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OZET

4T1 VE 4THMpc FARE MEME KANSER HUCRE HATLARINDA
ANTIANJIOGENIK ANTITUMORAL ILAC OLAN
ENDOSTATIN’IN
TEK BASINA VE RADYOTERAPI ILE KOMBINE OLARAK ANJIOGENIK
FAKTORLERDEN P MADDESI iLE P MADDESINI PARCALAYAN
NEPRILIiZIN VE ADAM-10 ENZIMLERI UZERINE ETKIiLERININ
ARASTIRILMASI

Esra ARSLAN AYDEMIR

Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dal
Damsman: Prof. Dr. Kayahan FISKIN
Haziran 2010, 157 Sayfa

Var olan damarlardan yeni kan damarlarinin olusumu olarak adlandirilan anjiogenez,
giiniimiizde antikanser arastirmalarinin temel tasi1 olarak kabul edilmektedir. Potansiyel
bir antianjiogenik ajan olan endostatin, diger kanser tedavileri ile birlikte kombine
edilerek kullanilmaktadir. Bu ¢alismada 24, 48, 72 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda
endostatinin, tek basina ve radyoterapi ile birlikte, 4T1 ve 4THMpc fare meme kanser
hiicreleri tizerinde sergiledigi sitotoksik etkiler arastirilmigtir. Bunun yani sira,
endostatinin ve/veya radyoterapinin belirlenen sitotoksik dozlarda ADAM-10,

Neprilizin enzim aktivitleri ile P maddesi miktarlar1 tizerindeki etkileri de incelenmistir.

Yapilan dort farkli sitotoksisite testinin sonuglaria gore, 4 pg/ml endostatin dozu ve
45 Gy Co® 1ginlamasi 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda hiicreler iizerinde sitotoksik
etki gostermistir. Belirlenen dozlarda endostatin ve radyoterapinin birlikte, kaspaz-3’i
aktive ettigi, 4T1 ve 4THMpc hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi, ADAM 10 ve
Neprilizin enzim aktivitelerindeki artisa bagl olarak, P maddesi seviyelerinin kontrol

gruplarina oranla diismesine yol a¢tig1 in vitro bir ¢alismada ilk kez gosterilmistir.

Sonug olarak, endostatin ve radyoterapi kombinasyonu 4T1 ve 4THMpc fare meme

kanser hiicre hatlarinda tedavilerin tek basimna denendiginde yarattigindan daha fazla



sitotoksik etkiler yaratmistir. Elde etti§imiz veriler, tumor hiicrelerinde her iki

tedavinin de etkinligini artirmay1 hedef alan yeni kombinasyon stratejileri i¢in zemin

olusturabilir.

ANAHTAR KELIMELER: 4T], 4THMpc, ADAM-10, Endostatin, Neprilizin
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ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF
ENDOSTATIN
AN ANTIANGIOGENIC AND ANTITUMORAL DRUG, ALONE AND IN
COMBINATION WITH RADIOTHERAPY ON SUBSTANCE P LEVEL AS
WELL AS SUBSTANCE P DEGRADING ENZYMES; ADAM 10 AND
NEPRILYSIN IN 4T1 AND 4THMpc MOUSE BREAST CANCER CELL LINES

Esra ARSLAN AYDEMIR

PhD Thesis in Biology
Supervisor: Prof. Dr. Kayahan FISKIN
June 2010, 157 Pages

Nowadays, formation of new blood vessels from the pre-existing vasculature, named
as angiogenesis, is adopted as the cornerstone of anticancer researches. Endostatin, as a
potential antiangiogenic agent, is being implemented in combination with other cancer
treatments. Here in, we combined endostatin with irradiation and examined the possible
interplay between these two treatment modalities on mouse breast tumor cells and their

more metastatic phenotypes.

According to four different cytotoxicity test results, at the end of the 72 hour, 4 pg/ml
endostatin and 45 Gy Co® irradiation alone showed significant cytotoxic effects on 4T1
and 4THMpc mouse breast cancer cell line. We demonstrate for the first time that at
specified doses, endostatin and irradiation together activates caspase-3, inhibits in vitro
proliferation of 4T1 and 4THMpc breast cancer cells directly, potentiates the activity of
ADAM 10 and Neprilysin enzymes. Moreover, as the result of changes in ADAM 10
and Neprilysin activity, measured SP levels were decreased when compared to the

relative controls.
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We suggest that endostatin and radiation together, lead hydrolysis of SP to its
bioactive fragments and thus induce apoptosis. These data may provide the basis for
strategies, in which it is possible to use endostatin and irradiation together to enhance

the apoptosis of tumor cells for improving the efficiancy of each independent therapy..

KEY WORDS: 4T1, 4THMpc, ADAM-10, Endostatin, Neprilysin
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Prof.Dr. Zafer EREN
Prof.Dr. Atila YANIKOGLU
Prof.Dr. Biilent KAYA
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ONSOZ
Kompleks yasam evrimlestiginden bu yana tiim canlilar gibi insanlarda kanserden
etkilenmistir. Insanlarda kanserin en eski tanimlanmasi, milattan 6nce 3000-1500
yillarinda bir misir papiriis kagidinda yazmakta ve meme kanserini anlatmaktadir. Tip
tarihinin 6nde gelen ismi Hipokrat, milattan 6nce 400 yilinda iyi ve kotii huylu tiimorler
icin ilk tanimlamay1 yapmistir. O yillardan giiniimiize kadar varligin1 devam ettiren bu

amansiz hastalik ile miicadele saglik alaninda yapilan ¢alismalarin basini1 ¢ekmektedir.

Hiicre biyolojisinde saglanan gelismelere paralel olarak, kanserin molekiiler temeli de
aydinlatilmaya baglanmistir. Kanser, normal hiicrelerin mutasyona ugramasi, bu
mutantlarin hiicrede var olan tamir mekanizmalarindan kacarak bagimsiz sekilde
cogalmalar1 sonucu ortaya g¢ikmaktadir. Molekiiler biyolojide kullanilan teknikler
gelistikce kanser hiicresini normal hiicreden ayiran Ozellikler de birer birer
aydinlatilmaya baslanmistir. Hiicreye ait higbir sinyale bagl kalmadan basina-buyruk
hareket edebildigi, kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalabildigi, hasarli hiicreleri taniy1p 6ldiiren
mekanizmalar1 alt ederek canli kalmayr basardigi, kendisi icin gerekli tiim besin ve
oksijeni karsilayabilecek yeni damarlarin olugmasini sagladigi, saldirgan kimligini
gizlemeden ¢evre dokulara atak yaptig1 ve seyahat i¢in de kan ve lenf sistemini kendine

tahsis ettigi icin kanser, yiizyilin amansiz hastalig1 olarak tanimlanmaktadir.

Kanser hiicresi ge¢irdigi mutasyonlar sonrasinda ¢ok farkli 6zellikler kazanmis olsa
da, tiim canlilar gibi besin ve oksijen olmadan canli kalamaz. Bagska bir deyisle, kanser
hiicresinin ¢ogalmasi ve baska dokulara tasinmasi i¢in, normalden daha fazla kan
damarma ihtiyact vardir. Var olan damarlardan yeni damarlarin olusmasini yani
anjiogenezi, tetikleyerek bu sorunu da ortadan kaldirmayr basarir. Bilim adamlarinin
anjiogenez ve kanser arasindaki iligkiyi ortaya ¢ikarmalarinin hemen ardindan, kanser
hiicrelerinde anjiogenezi tetikleyen mekanizmalar1 baskilamak ve bu sayede alternatif
tedaviler olusturmak fikri giindeme gelmistir. Antianjiogenez olarak isimlendirilen bu
mekanizma, anjiogenezi baskilamak ve bu sayede metastazi da Onemli Olcilide
engellemek i¢in kullanilir. Bu baglamda anjiyogenez inhibitorleri olarak adlandirilan
bircok ajan preklinik denemelerde kullanilmaktadir. Bevacizumab, Thalidomide,

Macugen, Lucentis ve Endostar preklinik denemelerden basar1 ile gegip kanser



tedavisinde kullanilan antianjiogenik ilaglardan bazilaridir. Ancak bu ilaglarin etki

mekanizmasi tam anlami ile aydinlatilamamistir.

Endostatin, ticari formda Endostar, etkili bir antianjiogenik ajandir. Hiicre tipine ve
kullanilan doza bagli olarak tedavide farkli sonuglar verdigi yapilan bir¢ok ¢aligmada
gosterilmistir. Tek basina kullanildiginda beklenen etkiyi yaratmadigi ancak klasik
tedaviler ile birlikte uygulandiginda oldukg¢a basarili sonuglar verdigi géz Oniine
alinarak, bu caligsmada fare meme kanser hiicrelerinde, radyoterapi ile kombine edilerek

kullanilmistir.

Kanser ve merkezi sinir sistemi arasindaki iligki son yillarda oldukca dikkat
cekmektedir. Fizyolojik stres ile tetiklenen noropeptitler anjiogenezi tetikleyerek
kanserin ilerlemesine katki saglamaktadir. Kanserle en ¢ok iliskilendirilen néropeptit is
P Maddesidir. Endojen opioid bir peptit olan P maddesi, anjiogenik 0Ozelliginin

kesfedilmesi ile kanser calismalarina sik¢a konu olmaktadir.

Tez kapsaminda Endostatin’in tek basina ve radyoterapi ile birlikte, P maddesi ve
onu pargalama yetenegindeki iki enzim lizerindeki etkilerini arastirdik. Elde ettigimiz
sasirtict ve aynt zamanda diisiindiiriici olan bulgularin, kanser tedavisi i¢in durmadan

calisan degerli bilim insanlarina katki saglayacagini umut etmekteyiz.

Bu denli kapsamli bir ¢calisma ile doktora yapabilme firsatini sunan Tiirkiye Bilimsel
Arastirma ve Gelistirme Kurumu (TUBITAK) na, ¢alistigim konunun duayeni olarak
kabul edilen Judah Folkman’in “Bilim, hayal edebildiklerinizdir” so6ziinii destekler
nitelikte; bana hayal kurabilmeyi, yanlis yapmaktan korkmamay1, cesareti, inanmayzi,
miicadeleyi 6greten; sadece akademik degil hayata dair pek ¢cok konuyu danisabildigim,
sorularima sabirla yanit arayan, bildigi her seyi benimle paylasan, bana gii¢ veren,
onlime ¢ikan engellerde hemen yani basimda olan, destegini ve sefkatini hep
hissettigim, tanimaktan onur ve gurur duydugum sevgili biiyiigiim, sayin danigmanim,
birictk hocam Sayin Prof. Dr. Kayahan FISKIN’a, tez c¢alismalarimin biiyiik bir
boliimiinii yiiriittiigiim Akdeniz Universitesi Saglik Bilimleri Arastirma Uygulama

Merkezinden Dog.Dr. Nuray ERIN 6nderliginde bu birimde gérev yapan tiim merkez
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calisanlarina, tezimle ilgili sorunlarda bilgisinden ve tecriibesinden yararlandigim
Akdeniz Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Miidiirii Saymn Prof. Dr. Hiiseyin
SUMBUL’e, her daim yamimda olan Saym Hocam Do¢. Dr. R. Siileyman
GOKTURK’e, Radyasyon Onkolojisi Ogretim Uyesi Saymn Dog¢. Dr. Aylin Fidan
KORCUM’a, meslektasim Arastirma Gorevlisi Ece SIMSEK OZ’e, Akdeniz
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’niin Ogretim Uyelerine, bdliim
arkadaslarima ve idari konularda her zaman yardimima kosan Biyoloji Bdliimii
Sekreteri Selda CIVRIL’e, canim oglum Demir AYDEMIR e ve doktora siiresinin her
aninda yanimda olan, destegini ve sevgisini hep hissettigim sevgili hayat arkadagim
Serdar AYDEMIR e, uzakta olsalar da her an yanimda olan CANIM AILEME sonsuz

tesekkiirlerimi sunuyorum.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

% Yiizde

°C Santigrad Derece
ng Mikrogram
ul Mikrolitre
uM Mikromolar
mg Miligram
ml Mililitre

o Alfa

B Beta

Y Gama
Kisaltmalar

4THMpc: 4T1 Heart Metastases Post Capsaicin
“Co: Kobalt 60

ACE: Angiotensin Doniistiiriicii Enzim
ADAM: A Disintegrin and A metalloproteaz
ANP: Atrial Natriiiretik Peptit

APP: Amiloyid Onciil Protein

APS: Amonyum per Stilfat

Arg: Arjinin

Asp: Aspartik asit

ApB: Amiloyid Beta

bFGF: Bazik Fibroblast Biiylime Faktorii
BSA: Bovin-Serum-Albumin

CAM: Koryoallantoik Membran

DAG: Dansil-D-Ala-Gly

DAGPNG:  Dansil-D-Ala-Gly-p-nitro-Phe-Gly
ddH,0: Cift Distile Su
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DMSO:
DNA:
ECM:
EDTA:
EIA:
FGF:
Gln:

HIF 1- a:
IL-6:
kDa:
Leu:
Lys:
MAPK:
MDR:
Met:
MMP:
mRNA:
MTT:
NaCl:
NEP:
NEP:
NF-kB:
NK-1R:
PAGE:
PBS:
PD-ECGEF:
pH:
Phe:
PPT-A:
Pro:

PVDF:

Dimetilsiilfoksit

Deoksiriboniikleik Asit

Ekstraseliiler Matriks

EtilenDiamin Tetra Asetik Asit
Eliza-Immun-Assay

Fibroblast Biiyiime Faktorii

Glisin

Gray

Hipoksi indiikleyici Faktor

Interlokin 6

Kilo Dalton

Losin

Lizin

Mitojenle Aktive Edilmis Protein Kinaz
Coklu ilag Direnci

Metiyonin Aminoasidi

Matriks Metallo Proteaz

Mesajc1 Riboniikleik Asit
3-(4,5)-dimethylthiazol-2)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide
Sodyum Kloriir

Neprilizin

Neprilizin Enzimi

Niiklear faktor Kappa-B

Norokinin-1 Reseptorii

Poliakrilamid Jel Elektroforezi
Fosfat-Tuz- Tamponu

Platelet-Kokenli Endotel Hiicre Biiyiime Faktorii
Bir Soliisyonun Asitlik yada Bazlik Degeri
Fenil alanin

PreProTakikinin-A

Prolin

Poliviniliden Florid
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rpm: Dakikadaki Devir Sayist

RT: Radyoterapi

sAPP: Salinabilir form APP

SDS: Sodyum Dodesil Siilfat

TACE: TNF-a Doniistiirticii Enzim

TAL: Talidomit

TAPI: Tace Inhibitdrii

TBS: Tris-Tuz-Tamponu

TBST: TBS+ Tween 20

TEMED: Tetra Etil MetilenDiamid

TFA: TriFloroAsetik Asit

TGF-B: Transforme Edici Biiylime Faktorii-Beta
TIMP: Metallo Proteazlarin Doku Inhibitrii
TNF- a: Tiimdr Nekroz Faktor- alfa

Val: Valin

VEGEF: Vaskiiler Endotel Biiylime Faktorii

VIP: Vasoaktif Intestinal peptit
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1. GIRIS

Kansere neden olan genetik degisiklerin ¢cogu, bu hiicrelerin biiylime veya o6liimii
kontrol eden ekstraseliillar sinyalleri gormezden gelmelerini saglamaktadir. Hiicre
boliinmesi, hiicre dongiisiinde yer alan ve giiniimiizde ayrintili bir bi¢imde tanimlanmis
olan kontrol noktalar1 tarafindan titizlikle diizenlenir. Benzer sekilde, hiicrenin 6liime
yonlendirilmesi de ancak baz1 sinyaller ile aktive olabilen, genetik olarak
programlanmis bir mekanizma sayesinde gerceklesebilir. Apoptoz olarak adlandirilan
bu mekanizma sayesinde mutasyona ugramis, gereginden fazla ¢ogalmis ya da artik
organizma i¢in gerekli olmayan hiicreler 6liime yonlendirilir. Apoptoz mekanizmasinin

aktivasyonunu saglamak, var olan tliimdrii yok etmek icin kaginilmazdir (Bunz 2005).

Normal bir hiicrenin kanser hiicresine doniismesi i¢in gerekli olan ozellikler ayni
zamanda bu hiicreleri yok edebilmek icin hedef almak gereken biyolojik hedeflerdir.
Bunlar arasindan, son yillarda en fazla dikkat ¢eken, var olan damarlardan yeni kan
damarlar1 olusumu olarak tanimlanan anjiogenez mekanizmasidir. Tiimoriin biiylimesi
icin gerek duydugu besin ve oksijen, tiimdrii ¢evreleyen kan damarlarindan saglanir. O
halde, kanser hiicresi anjiogenez mekanizmasi olmadan ancak belirli bir biiytikliige

ulasabilir (Connolly vd 2002).

Son 20 yildir, anjiogenezi hedef alan tedavilerde oldukca dnemli bir yol katedilmistir.
Anjiogenez inhibitorlerinden bazilart glinlimiizde kanser tedavisinde kullanilmakta ve
birgogu da klinik denemelerin son basamaginda denenmektedir. Bu bilesiklerin ¢ogu
dolasimda var olan anjiogenik biiylime faktorlerini ortadan kaldirir ya da s6z konusu
bliylime faktorlerinin reseptor/sinyal yolaklarii bloke eder. Bu gruba ait diger ajanlar
dogrudan endotel hiicreleri diizenleyen yolaklar1 etkilemek kosulu ile anjiostatik etkiler
sergilemektedir; Genetik acidan olduke¢a kararli olan endotel hiicreleri hedef aldigi igin,
antianjiogenik tedavilerde kullanilan ajana kars1 direng gelisim olasilig1 da yok denecek
kadar azdir. Boyle 6nemli bir avantaja sahip olmasina karsin, antianjiogenik terapinin
kullanim1 ne yazik ki yayginlagtirilamamigtir. Bunun temel nedeni ise kullanilan
antianjiogenik bilesiklerin etki mekanizmalarinin hala tam anlamiyla aydinlatilamamis

olmasidir (Sebastien ve Arjan 2007).



Bu giin bilinmektedir ki, kansere bagli dliimlerin ¢ofu primer tiimdrlerden ¢ok,
primer tiimoriin uzak noktalara go¢ etmesi olarak tanimlanan “metastaz” nedeni ile
ger¢eklesmektedir. Metastazin gergeklesebilmesi icin, kanser hiicresi primer tiimérden
ayrilmali, konak stromasini iggal etmeli, lenf kanallarindan lenf dolasimina ya da kan
damarlarindan kan dolasimina gecebilmeli, bu yollarla farkli organlarin kapiller damar
agma yayimali ve ulastig1 organin parankim dokusuna gecip orada gogalabilmelidir.
Ayrica, kanser hiicresine ait mikrocevrede bulunan stromal, epitel, endotel ve immiin
hiicreler, mitojenik faktorler salgilayarak anjiogenezi tetiklemekte ve tiimor hiicrelerinin
cogalmasina neden olmaktadir (Kopfstein ve Christofori 2006). Metastaz
basamaklarindan en 6nemlisi kanser hiicresinin etrafin1 ¢evreleyen ekstraseliiler matriks
(ECM)’in parcalanmasidir. ECM ve hiicreler arasinda onemli bir sinyal iletimi
mevcuttur. Kanser hiicresinin ihtiya¢ duydugu besinler, hormonlar ve sitokinler, kan
damarlarindan 6ncelikle ECM’e gecer ve sonra hiicreye ulasir. Ayrica, hiicreler diger
dokular1 istila edebilmek i¢in mutlaka ECM’yi pargalamali, bu sayede de hareketli hale
gecebilmelidirler (Garcia vd 2006). ECM’nin pargalanmasi anjiogenez i¢in de oldukca
onemlidir. ECM’nin bilinen tiim bilesenlerini par¢alama o6zelligine sahip enzimler

metalloproteaz (MP)’lar olarak adlandirilir (Foda ve Zucker 2001).

Matriks metalloproteazlar (MMPs) ve metalloproteaz-disintegrinler (ADAMs),
birbirleriyle yakin iligkili oldugu bilinen iki metalloproteaz enzim ailesidir. MMP’lar
proteolitik aktivitelerini Zn**’ye bagimli olarak gerceklestiren ve ECM’i parcalayabilen
yirmiden fazla enzimin yer aldigi genis bir ailedir. ADAM’lar ise disintegrin,
metalloproteaz ve sisteince zengin olan bolgelere sahip transmembran proteinlerdir

(Chang ve Werb 2001).

ADAM-10 ya da diger adi ile Kuzbanian (Kuz) omurgalilarin ndronal gelisimi
boyunca Onemli roller iistlenirr ADAM-10’un kollajenaz aktivitesi ile morfogenez
siirecinde hiicre gogii ve invazyonunda gorev aldigina dair kanitlar vardir. ADAM-10 ve
ayni enzim ailesinin diger bir iiyesi olan ADAM-17 (TACE), amiloid onciil protein
(APP)’in parcalanarak amiloidojenik peptitlere doniigmesini saglayan -sekretaz
aktivitesine sahiptir. Bu sayede, APP’nin hiicre i¢cinde birikmesi ve Alzheimer hastalig1

engellenir (Fahrenhoiz vd 2000).



Son yillarda, sinir sistemi ve bagisiklik sistemine ait proteinlerden olusan noéroimmiin
mekanizmanin kanser gelisimine ve ilerleyisine karsi savastigi bilinmektedir. Vagus
sinirine ait duyusal noronlarin inaktivasyonu ile daha saldirgan Ozellikteki kanser

hiicrelerinin olusumu sayesinde metastazin tetiklendigi gosterilmistir (Mravec vd 2008).

Kanser ile en cok iligkilendiren ndropeptit P maddesidir. Opioid karaktere sahip,
takikinin noéropeptid familyasina ait, kapsaisine duyarli duyusal sinir uglarindan
salgilanan, kisa zincirli bir peptit olan P maddesinin norotransmitter fonksiyonu vardir.
Bu sayede, agriy1 periferal reseptorlerden merkezi sinir sistemine iletir. Mitojenik ve
anjiogenik oOzelliklere sahip olan on iki aminoasitlik bu peptitin timdr gelisimini
hizlandirdigi, yeni damar olusumunu artirdigi ve bu yolla metastazi kolaylastirdig: ileri
stirilmektedir (Herrison ve Geppetti 2001). Ayrica P maddesinin hidrolizi sonucu
ortaya c¢ikan kisa peptitlerin anti-tiimoral etkiye sahip oldugu bilinmektedir (Rosati vd
1998, Heasley 2001). P maddesinin par¢alanmasindan sorumlu enzim ise Neprilizin
olarak adlandirilan membrana bagli, c¢inkoyu kofaktor olarak kullanan bir
metalloendopeptidazdir. P maddesinin yani sira bombesin, kalsitonin geni ile iliskili
peptit, bradikinin ve norotensin gibi noropeptitleri de parcalar ve bunlarin hiicre

tizerindeki etkilerini ortadan kaldirir (Skidgel ve Erdos 2004).

Endostatin, endojen anti-anjiogenik faktorlerden biridir (O’reilly vd 1997). Pre-klinik
denemelerde oldukca basarili sonuglar elde edilmesine ragmen, endostatin klinik
denemelerde beklenilen basariyr saglayamamistir. Yapilan arastirmalar sonucunda
endostatinin bifazik etkili oldugu yani ya cok diisiik dozlarda ya da olduke¢a yiiksek
dozlarda etki gosterdigi saptanmistir (Calfa vd 2006, Quesada vd 2006).

Yetmisbesden fazla anjiogenez inhibitorii klinik denemelere girmis ancak bunlardan
yalnizca oniki tanesi faz III deneylerini basari ile ge¢ebilmistir. Bir ajanin ticari formda
hizmete sunulan bir ila¢g haline gelmesi uzun, yorucu bir siire¢ sonunda gerceklesir ve
maliyeti olduk¢a fazladir. Bu nedenle yeni ilaglarin kesfi yerine var olanlarin etkinligini
arttirmak maddi ve manevi agidan biiylik yararlar saglar. Bu nedenle, son yillarda

tasarlanan kombine tedaviler ile Endostatin’in antianjiogenik ve antitiimoral etkisini



artirarak kanser tedavisinde daha etkin olarak kullanilmast umut edilmektedir

(Gasparini vd 2005).

Bu c¢alisma i¢in belirledigimiz hedefler Sekil 1.1°de sunulmustur.

