninda diliie edilerek hazirlandi. Bu
soliisyon ile plaka 3 defa yikandu.

HRP-Streptavidin, HRP-Streptavidin diliienti ile 1:100 oraninda diliie edildi. Bu
karistmdan her bir kuyucuga 100 pl eklendi. Plakanin iizeri koruyucu membran
ile kapatilarak, 37°C ve 30 dakika inkiibe edildi.

Koruyucu membran kaldirilarak plaka 5 defa yikama soliisyonu ile yikandi ve
daha sonra her bir kuyucuga 90 ul TMB substrat1 ilave edildi.

Plakanin iizeri koruyucu membran ile kapatilarak 37°C’de 15 dakika inkiibe
edildi. Bu esnada mavi renk olusumu gozlenecektir.

Plakanin {izerindeki koruyucu membran kaldirildi. Olusan mavi rengi, sariya
doniistiirmek i¢in her bir kuyucuga 50 ul durdurma soliisyonu eklendi.

Durdurma soliisyonunu ekledikten sonra 10 dakika i¢inde 450 nm'ye ayarlanmis
bir mikroplate okuyucu kullanarak her bir kuyucugun optik yogunlugu (OD
degeri) hemen belirlendi.

Standartlarin konsantrasyonlarina karsilik okunan OD degerlerine bagli olarak
standart grafigi cizildi ve parametre denklemi bulundu. Bu denklemden yola

cikilarak 6rneklerin konsantrasyonlar1 hesaplandi.
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3.3. Istatistikel Analiz

Tim uygulamalar, en az ii¢ tekrar olacak sekilde calisildi. Gruplar arasindaki
karsilagtirmalar, ¢ift yonli ANOVA testi ve Tukey'in ¢oklu karsilastirma testi
kullanilarak yapildi. Istatistiksel analiz icin GraphPad Prism 8.0 ve Windows Office-
Excel programlarindan faydalanildi. Istatistiksel anlamlilik degeri olarak p <0.05 kabul
edildi. Bulgularin gosterildigi grafiklerde farkin istatistiksel olarak Onemli olup

olmadigini gdstermek icin kullanilan simgelerin anlamlar1 su sekildedir:
*p<0.05, kontrol ile kiyaslandiginda

** p<0.01, kontrol ile kiyaslandiginda
*#% p<0.0001, kontrol ile kiyaslandiginda
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4. BULGULAR

Calismamizda Kuersetin ile Bevacizumab’in KHDAK hiicre hatlarindaki kombine
etkisini arastirmak amaciyla 2 KHDAK hiicre hatti (A549 ve H1299) ve bu ilaglarin
saglikli hiicreleri ne derecede etkiledigini arastirmak ve kanserli hiicre hatt1 ile
kiyaslamak amaciyla da saglikli akciger hiicre hattit BEAS-2B kullanildi.

Bu hiicre hatlarinda MTT, kristal viyole boyama, scratch (yara iyilesme) deneyi,
real-time PCR ve ELISA gibi yontemler kullanilarak uygulanan ilaglarin anjiyogenez,
proliferasyon migrasyon ve apoptozis iizerine etkisi arastirtlmis ve elde edilen bulgular

maddeler halinde asagidaki gibi 6zetlenmistir.

1.  MTT yontemi ile elde edilen bulgular: Hiicre hatlarinda kullanilan Kuersetin ile
Bevacizumab’in tekli ve kombine uygulamalarinin doz ve zamana bagli olarak
hiicre canliligi tizerine etkisini gozlemlemek amaciyla MTT yoOntemi
kullanilmistir. Hiicre hatlar1 belirlenen dozlarda, 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyona
maruz birakilmistir.

- Sadece Kuersetin ile muamele edilmis gruplar1 kontrol (hi¢bir uygulama
yapilmayan hiicreler) ile kiyasladigimizda, zaman ve doza bagl olarak A549
ve H1299 hiicre hattinda hiicre canliligin 6énemli derecede inhibe edildigi
gbzlenmistir. Bu inhibisyon, BEAS-2B hiicre hattinda belirli ve daha yliksek
dozdan (20uM) sonra gozlenmistir. Ayrica KHDAK hiicre hatlari ile saglikli
hiicre hattin1 kiyasladigimizda, hiicre canlilifin doza ve zamana bagli olarak
BEAS-2B hiicre hattinda daha yiiksek oldugunu saptadik. Farkliliklar
*p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001 seviyelerinde oldugunda anlamli olarak
kabul edilmistir (Sekil 11).
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Sekil 11. KHDAK ve BEAS-2B hiicre hatlarinin Kuersetin ile 24, 48 ve 72 saat inkiibasyonu sonunda

MTT yontemiyle belirlenen hiicre canlilik oranlart.

- Tekli Bevacizumab uygulamalarinda ise zaman ve doza bagl olarak hiicre
canliligin belirli dozlardan sonra azaldigi gdzlemlendi. ilag uygulanan
gruplar1 kontrol ile kiyasladigimizda A549 ve H1299 hiicre hatlarinda 24
saatte 5 ve 10 pg/ml, 48 saatlik muamelede ise 5 pg/ml dozlar harig, diger
dozlarda istatistiksel olarak anlamli hiicre inhibisyonu tespit edilmistir.
BEAS-2B hiicre hattinda ise 24 saatte 50 pg/ml’den itibaren anlamli hiicre
inhibisyonu goézlemlendi. 48 saatte 5 pug/ml hari¢ diger dozlarda anlaml
hiicre inhibisyonu saptanmistir (***p<0.001). Bevacizumab A549, H1299 ve
BEAS-2B hiicre hatlarinda hiicre canliligini inhibe etse de, Kuersetinin hiicre

inhibisyonu tizerinde daha etkili oldugu gézlenmistir (Sekil 12).

46



A549-Bev H1299-Bev

150 150
mm 24h mm 24h
£ = 48n == 480
B 100 72h B 100 72h
= I = I
o o
o o
2 50 2 50
] o
=3 3
T I
0 0
T EFFFFSfF TS & @&‘\@‘
PR S & bo ‘5 b\s‘f’ o @5 s@ &
+° R i) ’19% o +° < S
Konsantrasyonlar (uM) Konsantrasyonlar (uM)
BEAS2B-Bev
150
mm 24h
9 == 48h
S 100 72h
=
@
o
£ 50
o
=
T
0
& & & & & &
o N &
« @,q, & ‘,cb QQ‘\"\,& s@@@,@@@

Konsantrasyonlar (um)

Sekil 12. KHDAK ve BEAS-2B hiicre hatlarinin Bevacizumab ile 24, 48 ve 72 saat inkiibasyonu sonunda

MTT yontemiyle belirlenen hiicre canlilik oranlari.

