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Kansere Yeni Yaklasim: Akciger Kanserinde in Vitro

Antianjiyogenik Tedavi

OZET

Amac: Anjiyogenez, endotelyal hiicreler, malign durumlardaki timdr hiicrelerinin yani
sira kemik iligi kaynakli hiicreler ve stromal hiicreleri iceren tiimér mikrogevresindeki
hiicreleri kapsayan cok faktorlii ve ¢ok hiicreli bir kompleks (pato-)fizyolojik olaydir. Bu
olayin ana faktorii, vaskiiler endotelyal biiylime faktoridiir (VEGFA). Son yillarda timor
hiicrelerinde potansiyel damarlanma sinyalini bloke etmek i¢in VEGFA reseptoriine karst
Bevacizumab (anti-VEGF) ajani kullanilmaktadir ve akciger kanseri (NSCLC), kolorektal
kanser, meme kanseri ve renal hiicreli karsinomada in vitro deneylerle farkli etkinlikleri
belirlenmistir. Bu ¢alismadaki temel hedef, Bevacizumab uygulanmig akciger kanser
hiicrelerinde damarlanma etkinligi ve mekanizmasinin normal hiicrelerle karsilastirilarak
belirlenmesidir.

Gerec ve Yontem: Ana uyarict VEGF ve anjiyogenez blokajini saglayan Bevacizumab
uygulamalari ile hiicre fonksiyonlar1 incelendi. Normal epithelial HUVEC hatti ile akciger
kanser A549 hiicre hatt1 kullanildi ve ATCC protokolune gore kiiltiire edildi. Farkli
dozlarda ajanlar uygulandiktan sonra, hiicre canliligi, Sytox cogalma indeksi ve
anjiyogenezden sorumlu basamak Notch etkinligi arastirildi.

Bulgular: VEGF ile muamele edilen hiicrelerde 24 saat inkubasyon ile hiicre canliliginda
belirgin artig saptandi. Iki hiicre hattinda canlilik diizeyleri karsilastirildiginda VEGF
etkisinin anlamli derecede farkli oldugu goriildii. Bevacizumab uygulamasinda ise, A549
hiicrelerinin ¢ogalma indeksi anlamli derece azaldi ve Notch mekanizmasi ile iligkili
ADAMI0 protein diizeyinin, HUVEC hiicresine gore anlamli artis gosterdigi tespit edildi.
Sonug: Elde edilen bulgulara gore anjiyogenez molekiiler mekanizmasinin agiklanmasi
adina daha detayli ¢aligsmalara ihtiyag oldugu goriilmektedir. Geleneksel kanser tedavi
yontemleri yani sira etkisi bilinen antianjiyogenik ajanlarla kombine tedavilerin
arttirilmasi basar1 sansini arttiracaktir.

Anahtar Kelimeler: Anti-Anjiyogenez, Akciger Kanseri, A549, Anti-VEGF

New Approach to Cancer: Anti-Angiogenic Treatment in

Vitro Lung Cancer

ABSTRACT

Objective: Angiogenesis is physiological event which involve endothelial cells and in
malignant conditions involve bone-marrow derived cells, stromal cells related to tumor
microenvironment is a multifactorial event. The main factor in this action is vascular
endothelial growth factor (VEGFA). In recent years, bevacizumab (anti-VEGF) agent has
been used against VEGFA receptor to block potential vascular signal in tumor cells and
different activities were determined by in vitro experiments in lung cancer (NSCLC),
colorectal cancer, breast cancer and renal cell carcinoma. The main objective of this study
was to determine the vascularity and mechanism of vascular cancer in Bevacizumab-
treated lung cancer cells compared to normal cells.

Methods: Study of cell functions with main stimulant VEGF and Bevacizumab
applications which provide angiogenesis blockade. Normal epithelial HUVEC line and
lung cancer A549 cell line were used and cultured according to ATCC protocol. After
application of different doses of agents, cell viability, Sytox proliferation index and Notch
pathway activity responsible for angiogenesis were investigated.

Results: Cells treated with VEGF showed a significant increase in cell viability with
incubation for 24 hours. VEGF effect was significantly different in two cell lines
compared to viability. In the application of Bevacizumab, the proliferation index of A549
cells decreased significantly and the ADAM10 protein level associated with the Notch
mechanism was found to increase significantly compared to HUVEC cell.

Conclusion: According to the findings, it is seen that it needs more detailed studies to
explain the molecular mechanism of angiogenesis. In addition to conventional cancer
treatment methods, enhancing combined therapies with known antiangiogenic agents will
increase the chances of success.