RADYOTERAPI ENDOSTATIN

Sekil 1.1. Tez caligmasinda aydinlatilmak istenen noktalar



2. KURAMSAL BILGILER ve KAYNAK TARAMALARI

2.1. Kanser

Kanser, hiicrede meydana gelen genetik ve/veya epigenik degisikliklerin birikimi
sonrasinda ortaya ¢ikan bir hastalik olarak tanimlanmaktadir (Ponder 2001). Hiicrede
meydana gelen degisiklikler, var olan tamir mekanizmalar1 tarafindan diizeltilmezse,
normal viicut hiicreleri icin kacinilmaz son, Olimdiir. Ancak kanser hiicreleri,
gecirdikleri mutasyonlar sayesinde bu sona kars1 gelerek, sinirsiz bir bigimde boliiniip
cogalmaktadirlar. Kanser aragtirmalarindan son 25 yilda elde edilen bulgular, hiicrede
meydana gelen genetik degisikliklerin timdr olusumunu tetikledigini acik bir sekilde
ortaya koymaktadir. S6z konusu olan genetik degisikliklerin birgogu, kalitsal olarak
aktarilmayan, viicut hiicrelerinde hiicre i¢i veya hiicre dis1 herhangi bir sebeple olusan
ve sadece o bireyi etkileyen “spontan mutasyonlar” nedeni ile olugmaktadir.
Giliniimiizde, kanser olusumu ile dogrudan iligkilendirilen genlerin sayis1 {i¢ yiizlin
iizerindedir. S6z konusu genlerin mutasyona ugramast veya regiilasyonlarinin
bozulmast normal bir hiicrenin kanser hiicresine doniismesine yol agmaktadir (Sekil

2.1).

Genetik olarak
degismis bir hiicre Hiperplazi Displazi

Sekil 2.1. Kanser gelisimi. Normal bir populasyonundaki herhangi bir hiicrenin (turuncu renkli) gegirdigi
bir mutasyon sayesinde siirekli boliinme egilimi kazanmasi, hiperplazi olarak adlandirilir.
Hiperplazik hiicrelerde (pembe renkli ) meydana gelecek yeni bir mutasyon sayesinde
displazik hiicreler (mavi renkli) gelisir. Displazik hiicrelerde hiicre boliinmesinin kontrolii
onemli 6l¢iide kaybedilmis oldugu icin kanser hiicrelerine benzetilir. Bu hiicrelerin sekillerinde
ve oryantasyonlarinda 6nemli farkliliklar gézlenir. Ancak displazik hiicre, kanser hiicresi gibi
cevre dokularin i¢ine girme ve uzak organlara sigrama yetenegine sahip degildir (Weinberg

1996°dan alinmistir).



Hem tiimor olusumunda hem de var olan tiimoriin biiylimesinde rol oynadiklari i¢in,
tiimdr baskilayici genler ve onkogenler kanserle en ¢ok iligkilendirilen genlerdir. Tiimér
baskilayicit genlerde fonksiyon kaybi ya da onkogenlerde aktivasyon ile sonuclanan
mutasyonlar, kanserlesme siirecini yani karsinogenezi baslatmaktadir. Insan
kanserlerinin hemen her tipinde timér baskilayict genler ve/veya onkogenlerde
mutasyon saptanmis olmasi, bu genlerin tiimor gelisimi agisindan baslangi¢ noktasi

olarak kabul edilmelerine yol agmistir (Fearon 1997, Weir 2004).

Hiicre proliferasyonunda artisa ya da oliimiinde azalmaya neden olan mutasyonlarin
veya bu mutasyonlarin isbirliginin, hiicrenin malignant 6zellikler kazanmasina neden
oldugunu ileri siiren en eski embriyonel kanser teorisi, Rudolf Virchow ve Julius
Conheim tarafindan 19. Yiizyilin ortalarinda onerilmistir. Karsinogez icin kabul edilen
bu teorinin temelini, somatik gen mutasyonlarinin ¢esitliligi olusturmaktadir. Uzun
yillardir bir¢ok bilim adamina 151k tutan bu teori, giiniimiizde kanserin molekiiler
mekanizmasinin aydinlatilabilmesi i¢in yapilan ¢alismalar sonucunda ortaya ¢ikan bir
cok deneysel soruyu, ne yazik ki, cevaplamaya yetmemektedir (Erenpreisa ve Cragg

2007).

Kanser, bir organizmada igerisindeki tiim organlarin, organlarda var olan tiim
dokularin ve dokular1 olusturan tiim hiicrelerin, muhtesem bir titizlikle organize
olmasini saglayan temel kurallarin yikimi sonrasinda ortaya ¢iktigi igin, gelisimsel bir
hastalik olarak degerlendirilmektedir. Kanser olusumu i¢in, kontrolsiiz hiicre biiyiimesi

tek basina yeterli degildir (Sekil 2.2).

Kanser, hastaligin 100’e yakin formu ig¢in ortak olarak kullanilan bir tanimdir.
Saglikli bir insanda bulunan yaklagik 30 trilyon hiicre, hem kendi fonksiyonlarin1 hem
de birbirleri ile olan iligkilerini, diizenli isleyen, karmasik bir mekanizma sayesinde,
titizlikle diizenler. Oyle ki, normal hiicreler ancak cevrelerinden gelen talep iizerine
cogalabilir ve bu sayede, dokunun o muhtesem mimarisi asla bozulmaz. Normal
hiicrelerin aksine kanser hiicreleri, bu miithis diizenin olugsmasini ve devamini saglayan,
olagan kontrol mekanizmalarinin denetimi olmadan iiremeyi basarmakla kalmayip ayni

zamanda normal hiicrelerde bulunmayan bazi 06zellikleri de kazanirlar. Kanser



hiicrelerinin genomlarinda var olan bazi 6zelliklerin ortak oldugunun tespit edilmesi

lizerine malignant fenotipin olusmasi i¢in gerekli olan temel 6zellikler belirlenmistir

(Weinberg 1996).

In situ kanser
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In vaziv kanser

Sekil 2.2. Malignansinin ortaya ¢ikisi. Heniiz timor dokular arasindaki sinir1 agsmamais ise in situ kanser

olarak adlandirilir. Meydana gelen genetik degisiklikler, tlimdriin ¢evre dokulara saldirmasin

ve timdr hiicrelerinin kan yada lenf dolagimina gegerek taginmasini (metastaz) sagliyor ise,

invaziv kanser olarak adlandirilan bu durumda, hiicreler tamamen malignant ozellikler

kazanmistir (Weinberg 1996’dan alinmistir).

Uzun yillardir devam eden g¢aligmalar sonucunda bilim adamlari, kanser tipine baglh

olmaksizin, tiim malignant hiicrelerde var olan alt1 temel 6zelligi ortaya ¢ikardi. Bu

ozellikler:

1-D1s kaynakl biiylime sinyallerine ihtiya¢ duymama,

2-Biiytimeyi durdurucu sinyallere kars1 duyarli olmama,

3-Programli hiicre dliimiinden kacabilme,

4-Yaglanmaya direng¢ gosterme ve sinirsiz lireme potansiyeline sahip olma,

5-Yeni kan damarlar olusturabilme,

6-Farkli dokulara saldirabilme ve bir bolgeden digerine taginabilme (metastaz)



Kanserin fizyolojik belirtecleri olarak belirlenen bu ozelliklerin her biri, kanser
tedavisi i¢in farkli hedefler olarak kabul edilmekte (Hanahan ve Weinberg 2000) ve

kanser ile olan savagin seyrini de tamamen degistirmektedir (Sekil 2.3).

Sekil 2.3. Kanser hiicrelerinin alti temel 6zelligi (Hanahan ve Weinberg 2000’den alinarak uyarlanmistir)

Son yillarda yapilan ¢alismalar kanser hiicrelerini 6ldiiriilmenin yani sira, yeni kan
damarlarinin olusumu, dokulara saldirma ve metastaz yetenekleri gibi diger fizyolojik
olaylart hedefler niteliktedir. Degisik mekanizmalar1 hedef alan tedaviler, kanser
hiicresine ait farkli 6zellikler ile savagsmay1 saglayacagi i¢in, bu amansiz hastalikla bir

cok sekilde miicadele edilebilecegini ortaya koymaktadir.

2.1.1. Meme Kanseri

Meme kanseri bilinen en eski kanser tiirlerinden biridir. 11k kez Misir'da milattan

once 1600’1l yillarda tanimlanmis ve Antik Misir Déneminden giintimiize kadar, kokeni



ve olusum nedenleri ayrintili bir sekilde aragtirtlmistir. 19. yy' in sonlarinda, hastaligin
hiicresel kokeni ortaya konmus ve olusumuna sebep olan hiicrelerin karakterizasyonu da

basari ile yapilmistir.

Tip biliminin babasi olarak bilinene Hippocrates, M.O. 460-377 yillarinda benign (iyi
huylu) ve malignant (kotli huylu) tiimorler arasindaki farkliligi tasvir etmistir. Tiimor
hiicrelerinin, bir govde ve bu govdenin merkezinden disar1 dogru uzanan ¢ikintilarini bir
yengece benzetmistir. Benzettigi yengec¢ goriintiisiine itafen, hastaligi “karkinoma”
olarak adlandirmistir. Hippocrates’in kullandig1 bu tanimlama, glinlimiiz tip sozliiglinde
“karsinoma” olarak hala yer almaktadir. Aulus Cornelius Celsus, M.S 25-50 yillarinda,
giinimiizde bilinen metastatik meme kanserinin karakteristik Ozelliklerinden pek
cogunu tanimlamis ve cerrahi girisim ile meme dokudan kitlenin uzaklastirilmasinin
meme kanseri i¢in bir tedavi yontemi olabilecegini bildirmistir. Bu tarihten sonra,
birgok bilim adami, meme kanserine cerrahi miidahalenin yapilip yapilmamasi
konusunda fikir ayriliklar1 yasamustir. Unlii Tiirk Bilgini ibni Sina (981-1037), meme
kanserinin gelisimi ve invazyonu agisindan masektomi olarak adlandirilan cerrahi
girisimi  Onermedigini bildirmistir. Gerard Tabor, 1721 yilinda operasyonu

kolaylastirabilecek cerrahi bir aleti tip diinyasina tanitmistir (Sekil 2.4).

Sekil 2.4. Meme kanserinin cerrahi tedavisi (A) Meme kanser tedavisinde masoktemi olarak adlandirilan
cerrahi girisim i¢in Tabor tarafindan 1721 yilinda tasarlanan cerrahi alet (B) Radikal masektomi
olarak bilinen ve meme kanser tedavisinde, giiniimiizde hala kullanilan cerrahi grigim

(Ekmektzoglou vd 2009’dan alinmustir)



William Stewart Halsted and Willy Meyer (1852—-1922) ayn1 donemde yayimladiklari
bireysel c¢alismalarinda, giiniimiizde ‘“radikal masektomi” olarak bilinen, cerrahi
miidahaleyi ilk kez kapsamli bir bigimde tanimlamiglardir. Bu teknik yetmis yil1 agskin

suiredir meme kanserinin tedavisinde kullanilmaktadir.

Meme kanseri epitel kokenli hiicrelerin kanserlesmesi sonucu olusan ve kadinlarda en
sik goriilen malign tiimor olarak bilinmektedir (Sekil 2.5). 2010 yilinda tiim diinyada
1,4 milyonun iizerinde yeni invaziv meme kanseri olgusu beklenmektedir Ulkemizdeki
goriilen kanser vakalar1 arasinda meme kanseri, akciger kanserinden sonra % 24,1

oranla ikinci sirada yer almaktadir (Ekici ve Utkualp 2007, Aslan ve Giirkan 2007).

A Meme Kanser
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=’ ) - ]
QI sV
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Meme Epitelyal T~
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* ® @ —® Tumor tipine 6zgl olarak gorilen degisiklikler

Sekil 2.5. Meme kanserinin alt tiirlerini agiklayan hipotezler. Hiicrenin kdkenine (A) ve transforme edici
olaylardaki degisiklige (B) dayandirilan iki farkli hipotez ile meme kanserinin alt tiirleri
aciklanmaya c¢alisilmaktadir. Hiicre kokeni hipotezine goére, tumor alt tiirlerinin her biri, farkl
atasal kokenli hiicrelerden gelismesinden kaynaklanir. Oysa diger hipetezde, degisik alt tiirde
meme kanser olusumunun temel nedeni, gecirilen transformasyonlar arasinda farkliliklarin

olmasidir (Polyak 2007’den alinarak uyarlanmistir)
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Meme kanserinin dort genel evresi vardir ve bu evrelerden dordiinciisiinde, kanser
arttk meme digindaki diger bolgelere yayillmistir. Meme kanseri metastazinin en sik
gortldiigli bolgeler; lenf diiglimleri, kemik dokusu, akciger, karaciger, beyin ve bobrek
tistii bezleridir. Genel anestezi tekniklerinin gelismesi sonucunda cerrahi miidahale, doz
Ol¢timiiniin yapilabilmesine bagli olarak da radyoterapi meme kanserinin tedavisinde
kullanilabilir yontemler arasinda yerini almistir. Meme kanserinin biyolojisi
aydinlatildik¢a alternatif tedaviler de pesi sira tasarlanmis; kemoterapi ve hormonal
terapi meme kanserli vakalarda 6liim oranini azaltmayi1 basarmistir. Ancak kullanilan
hicbir tedavi tek bagina, bu kanseri tamamen ortadan kaldirmayi bagsaramamigtir. Bunun
yant sira, hastalarda tedavi sekline bagl olarak gelisen bircok toksik yan etki tedavi

basarisinin 6nemli 6lgiide azalmasina yol agmaktadir (Ekmektzoglou vd 2009).

Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan 4T1 hiicreleri, Balb/c farelerde kendiliginden
olusan meme kanser hiicreleridir. 4THMpc (4T1 Heart Metastases Post Capsaicin)
hiicreleri ise, kapsaisin uygulamasi sonrasinda farelerde olusan kalp metastazlarindan
elde edilmistir (Sekil 2.6). 4T1 hiicreleri ile karsilastirildiginda, 4THMpc hiicrelerinde
dokuz genin ifadesi artarken iki yiiz kirk bes genin ekspresyonu baskilanmistir.
Hiicreler arasi siki (Klaudin 4 ve 7) ve yapisma (gama-katenin) baglant1 bolgelerinde
gorev alan proteinlerin genlerinin ekspresyonlarinin azalmasi sonucu kanser hiicresi
meme dokudan ayrilarak kalbe metastaz yapmis ve bu sayede Onciilii olan 4Tl

hiicresine oranla daha “saldirgan” bir kimlik kazanmistir (Erin vd 2009).

A B

Sekil 2.6. 4T1 (A) ve 4THMpc (B) hiicrelerinin mikroskop goriintiileri (400x)
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2.2. Apoptoz (Programh Hiicre Oliimii)

Hiicre oliimiiyle ilgili ilk bilgiler 1920 yilinda 151k mikroskobunun ve yeni boya
yontemlerinin kesfedilmesi ile elde edilmistir. Hiicrede ilk tanimlanan olim tipi
“nekroz”dur. Patolojik hiicre 6liimii olarak bilinen nekrozda, enerjinin birden azalmasi
sonucunda hiicre zarinin gegirgenligi degisir, hiicre igerisine su ve sodyum girisi nedeni
ile hiicre siser. Ve sonunda hiicre buna direnemez, hiicre zar1 patlar ve proteolitik
enzimler iceren plazma hiicreler arasi bosluga sizarak inflamasyonun olugmasina yol

agar (Sekil 2.7).

FAGOSITIK HUCRH

Sekil 2.7. Apoptoz (2-6) ve nekrozda (7 ve 8) meydana gelen yapisal degisiklikler. (1) Normal hiicre.
Apoptoz baslangici (2) nuclear kromatinin belirginlesmesi,sitoplazmanin yogunlagsmasi ile
karakterize edilir. Daha ileriki basamaklarda (3) ¢ekirdek pargalara ayrilir ve bu sayede
apoptotic cisimler olusur. Olusan bu cisimcikler daha sonra fagositik hiicreler tarafindan
fagosite edilir (4) ve bu hiicrelerin lizozomlarinda pargalanir (5 and 6). Nekroz ise hiicre
membraninda meydana gelen hasara bagli olarak gelisen iyon dengesinin degisimi nedeni ile
(7) hiicrenin su alarak sismesi ile karakterize edilir. Membrane parcalanmaya baglasa da

fagosite edilinceye dek hiicrenin sekli degismez (8) (Kerr vd 1994°den alinmustir).



1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie adli aragtirmacilar, iskemiye maruz kalmis bir
dokuda gozledikleri hiicre 6liimiiniin nekrozdan oldukg¢a farkli oldugunu belirterek, bu
yeni Oliim tipini “fizyolojik hiicre Oliimii” olarak adlandirmiglardir. Daha sonra
yaptiklar1 bir ¢alismada, timus hiicrelerini glukokortikoidler ile muamele ettikten sonra
hiicrelerde gozlenen oOliimiin nekrozdan farkli oldugunu bir kez daha ortaya
koymuslardir. Bilim adamlari, bu yeni hiicre o6lim tipini “Apoptoz” olarak

adlandirmislardir (Elmore 2007).

Apoptoz, Yunanca apo(=ayr1) ve ptozis(=diisen) kelimelerinin birlestirilmesiyle elde
edilmigtir. Sonbaharda yaprak dokiimiinii anlamimna gelmektedir. Apoptoz,
Caenorhabditis elegans’tan insana kadar tiim ¢ok hiicreli canlilarda goriilen, evrimsel
olarak ¢ok i1yl korunmus bir mekanizmadir (Cummings vd 2004, Heemst vd 2007).
Gelismis organizmalarda gereksinim duyulmayan, fonksiyonlar1 bozulmus hiicrelerin,
cevreye zarar vermeden programli bir bigimde O6lmesi olarak tanimlanan apoptoz,
embriyonel donemden baslayarak tiim yasam boyunca devam etmektedir (Zornig vd
2001). Embriyogenez sirasinda bazi canlilarin parmak aralarinda goriilen perdenin,
damak olusumu sonrasinda kalinti olarak biriken epitellerin yada organ olusumu
sirasinda fazla {iretilen hiicrelerin ortadan kaldirilmasi apoptoz mekanizmasi sayesinde

gerceklesmektedir (Cohen 1998).

Apoptozun erken evresinde hiicreler birlesme bolgelerinden ayrilir, 6zellesmis yiizey
organellerini kaybeder, plazma membraninda bulunan iyon kanallarinin ve
pompalarinin aktivasyonunun bozulmasma bagli olarak belirgin sekilde biiziiliir.
Hiicreler, birka¢ dakika igerisinde hacimlerinin 1/3’{inii kaybederler. Daha sonra hiicre
niikleusu kondense olur ve ardindan pargalara ayrilir. Floresan boyama teknikleri
sayesinde apoptotik bir hiicrenin DNA’s1 minik boncuklar seklinde goriiliir ¢iinkii DNA
endoniikleaz ile oldukca 6zgiil bir bi¢imde, 180-200 baz ¢ifti biiytlikliigiinde pargalara
ayrilmistir. Normalde bir hiicre DNA’sinda birbiri ardina meydana gelen yedi kirilma
onarilabilirken, apoptoziste yaklasik olarak 300.000 kirilma meydana geldigi igin
onarim yapilmast séz konusu degildir. DNA fragmentasyonunun ardindan, plazma

membraninda tomurcuklanmalar olusur ve hiicre, sitoplazma ile ¢evrili kromatin
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parcalarindan olusan apoptotik cisimciklere pargalanir (Chinnaiyan vd 1996, Narula vd

1997, Oktem vd 2001).

Tim bu fizyolojik siire¢ sonucunda, hiicre membrani1 asimetrisini kaybeder ve

fosfatidilserin hiicre yiizeyinden salinmaya baslar. Bu, makrofajlara gonderilen “beni

ye!” sinyalidir. Olusan apoptotik cisimlerdeki fosfatidil serin, fagositik hiicrelerde

bulunan vitronektin ya da lektin yapidaki reseptorlere tutunur ve yok edilir. Bu nedenle

cevre dokularda inflamasyona yol agmaz (Cohen 1998, Fadok vd 2000) (Sekil 2.8).

Sekil 2.8. Apoptotik bir hiicrenin beyaz kan hiicresi tarafindan fagositozu. Nekrozun aksine, apoptoz

sonrasinda ¢evre dokularda bir inflamasyon goriilmez.

Apoptoz hiicre i¢i ve hiicre dis1 bircok sinyal tarafindan kontrol edilebilir. Apoptoz
icin gerekli sinyal, reseptor araciligi ile hiicreye iletildiginde, apoptozun intrinsik
(mitokondriyel) ya da ekstrinsik (6liim reseptdrleri) yolaklarindan biri aktive olur (Sekil
2.9). Ekstrinsik yolak disaridan gelen sinyaller sonucunda baslar ve membranda
bulunan Fas gibi 6liim reseptorlerini aktive eder. Aktive olan 6liim reseptorii kaspaz 8’1,

kaspaz 8 ise kaspaz 3’ii aktive eder ve tBid’in parcalanmasi sonucunda, mitokondriden
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sitokrom C salinimi gerceklesir. Sitokrom C’nin salinnmi sadece mitokondri
membraninin parcalanmasina degil, bu asamadan sonra kaspazlarin pes pese aktive
olmasina da yol acar. Intrinsik yolak ise; DNA hasar1, onkogen aktivasyonu, biiyiime
faktorlerinin saliniminda azalma ve reaktif oksijen tiirevleri gibi hiicreyi strese sokan
icsel olaylar sonrasinda tetiklenir ve p53 geninin aktivasyonuna yol agar. p53 geninin
aktive olmasi ise Bax gibi pro-apoptotik faktdrlerin ekspresyonlarinin artmasina neden

olur (Heemst vd 2007).
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Sekil 2.9. Apoptotik mekanizmanin sematik gdsterimi. Hem i¢sel hem de digsal yolaklar efektor
kaspazlar1 active ederek hiicresel proteinlerin pargalanmasina neden olur (Jager 2007’den

almarak uyarlanmistir).
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Apoptoz mekanizmasinda anahtar rol alan proteinler; 6liim reseptorleri, adaptor
proteinler ve proteolitik enzimler (kaspazlar) olmak iizere ii¢c temel gruba ayrilmaktadir.
CD95 (APO-1/Fas), TRAIL-R1 (TNF ile iliskili apoptoz uyarici faktor), TRAIL-R2,
TNF-R1, DR3 ve DR6 gibi o6liim reseptorleri, sitoplazmik kisimlarinda adaptor
proteinlere baglanabilen 6zel aminoasit dizileri tagiyan ve TNF (Tiimor Nekroz Faktor)
reseptor gen ailesinde yer alan proteinlerdir. Adaptor proteinler (TNFR1 ve Fas) ise,
Olim reseptorii ile gelen sinyali proteolitik enzimlere iletmek ile gorevlidir. Apoptoz
mekanizmasinin temel bilesenleri olarak kabul edilen proteolitik enzimler, substratlarini
aspartik asit (Asp) uclarindan kestikleri i¢in; kaspazlar (sistein-aspartil spesifik

proteazlar) olarak adlandirilmaktadir (Sekil 2.10).

NH. S COOH KASPAZ 1 <]
NH—— s COOH KASPAZ 4

NH,— (S COOH KASPAZ 5 AKTIVATOR
NH—— S COOH KASPAZ 11 (INFLAMATUAR)
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Sekil 2.10. Biyolojik fonksiyonlarina gore kaspaz enzimleri
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Kaspaz ailesinin bilinen 14 iiyesi vardir. Biyolojik fonksiyonlar1 géz 6niine alinarak

ti¢ sinifa ayrilir:

1-Sitokin aktivatorleri: Kaspaz-1,-4,-5,-11,-12,13 ve -14,
2-Apoptoz baglaticilart: Kaspaz-2,-8,-9 ve -10,
3-Apoptoz cellatlari: Kaspaz-3, -6 ve -7.

Once inaktif zimojenler halinde sentezlenip, daha sonra hepsinde korunmus olan Asp
bolgelerinden proteolitik olarak kesilerek aktiflesirler. Aktif hale gecen kaspaz,
kendinden sonra gelen baska bir pro-kaspazi keserek aktiflestirir ve bu sayede “kaspaz

selalesi” olarak adlandirilan bir siire¢ baglatilmis olur.

Apoptoz siirecinde, pek cok hiicresel ve/veya yapisal protein, kaspazlar tarafindan
parcalanabilir. Kaspazlar tarafindan parcalanmak kosulu ile aktiflesen niikleazlar ise,
DNA fragmentasyonunu ve RNA degredasyonunu gergeklestirmektedir (Zheng vd
1998). Apoptoz, tiimor hiicrelerinin yasayabilmek ve ¢ogalabilmek i¢in agsmak zorunda
olduklar1 temel bir bariyerdir. Tiimor hiicrelerinde bulunan antiapoptotik proteinler, bu
bariyerin kolayca agilmasini miimkiin kilmaktadir. Apoptoz mekanizmasinda olusacak
hatalar; proto-onkogenlerin aktive olmasma (Green ve Evan 2002), hiicrelerin
hipoksiden (oksijen miktarinda azalma) ve oksidatif stresten zarar gormemelerine (Reed
1999) ve ekstraseliiler matrikse bagli olmadan serbest hareket etmelerine (Frisch ve
Screaton 2001) neden oldugu i¢in immiin sisteme direngli ve uzun siire canli kalabilen
hiicre topluluklarinin olusmasina yol agmaktadir (Tschopp vd 1999). Tiim bu bilgiler
15181nda, apoptoz mekanizmasinin hiicrede bazi fizyolojik ve patolojik roller iistlendigi

soylenebilir (Cizelge 2.1).
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Cizelge 2.1. Apoptozun rolleri (Wyllie 1986, Gavrieli 1992, Carson 1993, Soini 1998).