Kombine olarak uygulanan ilaclarin (Bevacizumab + Kuersetin) sinerjik etki
saglayacak dozlar, Kombinasyon indeksi (CI-Combination Index)

belirlenmistir. Kombinasyon indekslerinin hesaplanmasi i¢in 6ncelikle 1Csg
degerleri tespit edildi. Bunun i¢in MTT yontemi ile elde edilen 24 saatlik
uygulama sonuglarina gore A549 ve H1299 hiicre hatlarinda 1Csq degeri
Kuersetin i¢in sirasiyla 80,0536 uM ve 80,3845 uM iken, Bevacizumab icin
strastyla 219,6916 pg/ml ve 190,7717 pg/ml olarak belirlenmistir. Kombine
olarak kullanilan ilaglar A549, H1299 ve BEAS-2B hiicre hattinda hiicre
canliligint inhibe ettigi, KHDAK hiicre hattinda hiicre inhibisyonunun
BEAS-2B kiyasla daha fazla oldugu gozlemlendi. Ayrica tekli ilag
kullanimlar ile kiyaslandiginda, kombine ila¢ uygulamalarinin daha etkili

oldugu gozlenmistir (Sekil 13).
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Sekil 13. KHDAK ve BEAS-2B hiicre hatlarinin Kuersetin ve Bevacizumab kombinasyonu ile 24, 48 ve
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72 saat inkiibasyonu sonunda MTT yontemiyle belirlenen hiicre canlilik oranlari.

2.  Kristal Viyole Boyamasi ile elde edilen bulgular: Hiicre canliligin tespit
edilmesini amaglayan diger bir yontemimiz ise kristal viyole boyama yontemidir.
Bu yontemde hiicre canliligin gézlemlenmesi igin, her hiicre hatti igin ilag

icermeyen kontrol grubunun yani sira, 3 farkli tekli ve kombine ila¢ dozu

belirlenerek 24 ve 48 saat olarak besiyeri ortamina kiiltiire edilmistir.

- Tekli Kuersetin uygulamalarinda hiicrelerin canlilik ylizdelerinin, kontrol ile
kiyaslandiginda daha az oldugu gozlemlendi. Ayrica KHDAK hiicre hatlari
BEAS-2B ile kiyaslandiginda, hiicre canliligin KHDAK hiicrelerinde daha

fazla inhibe oldugu belirlendi. Elde edilen verilerin istatistiksel anlamlilik

degerleri Sekil 14’te gosterilmistir (**p<0.01, ***p<0.001).
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Sekil 14. KHDAK ve BEAS-2B hiicre hatlarinin Kuersetin ile 24 ve 48 saat inkiibasyonu sonunda kristal

viyole yontemiyle belirlenen hiicre canlilik oranlari.

Tekli Bevacizumab uygulamalarinda, hiicre canlilik oranlart kontrol ile
kiyaslandiginda daha az oldugu tespit edildi. Tekli Bevacizumab uygulanan
gruplar1 Kuersetin ile kiyasladigimizda ise Bevacizumab’in hiicreleri daha az
inhibe ettigi belirlendi. Ayrica hiicre canliligt KHDAK hiicrelerinde BEAS-
2B’ye gore daha az oldugu goriildii. Istatistiksel anlamlilik degerleri Sekil
15’te gosterilmistir (*p<0.05, **p<0.01 ve ***p<0.001).
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Sekil 15. KHDAK ve BEAS-2B hiicre hatlarinin Bevacizumab ile 24 ve 48 saat inkiibasyonu sonunda

kristal viyole yontemiyle belirlenen hiicre canlilik oranlari.

- Kombine uygulamalarda, her hiicre hatti i¢in hiicre canlilifin doza ve
zamana bagli olarak azaldigi gozlemlendi. Hiicre canliligi, KHDAK
hiicrelerinde normal hiicre hattina kiyasla daha azdi. Ayrica tekli
uygulamalara kiyasla, kombine uygulamalarin hiicre canlilig1 lizerinde daha
etkili oldugu tespit edildi. Kombine ila¢ uygulanan gruplarin tiimii, kontrol
ile kiyaslandiginda anlamli sonuglar elde edildi (***p<0.001) (Sekil 16).
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Sekil 16. KHDAK ve BEAS-2B hiicre hatlarinin Kuersetin ve Bevacizumab kombinasyonu ile 24 ve 48

saat inkiibasyonu sonunda kristal viyole yontemiyle belirlenen hiicre canlilik oranlart.

3. Yara iyilesme deneyi (Scratch/Wound Healing Assay) ile elde edilen
bulgular:

Kuersetin ve Bevacizumab’in tekli ve kombine uygulanmasinin A549, H1299 ve
BEAS-2B hiicrelerinin migrasyon siirecine olan etkisini arastirmak amaciyla, bu hiicre
hatlarinda yara iyilesme deneyi uygulandi. Belirli yogunlukta hiicrelerin bulundugu
kuyucuklara 200 pl’lik mikropipet ucu ile lineer bir ¢izik ¢izildikten sonra, belirlenen
dozlarda ilag uygulanarak, hiicre gocii ya da yara kapanma hizint incelemek amaciyla
0.4..8. ve 24. saatlerdeki fotograflar1 g¢ekildi. Fotograflar Nikon-NIS-Elements D
programi ile ¢ekilmistir (Mikroskop biiyiitme giicii: 10X). Yara iyilesme yonteminde

her bir grup tiglii tekrar olarak caligilmistir
-  KHDAK hiicrelerinin tekli Kuersetin ve Bevacizumab ile uygulamalarinda

hiicre migrasyonunun kontrol ile kiyaslandiginda daha az oldugu ve doz

arttikca hiicre migrasyonunun azaldigi belirlendi.
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Kombine ila¢ uygulanan KHDAK ve BEAS-2B hiicrelerindeki yara
kapanma yiizdesini kontrol ile kiyasladigimizda, kombine ila¢ uygulanan

gruplardaki yara kapanma hizinin daha az oldugu saptanmistir (p<0.001,
p<0.01) (Sekil 18).

Tekli Kuersetin ve kombine ilag uygulanan BEAS-2B hiicrelerinde yara
kapanma hizinin kontrole gore az, fakat KHDAK hiicrelerine gore daha fazla
oldugu belirlenmistir. Fakat tekli Bevacizumab uygulanan BEAS-2B
hiicrelerinin yara kapanma yiizdesini kontrol ile kiyasladigimizda anlamli bir

fark gozlenememistir (p>0.05) (Sekil 18).