Keywords: Anti-Angiogenesis, Lung Cancer, A549, Anti-VEGF
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GIiRiS

Anjiyogenez, dnceden var olan damarlardan
yeni kan damarlarinin olusumu, g¢esitli timor
tiplerinde  randomize ¢alismalarla, vaskiiler
endotelyal biiylime faktorii (VEGF) inhibitorlerini
uyararak  yeni damarlanma  mekanizmasinin
sekillenmesidir (1). Yeni kan damarlarinin gelisimi
sadece tiimor dokusunu besinlerle beslemek i¢in
degil, ayn1 zamanda kanser hiicrelerinin metastaz
yapmast i¢in bir aragtir. Bununla birlikte, timor ve
vaskiilarizasyon arasindaki etkilesimin karmagikligi
tam olarak c¢ozillememigtir. Normal fizyolojik
kosullar  altinda, pro- ve anti-anjiyogenik
mediatorler arasinda denge vardir ve bu denge,
fizyolojik veya patolojik siireclerin ilerlemesinde
onemli rol oynar (2,3). Angiogenez, kanser
hiicrelerinin belirli uyaranlara maruz kalmasiyla
aktive edilir, en baglica etken tiimériin kalinligr 2
mm'den fazla biiyiidiigii ve ¢ekirdek hiicrelerin kan
kaynagindan uzaklastigi hipoksi ortamudir (4).

Anjiyogenez  hedeflenmesi, yeni kan
damarlarinin gelismesini onlemek igin etkili bir
yaklagim olabilir ve timorle iligkili damar
sisteminin normallestirilmesi i¢in gerekli bir
yontemdir. Bdylece, tiimorlerin progresyonu ve
metastazi Onlenebilir ve kanser tedavisi igin
tamamlayici bir terapdtik paradigma olarak hizmet
edebilir (5,6).

1971 yilinda Judah Folkman’in ilk olarak
antianjiyojenik ilaglar olarak bahsettigi konsept, 30
yil boyunca, anjiyogenez hakkinda yaklagik 10.000
aragtirma makalesi yayinlanarak devam etti ve bir
antianjiyojenik ilag (Bevacizumab) ile
kemoterapinin kombinasyonu simdi Amerika
Birlesik Devletleri’'nde bircok kanser tiirlinde
birinci basamak tedavi olarak onaylandi (7).

Anjiyojenik  tedavi  kavramu,  tiimor
biyolojisindeki c¢esitli 6ngoriilere dayanmaktadir.
Ilk olarak, tiimdr biiyiimesi icin anjiyogenez
kesinlikle gereklidir. Bu nedenle, anjiyogenezin
(antianjiyogenik  tedavi) inhibisyonu, timor
biiyiimesini onleyebilir. Tkincisi, yiiksek proliferatif
aktiviteye bagl olarak, tiimor kaynakli endotelyal
hiicreler secici olarak hedeflenebilir. Uciincii
olarak, diisik mutasyon oranina bagli olarak,
endotelyal hiicrelerin adaptif mutasyon yoluyla ilag
direncini kazanmasi miimkiin degildir. Diger bir
deyisle, endotel hiicreleri direnglidir (8,9).

Akciger kanseri, malignite tanist konan
hastalar arasinda diinya ¢apinda 6nde gelen Sliim
nedenidir. Son yillarda ¢ok sayida klinik ¢aligmada
aragtirtlan yeni kemoterapi rejimlerine ve yeni
sitotoksik kombinasyonlara ragmen, akciger kanseri
olan hastalarin prognozunda belirgin bir iyilesme
saglanamamustir (10). Amerikan Kanser
Dernegi'nden alman istatistikler, 2018'de ABD'de
yaklasik 244.000 yeni akciger kanseri vakasinin
yasanacagini ve 154.000'den fazla 6liimiin hastaliga
bagli oldugunu tahmin etmistir.

Akciger  kanser  hiicreleri  genellikle
geleneksel kemoterapi ve radyoterapiye direnglidir.

Bu tedaviden sonra niiksetmeye yol acabilir.
Hedgehog, Wnt ve Notch gibi sinyal yollar
genellikle hiicrelerin kendini yenilemesinde rol
oynamaktadir. Bdylece, bu yollar1 hedefleyen
tedaviler niiksii onlemeye yardimci olabilir (11).
Akciger kanserleri akcigerlerin herhangi bir yerinde
ortaya ¢ikabilir, ancak akciger kanserlerinin %90-
95'inin epitel hiicrelerinden, daha biiyilk ve daha
kiiciik hava yollarin1 (bronslar ve bronsiyoller)
kaplayan hiicrelerden kaynaklandig1
diistiniilmektedir; Bu nedenle akciger kanserleri
bazen bronkojenik kanserler olarak adlandirilir.
Kanserler ayrica pleuradan veya nadiren akcigerler
icindeki destekleyici dokulardan, Ornegin kan
damarlarindan kaynaklanabilir (12).