Apoptozun Fizyolojik Rolleri Apoptozun Patolojik Rolleri

Organ gelisimi sirasinda fazla | Hormona bagimh olarak dokularda
iiretilen hiicrelerin ortadan | goriilen korelme
kaldirilmasi

Hormona bagimh bir sekilde goriilen | Karaciger gibi parenkimatoz organlarda
organ gerilemeleri (orn., prostat, | patolojik korelme
endometrium ve meme dokusu
hiicrelerinde)

Immiin hiicrelerin yok edilmesi (6rn., | Cesitli zararh etkenler sonucu hiicre
sitokinlerin azalmasina bagh olarak | 6liimii (6rn., yiiksek 1s1, radyasyon,
B ve T lenfositlerin, timiisteki oto | sitotoksik kemoterapi, hipoksi)

reaktif hiicrelerin ortadan
kaldirilmasi)
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2.3. Anjiogenez

Normal bir hiicre, karsinogenez ya da tiimorigenez olarak tanimlanan ¢ok basamakl
ve karmasik bir siire¢ sonucunda malignant 6zellikler kazanmaktadir (Sekil 2.11). Bu
siire¢ icerisinde meydana gelen onkojenik mutasyonlar birgok biyolojik ozelligin

degismesine neden olmaktadir (Hanahan ve Weinberg 2000).

NORMAL HUCRELER KANSER HUCRELERI

Sitoplazma

Nukleus
Nikleolus
Kromatin
— Blyik Sitoplazma — Kli¢lik Sitoplazma
— Tek Nukleus — Cok Sayida Niikleus
— Tek Nikleolus — Cok Sayida ve Buyuk Nukleolus
— Duzenli Kromatin Yapi — Dizensiz Kromatin Yapi

Sekil.2.11. Kanser ve Normal hiicreler arasindaki temel morfolojik degisiklikler

Ancak hi¢bir mutasyon, hiicrenin besin ve oksijene duydugu ihtiyac1 ve atik
maddelerin uzaklastirilmasi1 gerekliligini degistiremez. Kanser hiicreleri, biiylimek ve
farklilagmak i¢in, besin ve oksijeni 150-200 um wuzakliktaki kilcal damarlardan
difiizyon yoluyla temin edebilir. Besin ve oksijen ihtiyacini difiizyon ile saglayan
kanser hiicresi ise ancak 2 mm’’lik boyuta ulasabilir (Folkman ve Ingber 1992,
Folkman 1996). Ancak, tiimor hiicresinin ¢ogalmaya devam edebilmesi i¢in daha fazla
oksijen ve besin gerekmektedir. Oksijen ve besin ihtiyacini karsilayamayan timor

hiicresi daha fazla biiyiiyemez ve durgun fazda kalir. Baska bir ifade ile tiimor hiicresi
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varligimi devam ettirmek ve c¢ogalabilmek i¢in, ¢evresindeki kan damarlarinin da
gelisimini saglamak zorundadir. Var olan damarlardan yeni kan damarlarinin gelisimi

“Anjiogenez” olarak tanimlanir (Sekil 2.12).

Sekil 2.12. In situ bir tiimériin anjiogenez ile in vaziv form kazanmasi
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Anjiogenez mekanizmasi ile olusturulan yeni damarlar sayesinde besin ve oksijen
ihtiyac1 karsilanan tiimor, hizla biiylimeye baglar. (Bamias ve Dimopoulos 2003, Fidler
ve Ellis 2004, Castro- Junior vd 2006, Neal ve Berry 2006). Leonardo da Vinci, 1508
yilinda viicudu saran bir damar ag1 bulundugunu bildirmistir (Sekil 2.13). 1616 yilinda
Ingiliz Fizik¢i William Harvey, sistemik dolasimi tanimlamis ve kalbin viicudun diger
organlarina kan pompalamakla gorevli oldugunu belirtmistir. italyan bir doktor olan
Marcello Malphigi, 1661 yilinda farkli damarlarin (arterler ve venler), dolagimda rol
aldigin1 ve bu damarlar arasinda kan dolasiminin dongiisel olarak gerceklestigini ifade

etmistir.

Sekil 2.13. Unlii ressam Leonardo da Vinci’nin anjiogenez mekanizmasini ¢dzebilmek icin yaptigi

ekskizlerden ornekler.

1700°1i yillarda Leonardo da Vinci, tipki tohumdan bir agacin gelismesi gibi,
dolasim sisteminin de kalpten merkez alarak gelistigini ileri siirmiistiir. Agacin
gbovdesini aort ve arterlere, kok ve dallarini ise damar agina benzetmis, damar aginin
fonksiyonunu ve gerekliligini 6zellikle vurgulamistir. Cizdigi ekskizlerin daha sonra
kanser tedavisi icin giindeme gelecegini bilmese de, iinlii ressamin bulgulart bir¢cok
bilim adamina 1s1k tutmustur. (Sekil 2.14) (Risau 1997). 1721 yilinda, Frederik Ruysch
bronsiyal dolagimi tanimlayarak, anatomi bilimine 6nemli bir katki saglamistir (Mitzner
ve Wagner 1992). Ingiliz bir cerrah olan Dr. John Hunter, 1787 yilinda biiyiiyen kan

damarlarini ifade etmek {izere; ilk kez, “Anjiogenez” terimini kullanmistir (Turk 1994).

21



Sekil 2.14. Leonardo da Vinci’nin anjiogenez mekanizmasinin ¢dziilmesine biiyiik katkilar saglayan
cizimleri. Mitzner ve Wagner adli aragtirmacilarin 1992 yilinda yayinladiklar ¢alismalarinda
detayli bir sekilde tartigilmistir. Leonardo’nun ancak ayna goriintiisii ile okunabilen yazilari
bilim adamlarini bir hayli zorlamis olsa da, ileri siirdiigli teori gecen zaman icerisinde
anlagilmis ve birgok arastirmaci tarafindan kabul gérmiistiir (Mitzner ve Wagner 1992’den

alinmustir).

1939 yilinda Ide ve arkadaslarinin yaptigi in vivo denemelerde, timorde meydana
gelen anjiogenez mekanizmasi ilk kez goriintiilenebilmistir (Ide vd 1939) (Sekil 2.15).
Bu goriintii, bilim diinyasin1 harekete gecirmis ve bu alanda yapilan c¢alismalarin
sayisinda 6nemli bir artisa neden olmustur. 1945 yilinda Algire ve Chalkley adli bilim
adamlari, vaskiiler biiyiimeyi ilk kez nicel olarak degerlendirmeyi basararak, tiimor
bliylimesi ile damar gelisimi arasindaki iliskiyi net bir bicimde ortaya koymuslardir
(Algire vd 1945).

1971 yilinda Judah Folkman, yeni kan damarlar1 olmaksizin tiimoriin ancak 1 veya 2

mm biiyiikliige ulagabilecegini saptamis ve buradan yola ¢ikarak tiimor bilylimesinin
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anjiogeneze bagli oldugu hipotezini giindeme getirmistir (Folkman 1971). Folkman
tarafindan ortaya atilan bu hipotez bilim adamlarinin anjiogenez mekanizmasini detayl

bir sekilde incelemesini saglamistir.

Sekil 2.15. Tiimoérde meydana gelen anjiogenezin ilk in vivo goriintiisti (Ide vd 1939°dan alinmistir)

Var olan kan damarlarindan yeni damarlarin filizlenmesi olarak tanimlanan
anjiogenez, ¢oziilebilir faktorler, ekstraseliiler matriks (ECM) bilesenleri ve hiicreler
arasinda gerceklesen karmasik bir mekanizmadir. Embriyoda damar gelisimi ii¢
basamakta olusur; vaskulogenez, anjiogenez ve arteriogenez. Endotel hiicre onciilleri
tarafindan kan damarlarinin olusumu vaskulogenez olarak adlandirilir. Vaskulogenez iki
basamakli bir siirectir. Ik olarak endotel hiicreler primer vaskular ag1 olusturmak icin
bir araya gelirler. ikinci basamakta diiz kas hiicreleri ve perisitler ile is birligi yaparak
kan damarlarini olustururlar. Hem vaskulogenezde hem de anjiogenezde endotel
hiicreler ve diiz kas hiicreleri birlikte is goriir. Arteriogenezde ise vaskular ag daha
bliyiik kolleteral arterlerin olusumu icin yeniden sekillenir. Bu siliregte damar boyunca

gergceklesen hiicre gogleri, yeni filizlerin olusumu ve hiicrelerin ¢ogalmalar1 gozlenir
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(Carmeliet 2000, Calfa vd 2006). Olgun damar aglarinin olusumundaki bu {ig¢
basamagin her birisi, birbiri ile iliskili ve titizlikle diizenlenen farkli faktdrler ve/veya

faktor gruplari ile siki bir sekilde kontrol edilir (Lyden vd 2001).

Anjiogenezin gerceklesebilmesi icin ilk olarak bazal membran proteazlar tarafindan
yikilmalidir. Bu sayede endotel hiicreler, hiicreler arasi bosluga gé¢ eder ve cogalmaya
baglar. Cogalan endoteller yan yana dizilerek bir liimen olusturur. Buraya akin eden
perisitler sayesinde, yeni bazal membran yapilanmaya ve anastomazlar olusturmaya
baslar. Yeni olusan bu damar, eski bir damara tutunur ve kan akis1 saglanir (Bussolino

vd 1997).

Embriyonik gelisim, yara iyilesmesi, organ hipertrofisi, menstural donemin kontrolii
gibi hayati 6neme sahip bazi fizyolojik olaylarda, anjiogenez Onemli roller iistlenir.
Fizyolojik anjiogenezin kontrolii olduk¢a onemlidir ve uyarildiginda; sedef hastaligi,
arterit, obezite, astim, damar tikaniklig1, baz1 bulasici hastaliklar ve kanser gibi patolojik

sonuglar ortaya ¢ikabilir (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2. Anjiogenezin artmasi sonucu geligen bazi hastaliklar .

Hedef Organ Fare ya da Insanda Olusan Hastaliklar

Goz Diabetik retinopati,

Bagirsak Inflamatuar periodontal hastalik, karinda su toplanmasi,
peritonel adezyon

Kemik, eklemler Artirit, sinovit, osteomiyelit, osteofit olusumu

Farkh Organlar Kanser, infeksiyon hastaliklari, oto immiin bozukluklar
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Aksine anjiogenez baskilanirsa, yeni damar olusumu gerceklesemeyecegi igin;
Alzhemier, amyotrofik lateral skleroz (ALS), diabetik noropati, felg, damar tikanikligi,
hipertansiyon, diabet, restenoz, gastrik ya da oral iilserler, crohn hastaligi, purpura, sag
kaybi, rahim kanamalari, neonatal solunum bozuklugu, nefropati, osteoporoz ve kemik
kiriklarinda gec iyilesme gibi patolojik olaylar ortaya ¢ikabilir (Cizelge 2.3) (Carmeliet
2003).

Cizelge 2.3. Yetersiz anjiogenez (damar regresyonu) sonucu gelisen bazi hastalilar.

Hedef Organ Hastalik Anjiogenik Mekanizma

KAN DAMARLARI Kolarektal
bozulmasi
Yetersiz anjiogenez ya da kan
damar1  dagihm  nedeni ile
mikrodamarlarin azalmasi
iskemik uzuvlarda kolorektal
biiyiime ya da anjiogenezin
azalmasi, perisit kayb1 sonucu
retinal neovaskularizasyon
Yashhkta arteriyal yaralanmalar
sonrasinda endotellerin
enilenmemesi

damar  gelisiminin

Mukozal iskemi

Yashhga bagh olarak endotellerin
telomerlerinin kisalmasi
Anjiogenez inhibitorleri nedeni ile
sacin uzamasinin gecikmesi

AKCIGER VEGF ve HIF-2a miktann
azalmasi sonucunda akciger
gelisimindeki bozukluk

VEGF inhibisyonu nedeni ile
alveolar endotellerin apoptozu

VEGF ye bagh olarak anjiogenezin
bozulmasi ile kemik olusumunun
gecikmesi
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2.3.1. Anjiogenez rol oynayan enzimler

Tiimor, biiylimek ve komsu hiicreleri istila etmek icin ekstraseliilar matriksi (ECM)
parcalamak zorundadir. ECM ve hiicreler arasinda 6nemli bir sinyal iletimi mevcuttur.
Biitiin besinler, hormonlar ve sitokinler damardan hiicreye ECM’yi asarak ulasir.
Hiicreler hareket edebilmek i¢in, mutlaka ECM ile baglantilarin1 kesmek ve ECM’yi
parcalamak zorundadirlar. Hiicrelerin bunu basarabilmesi i¢in, bazi proteolitik enzimleri
salgilamas1 gerekmektedir (Roy vd 2006). ECM’nin parcalanmasi sadece hiicre gogii,
istilast ve metastaz olusumunu kolaylagtirmaz, ayn1 zamanda pek ¢ok yoldan hiicre
davranigini da dogrudan etkiler. ECM’nin parcalanmasi ile, ECM’ye bagli biiyiime
faktorlerinin salinmasina yol acarken, aym1 zamanda bazi endojen anjiogenez

inhibitorleri de serbest kalmaktadir (Nyberg vd 2006).

Kan damarinin bazal membranindaki en 6nemli ECM bilesenleri; Tip IV- kollajen,
Tip XV-kollajen, Tip XVIII kollajen, laminin’ler, nidogen/entaktin, heparin/siilfat
proteoglukan’lar ve perlekan’lardir. Bu bilesenlerin tiimii proteolitik enzimler icin birer
substrattir. In vivo ve in vitro yeni damar olusumunda, damar yenilenmesinde bu
bariyerlerin asilmasi i¢in gorevli olan bes dnemli enzim ailesi bulunmaktadir (Roy vd
2006). Bunlar;
1-Matriks metalloproteazlar (MMP),
2-Disintegrin ve metalloproteazlar (ADAM),
3-Trombospondin motifli disintegrin ve metalloproteazlar (ADAMT),
4-Serin proteazlar,

5-Katepsin proteazlardir.

Proteazlar ya da peptidazlar, peptit baglarinin par¢alanmasini katalizler. Kataliz
mekanizmalarina gore proteazlar; serin, treonin, sistein, aspartat ve metallo proteazlar
olmak tiizere 5 gruba ayrilirlar. Proteolitik parcalanmalar, pek ¢ok biyolojik siirecin
baslangicin1 olusturur ve bu nedenle, siki bir sekilde kontrol edilmelidir. Hiicre
bliyiimesi, hiicre 06limi, kanimn pihtilagsmasi, apoptoz, matriksin yeniden

sekillendirilmesi ve immiin savunmada, proteaz aktivitesi olduk¢a 6nemlidir. Bu yiizden
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proteazlar, pek ¢ok hastalifin tedavisi i¢in belirlenen hedef molekiiller arasinda yer

almaktadir (Vandeputte-Rutten ve Gros 2002).

Matriksinler, omurgali kollejenazlar ve matriks metalloproteinazlar (MMP) olarak
adlandirilan enzimler, c¢inko bagimli endopeptidazlardan olusan genis bir ailedir ve
ECM’nin par¢alanmasinda, hiz sinirlayic1 basamakta aktivite gostermektedir. MMP’ler,
ilk kez 47 y1l 6nce Gross ve Lapiere tarafindan, larva kuyrugunda tanimlanmistir (Foda
ve Zucker 2001). O tarihten giiniimiize kadar bu enzim ailesi, ECM bilesenlerinin temel

isleyicileri olarak tanimlanmaktadir (Sekil 2.16) (Tallant vd 2010).

KOLLAJENAZLAR
c (MMP -1, -8, -13)

STROMELIZINLER
(MMP .3, -10)

C MATRILIZINLER
(MMP -7, -26)

C MEMBRAN TiP MMP’ler
(MT-MMP -1, -5)

¢ JELATINAZLAR

(MMP -2, -9)
‘ Hemopeksin bolge N Sinyal dizisi
Propeptit Membrana tutunma bélgesi
—_— Cummmmm Kuyruk

@Zn baglayici katalitik boige > Sitosolik baige

Sekil 2.16. MMP’ lerin yapisal bolgeleri. Tim MMP’ lerde benzer sekilde bir organizasyon goriiliir. N-

terminal bolgeleri bir sinyal peptittir (pro-peptit). Katalitik bdlgelerinde korunmus bir Zn
baglama bolgesi bulunur. Jelatinazlarda jelatine baglanabilmek igin 3 adet fibronektin tekrar
bulunur. Farkli uzunlukta olan baglayici kisim N-terminal bolgeyi hemopeksinin C-terminaline

baglar (bu durum MMP7 de yoktur). MMP’ler membrana, membran baglanma bolgesinin C-

terminalinden tutunur (Sela 2009’dan alinmistir)

MMP’ler, ECM, bazal lamina ve endotel hiicrelerdeki siki baglanti bolgelerine

saldirarak kan-beyin bariyeri gegirgenligini artirirlar ve bu yolla, akut noro-
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inflamasyona neden olurlar (Rosenberg 2009). Bu proteolitik enzimler benzer yapilara
sahiptirler ve ECM’nin bilinen tiim bilesenlerini parcalayabilme yetenegindedirler.
MMP aktivitesi transkripsiyonel seviyede ya da metalloproteazlarin doku inhibitorleri
(TIMP) olarak bilinen bir grup endojen inhibitdr tarafindan diizenlenebilir (Moses 1997,
Ala-Aho ve Kahari 2005). ECM’nin MMP’ler tarafindan parcalanmasi, ECM’de
depolanan, vaskular endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ve bazik-fibroblast biiyiime
faktorii (bFGF) gibi anjiogenik faktorlerin salimimin1i da saglayarak anjiogenezi
kolaylastirmaktadir. MMP’lerin aktivitesindeki degisimler, anjiogenezin
diizenlenmesinde olduk¢a 6nemlidir. Bu yiizden dogal ya da sentetik MMP inhibitorleri
kullanilarak tiimor anjiogenezi baskilanmaya g¢aligilmaktadir (VanWart ve Birkedal-

Hansen 1990).

2.3.1.1. Disintegrin ve metalloproteazlar (ADAM’lar)

ADAM’lar, disintegrin ve metalloproteaz bolgelerine sahip tip—1 membran gluko-
proteinleridir. ADAM’lar endoplazmik retikulum’da sentezlenir ve golginin trans
bolgesinin son kisminda olgunlasir. Proteinin katlanmasi ve disiilfid baglarinin
olusumu, proteinin saperon oOzelligi gosteren N-terminal propeptiti tarafindan
gerceklestirilir. Translasyon sonrasi genis ¢apli glikolizasyona ugradiklart i¢in, hiicrede

farkli molekiiler agirliklarda bulunur (Murphy 2008).

ADAM’lar protozoalardan memelilere kadar pek c¢ok canlida bulunanmaktadir.
Metalloproteazlarin metsizin alt ailesine ait olan ADAM ailesinin biitiin iiyeleri
proteolitik 6zellige sahip degildir ¢iinkii bazi ADAM’lar katalitik aktivite icin esas olan
aminoasitleri icermez. ADAM’lar genel olarak propeptit, metalloproteaz, disintegrin
benzeri bolge, sisteince zengin bolge ve epidermal biiylime faktorii benzeri bolge olmak

tizere bes kisimdan olugsmaktadir (Sekil 2.17).
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Sekil 2.17. ADAM’lardaki yapisal bolgeler ve fonksiyonlari. S, sinyal dizi; Pro, probdlge; MP,
metalloproteaz bolgesi (proteolizi gercgeklestirir); Dis, disintegrin bolgesi (adezyonu
gerceklestirir); Cys; sisteince zengin bolge (flizyonu saglar); TM, transmembran bdlgesi; IC,
intraselular bolge (sinyal iletimini saglar). Her bolgenin uzunlugu o bdlgede bulunan aminoasit

sayisint yansitmaktadir (Fahrenhoiz vd 2000°den alinmistir)

ADAM’lar disintegrin bolgeleriyle integrinlere baglanirken, sisteince zengin
bolgeleri araciligiyla proteoglukanlarla etkilesir. ADAM’larin katalitik bolgesi, ECM’ye
ya da hiicre membranina bagli proteinlerin salinmasini saglar. Membrana bagli ADAM
proteinlerinde farkli fonksiyonel ve yapisal rollere sahip olan transmembran ve

sitoplazmik bolgeler bulunur.

Bu giine kadar ADAM ailesine ait 29 {iye tanimlanmistir (Seals ve Courtneidge 2003,
Rosenberg 2009). ADAM’lar mayoz boliinme, iireme ve nérogenez gibi normal gelisim
boyunca ve Alzheimer, artrit, kanser ve kardiak hipertrofisi gibi bazi patolojik
durumlarda, ayrica hiicre yiizeyinin yeniden sekillenmesinde, biiylime faktorii
salinmasinda ve hiicre-hiicre ile hiicre-matriks etkilesimlerinde farkli roller

sergilemektedirler (Chubinskaya vd 2001).

ADAM-17, TNF-a doniistiiriicii enzim (TACE) olarak da bilinir. ADAM-17"ye 6zgiil
bir inhibitor, GL129471, kullanilarak endotel hiicrelerin gogii, yapismasi ve gogalmasi
inhibe edilmistir (Trochon vd 1998). Bu ¢alismanin ardindan ADAM’larin gelisimsel ve
patolojik anjiogenezdeki rolleri arastirilmaya baslanmistir (Apte 2004).

Tez kapsaminda yer alan ADAM-10, TNF-alfa degistirici enzim (TACE) ile homoloji
gosteren bir enzimdir (Yamazaki vd 1997). ADAM-10 ve ADAM-17 (TACE)
enzimlerinde bulunan a-sekretaz aktivitesi sayesinde amiloyid onciil protein (APP)’den,
saliabilir formda olan APP (sAPP) olusturulmaktadir. Bu sayede hiicrede APP birikimi
engellenmektedir. ADAM-10"un o-sekretaz aktivitesine sahip oldugu, bu aktivitenin

enzimin prodomain bdlgesinden kaynaklandig1 ve ekspresyonundaki artisa bagli olarak
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hiicrede sAPP miktarinin da artti§i bir¢cok arastirmaci tarafindan gosterilmistir

(Lammich vd 1999, Fahrenholz vd 2000, Lopez-Perez vd 2001, Colciaghi vd 2002).

ADAM-10 ekspresyonu, bobrek, dalak, lenf nodu, timus, karaciger, kemik iligi ve
beyinde gosterilmistir (Rosendahl vd 1997, Millichip vd 1998). ADAM-10
ekspresyonunun pek cok kanser tipinde, Ozellikle de meme kanserinde artmasi
enziminin tiimorigenezde, invazyonda ve metastazda onemli roller iistlenebilecegini
diisiindiirmektedir (Mochizuki ve Okada 2007). ADAM-10 yada diger ismi ile
Kuzbanian (Kuz) enziminin omurgali canlilardaki sinirsel gelisim mekanizmasi ile
iligkili oldugu ve beyindeki bazi fizyolojik olaylarin diizenlenmesinde 6nemli roller
tistlendigi artik bilinmektedir. Hiicresel bircok sinyal iletim yolaginda gorev alan
ADAM-10, membran proteinlerini parcalayarak ¢oziilebilir olgun formlara doniistiiriir.
ADAM-10 i¢in tanimlanmis biyolojik substratlar arasinda epidermal biiyiime faktorii,
beta-sellulin, Notch proteini, amiloid 6nciil protein ve P maddesi bulunmaktadir (Hall

ve Erickson 2003).

2.3.1.2. Neprilizin

Notral endopeptidaz 24.11 (Neprilizin, NEP, CALLA, Enkefalinaz, CD-10, Ec
3.4.24.11) membrana bagl bir ¢inko metalloendopeptidazdir. M 13 peptidaz ailesi i¢inde
glusizinler olarak bilinen gruba aittir. Ik kez tavsan bdbreginden izole edilen neprilizin,
major bir antijen olarak tanimlanmistir (Turner ve Hooper 2002). Saflastirilmasinin
ardindan, tip II integral membran proteini olarak hiicre yiizeyinde yer aldig
saptanmistir. Diger ekto-enzimler gibi, plazma membraninin ekstraseliilar yiiziinde

bulunan peptitlerin hidrolizini katalizler (Sekil 2.18).