Kombine ilag wuygulanan hiicrelerdeki yara kapanma yiizdesini,
Bevacizumab’in tekli uygulamalar1 ile kiyasladigimizda, kombine ilag
uygulanan gruplarda yara kapanma hizinin daha az oldugu goriilmiistiir ve
bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.01, p<0.001). Fakat
tekli Kuersetin uygulamasi ile kombine tedavinin yara kapanma yiizdesini

kiyasladigimizda anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0.05) (Sekil 18).

Genel olarak ila¢ uygulanan KHDAK hiicrelerinde migrasyonun zamana
bagli olarak doz arttik¢a azaldigi goriiliirken, ilag uygulanmayan kontrol
gruplarinda hiicre gogiiniin yiiksek oldugu gozlemlenmistir (Sekil 17).
Ayrica ilag uygulanan KHDAK ve BEAS-2B hiicrelerini kiyasladigimizda,
KHDAK hiicrelerinde yara kapanma hizinin normal hiicrelere kiyasla daha

diistik oldugu saptanmustir.
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Real-Time PCR yontemiyle elde edilen bulgular: Biitin Real-time PCR
deneyleri 3 tekrar halinde gerceklestirildi. Calismamizda kontrol ve ilag
uygulanan gruplarda VEGFA, VEGFR2, Casp9, Casp3, Bax, Bcl-2, AKT1 ve
PIK3CA mRNA diizeyinde ekspresyon seviyeleri qRT-PCR analizi ile belirlendi.
Normalizasyonda Housekeeping gen olarak GAPDH geni kullanilmistir. Real-
Time PCR i¢in kullanilan dozlar Kuersetin i¢in 80 uM, Bevacizumab i¢in 200
png/ml iken, Kue+Bev i¢in ise 50 uM+ 50 pg/ml seklindedir.

- Tekli Kuersetin ve Bevacizumab ilag uygulamalarinin apoptozis,
anjiyogenez ve proliferasyon ile iliskili genlerin ekspresyon diizeylerine

iligkin bulgular Sekil 19°da gdsterilmistir.

- Apoptozis ile iligkili genlerinin ekspresyon seviyelerini kontrol grubu ile
kiyasladigimizda Casp9 geninin ifade diizeyi, ila¢ uygulanan tim hiicre
hatlarinda istatistiksel olarak anlamli sekilde artarken, Bcl-2 geninin
ifadesinde azalma gozlenmistir. Kombine tedavi uygulamalarinda Casp9’un
artist ve Bcl-2’nin azalis1 tekli uygulamalarina gére daha anlamli oldugu

tespit edildi (***p<0.001).

- KHDAK hiicrelerinin tiimiinde Bax ve Casp3 genlerinin ifadeleri artarken,
Bevacizumab uygulanan A549 hiicrelerinde Bax geninin artis1 istatiksel

olarak anlaml degildi (p>0.05).

- BEAS-2B hiicre hattinda ilag uygulanan tiim hiicrelerde Casp3, Casp9 ve
Bax genlerinin ifade diizeyleri artig, Bcl-2 geni ise azalig gosterirken,
Bevacizumab uygulanmis hiicrelerde Bax geninin artisi istatistiksel olarak

anlaml degildi (p>0.05).

- Genel olarak kombine ila¢ uygulanan gruplarda Casp9, Casp3 ve Bax
genlerinin ifadesinde artis ve Bcl-2 genindeki azalislarin tekli uygulamalara

gore daha anlamli oldugu gézlendi.

- PI3K yolag ile iligkili PIK3CA ve AKT genlerinin ifade diizeyleri, kontrol
ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldig1 saptandi.

Kombine ila¢ uygulanan hiicrelerdeki PI3K ve AKT genlerinin ifadesindeki
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azalis (kombine ilag uygulanan H1299 hiicre hattindaki PIK3CA geni
disinda), tekli uygulamalarina gére daha anlamli oldugu gorildii (***

p<0.001).

- VEGFA geninin ekspresyon seviyesi, Kuersetin uygulanmis BEAS-2B
hiicreleri disinda tiim hiicrelerde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
azaldigr goriilmiistir (***p<0.001). Kombine ila¢ uygulanmis KHDAK
hiicrelerinde bu azalisin tekli uygulamalarina gore daha anlamli oldugu
goriilmiistiir. VEGFR2 geninin ekspresyon seviyesindeki azalis ve artislar

Sekil 19°da gosterildigi gibidir.
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Sekil 19. VEGFA, VEGFR2, Casp9, Casp3, Bax, Bcl-2, AKT ve PIK3CA genlerinin mRNA diizeyinde

ekspresyon seviyeleri.

56



ELISA yontemiyle elde edilen bulgular: Kuersetin, Bevacizumab ve Kue+Bev
uygulanmis hiicrelerde VEGFA, VEGFR2 ve Casp3 genlerinin ekspresyon
seviyelerine protein diizeyinde bakildi ve elde edilen sonuglar Sekil 20’de
gosterildigi gibidir. VEGFA ve Casp3 genlerin protein diizeyindeki ifadeleri
mRNA sonuglari ile uyumlu oldugu gozlendi. Fakat VEGFR2 geninin protein
diizeyindeki ifadeleri mRNA seviyeleri uyumlu olmamakla birlikte, H1299
hiicreleri disinda bu seviyelerin kontrol ile kiyaslandiginda pek degismedigi

gorilmistiir.
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5. TARTISMA

Akciger kanseri diinyada hem kadinlarda hem de erkeklerde kansere bagli
Oliimlerin basinda gelmektedir (85). Diinyada toplam akciger kanseri vakalarinin
oranlarina bakildiginda, akciger kanserinin erkeklerde birinci sirada, kadinlarda ise
meme ve kolorektal kanserinden sonra tiglincii sirada yer aldig1 goriilmektedir (1). Kot
prognoza sahip akciger kanserinde, 5 yillik sagkalim orani %18 civarindadir (34).
Histolojik olarak 2 ana gruba ayrilan akciger kanserinde en yiiksek orami %85 ile
KHDAK olusturmaktadir (2).

Giiniimiizde akciger kanserinin tedavisinde radyoterapi ve kemoterapi gibi
geleneksel yontemler kullanilsa da, hastada olusturdugu yan etkiler, etkisizlik, tedaviye
gelisen direng ve toksisite gibi etkenlerden dolay1 istenen sonuglara ulagilamamaktadir.
Bundan dolayi alternatif tedavi yontemlerine yonelim artmistir (86). Son zamanlarda
yapilan c¢aligmalar, dogal bilesiklerin potansiyel tedavi yoOntemleri olarak
kullanilabilecegini gostermistir (87). Dikkat ¢ceken yontemlerden bir tanesi de birden
fazla ila¢ veya terapinin kombine edilmesi ile uygulanan politerapilerdir. Mevcut
veriler, ila¢ direnci sorunuyla miicadelede iki veya daha fazla ilagla kombine
tedavilerinin, monoterapiden daha etkili oldugunu desteklemektedir. Bunun sebebi ise
bazi kombine ila¢ uygulamalarmin farkli yolaklar1 hedeflemesi ve sinerjistik etki
gostermesidir (83,88,89).