Onaylanan ve gilinimiizde kullanilan tiim
antianjiyogenik ilaglar, VEGF ligand baglanmasini,
hiicre i¢ci VEGFR2 aktivasyonunun baglanmasi
tizerine etkindir. VEGF, kemik iliginden endotelyal
hiicre prekiirsorlerinin bdliinmesini, migrasyonunu,
sagkalimini, vaskiiler geeirgenligini ve
kemotaksisini destekleyen birka¢ endotelyal hiicre
sinyal yolunu uyarir (13). VEGF'ye ek olarak,
timor anjiyogenezine katkida bulunan diger 6nemli
yollar da, anjiyopoietin (ANGPT) familyasinin
endotelyal hiicre membrani reseptdr tirozin kinaza
baglanmasidir. ANGPT1, ANGPT2 veya her ikisini
birden hedefleyen birkag ilag ge¢ evre klinik
calismalarda kullanilmaktadir. VEGF ve
anjiyopoietin  yollarmin es zamanli  olarak
hedeflenmesi ilgi ¢ekicidir ¢iinkii bu strateji
toksisiteyi artirmadan etkinligi artirabilir. Timor
anjiyogenezine aracilik eden {igiincii bir yol veya
sistem Notch-Notch-ligand sistemidir. Notch yolak
inhibitorleri erken faz klinik ¢alismalarda kullanilir
(14,15).

Calismamizin ~ temel  amaci,  akciger
kanserinde rutin uygulanan tedavi (cerrahi-
kemoterapi- radyoterapi) yontemleri diginda
etkinligi daha arttirmak i¢in tiimor damarlanmasini
yok etmek ve anti-anjiyogenik tedavinin hiicre
metastazinda  hangi  yolagi inhibe ettigini
gostermektir

MATERYAL VE METOD

Anti-anjiyogenik ajanin etkinligini hiicreler
lizerinde test etmek i¢in, normal endotel hiicre hatti
ve akciger karsinoma hatti kullanildi. HUVEC
(endotel) hiicreleri % 10 FBS, % 1 NEAA (Sigma-
Aldrich) ile MEM besiyerinde (Sigma-Aldrich,
Almanya); A549 akciger hiicreleri %10 FBS, %1
Pen/Strep ile DMEMFI12 ortaminda kiiltiirlendi.
Tum hiicreler 37 °C sicaklik, 5% CO2 ile inkube
edildi. T75 flaskta yaklasik % 70-80 oraninda
bulunan A549 hiicrelerinin sayis1 1.77x106 / ml
olarak hesaplandi (16).

VEGF and anti-VEGF uygulamalarinda
hiicresel ~ aktiviteyi degerlendirmek igin her
kuyucuga esit hacimde 5x104 hiicre /100 ml'lik
96’lik plakalara ekildi. VEGF konsantrasyonu 1; 5;
10; 20 pg/ml; anti-VEGF konsantrasyonu 5; 10; 20;
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40 pg/ml ayrica kombine terapi Tablo 1 'de
gosterildigi gibi uyguland.

Anjiyogenik proliferasyon yetenegine dayali
sytox aktivitesi flow sitometri kullanilarak
belirlendi. Yapilan kantitatif analizle korele olarak
anti-VEGF ve VEGF uygulanmig hiicre gruplarinda
¢ogalma indexleri morfolojik olarak goriintiilendi.
Belirlenen optimal dozlarla uygulama yapilan
VEGF ve anti-VEGF ajanlarimin bilinen etkisi
akciger karsinoma hiicrelerinde = mekanizma
yoniiyle  aragtirilldi.  Antianjiyogenik  tedavi
etkinligini akciger kanserinde arttirmak igin anti-
VEGF uygulanmis hiicre gruplarinda Notch sinyal
yolak  belirteci  immunokimyasal  yontemle
degerlendirildi.