Streptomyces’den elde edilen fosforamidon adli bilesik ile tamamen inhibe edilebilir.
NEP’in tanimlanan ilk substratlar1 arasinda enkefalinler ve P maddesi yer almaktadir.
Bu substratlar enzimin beyinde noropeptit sinyal iletimindeki roliinii ortaya
koymaktadir. Neprilizin sentezlemeyen farelerin beyinlerindeki beta-amiloid (Ap)

birikimi, enzimin AP degredasyonundaki 6nemini isaret etmektedir (Fukami vd 2002).
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NEP; lenfoid onciilleri ve granulositler, normal ve malignant bobrek, hepatik, meme,
mide, pulmoner ve prostat hiicreleri gibi pek ¢ok farkli hiicre tarafindan eksprese
edilmektedir. NEP’in bening prostatik hiperplazi patogenezi ve hepatoseliilar
karsinomlar ile iligkili oldugu, inflamasyonun diizenlenmesinde, yara iyilesmesi ve
immiin sistem aktivasyonunda rol oynadig: diisiiniilmektedir (Dragovic vd 1997, Shipp

v d 1998, Gohring vd 1998).

Zn-baglama bolgesi
MEMBRAN
% VIGHEITHGF
transmran bolge
=
||
NH: I COOH
= "
= N NNN N
SITOPLAZMA : EKSTRASELULAR MATRIKS
—

Sekil 2.18. Neprilizin enziminin yapisi

Noropeptitler duyusal sinirlerden salinirlar ve mast hiicreleri ile makrofajlarin
fonksiyonlarin1 diizenler. NEP, noropepitleri pargalama o6zelliginin yan1 = sira,
inflamasyonun regulasyonunda da onemli bir role sahiptir (Albrecht vd 2004). NEP
noroiletimde, inflamasyon, agr1 fizyolojisi, kan basinci, hiicre biiyiimesi gibi biyolojik
olaylarda ve Alzheimer, kardiovaskular, neoplaztik hastaliklarda Onemli roller
tistlenmektedir. Daha sonra yapilan arastirmalar NEP’in bombesin, bradikinin,
kalsitonin, endotelin-1, norotensin ve vasoaktif intestinal peptit (VIP) gibi mitojenik

peptitleri inaktive ederek Ozellikle akciger ve prostat kanserinde tiimdr biiylimesinin
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kontroliinde rol oynadigin1 ortaya ¢ikarmistir (Sato vd 1996, Bunn vd 1998, Burns vd
1999, Chu ve Arber 2000, Renneberg vd 2001, Usmani vd 2002).

2.3.2. Anjiogenez modiilatorleri

Fizyolojik olarak viicutta anjiogenez bir “salter” ile kontrol altinda tutulur. Bu
salterin “acilmasi” ya da “kapanmasi” bazi 6zgiil molekiiller tarafindan kontrol
edilmektedir. Anjiogenez salterini agarak anjiogenezin tetiklenmesini saglayan
molekiiller, anjiogenik ya da pro-anjiogenik ajanlar, bunun aksine salteri kapatmak
kosulu ile anjiogenezi inhibe eden molekiiller ise anti-anjiogenik ajanlar ya da
anjiogenez inhibitdrleri olarak adlandirilir (Cizelge 2.4). Pro-anjiogenik ajanlar herhangi
bir nedenle anti-anjiogenik ajanlardan daha fazla iiretildiginde, salter acilir ve hizla yeni
kan damarlar1 olusur (Pandya vd 2006). Anjiogenik salterin agilmasi veya kapanmasi,
tiimdr biiylimesini dogrudan etkiler. Pek ¢ok tiimorde bu salterin isleyis mekanizmasi
detayli bir sekilde arastirilmistir. Malignant (k6tii huylu) tiimorler bliylimek icin bu
salteri acgik tutmak zorundadir. Hipoksi (yetersiz oksijen), hipoglisemi, mekanik stres
gibi uyarilara kars1 timor hiicresi, anjiogenik faktorler salar ve bu sayede yeni kan
damar olusumu tetiklenerek tiimor biiyiimeye devam edebilir (Rosen 2002, Bamias ve

Dimopoulos 2003, Gupta ve Ren-Yi 2003).

Anjiogenik uyarimin gergeklesmesini saglayan pro-anjiogenik faktorler 1980’lerin
basinda tanimlanmaya baglanmistir. O zamandan bu yana kabul edilen en Onemli
anjiogenik faktorler; vaskular endotelyal biiylime faktorii (VEGF), asidik ya da bazik
fibroblast biiylime faktorii (aFGF, bFGF), platelet kokenli endotel hiicre biiyiime
faktoriidiir (PD-ECGF). Bu faktorlerden bazilar1 endotel hiicrelerin yiizeyinde bulunan
tirozin kinaz reseptorlerine baglanarak onlari aktive etmek kosulu ile anjiogenezin
uyariminda dogrudan etki gosterirken, bazilar1 da hiicre icinde farkli mekanizmalarin
tetiklenmesine yol agarak anjiogenez uyarimini dolayli yoldan tetikler. Farkli anjiogenik
faktorler tek bir mekanizmayr kullanarak anjiogenezi tetiklerken, bazen tek bir
anjiogenik faktor birden ¢ok mekanizmayr devreye sokabilmektedir (Gupta ve Ren-Yi

2003, Papaiakovou vd 2004).
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Birgok deneysel ¢alisma primer tiimoriin, uzakta bulunan sekonder bir tiimoriin
biiyiimesini baskilayabildigini gostermistir. Bu sonuca dayanarak primer tiimorden
salinan bazi faktorlerin metastazi inhibe ettigi soylenebilir. O halde tiimdr hiicreleri pro-
anjiogenik faktorlerin yani sira anti-anjiogenik faktorler de salar (Prehn 1991, Prehn
1993). Timor hiicresinin  anjiogenik olabilmesi i¢in, anjiogenik faktorlerin
ekspresyonlarindaki artis tek bagina yeterli degildir, ayn1 zamanda var olan anti-
anjiogenik faktorlerin ekspresyonlar1 da baskilanmalidir. Anti-anjiogenik faktorlerin
bilinen hedefleri arasinda; endotel hiicrelerin ¢ogalmasini tesvik eden biiylime
faktorlerini inhibe etmek, endotel hiicrelerin bazal membran1 ge¢mesini saglayan
proteazlar1 inhibe etmek, hiicre ici sinyal iletim yolagin1 bozmak, endotel hiicrelerin
apoptoza yonelmesini saglamak ya da onlar hiicre dongiisiinde hapsetmek, endotelleri
olusturan kemik 1iligi Onciillerini inhibe etmek ve yeni damar olusumu sirasinda
endotellerin ekstraseliilar matrikse tutunmasmni saglefidn -integrin-vitronekt
etkilesimini ortadan kaldirmak, yer almaktadir (Eckhardt 1999, Oehler ve Bicknell
2000).

Interferonlar, baz1 interlokinler, proteaz inhibitorleri, angiostatin ve endostatin gibi
endojen bazi peptitler, hiicre icerisinde var olan dogal (endojen) anti-anjiogenik
faktorlerden bazilaridir. Hiicreye disaridan verilen ve endojen anti-anjiogenik faktorlere
benzer fonksiyonlar gostererek anjiogenezi inhibe eden ajanlar ise ekzojen anti-
anjiogenik faktorler olarak adlandirilir (Friesel vd 1987, Singh vd 1995, Strieter vd
1995, Fernandez vd 1999, Hajitou vd 2002, Gupta ve Ren-Yi 2003).

Anti-anjiogenik ajanlar, etki ettikleri hiicre tipine bagli olarak ti¢ farkli sinifa ayrilir
(Gupta ve Ren-Yi 2003):
1-Dogrudan etki gosteren ajanlar: Endotel hiicreleri ve onlarin anjiogenezdeki rollerini
hedef alir,
2-Dolayl1 etki gosteren ajanlar: Tiimor hiicrelerinin anjiogenik faktorler tiretmelerine
engel olur ve/veya ekstraseliiller mekanizma ile ilgili rol oynar,

3-Karisik etki gosterenler: Hem endotel hem de kanser hiicrelerini hedef alir.
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Cizelge 2.4. Pro-anjiogenik ve Anti-anjiogenik faktorler

Pro-anjiogenik Faktorler

Anti-anjiogenik Faktorler

Adenozin

AC133

Anjiogenin

Angiopoietin-1

Angiopoietin-2

Angiotropin

Asidik fibroblast biiyiime faktorii (aFGF)
Bazik fibroblast biiyiime faktorii (hbFGF)
c-myc (onkogen)

Ras (onkogen)

Del-1

Efirin-B2

Endotelin

Epidermal biiyiime faktorii (EGF)
Eritropoietin

Fibronektin

Follistatin

Graniilosit koloni-stimiile edici biiyiime faktorii (G-CSF)
Hepatosit biiyiime faktorii (HGF)
Interlékin-1,6, 8 (IL-1,6,8)

integrinler

Jelatinaz

Leptin

Midkin

Matriks metalloproteazlar

Nitrik oksit sentezi

Plasental biiyiime faktorii (PiGF)
Platelet kokenli endotel hiicre biiyiime faktorii (PD-
ECGF)

Platelet kokenli biiyiime faktorii-BB (PDGF-BB)
Pleiotropin (PTN)

Proliferin

Prostoglandin- E1 ve E2

Transforme edici bilyiime faktorii-alfa (TGF-a)
Transforme edici bilyiime faktorii-beta (TGF-8)
Trombopoietin

Tiimoér nekroz faktor-alfa (TNF- a)
Urokinaz-tip plazminojen aktivatorii (uPA)
Vaskular endotelyal biiyiime faktorii (VEGF)

Vaskular endotelyal kaderin

Alfastatin

Angiostatin

Anti-anjiogenik antitrombin III

Arrestin

CD 59 komplemani fragmenti

Cinko

Endostatin

Fibronektin fragmenti

Gro-beta

Heparinazlar

Heparin hekzasakkarit fragmenti
Histidince zengin glikoprotein parcasi
insan koryonik gonodotropin (hCG)
interferon alfa, beta, gama

interferon indiikleyici protein (IP-10)
Interlékin-1,2 (IL-1,2)

Kanstatin

Kartilaj kokenli inhibitor (CDI)

Krigle-S

Maspin

Metalloproteazlarin doku inhibitorleri (TIMP)
2-Metoksiostrol

Osteopontin

Pigment epitel kokenli biiyiime faktorii (PEDF)
Plasental riboniikleaz inhibitorii
Plazminojen aktivatorii inhibitorii (PAI-1)
Platelet faktor 4 (PF4)

Retinoidler

Prolaktin fragmenti
Tetrahidroksikortizol-S

Trombospondin-1 (TSP-1)

Transforme edici biiyiime faktorii-beta (TGF-8)
Tumstatin

Vaskulostatin

Vasostatin
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Gergeklestirdikleri fonksiyonlar goz oniine alindiginda anjiogenez inhibitorleri dort
gruba ayrilir (Gupta ve Ren-Yi 2003):
1-Anjiogenik biiylime faktorlerini inhibe eden endojen ve ekzojen anti-anjiogenik
faktorler: Bu grup igerisinde dogrudan anjiogenik biiyiime faktoriine ya da onun
reseptOriine baglanan antikorlar, sitokinler yer alir. Trombospondin bu grup igin
verilebilecek en giizel ornektir. Bu proteinler oldukca biiyiiktiir ve bu nedenle de
proteolize agiktir. Proteindeki anti-anjiogenik 6zelligi olusturan aminoasit dizisi saptanir
ve sadece bu dizinin sentezlenmesi ile, daha kiiciik ekzojen anti-anjiogenik ajanlar
tasarlanir.
2- Endotel hiicrelerin canliligin1 veya biiyiimesini etkileyen anti-anjiogenik faktorler:
Endotel hiicrelerin canliligini ya da biiylimesini etkileyen bu faktorler, etkilerini
dogrudan ya da dolayli bir mekanizma ile sergileyebilir. Dogrudan endotelleri hedef
alan inhibitorler arasinda angiostatin, endostatin, arrestin ve 2-metoksiostradiol yer
almaktadir. Bu ajanlar endotel hiicrelerde bazi degisikliklere yol agarak, onlar1 dldiiriir
ya da boliinmelerini engeller. Dolayli etki gdsteren herseptin gibi ajanlar ise, bazi
biiylime faktorlerinin reseptorlerini bloke etmek sureti ile etki gosterir.
3-Bazal membran1 ve ekstraseliilar matriksi hedef alan anti-anjiogenik faktorler:
Endotel hiicrelerin ekstraseliilar matriks ile etkilesimini saglayan molekiiller arasinda en
onemlisi integrinlerdir. Bu grupta yer alan kanstatin, tumstatin ve vitaksin gibi
inhibitorler, integrin fonksiyonlarinin bozulmasina neden olur.
4-Anjiogenik sinyal yolagmi bozan anti-anjiogenik faktorler: Anjiogenik sinyal
yolaginda tirozin kinaz (PTK), MAPK/ERK, Akt, Bcl-2 ve p53 gibi proteinlerin
fonksiyonel olduklar1 bilinmektedir. Bu proteinleri ve dolayisi ile bu proteinlerin yer
aldig1 yolagi baskilayan anti-anjiogenik ajanlardan bazilari; gleevec, SU5416, PTK787
ve ZD6474°diir. Diisiik molekiil agirligima sahip bu inhibitorler, etkilerini hiicrede

immiinolojik bir yanit olusturmadan sergilemektedir.

2.3.2.1. Endostatin

Endostatin, ilk kez hemangioendotelioma hiicrelerinin besiyerlerinden izole edilmis,

endotel hiicrelerinin proliferasyonunu o6nleyen, 20 kDa molekiiler agirliga sahip

endojen bir anti-anjiogenik proteindir. Proteinin mikro analizi sonucunda, amino asit
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dizisinin kollajen XVIII igerisinde bulunan bir fragmentin amino asit dizisine ¢ok
benzedigi saptanmistir (Sekil 2.19). Daha sonra yapilan ¢aligmalar, endostatinin, bazal
membran bilesenlerinden biri olan kollajen XVIII in C-terminal nonkollajen

domaininden, elastaz veya katepsin-L enzimleri ile elde edildigini gostermistir.

Kollajen XVIII

N

Metal-bagimh kesim (MMPaktivitesi)/

/. Katepsin-L tarafindan proteoliz
Endostatin énciil proteinler—. R ¥

—

y
Ala-his bolgesinden proteazlarla kesim\

(Elastaz, Katepsin-L) .
. 20 kDa endostatin fragmentleri

I Kollajen olmayan bélgeler (NC-1-11)
I Uglit-helikal kollojen bolgeler (COL-1-10)
-Trimerizasyon boélgesi

B =ndostatin
—— Mentese bdlgesi

Sekil 2.19. Endostatin olusumu (Rege vd 2005’den alinmustir)

Endotel hiicre gogiinii inhibe ederken apoptozu indiikler ve bu sayede tiimoriin yeni
damar olusturmasini engeller (O’reilly vd 1997, Saarela vd 1998, Wen vd 1999,
Ferrerasa vd 2000, Kalluri 2003). Endostatinin anjiogenezi inhibe ettigi hem korneal

hem de koryoallantoyik membran deneyleri ile gosterilmistir (Stadler ve Wilding 2003).

Bakteriler tarafindan ekspre edilen endostatin oldukca yavas c¢oziindigl igin,
proteinin saflastirllma basamaginda Onemli sorunlar ile karsilasilmistir. Proteinin
cOziinlirligli zamana bagli olarak artmistir. Endostatin’in bu 6zelligi, basta
arastirmacilart memnun etmese de, Folkman ve arkadaslar1 bu 6zellikten yola ¢ikarak
endostatini biyolojik depo olarak kullanmuslardir. /n vivo denemelerde, ¢oziinebilmesini

saglamak amaci ile endostatini yavas yavas implante etmisler ve bu sayede dolasima
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olduk¢a yavas bir sekilde katilmasi saglanmistir. Boyle bir deneme sonucunda,
endostatin akciger kanserinin hem primer hem de sekonder formlarinda inhibisyon
saglamay1 basarmistir. Benzer sekilde uygulanan endostatin, farkli histolojik 6zellikteki

tiimorlerde, biiyiimeyi 6nemli 6l¢lide baskilamistir (Sekil 2.20).

° -
o a Qe /
Endostatin

Endostatin

Endostatin
B

Bazal membran

Sekil 2.20. Endostatin’in antianjiogenik mekanizmasi. Damar olgunlagma siirecinde endostatin endotel
hiicreler arasina, Ozellikle endotellerin baglanti bolgelerine yayilir. (A) Yeni olusan kan
damarlarinin stabilizasyonunu saglar. (B)Anjiogenik kan damarlarinin durgun faza gecisi

saglanir (Ergiin vd 20012den alinmustir)
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Endotel hiicrelerden salinan endostatin, anjiogenezi baskilamak iizere proteolitik

enzimler tarafindan aktiflestirilir (Sekil 2.21) (Zatterstrom vd 2000).

S s = ANJIOGENEZ INHIBISYONU
Endotel Hicre ( D
P endostatin fragmentleri
ey Py
by o .
D
—D

Ucli helikal bolge

Trimerizasyon bolgesi / \

Proteazlara hassas bolge

Sekil 2.21. Endostatin aktivasyonu ve anjiogenez iizerine etkisi (Zatterstrom vd 2000°den alinmistir)

Endostatinin hem primer tiimorler hem de onlarin gelismis formlar1 iizerinde etkili
olmasi ve bu etkiyi hiicreye spesifik olmadan ger¢eklestirebilmesi iizerine, bu protein ile
yapilan ¢aligmalar hizla artmistir (Folkman 2006). Endostatinin etki mekanizmasi uzun
yillardan bu yana pek ¢ok farkli aragtirmaci tarafindan arastirilmaktadir. Bilinen bazi
fonksiyonlar1 sdyledir;
1-Pek cok hiicre yiizey proteini (asPi, ovBs, owPs ve glipikan—1, -4) ile etkilesir. Bu
etkilesim sonucunda hiicrelerin adezyon ve migrasyon yetenekleri degisir (Rehn vd
2001),
2-VEGF reseptorlerinden biri olan VEGF-R2 (KDR/FLK1)’nin fonksiyonunu bloke
ederek hiicrenin hareketini, proliferasyonunu ve canliligini etkilemeyi basarir (Kim vd
2002),
3-Matriks metalloproteaz 2 (MMP2) ile dayanikli kompleksler olusturur. MMP-2" nin
katalitik bolgesini maskeleyerek aktivitesini baskilar (Kim vd 2000, Lee vd 2002),
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4-Fokal adezyon kinaz ve paksillin proteinlerindeki tirozinlerin fosforilasyonunu
indiikleyerek hiicre go¢iinii ve dolayisiyla hiicre matriks etkilesimini bozar (Dixelius vd
2002).

5-Cylin D1 promotorunun transkripsiyonel aktivitesinde degisiklik yaratarak hiicre
dongiisiiniin ilerleyisini durdurur (Hanai vd 2002),

6- MAPKI, MAPK2 ya da c-myc genlerinin mRNA seviyelerini azaltarak
proliferasyonu etkiler (Shichiri ve Hirata 2001),

7-Fosfotidilinozitol 3 kinaz (PI-3 kinaz)/ protein kinaz B (PKB) yolaginin indiiklenmesi
ile olugan anti-apoptotik sinyalleri inhibe eder. PKB’nin fosforilasyonunu indiikleyerek
yagsam-0liim arasindaki hassas dengeyi bozar (Kang vd 2006),

8-Kaspaz 9 aktivasyonuna ve Bcl-2, Bcl-XL, Bad gibi anti-apoptotik proteinlerin
seviyelerinin azalmasina neden olarak apoptozu indiikler (Dhanabal vd 1999),
9-Endotelyal nitrit oksit sentazin (eNOS), VEGF indiiklii fosforilasyonunu baskilayarak
metastazi engelleyici etki yaratir (Urbich vd 2002),

10-Mitojenik biiylime faktor sinyal yolagmmi bozan hiicre yiizey heparan siilfat
proteoglikanlara baglanmak icin bFGF ile yarisirak anti-proliferatif ve anti-anjiogenik
etkisini sergiler (Hohenester vd 1998),

11-Noropeptit Y ve bombesin ile stimiile edilen endotel hiicre proliferasyonunda énemli
Olciide azalmaya yol acar (Marion-Audibert vd 2000).

12-Hiicre i¢i Ca* konsantrasyonunu arttirir ancak hiicre ici Wnt sinyalini giiclii bir

sekilde inhibe eder (Hanai vd 2002).

Tiimdriin stirekli artan bir sekilde kan kaynaklarma ihtiyact oldugunu kesfetmek,
tiimoriin kendi ipini ¢ekmesine neden olmustur. Bilindigi gibi tiimoériin metastaz
yapmasini proteazlar saglar. Ancak Endostatin de bir proteaz tarafindan kollajen XVIII
in parcalanmasi sonucu agiga c¢ikar. Bu noktada muhtesem gizem ortaya ¢ikmaktadir.
Tiimdr kendi malignant 6zelliginin olugmasin1 saglayan proteazlar salgilar ancak bu
proteazlar anti anjiogenik molekiillerin olusumuna da yol agabilir. Buradan ortaya ¢ikan
gercgek ise, viicudun kendi malignant hasmi ile kendisinin miicadele ettigidir. Timdrden
salinan proteazlar bir yandan agresifligi artirirken 6te yandan tiimoriin kendisine karst
kullanilabilecek farkli silahlarin da yaratilmasini destekler (Hart ve Saini 1992, O’reilly
1997).
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2.4. Kanser Tedavileri

Klasik kanser tedavileri olarak cerrahi miidahale, kemoterapi ve radyoterapi 40 yil1

askin siiredir uygulanmaktadir (Kvols 2005).

2.4.1. Cerrahi miidahale

Kanser icin bilinen en eski tedavilerden birisi cerrahi miidahale ile tiimoriin
uzaklagtirilmasidir. Timoriin tamami alinarak basarili bir sonug elde edilebilir. Ancak
primer tiimorden ayrilan hiicreler kana ya da lenfe ge¢mis ise, primer tiimor alindiktan
sonra da viicudun herhangi bir bolgesinde tiimor gelisimi gozlenebilir. Bu nedenle
cerrahi miidahale yapilacaksa genellikle kanserin heniiz yayilmamis olmasi tercih edilir.
Bunun disinda arastirmalar gostermektedir ki primer tiimdriin alinmasi, timor hiicreleri
kalmissa, residual kanser gelisiminin hizlanmasina neden olmaktadir. Bunun nedeni
tiimoriin uzaklastirilmast nedeni ile neoplaztik hiicrelerin proliferasyon, apoptoz ve
metastaz gibi biyolojik o6zelliklerinin degismesidir. Primer tiimor uzaklastirildiktan
sonra, viicutta kalan residual kanser hiicrelerinde apoptozun azaldig1 ve proliferasyonun
arttig1 saptanmistir. Farkli arastirmacilar ise primer tiimoriin uzaklastirilmasinin, hem
primer hem de metastazik tiimor hiicrelerinde DNA sentezini artirdigini géstermislerdir.
Primer timor uzaklastirildiktan sonra, TNF-a, IL-6 ve VEGF gibi baz1 faktorlerin
salinimi hizlanmaktadir. Bu durum tiimoriin biiylimesine katki saglamaktadir. Eger
kanser ¢ok fazla yayilmigsa, cerrahi miidahale tedavide etkisiz olabilir (Coffey vd

2003).

2.4.2. Kemoterapi

Kemoterapi, 6zellikle ¢ogalan hiicrelere karsi segici 6ldiiriicii etkileri olan, dogal veya
sentetik kimyasal, biyolojik ajanlar ve hormonlarla yapilan tedavi seklidir. 1960’11
yillardan bu yana kullanildig1 bilinmektedir. Kemoterapide kullanilan ajanlar sitostatik
ya da sitotoksik etkili olabilir. Sitostatik ajanlar hiicre gelisimini biiylime siklusunun

spesifik fazinda durdurmak, sitotoksik ajanlar ise hiicreleri 6ldiirmek i¢in kullanilirlar.
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Kemoterapi etkili bir tedavi olsa da bazi olumsuz sonuglar dogurmaktadir.
Kemoterapide kullanilan ilaglara karsi, kanser hiicrelerinde direng gelisimi s6z konusu
olabilir. Bu direncin i¢ direng (intrinsic resistance) veya kazanilmis direng (acquired
resistance) olabilecegi diisiinlilmiistiir. Bu diren¢ mekanizmasi hiicre membraninda yer
alan ve bir protein olan ‘P glikoproteini’nin ekspresyonuna bagli olarak gelisir. P
glikoproteini, tipki bir pompa gibi ¢alisarak hiicre igerisinden kemoterapétik ajanlari
hizla disar1 atmaktadir. Coklu ila¢ direnci (multiple drug resistance-MDR) olan
hiicrelerde, MDR geninin ¢ogalmis olmas1 P glikoproteininin bu hiicrelerde fazlaca
ekspre edildigini isaret etmektedir. Bazi ajanlarin bu proteine daha fazla duyarli oldugu
bilinmektedir. Bunlar icerisinde antitimor antibiyotikler, epipodophylotoxinler,

doxorubicine, bleomycine ve vinca alkoloidleri yer almaktadir.