Meyve ve sebzelerde bol bulunan bir flavonoid olan Kuersetinin birgok biyolojik
stireci etkiledigi gozlenmistir. Kuersetinin  kanser hiicrelerinde proliferasyon,
migrasyon, invazyon ve anjiyogenezi inhibe ettigi, apoptozu da indiikledigi rapor
edilmistir (90,91). Cesitli in vivo ve in vitro kanser ¢alismalarinda, Kuersetinin farkli
ajanlarla kombine olarak kullanildiginda, tekli uygulamalaria gore daha etkili sonuglar
verdigi ve kanser hiicrelerini daha yiiksek oranda inhibe ettigi gosterilmistir.
Kuersetinin uygun dozlarda saglikli hiicrelere zarar olusturmadigr ve g¢esitli
mekanizmalarla kanser hiicrelerini hedefleyerek inhibisyona indiikledigi bildirilmistir
(80,92,93). Bundan dolay1 diger kanser Onleyici ajanlarla birlikte kullanimi, kanser
tedavilerinde etkili bir tercih olarak goriilmektedir. Ayrica birgok ¢alisma, Kuersetinin
farkli ajanlarla kombine olarak kanser hiicrelerine uygulandiginda, sinerjistik etkisinin

oldugunu (79) ve gesitli kanser hiicrelerinde P-glikoprotein (P-gp) ekspresyonunu
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inhibe ettigi gézlenmistir (94). Bir hiicre membran proteini olan P-gp, ilag molekiillerini
kanser hiicrelerinden disar1 pompalayarak, hiicre ic¢i ilag konsantrasyonunu
azaltmaktadir. Boylece kemoterapi etkinliginin azalmasimma neden olmaktadir. Kanser
hiicreleri, kemoterapi aracili hiicre 6liimiinden kaginmak i¢in adaptif bir yanit olarak P-
gp ekspresyonunu arttirmaktadir (95).

Tiimor biiylimesinin biyolojik mekanizmalarinin anlasilmasindaki son gelismeler,
kanser tedavisi i¢in belirli molekiiler hedeflerin tanimlanmasina olanak saglamistir.
Bunlardan bir tanesi de anti-anjiyogenik ilag¢ olarak kullanilan humanize monoklonal
antikor Bevacizumab’tir. Bevacizumab, timor anjiyogenezinde gorev alan VEGF-A’ya
baglanarak, VEGFR-2 ile etkilesimini inhibe etmektedir. Dolayisiyla anjiyogenezi
inhibe etmektedir (96). Giiniimiizde Bevacizumab hastalara yaygin olarak paklitaksel ve
karboplatin  gibi  kemoterapik 1ilaglarla  birlikte uygulanmaktadir.  Klinikte
Bevacizumab’in kemoterapik ajanlarla kombine kullanilmasi tekli uygulamalarina
kiyasla daha etkili oldugu ve hasta sag kalim oranini arttirdigi rapor edilmistir (97,98).
Fakat kemoterapik ajanlarin hastada olusturdugu yan etkiler ve saglikli hiicreleri de
etkilemesinden dolay1 alternatif tedavi yontemleri aranmaktadir (99).

Bevacizumab’in asil hedefi olan Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF),
cogu timor hiicreleri tarafindan {iretilir ve anjiyogenez silirecinde Onemli bir rol
oynayarak, yeni kan damarlarin biiyiimesini uyarmaktadir. VEGF etkinligini agirlikli
olarak, endotelyal hiicrelerde eksprese edilen VEGFR-1 (Flt-1) ve VEGFR-2 (KDR)
gibi spesifik tirozin kinaz reseptorlerine ek olarak, tirozin olmayan kinaz
reseptorlerinden Neuropilin-1 (NRP-1) ve Neuropilin-2 (NRP-2)’ye baglanarak da
gostermektedir (65). Fakat birgok c¢alismada, tiimor hiicrelerinin de bu reseptorleri
eksprese ettigi saptanmustir (63,65). Barr ve ark.’nin, g¢esitli KHDAK hiicre hatlarinda
(H460, H647, A549 ve SMES1), VEGF ligand ve VEGFR-1, VEGFR-2, NRP1 ve
NRP2 gibi reseptorlerinin mRNA ve protein diizeyinde ekspresyonunu tespit etmek
amaciyla yaptigi bir calismada, VEGF165 izoformunun mRNA ve protein seviyesinde,
caligtiklar1 tiim hiicre hatlarinda ifade edildigini tespit etmislerdir. Bu hiicrelerde
VEGFR-1 ve VEGFR-2 reseptoriiniin mRNA seviyesinde ekspresyonu diisiik olmasina
ragmen, protein seviyesinde VEGFR-2’nin daha yiiksek olduguna dair veriler de elde
edilmistir. Bu ¢alismada tiim hiicre hatlari, VEGFR-2'yi protein seviyesinde ifade
ederken, VEGFR-1 proteinini saptanamamistir. NRP1 protein ekspresyonu, H460 harig
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tim hiicre hatlarinda gozlenirken, NRP2 proteini sadece adenokarsinom A549 ve
skuamoéz SKMESI hiicrelerinde eksprese edilmistir (65). VEGFR-2 ve VEGEF’nin
akciger kanserlerinde ifade edildigine dair baska c¢alismalar da mevcuttur (63,100,101).
VEGF salinimi normal hiicrelerde de gozlense de, bu ligandin salimimi kanser
hiicrelerinde oldukga fazla oldugu saptanmustir (102).

VEGFR-2 reseptoriiniin endotelyal hiicreler disinda, birgok solid tiimorde de
eksprese edilmesi (68,103,104), VEGF-A'nin tiimor anjiyogenezi lizerindeki etkisinin,
parakrin sinyal iletimi disinda otokrin sinyal yoluyla timdr biyolojisinde ek bir rol
oynadigimi  diisiindiirmektedir (63,68,103,105). Graells ve ark.’lari, melanoma
hiicrelerinden salinan VEGFg5’in otokrin sinyal yolu ile kendi VEGF reseptoriine
baglanarak, PI3K ve MAPK yolag: ile hiicre sagkalimi1 ve biiyiimesini destekledigini
rapor etmislerdir (72).