Tablo 1. Etken madde uygulama dozlar1 ve gruplari

BULGULAR

Tim deneylerde pozitif kontrol olarak
kullanilan O, 1, 5, 10, 20 pg/ml VEGF ile 24 saat
inkiibe edilen 2 hiicre hattinin canlilik degisimi
belirlendi. Téim zaman periyotlar i¢in kontrol (0)
%100 olarak alindi ve diger oOrneklerin canlilik
degerleri ortalama  absorbans degerlerinden
hesaplandi. Hiicre lizatlarindaki canlilik oranlari
artan VEGF konsantrasyonlar1 ile orantili belirgin
bir sekilde artti. Normal ve kanser hiicre hatlari
karsilagtirmasinda ise, log dozlarda uygulanan
VEGF etkisinin anlamli derecede farkli oldugu
belirlendi. (Tablo 1) (Sekil 1).

HUVEC hiicre / A549 hiicre (24h)

VEGF pg/ml Kontrol (0) 5 10 20
Anti-VEGF (Beva) pg/ml Kontrol (0) 10 20 40
Hiicre canhilik testi
9
8 A549
3:85 38
7 —+—HUVEC
6
B
€5
S
()
:g 4 /—3389/‘ 3,854
I ’
3
1,49
2 0,912 /
14 0,853 1,092
0
kontrol 1 pg/ml 5 ug/ml 10 pg/ml 20 pg/ml
VEGF uygulama konsantrasyonu

Sekil 1. VEGF ile inkube edilen hiicrelerde canlilik oranlari (24 saat)

Bununla birlikte, anti-VEGF etkisi, Sekil
2'de gosterildigi gibi 24 saatlik inkiibasyon ile artan
doza bagli (0; 5; 10; 20; 40 pg/ml) kullanilarak
kontrol ile karsilastirildiginda hiicre canliligim

onemli Olgiide azaltti. Cogalma indeksleri
degerlendirilen hiicrelerde, hiicre 6liimiiniin akciger
kanser hattinda belirgin diizeyde normal epitel
hiicrelere kiyasla daha fazla oldugu goriildii.
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Sytox-%Neg
30.000
HUVEC* A549*

i 25.000
(]
5
«» 20.000 -
=
()
2
- 15.000 -
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&
8 10.000 -
(%]
g
S 5.000 -
" I l

O -

KontroISug/mI 10 KontroISug/mI 10
ug/ml ug/ml ug/ml ug/ml ug/ml ug/ml
Bevacizumab uygulama dozlari

Sekil 2. Anti-VEGF uygulamasinda hiicre ¢ogalma indeksi (24 saat)

HUVEC Kontrol HUVEC +AntiVEGF

A54S Kontrol A549 +AntIVEGF

Sekil 3. Anti-VEGF uygulamasinda hucre morfolojik ve proliferatif degigim (24 saat)
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+Anti VEG

Kontrol

Uygulama gruplan (Akciger kanser A549

NOTCH sinyal mek.

ADAM10 protein level

Sekil 4. Anti-VEGF uygulanan hiicre gruplarinda anjiyogenik aktivitenin molekiiler diizeyi

Bevacizumab (antiVEGF) ile uyarilan
akciger kanser hiicrelerinde antianjiyogenez
mekanizmasinin belirlenmesi amaciyla ADAMI10
protein  diizeyleri  degerlendirildi.  Uygulama
yapitlmamis kontrol grubuna gore anti-VEGF
grubunda 3 kat artan ADAM10 proteini, Notch
sinyal mekanizmasinin belirleyicisidir. Buna gore,
antianjiyogenik ajanla muamele edilen akciger
kanser hiicrelerinde Notch yolaginin aktivasyonu
ile damarlanmanin azaldigi anlagilmaktadir.

TARTISMA

Calismalarin sonuglari, oksijen ve besinlerin
saglanmasimna ek olarak, yeni damar sisteminin,
komsu tiimor hiicrelerinin biiylimesini dogrudan
uyarabilen ve potansiyel olarak yeni tedavi
hedeflerini  belirleyen  biiyiime  faktorlerini
salgilayabildigini gostermistir (17).

Antianjiyogenik terapinin sinirlar1 nedir? Ya
tedavinin disiik etkinligi ya da tedaviye bagl timor
progresyonu kazanmasidir. Antianjiyogenik
tedavinin metastaz ve progresyonu artirdigina dair
bir belirti yoktur. Bunun yaninda, antianjiyojenik
tedavi ‘‘timor damarlanmasini baskilayarak timor
hiicresini apoptoza yoOnlendirme’’ kuramlar1 ile
sinirlidir. Tedavinin etkinligini arttirmak igin ¢esitli
stratejiler vardir. Giigcli VEGF blokaji, yerlesik
timorler ve metastazlarin gerilemesine neden
olabilir.