Kemoterapatik ajanlarin secici olmayan etkilesimlerinden tiimor hiicreleri kadar
normal hiicrelerde etkilenebilir ve toksisite gozlenebilir. Olusan toksik yanitlar siklikla
ilaglarda kullanilacak dozu sinirlar, bazi durumlarda hasta yasamini tehdit edebilir ya
da yasam kalitesini bozabilir. Klinik uygulamalarda en sik gézlenen toksik yanitlar;
kemik iliginde baskilanmaya bagli 16kopeni, trombositopeni, gastrointestinal sistemde

mukozit, stomatit, bulanti, kusma, diyare ya da sa¢ dokiilmesidir (Akyol 2004).

2.4.3. Radyoterapi

1895 yilinda Roentgen tarafindan X-ray tanimlanmis hemen ardindan 1898 yilinda
Marie ve Pierre Curie radyumu kesfetmislerdir. Bu tarihten sonra iyonize radyasyonun
etkileri, hizla arastirilmaya baslanmis ve pek ¢ok fizik¢i cerrahi miidahaleye alternatif
olmasi i¢in iyonize radyasyonu kanser tedavisine adapte etmeye ¢alismistir. Radyasyon
tedavileri, ilk zamanlarda tek ve yliksek doz seklinde uygulanmis ancak tiimorlerde
beklenen inhibisyon saglanamamustir. 20.yy’in baslarinda Claude Regaud, tekrarlanan
kiiciik dozlar seklinde uyguladigi radyoterapinin deride hasar yaratmadan etki

gosterdigini bildirmistir (Connell vd 2004).

Radyoterapi tedavisi palyatif ve kiiratif olmak iizere iki sekilde uygulanir. Palyatif

tedavi timoriin yol agtigi hasarlar1 azaltmak ya da ortadan kaldirmak amaci ile
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uygulanmaktadir. Bunun i¢in diisiik radyasyon dozlar (tipik olarak 30 Gray (Gy), en az
2 hafta) yeterlidir ve normal dokulara zarar verme riski oldukca azdir. Kiiratif tedavide
tiimoriin yok edilmesi amaglanir ve bu nedenle daha yiiksek dozlar kullanilir (66-75 Gy
ve 6-8 hafta). Dozdaki artis, normal dokularda hasar meydana gelme riskini de
beraberinde artirmaktadir. Komplikasyonlar; uygulanan fraksiyonun biiyiikliigiine,
radyasyon uygulanan doku tipine, toplamda uygulanan doza ve organin hangi kismina
uygulandigina bagh olarak gelisir. Radyoterapinin yol a¢tig1 yan etkiler, bazen hemen

bazen ise uzun bir siire sonra ortaya ¢ikabilir (Emami vd 1991).

Normal hiicreler, belirli zaman araliklar ile tekrarlanarak uygulanan diisiik dozdaki
radyasyonu daha iyi tolere edebilmektedir. Bu nedenle radyoterapide standart olarak
kullanilan uygulama sekli, haftada bes kez diisiik dozlar kullanilarak (1.2-3 Gy)
yapilmaktadir. Ancak, bu dozlarin tiimor hiicrelerini yok etmek i¢in yeterli olmadigi da
bilinmektedir. Normal hiicrelerde hasar yaratma riski % 5’in altinda tutulmaya

calisildig i¢in bu dozlar ve siire standardize edilmistir (Connell vd 2004).

1955 yilinda Thomlinson ve Gray, tiimorlerde hipoksinin oldugunu gdsteren
calismalarin1 yayimlamiglardir. Bu tarihten sonra pek ¢ok ¢alismadan elde edilen ortak
sonug; malignant beyin tiimorlerinde, yumusak doku sarkomalarinda, melanomalarda,
prostat, rahim, meme ve kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanserinde hiicrenin hipoksik
oldugudur (Wouters vd 2007). Solid tiimorlerin fizyolojisi ve mikro ¢evresi normal
dokularinkinden oldukca farklidir. Normal dokularda dokunun tipine bagli olarak
oksijen basici 10 ile 80 mmHg arasinda degisirken solid timorlerde ortalama 5 mm
Hg’dir (Fyles vd 2002). Oksijen miktarinin tiimor lizerinde yarattig1 etkiler uzun
yillardir arastirilmaktadir (Nordsmark vd 1996, Brizel vd 1996). Tiimordeki oksijen
azalmasi akut ya da kronik sebeplerden ortaya ¢ikmis olabilir. Hipoksi tiimér biyolojisi
ve fizyolojisi lizerinde zit etkiler yaratir; hipoksi hiicreler i¢in sitotoksiktir ve farkl
bircok mekanizma ile apoptozu uyarir (Wouters vd 2007). Diger yandan hiicrelerde pro-
anjiogenik ajanlarin salinimini tetikler (Semenza 2001). Kanser hastalarinda aneminin
gozlendigi bir gergektir (Obralic vd 1990, Littlewood 2001, Harrison vd 2002). Anemi
hastaligin kendisinden kaynaklaniyor olabilecegi gibi kanser tedavileri sonrasinda da

gelismis olabilir. Aneminin varligi radyoterapi ve kemoterapiden alinacak sonuglari
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onemli Ol¢iide etkilemektedir (Harrison ve Blacwell 2004). Solid tiimorlerde anemiye
bagli olarak (hemoglobin miktarmin azalimi) hipoksinin arttigi gosterilmistir (Hockel
vd 1993). Aneminin diizeltilmesi ile birlikte solid tiimor ¢evresindeki hipoksi ortadan
kalkar ve radyoterapiye karsi duyarlilik artar. Bir¢ok calismada radyoterapi oncesinde
oksijen miktar1 artirilmis ve tlimoriin radyoterapiye karsi hassaslagtigi saptanmistir

(Overgaard ve Horsman 1996, Stuben vd 2003).

Yukarida bahsedildigi gibi hipoksik kosullar, timérlerde hipoksi indiikleyici faktoriin
(HIF-1a)) ve buna bagli olarak VEGF ekspresyonunun artmasina neden olur (Semenza
2001). Radyoterapi sonrasinda VEGF’nin miktarindaki artisa bagli olarak tetiklenen
anjiogenez mekanizmasi, timor biiyiikliiglinde artmaya yol agabilir (Ellis vd 1998,

Gidley 1998).

2.4.4. Anti-anjiogenik terapi

Anti-anjiogenik  ajanlarin  anjiogenez  mekanizmasin1  6nemli  derecede
baskilayabilmesi, bu ajanlar1 kullanarak kansere alternatif bir tedavi yaratma fikrini
dogurmustur. Bu amagla giiniimiize kadar pek ¢ok ¢alisma yapilmistir. Anti-anjiogenik
ajanlar kullanilarak tasarlanan terapiler, dogrudan kanseri hedef alir ¢ilinkii her ne kadar
heterojen yapida olsalar da tiim kanser hiicreleri anjiogenezi mutlak suretle tetiklemek
zorundadir. Bu baglamda anti-anjiogenik terapiler, anjiogenezi inhibe ettigi i¢in, kanser
tedavisi i¢in 6nemli avantajlar saglar:
1-Tek bir damarin binlerce tiimor hiicresi i¢in gerekli besin ve oksijeni sagladig
diisiiniiliirse, bu damarin baskilanmasi timor hiicrelerinin besin ve oksijensiz kalmasina
dolayisiyla ya 6lmelerine ya da dormant hale gegmelerine neden olur,
2-Bu terapi ile kan pihtilagmasinin lokal baglangi¢ seklinin degisimi saglanabilir,
3-Endotel hiicreler normal diploit hiicrelerdir ve genetik mutasyonlara agik degillerdir
dolayisiyla olduk¢a dayaniklidirlar. Bu nedenle sitotoksik ilaglara karsi kisa siirede
direng gelistirirler,
4-Biyolojik aktiviteyi gosteren en 6nemli 6zellik olan kan akisi1 klinikte 6l¢iilebilir bir

kriterdir,
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5-Damarlarin fonksiyonlarinda gecici de olsa meydana getirilebilen etkiler endotellerin

oliimiine neden olur.

Anti-anjiogenik ajanlar heniiz tiimoriin damara ihtiyacit yokken uygulanacak olursa,
tiimoriin biiylimesini engelleyen asilar gibi rol oynar. Anti-anjiogenik terapilerde temel
olan anjiogenezi bloklamaktir. Anti-anjiogenik terapiler timor olusumunu degil
tiimoriin biiylimesini ve metastazin1 baskilamay1 ya da inhibe etmeyi hedeflemelidir.
Unutulmamalidir ki, anti-anjiogenik terapi, kanser i¢in bir tedavi seklidir; bir kiir
degildir. Kanser i¢in bir kiirden bahsedilmek istenirse, kullanilacak ajan hiicrelerin

tiimorijenik 6zellik kazanmasini engelleyebilecek nitelikte olmalidir.

Klasik antikanser tedavilerindeki en Onemli sorun olarak kabul edilen hiicre
heterojenitesi, anti-anjiogenik uygulamalar i¢in de goz ard1 edilemeyecek bir konudur.
Anti-anjiogenik terapide hedef endotel hiicrelerdir ve farkli dnciillerden kdken aldiklari
diisiiniildiiginde endoteller arasinda bir heterojenitenin olmasi1 kaginilmazdir. Bu
durumda ajan endotel hiicrelerindeki farklilia bagl olarak degisen etkilerin ortaya

¢ikmasina neden olabilir (Bamias ve Dimopoulos 2003).

Metastazik tiimorlerde bulunan hiicreler birbirlerinden oldukga farklidir. Bu nedenle,
salgiladiklar1 pro-anjiogenik ajanlarin hem yapilar1 hem de miktarlar1 arasinda
degisiklikler gozlenebilir. Tiimor hiicrelerinin ayni anjiogenik faktorii iiretiyor olmalari,
tedaviye ayn1 yanit1 vermelerini saglamaz. eceklerini garantile verilmesini garantilemez
(Kim vd 2001, Durand ve Raleigh 1998). Tiimoriin mikro ¢evresinin, anjiogeneze karsi
olusturulacak yaniti dogrudan etkiledigi son yillarda bazi ¢alismalarla gosterilmistir.
Timo6r mikro cevresi endotelyal kompartmanlari korur, bazi yasamsal sinyallerin
endotellere iletiminde rol oynar. Timor biiyiimesi i¢in kritik bir dnem tasiyan diger
faktor ise, ekstraseliilar matriksin biitiinligiiniin korunmasidir. Bir¢ok pro ve anti-
anjiogenik ajan ekstraseliiler matrikste depolanir ve parcalanmasi ile salinir.
Ekstraselular matriksin ve depoladigi modiilatorlerin igerigi tiimore bagli olarak degisir.
Bu nedenle her tiimor tek bir ajana karsi, ayn1 yaniti vermez. Ajan uygulandiktan sonra
elde edilen yanit ajanin, tiimoriin hangi bolgesine uygulandigina bagli olarak

degismektedir. Buna ilave olarak mikrogevre, ajanin viicuda dagilimini da etkiler. Bazi
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klinik denemelerde erken fazda uygulanan anti-anjiogenik ajan akciger metastazini
durdururken karacigerde metastaz gelisimine neden olmustur (Sood vd 2001, Miller vd
2001, Thomas vd 2003). Bu farkliligin temel nedeni heniiz ¢ézlilememis olsa da bilim
adamlar1 tiimore ait mikrogevrenin burada Onemli bir kriter oldugu konusunda

hemfikirdir.

2.4.5. Kombine kanser tedavileri

Kanseri tedavi etmek i¢in kullanilan klasik terapilerin hastalarda yaratti1 yan etkiler
g0z Oniline alindiginda, bu tedavilerin gelistirilerek daha etkili hale getirilmesi gerektigi
yadsinmayacak bir gercektir. Bu nedenle bilim adamlari, var olan tedavileri farkli
sekillerde kombine ederek, tedavi basarisin1i arttirmayi, yan etkileri de azaltmayi

hedeflemektedirler.

Bu amagla ilk kez Heidlberg yaptig1 preklinik ¢calismada, radyasyon terapisini takiben
kemoterapik ilaclar uygulamis ve radyoterapinin tek basina sagladigi etkinin, ilacla
birlikte uygulandiginda 6nemli oOl¢iide arttifin1 saptayarak, kombine tedavilerin
uygulanmasi i¢in ilk umut verici sonucu bilim diinyasina agiklamistir. 1960’11 yillarda
Moertel ve arkadaglarinin yaptig1 calismada radyoterapi ve kemoterapi birlikte
kullanilmis, mide ve pankreas kanseri olan hastalarda tedavi basarisi1 6nemli Olciide
artmistir. 1974 yilinda, 5-florourasil ve mitomisin C kombinasyonu radyasyon ile
birlikte uygulamis ve elde edilen basarili sonuglar hem medikal hem de radyasyon
onkologlarinin dikkatini ¢ekmistir (Kvols 2005). Bu tarihten sonra bas ve boyun,
Ozafagus, akciger, mide, pankreas, anal kanal ve rahim kanserleri gibi pek ¢ok kanser
tizerinde kombine tedavilerin etkileri arastirilmistir (Herskovic vd 1992, Adelstein
1998, Cooper vd 1999, Cooper vd 2004 Furuse vd 1999, Thomas 1999, Ryan vd 2000,
Evans vd 2001; Macdonald vd 2001, Penberthy vd 2001).

Klasik kanser tedavilerinde amag tiimor hiicrelerini 6ldiirmektir. Buna alternatif bir
yaklasim olan anti-anjiogenik terapilerde ise hedef, tiimor yataginda toplanan ve
boliinmekte olan endotelleri yok etmek ve bu sayede tiimorii anjiogenezden yoksun

birakmaktir. Kemoterapi ve radyoterapi gibi klasik kanser tedavilerinin yarattigir yan

45



etkiler goz Oniine alindiginda anti-anjiogenik terapinin, kanser tedavilerine saglayacagi
avantaj goz ardi edilemez. Anti-anjiogenik terapide kullanilan ajanin tiimdr hiicresine
girme ya da kan beyin bariyerini gegcme gibi bir zorunlulugu yoktur. Bu nedenle ajan
diisiik dozlarda kisa araliklarla, sik sik uygulanabilir. Eger bir ila¢ sitotoksik etki
yarattig1 dozdan daha diisiik konsantrasyonlarda damar iizerine etki yaratiyorsa anti-

anjiogenik 6zellige sahiptir denebilir (Bamias ve Dimopoulos 2003, Miller vd 2001).

Teicher ve arkadaslar1 1995 yilinda yaptiklar1 ¢calismalarinda ilk kez anti-anjiogenik
bir ajan1 diisiik-tek doz radyoterapi ile birlikte uygulamislar ve radyoterapinin etkisinin
arttigin1 gostermislerdir (Teicher vd 1995). Daha sonraki yillarda bu kombinasyon pek
cok arastirmaci tarafindan uygulanmis ve anti-anjiogenik ajanin, timorii radyasyona
kars1 hassaslastirdigi saptanmistir (Murata vd 1997, Gorski vd 1999, Lee vd 2000, Lund
vd 2000, Hess vd 2001, Kozin vd 2001, Griffin vd 2002, Huang vd 2002). Ancak elde
edilen bulgularn karsilastirmak ve kombine tedavinin etkisini tam olarak ortaya
cikarmak zordur c¢ilinkii yapilan calismalarda kullanilan tiimér modeli, baglangigtaki
timor boyutu, uygulanan doz ve uygulama sekli gibi pek ¢ok faktér degiskendir.
Tahmin edilebilecegi gibi farkli tiimorler anti-anjiogenik tedaviye farkli yanitlar verir.
Tiimdrlerde saptanan bu farklilik, degisken anjiogenik biiyiime faktorlerinin seviyesine

baglidir (Wachsberger vd 2003).

Radyoterapi  tiimoriin  merkezindeki hiicreleri  dldiiriilmeye  hedeflenmistir.
Radyoterapide kullanilan radyoaktif madde hipoksi yaratir ve bu sayede basta VEGF
olmak iizere bircok anjiogenik faktoriin salinimi tetiklenir. Antianjiogenik ajanlar ile
kombine edildiginde, tiimor hiicrelerinin radyoterapiye karsi hassaslastiglr saptanmaistir.
Ayni zamanda kullanilan antianjiogenik ajan, radyasyonun tiimoriin merkezine kadar

ulagsmasini da kolaylastirmaktadir (Gorski vd 1999).

2.5. Anjiogenez ve kanserle iliskili bir noropeptit (P maddesi)

P maddesi ilk defa gegen yiizyilin ilk yarisinda at beyni ve bagirsagindan toz olarak

elde edilmistir. Daha sonraki ¢aligmalarda P maddesinin tansiyon diisiiriicti 6zelliginin

oldugu ve diiz kas hiicrelerinin kasilmasina yol a¢tig1 belirtilmistir. Goddum ve Schild
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bu yeni maddeyi “P maddesi” olarak tanimlamislardir. “P” harfi maddenin ekstraksiyon
protokolii sonucu toz (Powder) olarak elde edilmesine itafen verilmistir. Lembeck bu
maddenin omuriligin dorsal kokiinde ¢ok miktarda bulundugunu tespit etmis ve agri
iletimi ile ilgili bir fonksiyonu olabilecegini 6ne siirmiistiir. P maddesinin rolii ile ilgili
daha genis bilgiler Otsuka ve Konishi’nin ¢alismalarindan elde edilmistir (Otsuka ve
Konishi 1976). 1971°de Chang ve arkadaslar1 P maddesinin aminoasit yapisin1 “H-Arg-
Pro-Lys-Pro-GIn-GIn-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH,” olarak belirlemislerdir (Sekil 2.22)
(Herrison ve Geppetti 2001).

Sekil 2.22. P maddesinin yapisi

1981 yilinda, P maddesi norokinin A ve B ile birlikte, takikinin ailesinin bir iiyesi
olarak tanitilmistir. Her ii¢li de ayn1 karboksil terminal diziye sahiptir: “Phe-X-gly-Leu-
Met- NH,” (X; Phe veya Val olabilir). P maddesinin konformasyonu tamamen
kullanilan ¢6ziicliye ve i¢inde bulundugu lipit ¢evresine baglidir; 6érnegin, P maddesi
metanolde beta-doniis konformasyonuna sahipken suda diiz zincir seklinde bir yapisi

vardir (Sumner vd 1990).

Yeni dogan ratlara elektrik akimi verildikten sonra omuriliklerinde P maddesinin
immiin reaktivitesinin arttig1 gézlenmistir. Buna bagh olarak da P maddesi ekspresyonu

merkezi sinir sistemi ve periferal sinir sistemi ile iligkilendirilmistir. Bugiin ¢ok iyi
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bilinmektedir ki P maddesi primer afferent néronlarin merkezi ve periferal uglarindan
salgilanan bir norotransmitterdir. Memelilerdeki P maddesi preprotakikinin A (PPT-A)
geninden eksprese edilir. PPT-A yaygin atasal bir genin duplikasyonundan orijinlenir ve
ayni zamanda noérokinin A, noropeptit K ve ndropeptit-gama’yr da kodlar. PPTA
geninin mRNA modifikasyonlar1 sonucu alfa, beta ve gama olmak iizere {li¢ adet P
maddesi Onciilii kodlanir. P maddesi oOnciil molekiillerinden konvertazlar olarak
adlandirilan proteazlar tarafindan kopartilir (Carter ve Krause 1990). Deneysel olarak
duyusal sinirlerin inaktive edilmesi var olan P maddesinin ancak %50 azalmasina yol
acmistir. Bu sonuca dayanarak P maddesinin yalniz duyusal noronlardan degil
monositler, makrofajlar ve tiimor hiicreleri gibi farkli hiicre tiplerinden de salindigr ileri
stiriilmiistiir. Bu hiicrelerde PTT-A geninin ve bu genin mRNA’sinin varligi gosterilerek
hipotez dogrulanmistir. Yapilan farkli ¢alismalarda, hangi hiicreden sentezlendigine
bagli olarak, P maddesinin kanser ve anjiogenez iizerinde farkli roller istlendigi

gosterilmistir

Periferal dokularda ve merkezi sinir sisteminde, norojenik inflamasyon ve immun
yanitin olusturulmasinda, agrinin algilanmasinda rol aldig: bilinmektedir (Sekil 2.23). P
maddesinin ras onkogeninini aktive ettigi ve reseptore baglandiginda TAPI-duyarl
matriks metalloproteazlar1 6zellikle de TACE’i (ADAM-17) aktive ederek membrana
bagli TGF-o’nin aktif formda salinmasina neden olur. TGF-a mitojen bagimli protein
kinaz (MAPK) yolagimi aktive ederek hiicre proliferasyonunu artirir (Palma vd 1993,
Singh vd 2000, Friess vd 2003, Munoz vd 2004).

P maddesi kanserle en fazla iligkilendirilen ndropeptittir. P maddesinin kanser
gelisimindeki rolii ile ilgili ¢alismalarin sonuglari, birbirleriyle celigkilidir. Caligmalarin
bir kismi P maddesinin timor gelisimini hizlandirdigini, yeni damar olusumunu
arttirdigin1 ve bu yolla metastazi kolaylastirdigini gdstermektedir. Diger yandan P
maddesinin iiretiminden sorumlu genin kaybi ise kolon kanserinin gelisimine neden
olmustur. Benzer sekilde farelerin P maddesi ile 6nceden tedavi edilmesinin tiimore
kars1 immiin yanit1 arttirarak, melanoma gelisimini yavaglattig1 gosterilmistir. Sonuglar
ne kadar geliskili olursa olsun bu bulgular duyusal sinirlerden salinan néropeptitlerin

kanser gelisimini etkileyecegini gostermektedir.
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Sekil 2.23. Doku yaralanmalari sonucu omuriligin dorsal kokiinden salinan P maddesi, inflamatuar

hiicreleri uyarip histamin salinimin tetikleyerek agrinin hissedilmesini saglar.

P maddesi metabolizmasinda rol oynayan pek ¢ok enzim vardir. Ancak bunlardan en
onemlileri neprilizin (NEP) ve angiotensin doniistiiriicii enzim (ACE) dir. Neprilizin
beyinde, omurilikte ve periferal dokularda, ACE ise plazmada P maddesini pargalar.
Hem NEP hem de ACE, P maddesini Phe®-Gly’ ya da Gly’-Leu'® baglar1 arasindan
keser (Herrison ve Geppetti 2001).

Neprilizin enzimin diger bir substrafy -amiloid peptittir. Bu peptiti parcalayabilen
diger bir enzim ise ADAM-10 dur (Iwata 2004). B-amiloid peptidi benzer sekilde
pargaladiklart icin ADAM -10’un P maddesini de pargalama potansiyeline sahip
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olabilecegi diisliniilmiis ve yapilan c¢alismalar sonucunda ADAM-10 enziminin P
maddesini, neprilizin ile aym bolgelerden kestigi gosterilmistir (Erin vd 2006). P
maddesinin hidrolizi sonucu olusan fragmentlerin timoér hiicrelerinin biiylimesini

azalttig1 gosterilmistir (Heasley 2001).

P maddesi ve diger takikininlerin kapsaisine duyarli duyusal ndronlarin periferik
uclarindan salinmasi ndérojenik inflamasyona isaret eder. Duyusal ndéropeptitler
genellikle damar sistemi {iizerine etkilidir ve arterlerin genislemesine neden olur
(Herrison ve Geppetti 2001). Fizyolojik stres durumu ile iliskili olarak malignansinin
gelisiminde merkezi sinir sisteminin potansiyel bir rolii olabilecegi diistiniilmektedir.
Ozellikle stres ile tetiklenmis ndroendokrin ve immiin fonksiyonlarin kansere bagl
Oliimlerde pay1 oldugu diisiiniilmektedir. Duyusal ndropatilere sahip hastalarda farkli
tipte kanserlerin goriilme sikhigmnin arttifi da bilinen bir gercektir. Stres sonucunda
salgilanan ndropeptitlerin damar iizerine yaptiklar1 etkiler goze alindiginda, bu
peptitlerin anjiogenez mekanizmasi iizerinde de etkili olabilecegine inanilmaktadir (Erin
vd 2004). Daha sonra yapilan ¢aligsmalar noropeptitlerin in vitro kosullarda fibroblast ve
endotel hiicrelerinin ¢ogalmasini, in vivo kosullarda ise anjiogenezi uyardigini

gostermektedir (Salo vd 2007).
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3. MATERYAL VE METOT

Tez kapsaminda yapilan ¢aligmalar;
1-Hiicre kiiltiirii sartlarinin belirlenmesi,
2-Radyoterapi dozunun belirlenmesi,
3-Sitotoksik etkinin belirlenmesi,
4-Endostatinin P maddesi iizerine olan etkisinin arastirilmasi,
5-Endostatinin ADAM-10 ve Neprilizin enzim aktiviteleri lizerine sergileyebilecegi
etkilerin aragtirilmasi,
6-Enzimlerde kaydedilen aktivite degisikliginin protein miktarlarina bagli olup
olmadigmmin western blot teknigi ile goOsterilmesi olmak {iizere alti bashk altinda
toplanabilir. Tiim c¢aligmalarda endostatin tek basina denendikten sonra 45 Gy

radyoterapi uygulamasi ile kombine edilerek kullanilmstir.