Applanat ve Benedetto’nun yaptiklar1 bir ¢aligmada ise, meme tiimor hiicrelerinin,
yiizeyinde bulunan VEGF reseptorlerlerinin  VEGF ligandi baglanmasi ile
fosforilasyonu ve aktivasyonu ile kendi biiylime, sag kalimi ve gociinii tetikleyen
otokrin sinyallesme dongiisiinii kullandiklarini belirtmislerdir. Dolayisiyla VEGF,
meme timor hiicreleri i¢in bir otokrin sagkalim faktorii olarak gorev yaptigi
saptanmistir (106). Ayrica yapilan bazi ¢alismalarda, VEGF nétralize edici antikorlar
veya SIRNA-VEGF araciligiyla VEGF ekspresyonu azaltilarak, PI3K aktivitesine
bakilmistir. Bu calismalarda, VEGF ekspresyonundaki azalisin, PI3K aktivitesini
disiirdiigiinii  tespit etmislerdir. Ayrica PI3K aktivitesinin diisiiriilmesi, Bcl-2
ekspresyonunda azalis ve Bad proteini ekspresyonunda artisa neden olarak apoptozisi
tetikledigi bulunmustur (107-110).

Yaptigimiz literatiir taramasinda A549, H1299 ve BEAS-2B’nin de VEGF-A ve
VEGFR-2’yi mRNA ve protein diizeyinde ifade ettigini gordiik (65,111-113).

Calismamizda, deginilen bu noktalardan yola c¢ikarak, sinerjistik etki
olusturdugunu diisiindiiglimiiz Kuersetin ve Bevacizumab kombinasyonunun kiiciik
hiicreli dis1 akciger kanserlerinde proliferasyon, anjiyogenez, migrasyon ve apoptozis
tizerinde etkisini arastirmayr hedefledik. Bu ila¢ kombinasyonunun, KHDAK’de
VEGF/PI3K/AKkt sinyal yolaginin diizenlenmesindeki rolii ve PI3K aracili apoptozisin
tetiklenip tetiklenmedigi arastirilmistir. KHDAK hiicrelerinin VEGF-A ve VEGFR-2

ifade etmeleri, hiicrelerin ¢esitli biyolojik siireglerde otokrin sinyal dongiisiini
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kullandiklarini diistindiirmiistiir. Nitekim bu konuyla ilgili yapilmis bir¢ok kanser
calismasi bunu desteklemistir (8,65,66,114-117). KHDAK hiicreleri, otokrin sinyal
dongiisii araciligiyla kendi sagkalimi, anjiyogenezi, migrasyonu ve proliferasyonu
indiikleyip, apoptozu inhibe edebilmektedir (65,66,71,100,116). Bundan dolay1 biz de,
bu siiregclerde 6nemli gorevi olan PI3K sinyal yolagi iizerinde yogunlasarak, VEGF
inhibisyonunun bu yolak iizerinde olusturabilecegi etki ve belirli genlerin ekspresyon
diizeyleri incelenmistir. Literatiirde Bevacizumab ve Kuersetin kombinasyonu ile ilgili
caligmalar yer almadig1 i¢in, bu ilaglarin hem tekli hem de farkl ilaglar ile yapilmis
kombinasyon ¢aligmalari ile karsilastirilma yapilacaktir.

Caligmamizin ilk agsamasinda, uygulanan ilaglarin hiicre canlilig1 tizerine etkisini
belirlemeye calistik. Bu nedenle hiicre canliligin tespit edilmesinde yaygin olarak
kullanillan MTT ve Kristal Viyole boyama yontemlerini uyguladik. Farkl
konsantrasyonlarda tekli ila¢ uygulanan hiicreler, MTT yontemi icin 24, 48 ve 72 saat
ve Kristal Viyole i¢in ise 24 ve 48 saat inkiibe edilmistir. Tekli Kuersetin ve
Bevacizumab uygulamalarinin, hiicre canliligi dolayisiyla hiicre inhibisyon oranlari
tespit edildikten sonra, kombine ila¢ uygulamalarinin sinerjistik etki gdsterecegi uygun
dozlarin belirlenmesi amaciyla ICsy degeri tespit edildi. A549 ve H1299 hiicrelerine
uygulanan Kuersetinin 24 saat sonraki 1Csq degeri sirasiyla 80,0536 uM ve 80.3845 uM
iken Bevacizumab i¢in sirastyla 219.6916 pg/ml ve 190.7717 pg/ml olarak
belirlenmigstir. Bu degerleri kullanarak kombinasyon indeksi (CI) hesaplandi ve
sinerjistik etki olusturacaklari uygun kombine dozlari belirlenmistir (Cizelge 2). Bu
testlerden elde ettigimiz bulgulara gére Bevacizumab ve Kuersetinin tekli ve kombine
uygulamalarinin zaman ve doza bagli olarak kanser hiicrelerini inhibe ettigi
gdzlenmistir. Ozellikle de kombine olarak ilag uygulanan gruplarda inhibisyonun tekli
uygulamalara gore daha fazla oldugu ve kanser hiicrelerini daha ciddi derecede inhibe
ettigini  saptadik. Ayrica Bevacizumab ile Kuersetinin tekli uygulamalarini
kiyasladigimizda, Kuersetin’in kanser hiicre inhibisyonunda daha etkili oldugunu
saptadik. Kuersetin’in kanser hiicrelerinin inhibisyonunda Bevacizumab’a goére daha
etkili olmasmin birka¢ sebebi olabilir. Bunlardan bir tanesi de Kuersetin’in “Anti-
Warburg” etkisidir (118). Warburg Etkisi, tiimor hiicrelerinin oksijen varliginda bile
enerji hitiyaglarini glikoliz ile karsilamasi olarak tanimlanir. “Aerobik glikoliz” olarak