Ancak bu paradoksaldir. Damarlanmanin
yok edilmesinin, kat1 timdre oksijen ve
terapotiklerin verilmesini ciddi bigimde tehlikeye
sokacagr ve bircok kemoterapdtik yani sira
radyasyonun daha az etkili olmasini saglayacak
olan hipoksiyi doguracagi beklenebilir (18).

Kanser tedavisinin basarisinin  dniindeki
engellerden biri, ilaglarin kanser hiicrelerine
verimsiz taginmasi ile ilgilidir. Endotelyal hiicreler
(EC) arasindaki uygun ara baglarin olmamasi

nedeniyle, tiimor kan damarlar1 fenestre edilir ve
bu, kemoterapinin timér dokusuna tasinmasi ve
hatta dagitilmasi i¢in biiyiik bir engel teskil eder.
Timor damarlarinin bir bagka &zelligi de, damar
duvarinin ince olmasini saglayan, ayni timor
icindeki ve farkli tiimorler arasindaki gegirgenligi
degistiren perisitlerin olmamasidir. Kemoterapotik
ilaglarin uygulanmasina dayanan bircok kanser
tiirtine karsi tedavi, timor biiylimesini inhibe etmek
i¢in timor kan damart artigini azaltmayr amaglayan
anti anjiyojenik aktiviteye sahip molekiillerin
kullanimiyla desteklenir (19,20).

Antianjiyojenik ilaglarin basarisina ragmen,
bazi sorular antikanser tedavisini iyilestirmek igin
daha fazla arastirmay1 gerektirmektedir. Ilk olarak,
bazi kanser tiirleri direnglidir; duyarli hastalarda
bile, antianjiyojenik ilaglar sadece aylar boyunca
yasam sliresini uzatirlar. Genel olarak klinik
etkinlik, klinik Oncesi yapilan arastirmalarda elde
edilen kanser modellerinden daha diisiiktiir.
Tiim6riin antianjiyogenik tedaviye karst direnci,
timorlerin  ¢oklu proanjiyojenik iiretmelerinden
kaynaklanir. Vaskularizasyona devam edebilmek
icin PIGF, FGF'ler, interlokin-8 ve digerleri dahil
olmak iizere VEGF'ye ek olarak molekiiller
iiretirler. Tiimor endotel hiicreleri, VEGF blokajina
kars1 direngli biiyiimiis olgun damarlar gelistirirken;
diger damarlanma yolu olan Notch sinyal
mekanizmasinin inhibisyonu ile deney modelinde
antianjiyojenik ilaglara karsi duyarlilign geri
yiikledigi goriilmiistiir. Antianjiyogenik tedavide
timor direncinin kirilmasi kombine tedavi ile farkli
sinyal yolaklarint ayn1 anda bloke etme yontemiyle
agilabilir (21,22).

Calismada elde ettigimiz bulgulara gore,
akciger kanserinde antianjiyogenik tedavinin timor
proliferasyonunu azalttig1 ve anjiyogenezde 6nemli
bir yolak olan Notch mekanizmasini aktive ettigi
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goriilmektedir. Daha  onceki  aragtirmalarda
aciklanan antianjiyogenik terapiler, calismamizdaki
sonuglarla korelasyon gostermektedir. Geleneksel
tedavilerle birlikte kullanildiginda etkinligin daha
yiiksek ve hizli oldugu belirtilmelidir.
Antianjiyogenik ajanlarin aslinda kanserle
miicadele konusunda nasil ¢alistigimi agiklayan tek
bir mekanizma yoktur. VEGF-hedefli terapiye kars1
direngle ilgili olarak, bu dayanikliligin vurgulandig:
iki mekanizma tanimlanabilir: (i) tiimorler tedavi
baslangicindan  (ic  direng) tamamen cevap
vermezler veya (ii) baslangigta yamit verirler ve

SONUC
Bir¢ok klinik calismanin bulgular1 ve vaka
caligsmalari, Bevacizumab (anti-VEGF)

kullanimiyla ve/veya hastalik ilerleyisine kadar
uzun bir siire ile yanit oranlarinda bir artis oldugunu
saptamaktadir. Bununla birlikte, genel sagkalim
tizerindeki  etkinin daha net tanimlanmasi
gerekmektedir. Rutinde kullanilan tek yolakla
anjiyogenezi  engelleyen  preparatlar  yerine,
damarlanma  mekanizmasinin  kesfedilmesiyle
birkag  yolak  inhibisyonu ile = kombine
antianjiyogenik ajanlar dizayn edilmelidir.

hala tedaviyi aliyorken biiyiimeye devam ederler
(23, 24).
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