3.1 Hiicre Kiiltiirii Sartlarinin Belirlenmesi

Calismada kullanilan 4T1 ve 4THMpc fare meme kanser hiicre hatlari Dog. Dr.
Nuray Erin’den (Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik Bilimleri Arastirma ve
Uygulama Merkezi) temin edildi. Hiicreler % 5 fetal bovin serum (FBS), 0.02 mM
esansiyel olmayan amino asit karisimi, 1 mM sodyum-piriivat, 4 mM L-glutamin ve 80
mg gentamisin ilave edilmis DMEM-F12 besi yeri kullanilarak, 37 °C’de % 5 CO;‘li
etiivde kiiltiire edildi. Petrilerdeki doluluk oran1 % 80-90 olunca, hiicreler, deney icin
optimize edilen sayilarda, steril petri veya kuyucuklu plaklara boliindii. Tim
denemelerden once, mikoplazma tarama kiti kullamlarak (Invivo Gen, #rep-pt2)

kontaminasyonunun olup olmadig test edildi (Sugapriya vd 2008).
3.2 Radyoterapi Dozunun belirlenmesi

4T1 ve 4THMpc hiicreleri % 5 serumlu besi yeri icerisinde, 1000, 2500, 3000, 5000
ve 10000 hiicre/ kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu plaklara boliindii. 24 saatlik

inkiibasyon siiresi sonrasinda, hiicrelerin iizerindeki besi yerleri uzaklastirildi ve yerine

%1 serum igeren besi yeri eklendi. Dort saat sonra 2 cm kalinligindaki plate’ler Kobalt
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60 (°°Co) teleterapi cihazi kullamlarak 100 cm uzakliktan 5, 10, 20 ve 45 Gy ile
1sinlandi. Plate’ler, homojen bir etki saglanabilmesi i¢in suya esdeger 6zellikte bir dolgu
maddesi ile hazirlanan 0,5 cm kalinligindaki kaliplar igerisine yerlestirilerek 1sinlandi.
Deneyler 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri sonrasinda sonlandirildi. Hiicrelerin

canlili1 agagida anlatilan MTT testi ile belirlendi. Deneyler 5 kez tekrarlandi.

3.3 Sitotoksik Etkinin Belirlenmesi

3.3.1. Endostatin dozlarinin optimizasyonu ve standardizasyonu

Endostatin (4ug/ml), 17 mM sitrik asit-fosfat tamponu icerisinde ¢6ziinmiis olarak
satin alind1 ve 10’ar ul olacak sekilde steril ependorf tiipler icerisine boliinerek -80°C’de
muhafaza edildi. Tiim deneylerde, 17 mM sitrik asit fosfat tamponu (pH:6,2) kontrol
olarak kullanildi.

Endostatin dozlari, 8nce 1, 5107, 5x107%, 5x107, 5x10%, 5x107, 5x10° ve 5x10”
pg/ml olarak belirlendi (Taddei ve Chiarungi 1999). Ancak, yapilan bes bagimsiz deney
sonucunda, endostatinin bu dozlarda 4T1 ve 4THMpc hiicreleri iizerinde sergiledigi
sitotoksik etkinin oldukca degisik oldugu saptandi. Kapsamli bir literatiir taramasi
sonucunda, tez ¢alismasinda kullanilan dozlarin, diger caligmalarda sitotoksik oldugu
belirlenmis olan endostatin dozlarina oranla oldukga diisiik oldugu, endostatinin in vitro
sitotoksik etkisinin hiicre tipine bagli olarak Onemli Olclide degistigi belirlendi

(Macpherson ve Sylvia 2003). Bu bilgiler 1s1ginda belirlenen 4, 2, 1, 0,5 ve 0,25

ng/ml’lik dozlar, sitotoksisite testlerinde kullanilarak deneyler tekrarlandi.

3.3.2. MTT hiicre canhlik testi

Hiicrelerin canliligi hiicre proliferasyon testi (Promega, G5430) kullanilarak
degerlendirildi. Bu test tetrazolyum tuzu olan MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
karboksimetoksifenil)-2-(4-siilfofenil)-2H-tetrazolyumium ve elektron eslestirme ajani
olarak kullanilan fenazin metosiilfat (PMS)’dan olusmaktadir. MTS, metabolik olarak

aktif olan canli hiicrelerdeki dehidrogenaz enzimleri tarafindan, besi yerinde
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coziinebilen bir formazana doniistiiriiliir (Sekil 3.1) Spektrofotometre cihazinda (490
nm dalga boyunda) oOlciilerek elde edilen absorbans degerleri, olusan formazan
miktarina baglh olarak degismektedir. Bu baglamda, elde edilen absorbans degeri canli

hiicre sayisini isaret etmektedir.

ALO0H SO7 OCH,COOH SO
wJOJ
‘.N PJ\N,Q/
/ \
N=NE S CH, NeN_H S ol
X X
N N/
CH3 CH,
MTS - Formazan

Sekil 3.1. MTS ve olusturdugu formazanin yapisi

4T1 ve 4THMpc hiicreleri 1000, 2500, 3000, 5000 ve 10 000 hiicre/kuyucuk olacak
sekilde boliinen hiicreler ile yapilan deneylerden elde edilen bulgular, MTT hiicre

canlilik testi i¢in en uygun olan saymin 5000 hiicre/kuyucuk oldugunu gésterdi.

Besi yeri igerisine eklenen fetal bovin serumun ilaglarla etkilesime girme olasilig1 goz
Oniine alinarak deneylerde Oncelikle serumsuz besi yerinin kullanilmasi planlanmaisti.
Ancak 24 saatten daha uzun inkiibasyon siirelerinde hiicrelerin canli kalmadiginin
saptanmast lzerine, tez kapsamindaki tim deneylerde, % 1 serumlu besi yeri

kullanilmasina karar verildi.

4T1 ve 4THMpc hiicreleri, steril 96 kuyucuklu plaklara 5x10” hiicre/kuyucuk olacak
sekilde boliindii. Yirmidort saatlik inkiibasyon sonrasinda, besi yerleri uzaklastirilarak;
4,2, 1, 0,5 ve 0,25 pg/ml endostatin iceren 200 ul %1 serumlu besiyerleri uygulandi.
Kontrol grubu olarak kullanilacak olan iki farkli kuyuga sirasiyla % 1 serumlu besi yeri
ve 17 mM (pH:6.2) sitrik asit- fosfat tamponu eklendi. Endostatin uygulamasini takip

eden dordiincii saatin sonunda, radyoterapi grubu olarak etiketlenen plaklar, 45 Gray
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Cobalt® (Co60) ile 1sinlandi. Isinlamanin ardindan, deneyler 24, 48 ve 72 saatlik
inkiibasyon siireleri sonunda sonlandirildi ve besi yerleri uzaklastirildi. Kuyucuklara
180 ul serumsuz besiyeri ve kit igerisinde bulunan MTS+PMS soliisyonundan
karistmindan 20 pl eklenerek 37C de 2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda
orneklerin absorbanslari, spektrofotometre cihazinda 490 nm dalga boyunda okunarak

kaydedildi (Haugen vd 2004).

3.3.3. Live-Dead canhlik/sitotoksisite testi

MTT hiicre canlilik testinden elde edilen sonuclari desteklemek amaci ile aym
dozlarin hiicreler iizerindeki etkisi, Live-Dead testi (Molecular Probes, 1.3224) ile bir
kez daha degerlendirildi. Bu test igerisinde yer alan kalsein-AM floresan 6zellige sahip
olmayan bir bilesiktir ve canli hiicrelerdeki hiicre i¢i esteraz aktivitesi sayesinde
floresan bir madde olan kalseine doniistiiriiliir. Polianiyonik bir madde olan kalsein,
eger canli hiicrelerin igerisinde bulunursa, 495 nm eksitasyon ve 515 nm emisyon dalga
boylarinda yesil, giiclii bir floresan 1s1ma yaratir. Ote yandan test icerisindeki diger
bilesik, etidyum bromid (EthD-1) 6lii olan hiicrenin membranindan igeri girerek niikleik
asitlere baglanmak kosulu ile, 495 nm eksitasyon ve 635 nm emisyon dalga boylarinda
parlak kirmizi bir 1s1ma yaratmaktadir. Hiicrenin canliligi heniiz sona ermemis ise
kalsein, aksine sitotoksik ajan hiicreleri Oldiirmiis ise etidyum bromid uygun dalga
boylarinda 1s1ma verecektir. Elde edilen bagil floresan degerleri (RFU), kitin igerisinde
verilen 6zel formiillere yerlestirildiginde, canli ve 6lii hiicrelerin toplam hiicre sayisina

orani elde edilmektedir. Kullanilan formiiller asagida gosterilmistir:

RFU(530) ornek RFU(53O) minimum
% Canl1 Hiicre = x100
RFU(530) maksimum RFU(53O) minimum

. RFU(645) ornek RFU(645) minimum
% Olii Hiicre = x100
RFU(645) maksimum — RFU(645) minimum

Hiicreler 1x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde 12 kuyucuklu plaklara boliindii. 24
saatlik inkiibasyon sonrasinda besi yerleri uzaklastirilarak; 4, 2, 1, 0,5 ve 0,25 pg/ml
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endostatin iceren 1 ml %1 serumlu besi yerleri uygulandi. Kontrol grubu olarak
kullanilacak kuyucuklara yalnizca %1 serumlu besi yeri uygulandi. Tedaviden 4 saat
sonra radyoterapi grubu olarak etiketlenen plaklar, 45 Gy ®“°Co ile 1smlandu.
Isinlamanin ardindan deneyler 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda,
sonlandirildi. Florimetre cihazinda  6rneklerin bagil floresan degerleri o6l¢iiliip

kaydedildi (Yee vd 2000).

3.3.4. Tripan mavisi testi

Yukarida belirtilen test sonuglarini desteklemek amaci ile hiicre canliligin1 dogrudan
mikroskobik olarak belirleyebilmeyi saglayan tripan mavisi (0.4 % ; Hanks tuz-fosfat
tamponu igerisinde) testi kullanildi. Hiicrelerin canliligi, hiicre i¢ine tripan mavisi alinip
alinmadigina bagl olarak gozlenen renk ile degerlendirildi. Membran hasar1 olan
hiicreler boyay1 aldiklari icin mavi renkte gozlenirken canli hiicreler igerisine boyanin
girmesi so6z konusu olmadigindan seffaf renkte gozlendi. Canli hiicrelerin miktari

asagida verilen formdiiller ile hesaplandi.

Toplam Hiicre Sayisi / ml =. (Toplam Hiicre Sayist / n) x Sulandirma Faktorii x 10*

(n: Hemositometredeki karelerden kag tanesinin sayildigini géstermektedir)

Canli Hiicre Sayis1
% Canli Hiicre = x 100
Toplam Hiicre Sayis1

Hiicreler 1x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde 12 kuyucuklu plaklara boliindii.
Yirmidort saatlik inkiibasyon sonrasinda besi yerleri uzaklastirilarak; 4, 2, 1, 0,5 ve 0,25
ug/ml endostatin iceren 1 ml %1 serumlu besi yerleri uygulandi. Kontrol grubu olarak
kullanilacak kuyucuklara yalnizca %1 serumlu besi yeri uygulandi. Tedaviden 4 saat

sonra radyoterapi grubu olarak etiketlenen plaklar, 45 Gray ®°Co ile 1sinlandu.
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Isinlamanin ardindan deneyler; 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda,
sonlandirildi. Besiyerleri toplanarak 1000 rpm’de 2 dakika dondiiriilerek c¢oktiiriildii,
dokelti uzaklastirildi. Kuyucuklarin tizerine 500ul, EDTA-Versen eklenerek hiicreler
plaklardan ayrildi ve tiipteki ¢okeltinin iizerine eklendi. Karisim, 1500 rpm’de 2 dakika
daha dondiiriilerek ¢oktiiriildii. Stipernatan uzaklastirildi ve tizerlerine 300l Hanks-tuz
soliisyonu eklenerek peletler ¢oziildii. Ornekler buz icerisine alindi. Ornekler, hiicre
konsantrasyonuna bagli olarak sulandirilarak, canli ve 6lii hiicre sayilar1 151k mikroskop

altinda hemositometre kullanilarak belirlendi (Lin ve Maiese 2001).

3

Sekil 3.2. Isik mikroskobunda canli (A) ve &lii (B) hiicrelerin goriintiisii

3.3.5. Kaspaz-3 enzim aktivitesi

Kaspaz -3 (CPP 32), “Asp-Glu-Val-Asp” amino asit dizisindeki substratlar1 (DEVD),
Ozgil olarak kesebilen bir enzimdir. Tez ¢alismasinda kullanilan Enzchek Kaspaz-3
aktivite testi (Molecular Probes, E13183), 7-amino-4-metilkumarin (AMC)’ den kdken
alan substratlarin (Z-DEVD-AMC; Z, bir benziloksikarbonil grubunu temsil etmektedir)
oldukca gii¢sliz florimetrik 1s1ma verirken, aksine, bu bilesigin kaspaz-3 enzimi
tarafindan parcalanmasi ile olusan florimetrik iirtinlerin siddetli, mavi bir floresan 1s1ma
yaratmasi esasina dayanmaktadir. Elde edilen bagil florimetrik degerlerin kaspaz-3
enziminin aktivitesinden kaynaklandigi, kit igerisinde verilen Ac-DEVD-CHO adli
enzim inhibitériinii kullanarak kanitlanmaktadir. Kaspaz-3 standardi olarak, kit
igerisinde sunulmus olan, AMC seri diliisyonlar ile seyreltilerek kullanilir. Standart
kullanarak, orneklerdeki AMC miktar1 ve buna bagl olarak kaspaz-3 enzim aktivitesi

hakkinda degerlendirme yapilabilir.
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Kaspaz-3 enzim aktivitesinin belirlenebilmesi i¢in hiicreler, 1x 10° hiicre/kuyucuk
olacak sekilde 6 kuyucuklu plaklara boliindii. 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda besi
yerleri uzaklastirilarak, sitotoksisite testlerinde etkili oldugu saptanan 4 pg/ml
endostatin iceren %1 serumlu besiyerleri (2 ml) uygulandi. Kontrol grubu olarak
kullanilacak kuyucuklara yalnizca %1 serumlu besi yeri (2 ml) uygulandi. Tedaviden 4
saat sonra, radyoterapi grubu olarak etiketlenen plaklar, 45 Gy “°Co kaynag ile
1sinlandi. Diger testlerde endostatin, 72 saatlik inkiibasyon siiresinde etkili bulundugu
icin, 72 saat sonunda deneyler sonlandirildi. Besiyerleri uzaklastirildi ve hiicrelerin
tizerine 500 pl EDTA-Versen eklenerek hiicreler yapismis halde bulunduklari
plaklardan ayrildi. Toplanan hiicreler 1500 rpm’de 2 dakika dondiiriilerek coktiiriildii.
Stipernatan atildi ve pelet tizerine 500 pul PBS eklendi ve bu kez hiicreler 5000 rpm’de 5
dakika dondiiriilerek ¢oktiiriildii. Stipernatan atildi ve pelet iizerine 100 pl kit icerisinde
bulunan 1X liziz tamponu eklendi. Optimizasyon c¢aligmalar1 sirasinda hiicreler
sonifikasyon metodu kullanilarak pargalanmisti ancak bu teknigin enzim aktivitesini
degistirdigi diisliniildiigli i¢in, bunun yerine farkli bir yontem olan etanol-kuru buz
teknigi kullanilarak hiicreler pargalandi. Bu teknikte; hiicreler ii¢ kez, 5 dakika ara ile
etanol-kuru buz igerisinde bekletilip oda 1sisina alindi ve son uygulamanin ardindan
5000 rpm’de 5 dakika dondiiriilerek ¢oktiiriildii. Enzim aktivitesi tayini igin
stipernatanlardaki toplam protein miktari, Bradford esasina dayanan protein tespit kiti
kullanilarak (Bio-rad, 1-800-424-6723) belirlendi. Kuyucuklara 100 pg 6rnek eklendi.
Test protokolii takip edilerek son basmakta, florimetre cihazinda 342 nm eksitasyon ve
441 nm emisyon olacak sekilde ayarlanan dalga boylarinda bagil floresan miktarlar

oOlciilerek kaydedildi (Lu vd 2008).
3.4. Endostatin’in P Maddesi Uzerine Etkileri
3.4.1. P maddesi olciimleri icin optimizasyon
Besi yerlerine salinan ve hiicre i¢inde bulunan P maddesi miktarlarinin 6l¢iilmesi igin
hiicreler 100x20 mm ebatindaki steril petrilere, 3x10° hiicre/10ml olacak sekilde

boliindii. Hiicrelerin petri kabina yapisip yayilmalar1 beklendi (ortalama 5-6 saat).

Hiicrelerde yapisma ve yayilma siiresince, tespit edilebilecek diizeyde P maddesi olup
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olmadigini belirlemek amaciyla, yayilma siiresi biter bitmez birinci petri kabindaki besi
yerleri alindi ve hiicreler 1 ml fosfat-tuz tamponu (PBS) ile kazinarak toplandi. Hiicreler
1500 rpm’de 2 dakika dondiiriilerek ¢oktiirtildii ve {izerlerindeki PBS uzaklastirildi. Bu
petri kab1 sifirinci zaman 6rnegi olarak adlandirildi. Bunu takiben diger dokuz petri

kabindaki 6rnekler altisar saat ara ile ayn1 sekilde toplandi.

Yapilan 6n denemelerde P maddesi Ol¢iimii i¢in besi yerlerinin Oasis-ekstraksiyon
(ayirma) kolunundan gegcirilip yogunlastirilmast gerektigi saptanmisti. Bu nedenle besi
yerleri ve hiicreler agsagida verilen protokoller izlenerek P maddesi miktar1 6l¢limii igin
hazirlandi. Bu asamaya getirilen Ornekler hemen calisilmayacaksa sivi azotta

dondurularak -80 °C’de saklandi.

3.4.2. P maddesi olciimleri icin besi yeri ve hiicrelerin hazirlanmasi

3.4.2.1. QOasis protein ekstraksiyon protokolii (besi yerine salinan P maddesi

miktarinin ol¢iilebilmesi icin)

1 mI’lik kolonlar (Oasis, 186000383) ekstraksiyon aletine yerlestirildi. 1 ml metanol
hizl bir sekilde kolondan geg¢irildi. Ardindan, 1 ml steril ddH,O (iki kere distile edilmis
su) yine hizli bir sekilde kolondan gegirildi. Besi yeri 6rneklerinden 500 ul alinip 50 0 pl
asetik asitle karistirildi. Toplam hacmi 1 ml olan 6rnekler, kolondan yavas bir sekilde ve
hemen ardindan 1 ml steril ddH,O (iki kere distile edilmis su) hizli bir sekilde
kolonlardan gegirildi. Orneklerin toplanmasi igin ekstraksiyon aletine temiz ependorf
tiipleri yerlestirildi ve kolondan 1 ml eliisyon solusyonu (6 ml Asetonitril + 4 ml ddH20
+ 4 0 ul TFA) ggalerek kolona bagli proteinlerin ¢6zlinmesi saglandi. Toplanan
orneklerden TFA ve asetonitrilin uzaklastirilmasi i¢in 6rnekler hizli kurutma (speed-
vac) cihazinda kurutuldu. Sivi kisim ugurularak proteinlerin toz halde ependorf
tiiplerinin dip kismma ¢dkmesi saglandi. Ornekler P maddesi EIA kiti igerisinde

bulunan 100 pl 1X EIA tamponu icerisinde ¢oziilerek, 1 gece +4 ° C’de bekletildi.
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3.4.2.2. Hiicre icerisinde bulunan P maddesi miktarinin saptanmasi

Yukarida anlatildig1 sekilde PBS (fosfat tamponu) ile toplanan hiicreleri pargalamak
amaci ile tizerlerine 50Q0 %  2’lik asetik asit eklenerek, 1s1 ile bloklama (Thermo
Block) cihazinda +95C’d e 1 saat bekletildi. Ornekler 7000 rpm’de 2 dakika
dondiiriilerek ¢oktiiriildii. Stipernatanlar temiz ependorf tiiplere aktarildi ve hizh
kurutma (speed-vac) cihazinda kurutuldu. Ornekler P maddesi EIA Kkiti igerisinde
bulunan 100 pl 1X EIA tamponugerisinde ¢oz iilerek 1 gece +4° C’de bekletildi. Her
ornekten 50 pl alinarak, P maddesi ELISA (Cayman, 583751) kiti ile ¢alisildu.

3.4.3. P maddesi ol¢iim protokolii

P maddesi ol¢iimleri icin kolondan gegirilen her ornekten (fi0alnarak Cayman
Marka P maddesi EIA kiti ile ¢alisildi. Kit protoloiine gore; kit icerisinde bulunan 6zel
antikor kapli 96 kuyucuklu plaklara, her rnekten 50ul eklendi. Orneklerin iizerine 50
ul belirteg ve 50ul anti serum eklenerek, plaklarin iizeri kapatildi ve +4 © C’de 1 gece
inkiibe edildi. Biitiin kuyucuklar, kit i¢indeki yikama tamponu ile 4 kez yikandiktan
sonra her kuyucugun lizerine, kit icerisindeki Elman solusyonundan 2(0 eklenerek
karanlikta 2 saat inkiibe edildi. Orneklerin absorbanslari, spektrofotometre cihazinda
412 nm dalga boyunda olciildii. Kalan 6rnekler 50°senl olacaksekilde ependorf
tiiplere aktarilarak — 80° C’de saklandi.

3.4.4. Besi yerinine salinan ve hiicre icinde bulunan P maddesi miktarlarinin

tespiti

Endostatinin tek basina ve radyoterapi ile kombine olarak besi yerine salinan ve hiicre
icinde bulunan P maddesi miktarlar {izerine etkisinin Ol¢lilmesi igin, hiicreler steril
kiiciik petrilere 3x10° hiicre/ 10 ml olacak sekilde % 5’lik serumlu besi yeri ile boliindi.
Hiicrelerin yapismalarini ve yayilmalarimi takiben, kontrol olarak kullanilacak petri
kaplarina sadece %1 serumlu besi yeri diger petri kaplarma ise 4 pg/ml endostatin
iceren % 1 serumlu besi yerleri uygulandi. Optimizasyon c¢aligmalarinda, P maddesi 24

saatlik inkiibasyon siiresi sonunda tespit edilebildigi i¢in, bu siire sonunda deneyler
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sonlandirildi ve 6rnekler Cayman Marka P maddesi EIA kit protokolii izlenerek c¢aligildi
(Ursino vd 2009).