adlandirilan bu siirecte, tiimor hiicreleri glukoz alimi ve glikolitik yol {iizerinden
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glukozun laktoza ¢evrilmesini saglayan metabolik siireg ile enerji elde etmektedir (119).
Yapilan arastirmalar Kuersetin’in PI3K/Akt yolagint dogrudan inhibe ederek glikolizi
engelledigini gostermistir. Kuersetin glikoliz ve glukoz alimi ile iliskili 6nemli
enzimleri inhibe etmekte, ayrica kanserde mitokondriyi hedef alir ve intrinsik apoptozu
tetikleyebilmektedir. Kuersetin’in glukoz metabolizmasi ve hiicresel enerji iiretimi
tizerindeki etkisi, kanser hiicrelerinde hiicre canliliginin azalmasi, metastaz inhibisyonu
ve apoptoz indiiksiyonu tizerindeki etkisine katkida bulunmaktadir. Buna ek olarak,
laktik asit varliginda VEGF salintmininin arttig1 bilinmektedir (120). HIF-1a bagimli ya
da bagimsiz mekanizmalarla PI3K sinyal yolagmin aktivasyonu, VEGF salinimini
indiikleyebilmektedir. Kuersetinin PI3K sinyal yolagini inhibe edebilmesi, VEGF
salimmmini da engelleyebilmektedir (121). Kuersetinin Bevacizumab’tan daha etkili
olmasinin bir diger nedeni de Kuersetin oksidan ve antioksidan arasindaki dengeyi
diizenleyerek oksidatif stresi engelleme yetenegine sahip olmast olabilir. Reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) {iretimi ile bir organizmanin antioksidan savunma sistemi arasindaki
dengenin bozulmasi, oksidatif strese neden olan ROS birikimine yol agar. Oksidatif
stres, hiicrenin hayatta kalmasi, c¢ogalmasi ve gogii i¢cin sinyal yollarinin hiper
aktivasyonunun yani sira timoér mikro-ortaminin  metabolik adaptasyonlar1 ile
baglantilidir (78,79). Kuersetinin PI3K sinyal yolagimni inhibe etme 6zelligi ve anti-
Warburg etkisi gibi ¢oklu etkisi, hiicre inhibisyonunda Bevacizumab’tan daha etkili
olmasinin nedeni olabilir.

Kuersetinin, doza bagli olarak ¢esitli kanser hiicrelerinde inhibisyona neden
oldugunu gosteren ¢ok sayida ¢alisma vardir. Ornegin, Guo ve arkadaslar1 Kuersetinin
hem A549 hem de H1299 hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi ve apoptozisi
indiikledigini tespit etmislerdir (122). Chang ve ark.’lari, c¢esitli KHDAK’de
Kuersetinin sitotoksik olmayan dozlarda hiicre canliliini, invazyonu ve hiicre gociinii
inhibe ettigini saptamislardir. Bu g¢alisma, Kuersetinin KHDAK hiicrelerinde Snail-
bagimli Akt aktivasyon yolaginmi inhibe ederek EMT (epitelyal-mezenkimal geg¢is)'yi
baskiladigin1 ve hiicrelerin invazyon ile metastazini engelleyebilecegini gostermistir
(123).

Xiong ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir c¢alismada, Bevacizumab’in survivin
inhibisyonu yoluyla hepatoselliiler karsinoma (HCC) duyarliligini artirip arttirmadigini

belirlemeye c¢alismislardir. Bu calismada, Bevacizumab ile muamele edilen HUVEC

62



hiicrelerinde VEGF-PI3K/Akt-survivin sinyal reaksiyon dizisinin inhibe edildigi ve ayni
zamanda hepatoselliller kanser hiicrelerinde adriamisin duyarliliginin arttigi tespit
edilmistir. Ayrica bu caligmada yapilan hayvan deneyleri, bevacizumab ile adriamisin
kombine uygulamasinin HCC tedavisinde monoterapiden daha etkili oldugunu ve
proliferasyonu biiyiik Ol¢lide azalttigini saptamislardir (124). Farkli bir ¢alismada,
Bevacizumab uygulanan retinoblastoma hiicrelerinde, in vitro ve in vivo olarak
anjiyogenezi ve Dbiiylimesini baskiladigi  bulunmustur (125). Buna karsin
Bevacizumab’in, kanser hiicrelerinde proliferasyona etkisinin olmadigimni savunan
calismalar da mevcuttur. Mabuchi ve arkadaslart Bevacizumab’in, yumurtalik kanseri
hiicrelerinin proliferasyonu iizerinde in vitro higbir etkiye sahip degilken, in vivo
calismalarinda anjiyogenezi Onemli Ol¢liide inhibe ettigi ve yara iyilesmesini
geciktirdigini saptamiglardir (126).

Kanser hiicrelerinin 6nemli 6zelliklerinden biri olan metastaz, hiicre gocii ve
invazyonunu da igeren ¢ok asamali bir siirectir (127). Bundan dolayi, kanser
hiicrelerinin migrasyonunu engelleyen tedavilerin gelistirilmesi 6nem tasimaktadir.
Uygulanan ilaglarin KHDAK ve BEAS-2B hiicre gogiine etkisini belirlemek amaciyla
yara iyilesme (Scratch Assay) yontemini uyguladik. Yara iyilesme yonteminde
belirlenen dozlar ile muamele yapildiktan sonra belirli siirelerde hiicrelerin yara
kapatma oranlari belirlendi. Caligmamizda Kuersetin, Bevacizumab ve bunlarin
kombinasyonuyla yapilan migrasyon testinde 0., 4., 8. ve 24. saatte ¢ekilen fotograflara
gore degerlendirme yaptigimizda, hiicre gogiiniin kontrol ile kiyaslandiginda, doza ve
zamana bagli olarak hiicre go¢iinii 6nemli derecede inhibe ettigini saptadik. Ayrica tekli
kullanimina kiyasla, kombine uygulamalarinin hiicre go¢ hizin1 daha fazla inhibe ettigi
gbzlendi. Yapilan ¢aligmalarda, Kuersetinin KHDAK hiicre hatlarinda doza ve zamana
bagli olarak hiicre gogiinii anlamli derecede inhibe ettigi saptanmigtir (123,128-130).
Bevacizumab ve PD-L1 inhibitorii olan Atezolizumab kombinasyonunun arastirildigi
bir ¢alismada, birlikte uygulanan ilaglarin sisplatine direngli A2780cis yumurtalik
kanseri hiicre hattinda proliferasyon, hiicre goé¢ii ve invazyonunu kontrol ile
kiyaslandiginda sinerjistik olarak inhibe ettigi gdzlemlenmistir. Bu inhibisyonun,
Bevacizumab’in  STAT3’ti hedefleyerek EMT ve PD-L1 ekspresyonunu
baskilanmasindan kaynaklandigi one striilmistir (131). Buna karsin Hein ve

arkadaglari, akciger kanseri dahil olmak iizere cesitli kanser hiicrelerinde tekli
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Bevacizumab  etkisini  inceledikleri  ¢alismada, Bevacizumab’in  potansiyel
parakrin/otokrin sinyal iletimi araciligiyla ne degismis gé¢ ne de VEGFR-1/2 ve ligand
regililasyonu gozlediklerini rapor etmislerdir (132).