3.5 ADAM 10 ve Neprilizin Enzim Aktiviteleri Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi
3.5.1. ADAM 10 enzim aktivitesinin belirlenmesi

ADAM-10 enzim aktivitesi, a-sekretaz aktivite 6l¢lim kiti (Anaspec, ) kullanilarak
degerlendirildi. Bu enzimin aktivitesi ile P maddesi miktarini iliskililendirmeyi
hedefledigimiz i¢in, P maddesi optimizasyon deneylerinde tespit edilen hiicre sayisi
(3x10° hiicre/ 10 ml %1 serumlu besi yeri), doz (4 ug/ml endostatin) ve inkiibasyon
siiresinde (24 saat) enzim aktivitesinin belirlenmesine karar verildi. Hiicreler 3x10°
hiicre/ 10 ml %1 serumlu besi yeri olacak sekilde steril kiiciik petri kaplarina boliindii.
Yapigsma ve yayilmalarmi takiben, besi yerleri uzaklastirildi ve kontrol grubu olarak
kullanilacak petri kaplarina %1 serumlu taze besiyeri (1,5 ml) ve diger petri kaplarina 4
ug/ml endostatin iceren % 1 serumlu besiyeri (1,5 ml) eklendi. ila¢ uygulamalarindan 4
saat sonra radyoterapi olarak etiketlenen petri kaplari 45 Gray ®°Co kaynagi ile
1isinlandi. Hiicreler 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda besi yerleri
uzaklagtirilarak iizerlerine 1 ml PBS eklenerek kaldirilan hiicreler, 1500 rpm’de 2
dakika dondiiriilerek ¢oktiiriildii ve dokelti uzaklastirildi. Pelet {izerine kit igerisindeki
liziz tamponundan (% 0,1 triton X-100) 200 ul eklendi. Hiicreler +4 °C’de 10 dakika
bekletildi. Siire sonunda Ornekler 5000 rpm’de 10 dakika dondiiriilerek c¢oktiiriildii.
Stipernatanlar, ependorf tiiplere aktarildi. Enzim aktivitesi tayini icin siipernatanlardaki
toplam protein miktari, Bradford esasina dayanan protein tespit kiti kullanilarak (Bio-
rad, 1-800-424-6723) belirlendi. Tiim 6rnekler i¢in, 100 ug/ml protein igeren hacim
hesaplandi. Hemen c¢alisilmayacaksa ornekler 50 pl olacak sekilde ependorflara
boliinerek -80 °C’de saklandi. Her 6rnekten, 100 pg/ml protein igerdigi saptanan hacim
kadar alinip reaksiyon tamponu eklenerek 50 ul’ye tamamlandi ve siyah opak 96
kuyucuklu-plaklara pipetlendi. Kit protokolii geregince, iizerlerine kit igerisinde
bulunan reaksiyon tamponundan 50 pl (segilen bazi kuyucuklara 10 pM inhibitor
icerecek sekilde hazirlanan 50 pl reaksiyon tamponu) eklenerek oda sicakliginda 10

dakika inkiibe edildi. Siire sonunda iizerlerine 50 pl substrat eklenerek karanlikta 30 ile
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60 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda 50 pl reaksiyon-sonlandirma soliisyonu
eklenerek, eksitasyon 495 nm ve emisyon 510 nm dalga boylarinda florimetrik degerler

Olciilerek kaydedildi (Tanahashi ve Yoshioka 2008).
3.5.2. Neprilin enzim aktivitesinin belirlenmesi

Neprilizin enzim aktivitesi de ADAM 10 enzim aktivitesinde oldugu gibi P maddesi
miktari ile iligkili oldugu i¢in, P maddesi optimizasyon deneylerinde tespit edilen hiicre
sayisl (3x10° hiicre/ 10 ml %] serumlu besi yeri) doz (4 pg/ml endostatin) ve
inkiibasyon siiresinde (24 saat) Neprilizin enzim aktivitesinin belirlenmesine karar
verildi. Hiicreler 3x10° hiicre/10 ml %1 serumlu besi yeri olacak sekilde steril kii¢iik
petri kaplarina boliindii. Yapigsma ve yayilmalarini takiben, besi yerleri uzaklastirildi ve
kontrol grubu olarak kullanilacak petri kaplarina %1 serumlu taze besiyeri (1,5 ml) ve
diger petri kaplara 4 pg/ml endostatin iceren % 1 serumlu besiyeri (1,5 ml) eklendi.
Ilag uygulamalarindan 4 saat sonra, radyoterapi olarak etiketlenen petri kaplar1 45 Gray
%Co kaynagi ile 1sinlandi. Hiicreler 24 saat inkiibe edildi. inkiibasyon siiresi sonunda
besiyerleri uzaklastirilarak iizerlerine 1 ml PBS eklenerek hiicre kaziyicist yardimi ile
dikkatli bir sekilde petrilerden ayrilan hiicreler, ependorf tiiplere alinarak 1500 rpm’de 2
dakika dondiiriilerek c¢oktiiriildii. Stipernatanlar temiz ependorf tiiplere aktarildi. Enzim
aktivitesi tayini i¢in siipernatanlardaki toplam protein miktari, Bradford esasina dayanan
protein tespit kiti kullanilarak (Bio-rad, 1-800-424-6723) belirlendi. Tiim 6rnekler icin,
100 pg/ml protein iceren hacim hesaplandi. Hemen ¢alisilmayacaksa 6rnekler 50 pl

olacak sekilde ependorflara boliinerek -80 °C’de saklandi.

Her ornekten, 100 pg/ml protein igerecek kadar hacim alinip ependorf tiiplere
aktarildi.  Tiiplerin {izerine 28) 50 mM Tris  -HCl (pH:7.4) eklendi. Ornekler
sonifikasyon yontemi ile pargalandi ve 4C’de 14 000 rpm’de 10 dakika dondiiriilerek
coktiirildii. Fosforamidon adli inhibitér igeren ve igermeyen iki farkli substrat
soliisyonu hazirlandi (Solusyon 1: 1 mM N-Dansyl-D-Ala-Gly-p-nitro-Phe-Gly
(DAGPNG) + 10 pM enalapril + 50 mM Tris-HCl, Solusyon 2: 1 mM DAGPNG + 10
uM enalapril + 50 mM Tris-Hcl+ 10 mM fosforamidon). Hazirlanan substrat

solusyonlar1 37°C’ de 10 dakika bekletildi. 50 pul siipernatan ve 100 pl substrat
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solusyonu, ayri ayri ependorflara pipetlendi ve 37 °C’ de 1 saat inkiibasyona birakildi.
Siire sonunda tiipler 90°C su banyosunda kaynatilarak reaksiyon sonlan dirildi. Her bir
ornek 1/10 oraninda Tris-HCI ile sulandirildi ve 10 000 rpm’de 5 dakika cevrildi.
Siipernatanlar’dan 100 pl alinarak okumanin yapilacagi siyah, opak plaklara pipetlendi.
Eksitasyon i¢in 342 ve emisyon icin 562 nm dalga boylarinda filtreler kullanilarak

flourimetrik dl¢timler yapildi (Carpenter ve Stenmark 2001).

3.6 Endostatin’in ADAM 10 ve Neprilizin enzim aktiviteleri iizerine etKisinin

Western-Blot ile gosterilmesi

3.6.1. Western-blot deneylerinde kullanilan soliisyonlarin icerikleri

Western blot deneylerin kullanilan tiim kimyasallar i¢in Sigma markasi tercih edilmistir.
i) Liziz tampon

150 mM NaCl, % 1 lik Triton-X, 50 mM Tris baz ve 2ul/ml proteaz inhibitér kokteyli
pH:8 olacak sekilde istenilen hacimde hazirlandi.

ii) 10 X Tris baz soliisyonu (TBS)

24.2 gr tris baz ve 80 gr NaCl 800 ml distile suda ¢oziiliir, pH 7.6’ya ayarlanir ve hacim
distile su ile 1 I’ye tamamlandi.

iii) Tris baz soliisyonu-tween 20 (TBST)

50 ml 10X TBS, 450 ml distile su, 500 pl Tween 20 karistirilarak hazirlandi.

iv) 2X Sodyum dodesil siilfat (SDS) yiikleme tamponu

% 10 gliserol,% 5 merkaptoetanol, % 3 SDS ve % 0.02 bromfenolmavisi pH: 6.8 olan
62,5 mM tris baz soliisyonu ile karigtirildi. 1 ml ependorf tiiplere bdliinerek -20°C” de
saklandi.

v) 4X Alt jel hazirlama tamponu

18.7 gr tris baz, 80 ml distile su ile karistirildi. % 20’lik SDS soliisyonundan 2 ml
eklendi, pH:8.8 olacak sekilde ayarlandi ve hacim distile su ile 100 ml ye tamamlandi.
v) 4X Ust jel hazirlama tamponu

6 gr tris baz, 65 ml distile su ile karistirildi. % 20°lik SDS soliisyonundan 2 ml eklendi,
pH: 6,8 olacak sekilde ayarlandi ve hacim distile su ile 100 ml ye tamamland.

vi) 10X yiiriitme tamponu
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30 gr tris baz, 144 gr glisin 600 ml distile suda ¢6ziildii ve hacim yine distile su ile 1
litreye tamamlandi. Hazirlanan bu soliisyon stok olarak saklandi. Kullanilirken stok
soliisyon 10 kez seyreltilerek icerisine 5 ml % 20’lik SDS eklendi.

vii) Transfer tamponu

2.1 gr tris-baz, 10.08 gr glisin, 0.7 gr SDS, 140 ml metanol karistirildi. 500 ml distile su
ile ¢oziilerek hacim 700 ml’ye tamamlandi.

viii) % 5’lik siit tozu

5 gr yagsiz siit tozu 100 ml 1X TBS’de ¢oziildii.

ix) % 10’luk Amonyum per siilfat (APS)

10 gr APS 100 ml distile suda ¢oziildii.

3.6.2. 4T1 ve 4THMpc hiicrelerinin western-blot icin hazirlanmasi

4T1 ve 4THMpc hiicreleri 3x10° hiicre/ 10 ml %1 serumlu besiyeri olacak sekilde
steril kiiciik petri kaplarina boliindii. Yapisma ve yayilmalarini takiben, besiyerleri
uzaklastirildi ve kontrol grubu olarak kullanilacak petri kaplarima %1 serumlu taze
besiyeri (1,5 ml) ve diger petri kaplarmma 4 pg/ml endostatin iceren, % 1 serumlu
besiyeri (1,5 ml) eklendi. ilag uygulamalarindan 4 saat sonra radyoterapi olarak
etiketlenen petri kaplar1 45 Gy % Co kaynag ile 1gmlandi. Hiicreler 24 saat inkiibe
edildi.

Her iki enzimde membrana bagli enzimler oldugu i¢in, inkiibasyon siiresi sonunda
hiicreler lizerine, enzimlerin ¢oziilebilir hale gelmelerini saglayacak, triton X-100 iceren
liziz tamponundan 300 pl eklenerekiibreler kaldirildi. Ependorflara alinan hiicreler
buz igerisinde yarim saat inkiibe edildi. Daha sonra 6rnekler 12 000 rpm’de 20 dakika
dondiiriilerek ¢oktiiriildii. Orneklerdeki protein miktarlari, Bradford esasina dayanan
protein tespit kiti kullanilarak (Bio-rad, 1-800-424-6723) belirlendi. Western-blot
deneylerinden elde edilecek bantlarin karsilastirilabilmesi icin, jel kuyucuklarina
yiiklenen oOrneklerin esit miktarda protein igermesi gerekmektedir. Bu nedenle,
orneklerden her birinin 25 pg protein igeren miktarlar1 hesaplanarak, son hacimleri 20 pl
olacak sekilde 2X SDS ornek yiikleme tamponlariyla karistirildi. Ornekler 95 °C’de 5
dakika kaynatilarak, jele yiiklemeye hazir hale getirildi.
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3.6.3. Jellerin hazirlanmasi

Jellerin dokiilecegi camlar alkol ile silinerek temizlendi ve jel dokme aparatina
yerlestirildi. Her iki enzim i¢inde % 4’liik ayirma jeli (iist jel) ve %1 0’luk yliriitme jeli
(alt jel) kullanildi.

i) % 10’luk Alt jelin hazirlanmast

2.5 ml distile su, 1.25 ml 4X Alt jel hazirlama tamponu, 1.25 ml %40 akrilamid-
bisakrilamid, 30 pl %10’luk APS, 5 pl Tetraetilmetilendiamid (TEMED) karistirildi.

ii) % 4’liik Ust jelin hazirlanmas:

1,625 ml distile su, 625 pl 4%t jel hazirlama tamponu, 2501 %40 akrilamid -
bisakrilamid, 15 pl %10’luk APS, 5 pl Tetraetilmetilendiamid (TEMED)1ktarildi.
Jeller 15 ml’lik falkonlarda hazirland1 ve ilk 6nce alt jel, icerisine TEMED dokiiliir
dokiilmez, camlar arasina pipetlendi. Ust yiizeyin diizgiin olmasi icin jelin iist kismina
su ile doyurulmus biitanol eklendi. Alt jel polimerize olmadan {ist jelin igerisine
TEMED eklenmedi. Alt jel polimerize olduktan hemen sonra, biitanol uzaklastirildi ve

iist jele TEMED eklenerek alt jelin tizerine pipetlendi ve polimerize olmasi beklendi.

3.6.4 Orneklerin jele yiiklenmesi ve SDS-PAGE

Jeller polimerize olduktan sonra, toplam hacmi 20 pl olan 2X SDS yiikleme
tamponuyla karistirilan ornekler ve Il m  olekiiler agirlik standartlar1 (161-0324
BioRad, Kaleidoscope standarts) jel kuyucuklarina yiiklendi. Jeller, elektroforez
tankina yerlestirildi ve tank 1X yiiriitme tamponuyla doldurularak, sistem 20 mA’de
calistirld. Ornekler alt jele gecer gegmez, akim 40 mA’e yiikseltildi. Yiikleme tamponu

jelin en altina ulastiginda sistem kapatildi.

SDS-PAGE devam ederken membrana transfer i¢in uygun boyutlarda kesilmis PVDF
membranlar, transferde kullanilacak watman kagitlar1 ve siingerler, transfer tamponunda
islatildi. Sistem kapatildiktan sonra jeller kurutma kagitlar1 yardimiyla camlardan
ayrildr. Islatilmis siingerlerden biri transfer aparatina yerlestirildi. Uzerine kuru watman
kagidi yardimiyla alinmis jel (jelin iist yiizi yukar1 bakacak sekilde) yerlestirildi.

Uzerine sirastyla 1slatilmis membran, 1slatilmis watman ve 1slatilmis siinger koyularak
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aparat kapatildi. Transfer tamponuyla doldurulan tank igerisine yerlestirilerek, 40 V’da
2 saat elektoforez uygulanarak, membrana transfer gerceklestirildi. Transfer islemi
bitince, sistem kapatildi ve membran % 5’lik siit tozuna alinarak +4° C’de bir gece

bekletildi (Yal¢in vd 2008).

3.6.5. Antikorlarla isaretleme

Siit tozundan alinan membranlar 4 kez, TBST ile 15 dakika, yikandi. Bu arada
primer antikor soliisyonlart hazirlandi. Yikama islemi tamamlandiktan sonra
membranlar primer antikor (ADAM 10 i¢in Milipor AB19026 katalog numarali tavsan
poliklonal Anti-ADAM 10.C boélgesi 1:1000 ve Neprilizin icin Milipor AB5458 katalog
numarali tavsan poliklonal Anti-neprilizin 1:2000 oraninda seyreltilerek) ile bir saat
inkiibe edildi. 1nk1'ibasy0n sonunda membranlar TBST ile 15 dakika araliklarla, 4 kez
yikandi. Yikama sonunda membran ADAM 10 igin 1:10000 ve neprilizin i¢in 1:20000
oraninda seyreltilerek hazirlanan sekonder antikor (SANTA CRUZ, hrp -bagh
immiinoglobilin G) ile 1 saat siiresince inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda membranlar

son kez TBST ile 15’ ser dakika araliklar ile 4 kez yikandu.

3.6.6. Membranin goriintiilenmesi

Membranlar ECL plus western blot goriintiileme Kkiti (Amersham, Bioscience
RPN2132) ile goriiniir hale getirilip, Sigma C4729-1EA katalog numarali Kodak
20.3x25.4 8x10 mc. biomax kaset ve Sigma Z363006-50 katalog numarali Kodak

20.3x25.4 8x10 inc. biomax bilimsel goriintiileme filmi kullanilarak fotograflandi.

3.7 istatistiksel Analiz

Sitotoksisite testlerinden elde edilen deney sonuglarindaki kontrol ve diger gruplar
arasindaki farklilik Graph-pad InStat istatistik programinda, Tek Yonlii Anova Testi ve
ardindan Dunnet Coklu Karsilastirma Testi kullanilarak degerlendirildi. Enzim
aktiviteleri ve P maddesi miktarlar ile ilgili deneylerden elde edilen veriler ise Graph-

pad InStat istatistik programinda, Tek Yonli Anova Testi ve Mann-Whitney Testi

65



kullanilarak degerlendirildi. Tiim veriler ortalama + SEM degerleri halinde, Sigma Plot

10.0 programi kullanilarak grafik haline getirildi.
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4. BULGULAR

4.1 Radyoterapinin 4T1 ve 4THMpc Hiicre Hatlar1 Uzerine Etkisi

Endostatin’in radyoterapi ile kombine etkisinin arastirilabilmesi igin, Oncelikle

radyoterapinin etkili dozu saptandi.

4.1.1. Radyoterapinin 4T1 hiicre hatti iizerine etKisi

4.1.1.1. Farkh dozlarda radyoterapi uygulamasinin 4T1 hiicre hatti iizerine etkisi

Farkli hiicre sayilariyla (1000, 2500, 3000, 5000 ve 10 000) yapilan MTT hiicre
canlilik testi sonuglarina gore; 5, 10 ve 20 Gy radyoterapi uygulamalarinin 24, 48 ve 72
saatlik inkiibasyon siireleri sonrasinda, 4T1 hiicrelerinin canliliklar iizerine istatistiksel
anlamda 6nemli kabul edilebilecek bir etki gdstermedigi saptandi. Dort bagimsiz
deneyden elde edilen absorbans degerlerinin ortalamalar1 ile bu ortalamalarin standart
hatalar1 asagida cizelge halinde sunulmustur (Cizelge 4.1). (Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil
4.3).

45 Gy radyoterapi uygulamasini takip eden 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri
sonrasinda, 4T1 hiicrelerinin canliliklar1 tizerine istatistiksel anlamda 6nemli kabul
edilebilecek (*; p<0.05, **; p<0.01) bir etki gdsterdi. Inkiibasyon siireleri sonunda,
kontrol gruplarindaki hiicre sayilarinin artisi, goriilen etkinin radyoterapiden
kaynaklandigini dogrulamaktadir. Her ii¢ inkiibasyon siiresinde de 45 Gy radyoterapi
uygulamasinin etkisi hiicre sayisina baglh olarak degismektedir ve en ¢ok etkiyi 5000
hiicre ve 10000 hiicre lizerinde gostermistir. Yapilan tiim tekrarlarda, 45 Gy radyoterapi
uygulamasi anlamli derecede etkili bulundugu i¢in, tez kapsaminda gergeklestirilen tim
deneylerde, 45 Gy radyoterapi uygulamasinin kullanilmasina karar verildi. Elde edilen

veriler asagidaki grafiklerde sunulmustur (Sekil 4.4)
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Sekil 4.1. 5 Gray radyoterapinin 4T1 hiicre hatt1 lizerine gosterdigi etki

Sekil 4.2. 10 Gray radyoterapinin 4T1 hiicre hatt1 lizerine gosterdigi etki
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Sekil 4.3. 20 Gray radyoterapinin 4T1 hiicre hatt1 lizerine gosterdigi etki
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Sekil 4.4. 45 Gray radyoterapinin 4T1 hiicre hatt1 lizerine gosterdigi etki
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4.1.2 Radyoterapinin 4THMpc Hiicre Hatt1 Uzerine Etkisi

4.1.2.1. Farkh dozlarda radyoterapi uygulamasinin 4THMpc hiicre hatti iizerine

etkisi

Farkli hiicre sayilariyla (1000, 2500, 3000, 5000 ve 10 000) yapilan deneylerde,
kontrol grubuyla karsilastirildiginda, 5, 10 ve 20 Gy radyoterapi uygulamalarinin 24, 48
ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri sonrasinda, 4THMpc hiicrelerinin canliliklar1 tizerine
istatistiksel anlamda onemli kabul edilebilecek bir etki gostermedigi saptandi. Dort
bagimsiz deneyden elde edilen absorbans degerlerinin ortalamalari ile bu ortalamalarin

standart hatalar1 Cizelge 4.1’ de sunulmustur (Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7).

Farkl1 hiicre sayilariyla yapilan deneylerde, kontrol grubuyla karsilagtirildiginda, 45
Gy Radyoterapi uygulamasi ise, 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri sonrasinda,
4THMpc hiicrelerinin canliliklar1 iizerine istatistiksel anlamda ©Onemli kabul
edilebilecek (*; p<0.05, **; p<0.01) bir etki gosterdi. Inkiibasyon siireleri sonunda,
kontrol gruplarindaki hiicre sayilarinin artigi, goriilen etkinin radyoterapiden
kaynaklandigin1 dogrulamaktadir. Her ii¢ inkiibasyon siiresinde de 45 Gy radyoterapi
uygulamasinin etkisi hiicre sayisina bagli olarak degismektedir ve en ¢ok etkiyi 5000
hiicre ve 10000 hiicre {izerinde gostermistir. Yapilan tiim tekrarlarda, 45 Gy radyoterapi
uygulamasi anlamli derecede etkili bulundugu i¢in, tez kapsaminda gergeklestirilen tiim
deneylerde, 45 Gy radyoterapi uygulamasinin kullanilmasina karar verildi. Elde edilen

veriler asagidaki grafiklerde sunulmustur (Sekil 4.8).
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Sekil 4.6. 10 Gray radyoterapinin 4THMpc hiicre hatt1 iizerine gosterdigi etki
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4.2. Endostatin’in Tek Basina ve Radyoterapi ile Kombine Olarak 4T1 ve 4THMpc
Hiicre Hatlar1 Uzerine Gosterdigi Sitotoksik Etkiler

4.2.1. MTT test sonuglar

Endostatin’in sitotoksik etkisinin belirlenmesi i¢in, farkli hiicre sayilarinda (1000 ve
3000 hiicre/kuyucuk) farkli serum igerikli besiyerleri kullanilarak denemeler yapildi.
Asagida verilen grafiklerden de goriilebilecegi gibi endostatinin, 4T1 (Sekil 4.9, Sekil
4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12) ve 4THMpc (Sekil 4.13, Sekil 4.14, Sekil 4.15) hiicre
hatlarinin her ikisinde de, hiicre sayisina baglh olarak degisik sitotoksik etkiler

gosterdigi belirlendi.

Optik dansite degeri (490 nm)
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Sekil 4.9. Endostatinin (%1 serumlu besiyeri icerisinde) tek basina 4T1 hiicreleri (1000 hiicre/kuyucuk)

iizerindeki etkisi
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Sekil 4.10. Endostatin (%1 serumlu besiyeri igerisinde) ve radyoterapinin 4T1 hiicreleri (1000

hiicre/kuyucuk) tizerindeki etkisi
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Sekil 4.11. Endostatinin (%1 serumlu besiyeri igerisinde) tek basma 4T1 hiicreleri (3000 hiicre/kuyucuk)

iizerindeki etkisi
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Sekil 4.12. Endostatin (%1 serumlu besiyeri igerisinde) ve radyoterapinin 4T1 hiicreleri (3000

hiicre/kuyucuk) tizerindeki etkisi
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Sekil 4.13. Endostatinin (%1 serumlu besiyeri igerisinde) tek basina 4THMpc hiicreleri (1000

hiicre/kuyucuk) tizerindeki etkisi
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Sekil 4.14. Endostatin (%1 serumlu besiyeri igerisinde) ve radyoterapinin 4THMpc hiicreleri (3000

hiicre/kuyucuk) tizerindeki etkisi
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Sekil 4.15. Endostatinin (serumsuz besiyeri igerisinde) tek basma 4THMpc hiicreleri

hiicre/kuyucuk) tizerindeki etkisi
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Sekil 4.16 . Endostatin (serumsuz besiyeri igerisinde) ve radyoterapinin 4THMpc hiicreleri (3000

hiicre/kuyucuk) tizerindeki etkisi

Deney sonuglarina gore, hiicre sayilar1 ve inkiibasyon siiresine bagli olarak,
Endostatin’in etkisinin degistigi belirlendi. Bu yilizden hiicre sayilari, ve endostatin
dozlar ile ilgili tekrar optimizasyon deneyleri yapildi. 4T1 (Sekil 4.17, Sekil 4.18, Sekil
4.19, Sekil 4.20, Sekil 4.21, Sekil 4.22) ve 4THMpc (Sekil 4.23, Sekil 4.24) ayr1 ayri

grafiklendirilen sonuglar, asagida sunuldu.
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Sekil 4.17. Endostatinin (%1 serumlu besiyeri kullanilarak) tek basma 4T1 hiicreleri (2500 hiicre)

uizerindeki etkisi
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Sekil 4.18. Endostatin (%1 serumlu besiyeri kullanilarak) ve radyoterapinin birlikte 4T1 hiicreleri (2500

hiicre) iizerindeki etkisi
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Sekil 4.19. Endostatinin (serumsuz besiyeri kullanilarak) tek basma 4T1 hiicreleri (5000 hiicre)

uizerindeki etkisi
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Sekil 4.20. Endostatin (serumsuz besiyeri kullanilarak) ve radyoterapinin 4T1 hiicreleri (5000 hiicre)

uizerindeki etkisi
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Sekil 4.21. Endostatinin (%1 serumlu besiyeri kullanilarak) tek basma 4T1 hiicreleri (5000 hiicre)

tizerindeki etkisi
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Sekil 4.22. Endostatin (%! serumlu besiyeri kullanilarak) ve radyoterapinin 4T1 hiicreleri (5000 hiicre)

uizerindeki etkisi
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Sekil 4.23. Endostatinin (%1 serumlu besiyeri kullanilarak) tek basina 4THMpec hiicreleri (5000 hiicre)

tizerindeki etkisi
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Sekil 4.24. Endostatin (%! serumlu besiyeri kullanilarak) ve radyoterapinin 4THMpc hiicreleri (5000

hiicre) tizerindeki etkisi
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Tiim kosullar sabit tutulsada, bu dozlar ile tekrarlanan denemelerden benzer sonuclar
elde edilemedi. Bu nedenle, kullanilan dozlarin degistirilerek deneylerin
tekrarlanmasina karar verildi.