PI3K sinyal yolagi hiicrelerin sagkalimi, biiylimesi, proliferasyonu, invazyonu ve
hiicre gogii gibi 6nemli siireglerde gorev almaktadir (133,134). Bu yolak akciger kanseri
dahil cesitli kanserlerde siirekli aktiftir. Bu nedenle PI3K sinyal yolagini hedefleyen
tedavi yontemleri iizerine odaklanildi. PI3K sinyal yolaginin diizenlenmesinde 6nemli
bir protein olan AKT fosforilasyonu agresif kanser davranislari ile iliskilidir. Bu sinyal
yolu ile ilgili ¢esitli faktorler arasinda Bcel-2 ailesi, X'e bagli apoptoz proteini inhibitorii
(XIAP), fare ¢ift dakika 2 homologu (MDM-2) ve Forkhead box O3 (FOXO3a)
transkripsiyon faktori yer alir (135,136).

Apoptoziste, Bcl-2 protein ailesi, kanser sagkalimina ve ¢oklu ilag direncine
katkida bulunan ana faktordiir. Bcl-2 ailesi proteinleri, mitokondriyal membranin
gecirgenligini degistirir, bu da Sitokrom-C'nin salinmasina ve kaspaz aktivasyonunun
aracilik ettigi hiicre Oliimiine yol agar. AKT sinyal yolunun bilesenlerinin asir1
ekspresyonu, Bcl-2 ailesi proteinlerinin dengesini bozar. AKT, Bad'in (Bcl-2 ile iliskili
hiicre 6liimii agonisti) fosforilasyonunu indiikler, bu da Bcl-xL ve Bcl-2 proteinlerinin
heterodimerizasyonunun bozulmasina neden olur ve boylece apoptozu onler (136—138).
Calismamizda kullandigimiz ilaglarin kombine uygulamalarinin, kanser tedavisinde
potansiyel segenek olarak degerlendirilebilmesi icin kanser hiicrelerini apoptozis ile
Olime siirliklemesi Onemliydi. Bundan dolayr ¢alismamizda apoptozisin Onemli
belirteglerinden olan Casp3, Casp9, Bax ve Bcl-2 genlerin ekspresyonlar1 incelenmistir.
Ilaglarm hem tekli hem de kombine uygulamalari, kanser hiicrelerinde apoptozisi
tetiklemistir. Casp3, Casp9 ve Bax genlerinin mRNA diizeyinde ekspresyonunu
inceledigimizde hem tekli hem de kombine tedavilerinde kontrole kiyasla istatistiksel
anlamda Onemli bir yiikselis gozlemlendi (p<0.001). Buna ek olarak, kombine
uygulamalarinda Casp3, Casp9 ve Bax’in ekspresyonu tekli uygulamalarina gére daha
fazla eksprese oldugu goriilmiistiir. Ayrica Bcl-2 ekspresyon seviyesindeki diisiiste de
ayni durum goézlenmistir.

Zhaorigetu ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada, A549 hiicre hattinda Kuersetin
uygulamasinin Bax ve Casp3 ekspresyonunun arttirip, Bcl-2 ekspresyonunu diisiirerek

apoptozun tetiklendigini saptamislardir (139). Zheng ve arkadaslarinin Kuersetinin
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antikanser etkisini arastirdigi ¢alismada yine ayni sekilde A549 hiicrelerinde Bcl-2
ekspresyonun azaldigi, Bax geninin ekspresyonunun ise arttigi bulunmustur (140).
Flavonoidler ile ilgili yapilan genis ¢apli bir calismada, Kuersetinin hem H1299 hem de
A549 hiicrelerinde apoptozisi tetikledigini bildirmislerdir (141).

Literatiirde Bevacizumab’in kanser hiicrelerindeki proliferasyon, migrasyon ve
apoptozis gibi biyolojik siirecler lizerindeki etkisini arastirildigi ¢ok kisith ¢alismalar
mevcuttur. Zao ve arkadaslarmin yaptigi bir c¢alismada, Bevacizumab ile sitma
tedavisinde kullanilan Klorokin kombinasyonunun kolorektal kanser hiicrelerinde
apoptozisi indiikledigini bulmuslardir. Tekli Bevacizumab uygulamasinin da incelendigi
bu calismada, kolorektal kanser hiicrelerinde hem hiicre canliligin 6nemli derecede
inhibe edildigini ve kontrol ile kiyaslandiginda apoptozisi indiikledigini saptamiglardir
(142). Farkli bir ¢alismada ise Bevacizumab’in A549 hiicre hattinda apoptozisi ER
stresi ile tetiklendigini saptamiglar. Bu c¢alismada farkli konsantrasyonlarla
Bevacizumab ile muamele edilen hiicreler 24 saatlik inkiibasyondan sonra XBP-1,
CHOP ve caspase-4 ekspresyon seviyeleri incelenmistir. XBP-1 ekspresyon seviyesi
belirgin sekilde artarken, CHOP ve caspase-4’iin ekspresyonu daha az artig gostermistir
(143).

Real-time PCR yontemiyle ile elde edilen diger bulgular incelendiginde,
Bevacizumab uygulanan her hiicre hattinda VEGF-A ifadesinin kontrole kiyasla
azaldig1 goriilmiistiir. KHDAK hiicrelerinde ilaglarin kombine uygulanmasi, VEGF-A
ekspresyonunu tekli uygulamalarina nazaran daha da diistirmiistiir. Buradan kombine
tedavinin VEGF-A inhibisyonundaki roliiniin tekli ila¢g uygulamalarina gore daha etkili
oldugunu soyleyebiliriz. Kuersetinin KHDAK hiicrelerinde VEGF-A ifadesini kontrole
gore disiirse de, tekli Bevacizumab ve kombine ilag uygulamalarindaki VEGF-A
ifadesinin daha da diistiigli goriilmiistiir. Saglikli hiicre hattt BEAS-2B hiicrelerinde ise
Kuersetinin VEGF-A ekspresyonunu arttirdigini saptadik. Bazi ¢alismalarda VEGF nin
normal hiicreleri apoptoza karsi korudugu bildirilmistir (102,144,145). Kuersetin
uygulanan BEAS-2B hiicrelerinin mRNA diizeyindeki ekspresyonunu inceledigimizde
apoptozis varligimi gosteren Casp3 ve Casp9 ekspresyonu yiiksek iken Bcl-2
ekspresyonu diistiigii gozlemlenmistir. BEAS-2B hiicreleri de apoptozise kars1 koruma
saglamak amaciyla VEGF-A ekspresyonunun buna cevap olarak salinimin arttirmis

olabilir.
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VEGFR-2 geninin ekspresyon seviyeleri, kombine ila¢ uygulanan hiicre
hatlarinda kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir diisiisiin oldugunu belirledik.
Literatiir taramalar1 yapildiginda genelde VEGF-A diisiisii ile VEGFR-2 ile korelasyon
icerisinde oldugunu fark ettik. Fakat calismamizda Bevacizumab uygulanan A549 ve
BEAS-2B hiicrelerinde VEGFR-2 geninin ekspresyon seviyesinde kontrol ile
kiyaslandiginda bir artisin oldugu goriilmektedir. Yapilan bir¢cok ¢alismada VEGF-A
inhibisyonunun VEGFR-2 ekspresyonunu da diisiirdiigii bildirilmistir. Calismamizda
elde ettigimiz bu bulgunun olasi sebebini arastirirken Mahfouz ve ark.’larinin 2017
yilinda gastrointestinal kanser ile ilgili yaptig1 bir ¢alismaya rastladik. Bu calismada
Bevacizumab ile VEGF inhibisyonunun hTERT araciligiyla, VEGFR1 ve VEGFR2
ekspresyonunda bir artig1 tetikledigini gozlemlemislerdir. Bu nedenle VEGF ve
hTERT'nin hem gastrointestinal kanser hiicrelerinde hem de endotelyal hiicrelerde
kombine inhibisyonunun daha iyi bir anti-anjiyogenik terapdtik sonuca yol
acabilecegini savunmuslardir (146). Biz de Kuersetinin olasi hTERT inhibisyonu
tizerindeki etkisini arastirdigimizda, Kuersetinin ¢esitli kanserlerde hTERT
ekspresyonunu inhibe edip, telomeraz aktivitesini diislirdiigiinii destekleyen calismalar
tespit ettik (80,147,148). Nitekim ¢alismamizda Bevacizumab ve Kuersetinin kombine
uygulandigt A549 hiicrelerinde VEGFR-2 ekspresyon seviyesinde ciddi bir diisiis
yasanirken, bu diisiisiin BEAS-2B hiicrelerinde daha az oldugu gézlemlendi.

PI3K sinyal yolaginin énemli diizenleyicileri olan PIK3CA ve AKT ekspresyon
bulgularina bakildiginda, KHDAK hiicrelerinde VEGF inhibisyonunun, PIK3CA ve
AKT genlerindeki ekspresyon seviyelerindeki diislis ile korelasyon igerisinde oldugu
gorilmektedir. Bu c¢alisma aymi zamanda KHDAK hiicrelerinde VEGF-A
inhibisyonunun PI3K/Akt sinyal yolagini inhibe ederek apoptozu tetikledigini
diistindiirmektedir.

Casp3, VEGFA ve VEGFR2 genlerinin protein diizeyindeki ekspresyon seviyeleri
incelendiginde, Casp3 ve VEGFA ekspresyon seviyelerinin mRNA bulgulari ile uyumlu
oldugunu sdyleyebiliriz. Fakat VEGFR2 geninin protein diizeyindeki ifadeleri mRNA
seviyeleri uyumlu olmamakla birlikte, H1299 hiicreleri disinda bu seviyelerin kontrol
ile kiyaslandiginda pek degismedigi goriilmiistiir. Bu gozlem icin olast bir agiklama,
VEGFR-2 proteininin bu hiicrelerde dogal olarak stabil bir protein olmasi ve hiicre

icinde kapsamli bozulma veya geri doniislime ugramamasidir. Bu nedenle, VEGFR-2
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mRNA seviyelerinin, kararli durum seviyelerinde nispeten diigiik olmasi1 dogal olarak
beklenmektedir.

Son olarak ¢alismamizda uygulanan ilaglarin hem tekli hem de kombine
uygulamalarinin BEAS-2B hiicrelerinde etkisini inceledigimizde, bu ilaglarin sitotoksik
etkisinin KHDAK hiicrelerine gore daha az oldugunu gozlemledik. Bazi ¢alismalarda
Kuersetinin normal hiicrelere doza bagli olarak zarar olusturmadigr ileri siiriilmiistir
(80,93). Buna karsin Kuersetinin saglikli hiicreler tizerinde minimal seviyede de olsa
sitotoksik etkisinin oldugu bildirilmistir (149,150). VEGF saliniminin normal
kosullarda saglikli hiicrelerde daha az salinmasi nedeniyle, Bevacizumab’in BEAS-2B

hiicrelerinde sitotoksik etkisinin de az olmasi beklenmektedir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Klinikte anti-anjiyogenik ila¢ olarak kullanilan monoklonal antikor Bevacizumab
ve en yaygin flavonoidlerden olan Kuersetin kombinasyonunun KHDAK hiicre hatlari
H1299 ve A549 hiicreleri tizerinde etkilerinin arastirildigl calismamizda elde ettigimiz

sonuclar asagida maddeler halinde 6zetlenmistir.

1. Kuersetin ve Bevacizumab’in kombine uygulamalari, tekli uygulamalarina gére
KHDAK hiicrelerinin inhibisyonunda daha etkili olabilir.

2. Kuersetin ve Bevacizumab’in tekli ve kombine uygulamalar1 saglikli hiicreleri
KHDAK hiicrelere kiyasla daha az inhibe edebilir.

3. Kuersetin ve Bevacizumab’in kombine uygulamalar1 tekli uygulamalarina gore
KHDAK hiicrelerinin migrasyonunu daha fazla baskilayabilir.

4. Kuersetin ve Bevacizumab kombinasyonu KHDAK hiicrelerinde VEGF-A’y1
baskilayabilir.

5. Kuersetin ve Bevacizumab kombinasyonu KHDAK hiicrelerindeki VEGF-A
inhibisyonu, PI3K/Akt sinyal yolaginin inhibisyonuna neden olabilir.

6. Kuersetin ve Bevacizumab kombinasyonu, KHDAK hiicrelerinde VEGF-A
aracili PI3K sinyal yolagi inhibisyonu apoptozisi indiikleyebilir.

7. VEGF-A’nin Bevacizumab ile inhibisyonu, A549 ve BEAS-2B hiicrelerinde
VEGFR-2 ekspresyonunu arttirmistir. Kuersetin ve Bevacizumab’in kombine

uygulamalari, bu hiicre hatlarindaki VEGFR-2 ekspresyonunu diigiirebilir.

Calismamizdan elde ettigimiz veriler ile Bevacizumab ve Kuersetinin KHDAK
tedavisinde sinerjistik etkisinin olabilecegini saptadik. Bu sayede ilacin etkinligi arttirilarak
ve daha diisiik dozlar kullanildigindan toksisite ve olasi yan etkileri de minimize edilebilir.
Daha Oncesinde literatiirde yer almayan bu kombine c¢alismasinin daha iyi anlasilabilmesi
icin arastirmalarin arttirilmasi ve klinige uyarlanabilmesi icin ksenograft hayvan modelleri

ile desteklenmesi gerektigini diisiinmekteyiz.
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