Yeni belirlenen doz araliginda endostatin, her iki hiicre hatt1 i¢in, birbiri ile tutarh
sonuglar elde etmemizi sagladi. Boylece, alinan farkli deney sonuclarmin uygulama
hatalarindan kaynaklanmadigi tespit edildi. 4T1 hiicrelerinde yeni belirlenen dozlar
kullanilarak yapilan 4 bagimsiz tekrardan elde edilen sonuclar Sekil 4.25 Sekil 4.26
Sekil 4.27, Sekil 4.28, Sekil 4.29, Sekil 4.30’da sunulmustur.
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Sekil 4.25. 4T 1hiicreleri (5000 hiicre) ile %1 serumlu besiyeri kullanilarak yapilan 24 saatlik inkiibasyon

siiresi sonrasi elde edilen Endostatin grubu deney sonuglari.
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Sekil 4.26. 4T1 hiicreleri (5000 hiicre) ile %1 serumlu serumlu besiyeri kullanilarak yapilan 24 saatlik

inkiibasyon siiresi sonrasi elde edilen radyoterapi grubu deney sonuglari
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Sekil 4.27. 4T 1hiicreleri (5000 hiicre) ile %1 serumlu besiyeri kullanilarak yapilan 48 saatlik inkiibasyon

stiresi sonrasi elde edilen Endostatin grubu deney sonuglari.
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Sekil 4.28. Endostatin, 4T1 hiicreleri (5000 hiicre) ile %1 serumlu serumlu besiyeri kullanilarak yapilan

48 saatlik inkiibasyon stiresi sonrasi elde edilen radyoterapi grubu deney sonuglari.
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Sekil 4.29. Endostatin, 4T 1hiicreleri (5000 hiicre) ile %1 serumlu besiyeri kullanilarak yapilan 72 saatlik

inkiibasyon siiresi sonrasi elde edilen deney sonuglari.
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Sekil 4.30. Endostatin, 4T1 hiicreleri (5000 hiicre) ile %1 serumlu serumlu besiyeri kullanilarak yapilan

72 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasi elde edilen radyoterapi grubu deney sonuglart.

Yukaridaki grafiklerden de goriildiigii gibi, 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlar sonunda
tek basina Endostatin uygulamasiin kontrol grubuna oranla hiicrelerde sitotoksik bir
etki gostermedigi aksine canli hiicre sayisinda istatistiksel olarak anlam ifade edecek
kadar bir artma oldugu saptandi (%*: p< 0,01 ve +*++p<0.001 ). 72 saatlik inkiibasyon
stiresi sonunda Kontrol grubunda Endostatin’in en diisiik iki dozu kontrol kuyucuguna
oranla hala canli hiicre sayisini arttirken (%< ,p< 0.001) 1,2 ve 4 ug/ml ‘lik dozlar
canlilig1 azaltmaktadir. Kontrol grubunda 4 pg/ml ‘lik doz sitotoksik etki gdsterdi ( **,
p<0.001). 24 ve 48 saatte gozlenenin aksine radyoterapi ve Endostatin kombine
tedavisindeki hicbir doz, canliligt kontrol kuyucuguna oranla artirmadi. 72 saatlik

kombine tedavi sonunda da 4 pg/ml‘lik dozun sitotoksik etki gosterdigi saptandi.

Endostatin radyoterapi ile kombine edildiginde, canli sayisindaki artis daha dikkat
cekicidir. Bu etkinin, radyoterapi ile Endostatin ’in etkilesimi sonucunda ortaya ¢iktigi
diistiniilmektedir ¢iinkii tek bagina radyoterapi uygulamasinin kontrol grubundaki hiicre
canliligin 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siirelerinde azalttig1 gosterildi. (Mann-Whitney
testt p < 0,0001). Tek basmma radyoterapinin 4T1 hiicre canlilig1 lizerindeki etkisi
asagida grafiklenerek (Sekil 4.31, Sekil 4.32, Sekil 4.33 ) gosterildi.
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Sekil 4.31. Tek basina radyoterapinin, 4T1 hiicreleri (5000 hiicre) iizerine 24 saatlik inkiibasyon siiresi

sonrasi1 gozlenen etkisi
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Sekil 4.32.. Tek basina radyoterapinin, 4T1 hiicreleri (5000 hiicre) {izerine 48 saatlik inkiibasyon siiresi

sonrasi gozlenen etkisi
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Sekil 4.33. Tek basina radyoterapinin, 4T1 hiicreleri (5000 hiicre) iizerine 72 saatlik inkiibasyon siiresi

sonrasi gozlenen etkisi

4THMpc hiicre hattinda ise, 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlar sonunda tek basina
Endostatin uygulamasinin kontrol grubuna oranla hiicrelerde sitotoksik bir etki
gostermedigi aksine canli hiicre sayisinda istatistiksel olarak anlam ifade edecek kadar
bir artma oldugu saptandi (%*: p< 0,01 ve <+ p<0.001 ) (Sekil 4.34, Sekil 4.35, Sekil
4.36, Sekil 4.37, Sekil 4.38, Sekil 4.39) Bu artis 4T1 hiicrelerinde belirlenenden de
fazladir. Endostatin radyoterapi ile kombine edildiginde, canli sayisindaki artis 4T1

hiicrelerinde oldugu kadar dikkat ¢ekici degildir.
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Sekil 4.34. Endostatin, 4THMpc hiicreleri (5000 hiicre) ile %1 serumlu besiyeri kullanilarak yapilan 24

saatlik inkiibasyon siiresi sonrasi elde edilen deney sonuglari.
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Sekil 4.35. Endostatin, 4THMpc hiicreleri (5000 hiicre) ile %1 serumlu serumlu besiyeri kullanilarak

yapilan 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasi elde edilen radyoterapi grubu deney sonuclart.
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Sekil 4.36. Endostatin, 4THMpc hiicreleri (5000 hiicre) ile %1

saatlik inkiibasyon siiresi sonrasi elde edilen deney sonuglari.
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Sekil 4.37. Endostatin, 4THMpc hiicreleri (5000 hiicre) ile %1 serumlu serumlu besiyeri kullanilarak

yapilan 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasi elde edilen radyoterapi grubu deney sonuglart.
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Sekil 4.38. Endostatin, 4THMpc hiicreleri (5000 hiicre) ile %1 serumlu besiyeri kullanilarak yapilan 72

saatlik inkiibasyon siiresi sonrasi elde edilen deney sonuglari.
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Sekil 4.39. Endostatin, 4THMpc hiicreleri (5000 hiicre) ile %1 serumlu serumlu besiyeri kullanilarak

yapilan 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonrasi elde edilen radyoterapi grubu deney sonuclart.

Tek bagina radyoterapi uygulamasinin kontrol grubundaki hiicre canliligin1 24 ve 48
saatlik inkiibasyon siirelerinde azalttigi gosterildi (Mann-Whitney testi, p < 0,0001).
Tek basina radyoterapinin 4THM hiicre canlilif1 tizerindeki etkisi agagidaki grafiklerde
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(Sekil 4.40, Sekil 4.41, Sekil 4.42 ) gosterildi. Tek bagina radyoterapinin , endostatinin
ve ikili kombinasyonun 4T1 ve 4THMpc hiicreleri, 72 saatlik inkiibasyon siiresi

sonunda gozlenen etkisi Sekil 4.43’de gosterildi.
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Sekil 4.40. Tek basina radyoterapinin 4THMpc hiicreleri (5000 hiicre) iizerine, 24 saatlik inkiibasyon

siiresi sonunda gozlenen etkisi
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Sekil 4.41 Tek basina radyoterapinin 4THMpc hiicreleri (5000 hiicre) {izerine, 48 saatlik inkiibasyon

stiresi sonunda gozlenen etkisi
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Sekil 4.42. Tek basina radyoterapinin 4THMpc hiicreleri (5000 hiicre) izerine, 72 saatlik inkiibasyon

siresi sonunda gozlenen etkisi
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Sekil 4.43. Tek basina radyoterapinin , endostatinin ve ikili kombinasyonun 4T1 ve 4THMpc hiicreleri

(5000 hiicre) iizerine, 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda gézlenen etkisi
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4.2.2. Live/Dead test sonuglari

Daha onceki dozlarla yapilan deneylerde sitotoksik etki goriilmedigi i¢in Live-Dead
testi yapilmadi. Yeni belirlenen dozlarla yapilan MTT hiicre canlilik testi sonucunda
sitotoksik etki saptandi. Bu bulguyu desteklemek amaci ile ayni dozlarin hiicreler
tizerindeki etkisi Live-Dead testi ile de degerlendirildi. Dort bagimsiz deneyden elde

edilen veriler asagidaki grafiklerde sunuldu (Sekil 4.44, Sekil 4.45, Sekil 4.45, Sekil
4.47, Sekil 4.48, Sekil 4.49).
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Sekil 4.44. Endostatin, 4T1 hiicreleri (10000 hiicre) ile %1 serumlu besiyeri kullanilarak yapilan 24

saatlik inkiibasyon siiresi sonrasi elde edilen % canli ve 6lii hiicre oranlar1
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Sekil 4.45. 4T1 hiicreleri (10000 hiicre) ile %1 serumlu besiyeri kullanilarak yapilan 24 saatlik

inkiibasyon siiresi sonrasi elde edilen radyoterapi grubu % canli ve 6lii hiicre oranl
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Sekil 4.46. 4T1 hiicreleri (10000 hiicre) ile %1 serumlu besiyeri kullanilarak yapilan 48 saatlik

inkiibasyon siiresi sonrasi elde edilen Endostatin grubu % canli ve 6lii hiicre oranlar1
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Sekil 4.47. 4T1 hiicreleri (10000 hiicre) ile %1 serumlu besiyeri kullanilarak yapilan 48 saatlik

% Olil we Canli Hibcre (Live-Dead)
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inkiibasyon siiresi sonrasi elde edilen radyoterapi grubu % canli ve 6lii hiicre oranlar1
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Sekil 4.48. 4T1 hiicreleri (10000 hiicre) ile %1 serumlu besiyeri kullanilarak yapilan 72 saatlik

inkiibasyon siiresi sonrasi elde edilen Endostatin grubu % canli ve 6lii hiicre oranlar1
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Sekil 4.49. Endostatin, 4T1 hiicreleri (10000 hiicre) ile %1 serumlu besiyeri kullanilarak yapilan 72

saatlik inkiibasyon siiresi sonrasi elde edilen radyoterapi grubu % canli ve 6lii hiicre oranlari

Sadece 72 saatlik inkiibasyon sonucunda hem kontrol hem de radyoterapi grubunda
istatistiksel anlamda 4pg/ml lik doz sitotoksik etki gosterdi (canli hiicre i¢in, *: p<
0,01,%*:p<0.001 ve olu hiicre i¢in #: p< 0,01, ##:p<0.001). Bu bulgu MTT test
sonuclarini desteklemektedir.

4THMpc hiicrelerinde elde edilen live dead test sonuglar1 asagida verildi (Sekil 4.50,
Sekil 4.51, Sekil 4.52, Sekil 4.53, Sekil 4.54, Sekil 4.55).
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Sekil 4.50 4THMpc hiicreleri (10000 hiicre) ile %1 serumlu besiyeri kullanilarak yapilan 24 saatlik

inkiibasyon siiresi sonrasi elde edilen Endostatin grubu % canli ve 6lii hiicre oranlari
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Sekil 4.51. 4THMpc hiicreleri (10000 hiicre) ile %1 serumlu besiyeri kullanilarak yapilan 24 saatlik

inkiibasyon siiresi sonrasi elde edilen radyoterapi grubu % canli ve 6lii hiicre oranlar1
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Sekil 4.52. 4THMpc hiicreleri (10000 hiicre) ile %1 serumlu besiyeri kullanilarak yapilan 48 saatlik

inkiibasyon siiresi sonrasi elde edilen Endostatin grubu % canli ve 6lii hiicre oranlar1
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Sekil 4.53. 4THMpc hiicreleri (10000 hiicre) ile %1 serumlu besiyeri kullanilarak yapilan 48 saatlik

inkiibasyon siiresi sonrasi elde edilen radyoterapi grubu % canli ve 6lii hiicre oranlar1
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Sekil 4.54. 4THMpc hiicreleri (10000 hiicre) ile %1 serumlu besiyeri kullanilarak yapilan 72 saatlik

% 01 ve Canli Hicre [Live-Dead)
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inkiibasyon siiresi sonrasi elde edilen Endostatin grubu canli ve 6lii hiicre oranlari
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Sekil 4.55. 4THMpc hiicreleri (10000 hiicre) ile %1 serumlu besiyeri kullanilarak yapilan 72 saatlik

inkiibasyon siiresi sonrasi elde edilen radyoterapi grubu % canli ve 6lii hiicre oranlar1

Grafiklerden de anlasilabilecegi gibi 4THMpc hiicrelerinde de, Endostatin’in en
yiiksek dozu hari¢ diger dozlarinin higbirinde sitotoksik etki saptanamadi. Sadece 72
saatlik inkiibasyon sonucunda hem kontrol hem de radyoterapi grubunda istatistiksel
anlamda 4pg/ml lik doz sitotoksik etki gosterdi (canlt hiicre i¢in, *: p< 0,01,**:p<0.001
ve Oli hiicre i¢in #: p< 0,01, ##:p<0.001). Bu bulgu MTT test sonuclarinm
desteklemektedir.

4.2.3. Tripan Mavisi test sonuglari
Dort bagimsiz deneyden elde edilen veriler Tablo 4.1°de sunuldu. Tripan mavisi

testinden elde edilen sonuglar, diger toksisite testlerine benzer sekilde; Endostatin i¢in

sitotoksik etkili dozun 4pg/ml oldugunu gostermektedir (Sekil 4.56).
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Cizelge 4.1. 4T1 ve 4THM hiicre hatlarnin Farkli Endostatin Dozlar1 ve Inkiibasyon Siirelerindeki

Canlilik Oranlar1

Doz 4T1 4THM
(ng/mb) rg4 saat 48 saat 72 saat 24 saat 48 saat 72 saat
Kontrol | 791.307 7525.£3.569 | 70£1.357 88,752,423 85,542,619 80,7543.005
F 0,25 912542443 | 80,75+ 2,820 81,5£3.739 92,5£1..552 88.2522.730 76,25+2.304
.g LE 0,5 83,543.045 | 74.5+2,043 79,751,887 92,25+2,733 85,542,529 7243.166
'§ 1 797543711 | 76,75 3,15 75,2542,041 8742.934 82.75+3.335 67,5+4.290
= 2 852543.624 | 79+2378 62,5%3,509 85,5+2.826 801.2.190 60£2.444%
4 73.75£2.837 | 71£2,574 39551002 | 907582502 76.25£2.119 417541438
Kontrol | 63,752,673 | 63,543.715 62.75£2.709 56,5£1.217 49,75£1.742 60.5+3.631
— 025 | 855£1712 | 70,253.003 60,5+3.275 69.25£2.258 68,2523.309 55.7542.657
§ g 05 87.2542.136 | 74.75£1.877 55.25+1,941 7122. 883 68.75+2.234 52,75£1.780
.% é 1 83£2.816 76.5+1.325 51+3,385 67,75%1,629 62,25+1.670 192006
é 2 87,75+3.478 | 793.256 49,7542.569% | 70,25+2,667 60,75+1.266 4242.957%
4 78,540.938 | 75.75+2.744 23541347 | 6251198 56£1.251 227540816

4 Farkh deneyden elde edilen verilerin ortalamalar1 ve standart deviasyonlari (ort£SD)(*: p<0.05)
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Sekil 4.56. 4T1 ve 4THMpc hiicrelerinde tripan mavisi testinden elde

karsilagtirtlmasi
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4.2.4. Kaspaz-3 enzim aktivitesi test sonuclari

4T1 ve 4THM hiicreleri icin, sitotoksisite testleri sonucunda 24 ve 48 saatte etkili bir
doz saptanamadi. 72 saatlik inkiibasyon sonunda ise her iki hiicre hattinda 4 pg/ml’lik
Endostatin sitotoksik bulundu. Bu nedenle Kaspaz-3 Enzim aktivite testinin bu dozda ve

bu inkiibasyon siiresi sonunda yapilmasina karar verildi.
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Sekil 4.57. 4T1 hiicreleri (1x 106) ile %1 serumlu besiyeri kullanilarak yapilan deneylerde, 72 saatlik

inkiibasyon siiresi sonrasi Kaspaz-3 enzim aktivitesindeki artis

4T1 Hiicre hattinda, 4 pg/ml Endostatin uygulamasinin 24 ve 48 saatlik inkiibasyon
siireleri sonunda, kaspaz 3 enzim aktivitesinde kontrol grubuna oranla bir artig
saptanmadi. Bu bulgu diger tiim sitotoksisite testlerinden elde edilen sonuglarla oldukca
uyumludur. 72 saatlik inkiibasyon sonunda kontrol grubunda 4 upg/ml Endostatin
uygulanan hiicrelerde hic ila¢ uygulanmayan kontrol hiicrelerine oranla, kaspaz 3 enzim

aktivitesinin 2, 15 kat artirdig1 saptandi (Sekil 4.57) (¥*: p< 0.001).
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Radyoterapi grubunda ise, 72 saatlik inkiibasyon sonunda 4 pg/ml Endostatin
uygulanan hiicrelerde hi¢ ila¢ uygulanmayan kontrol hiicrelerine oranla, kaspaz 3

enzim aktivitesinin 2,98 kat artirdig1 saptandi (Sekil 4.57). (**: p< 0.001).
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Sekil 4.58. 4THMpc hiicreleri (1x 106) ile %1 serumlu besiyeri kullanilarak yapilan deneylerde, 72

saatlik inkiibasyon siiresi sonrast Kaspaz-3 enzim aktivitesindeki arts.

4THM Hiicre hattinda, 4 pg/ml Endostatin uygulamasinin 24 ve 48 saatlik
inkiibasyon siireleri sonunda, kaspaz 3 enzim aktivitesinde kontrol grubuna oranla bir
artis saptanmadi. Bu bulgu diger tiim sitotoksisite testlerinden elde edilen sonuglarla
olduk¢a uyumludur. 72 saatlik inkiibasyon sonunda kontrol grubunda 4 upg/ml
Endostatin uygulanan hiicrelerde hi¢ ila¢ uygulanmayan kontrol hiicrelerine oranla,

kaspaz 3 enzim aktivitesinin 1.76 kat artirdig1 saptandi (Sekil 4.58). (**: p< 0.001).

Radyoterapi grubunda ise, 72 saatlik inkiibasyon sonunda 4 pg/ml Endostatin
uygulanan hiicrelerde hic ila¢ uygulanmayan kontrol hiicrelerine oranla, kaspaz 3 enzim

aktivitesinin 2,525 kat artirdig1 saptandi (Sekil 4.58). (**: p< 0.001).
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4.3. Endostatin’in ADAM-10 enzim aktivitesi iizerine etkisi

Endostatin tek basina, 4T1 hiicrelerinde bazal seviyede bulunan ADAM-10 enzim
miktarini kontrol grubunda degistirmedi. Buna karsilik, 45 gray radyoterapi uygulamasi
sonucu, tek basina radyoterapi ADAM-10 enzim aktivitesini istatistiksel acidan anlamli
bir sekilde artirirken, bu etki Endostatin-Radyoterapi kombine tedavi uygulanmasiyla
net bir bicimde ve istatistiksel anlamda olduk¢a onemli derecede (p<0,001) (Sekil 4.59)

artirdi.

Bununla birlikte, 4T1 hiicrelerinin kalp metastazi olan agresif 4THMpc hiicrelerinde,
4T1 hiicrelerine oranla bazal seviyede daha yiiksek olan ADAM-10 enzim aktivitesinin

tek basina ve radyoterapi ile kombine olarak uygulanan Endostatin’e bagli olarak

oldukca anlamli derece de arttig1 belirlendi.
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Sekil 4.59. Endostatin’in 4T1 hiicre hattinda, 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda ADAM-10 enzim

aktivitesi lizerine etkisi

4THMpc hiicrelerinde, Endostatin ve radyoterapi tek baslarina bazal seviyedeki
ADAM-10 enzim aktivitesini anlaml1 derecede arttird1 (Sekil 4.60). Ayrica, Endostatin-
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Radyoterapi kombine tedavisi de ayni sekilde ADAM-10 enzim aktivitesinde oldukca

anlamli bir artisa neden oldu.

Kontrol Grubu Radyoterapi Grubu
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Sekil 4.60. Endostatin’in 4THMpc hiicre hattinda, 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda ADAM-10

enzim aktivitesi iizerine etkisi.

4.4. Endostatin’in Neprilizin enzim aktivitesi iizerine etkisi
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Sekil 4.61. Endostatin’in 4T1 hiicre hattinda, 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda Neprilizin enzim

aktivitesi tizerine etkisi
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Grafikten de goriilecegi gibi, 4T1 hiicrelerinde Endostatin tek basmna Neprilizin
enzim aktivitesinde anlaml1 bir degisiklige neden olmadi. Bununla birlikte, tek basina
45 gray radyoterapi uygulamasi anlamli bir sekilde enzim aktivitesini azaltirken,
Endostatin-radyoterapi kombine tedavisi ise neprilizin enzim aktivitesini oldukga

anlamli bir sekilde artird1 (Sekil 4.61).
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Sekil 4.62. Endostatin’in 4THMpc hiicre hattinda, 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda Neprilizin

enzim aktivitesi iizerine etkisi.

Endostatin 4T1 hiicrelerindeki etkisine benzer sekilde Neprilizin enzim
aktivitesini kontol grubunda tek basma c¢ok az artirirken, hem 45 gray radyoterapi
uygulamas1 hemde Endostatin-radyoterapi kombine tedavi 4THMpc hiicrelerinde

Neprilizin enzim aktivitesini anlamli derece de azaltmistir (Sekil 4.62).
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4.5. Endostatin’in P maddesi miktarlar: iizerine etkileri
4.5.1. 4T1 hiicre hattinda Endostatin’in P maddesi miktarlari iizerine etkileri

4T1 hiicre hattinda endostatin’in tek basina ve radyoterapi ile kombine olarak

hiicre i¢inde bulunan ve besiyeria salinan P maddesi miktarlar iizerine etkileri asagidaki
grafikte gosterildi (Sekil 4.63).
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Sekil 4.63. Endostatin’in 4T1 hiicre hattinda, 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda hiicre i¢indeki ve

besiyeria salinan P maddesi miktarlari {izerine etkisi

Yukaridaki grafikten de anlasilabilecegi gibi, endostatin 4T1 hiicre hattinda besiyeria
saliman P maddesini tek basina anlamli bir sekilde azaltti. 45 gray radyoterapi
uygulamasi ise tek basina besiyeria salinan P maddesi miktarini kontrole oranla anlamli

bir sekilde artird1 (p<0,01). Endostatin ve radyoterapi kombine tedavi ise tek bagina
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radyoterapi uygulamasinin tersine besiyeria salinan P maddesi miktarin1 anlamli bir
sekilde azaltti. tek basina endostatin uygulamasi hiicre i¢indeki P maddesi miktar
tizerine etki gostermezken tek basina radyoterapi uygulamasi hiicre i¢i P maddesi

miktarini artirdi. endostatin-radyoterapi kombine tedavisi ise hiicre i¢indeki P maddesi

miktarini anlamli derece de azaltti.

4.5.2. 4THMpc hiicre hattinda Endostatin’in P maddesi miktarlari iizerine etkileri

4THMpc hiicre hattinda endostatin’in tek basina ve radyoterapi ile kombine olarak

hiicre i¢inde bulunan ve besiyeria salinan P maddesi miktarlar iizerine etkileri asagidaki
grafikte gosterildi (Sekil 4.64).
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Sekil 4.64. Endostatin’in 4THMpc hiicre hattinda, 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda hiicre i¢indeki ve

besiyeria salinan P maddesi miktarlar1 iizerine etkisi.
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Grafikten anlagildig1 gibi, endostatin 4T1 hiicre hattinda besiyeria salinan P
maddesini miktar1 iizerine anlamli bir etki gostermedi. Tek basina radyoterapi
uygulamas1 ve Endostatin-radyoterapi kombine tedavi, besiyeria saliman P maddesi
miktarini anlamli derece de azaltti (p<0,05). Tek basima Endostatin ve tek basina
radyoterapi uygulamalar1 hiicre i¢indeki P maddesi miktar1 iizerine anlamli bir etki
gostermezken, Endostatin-radyoterapi kombine tedavisi hiicre icindeki P maddesi

miktarini 6nemli derece de azaltt1 (p<0,01)

4.6. Endostatin’in Western-Blot Sonuglar:

4.6.1. Endostatin’in ADAM 10 enzimi Western blot sonuglari

Endostatin Radyoterapi
Sll:\gi;fg;sn S.‘:‘{]'kfgf" Radyclkerlapl
Kontrol  1MPONU  Endostatin Kontrol Tamponu Endostatin

- -
-

Sekil 4.65. Endostatin’in tek basina ve radyoterapi ile kombine olarak ADAM-10 enzim aktivitesi iizerine

etkilerinin western-blot ile gosterilmesi
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4.6.2. Endostatin’in Neprilizin enzimi Western blot sonuclar:

Endostatin Radyoterapi
]Sﬁgl;fg;sit S[i;glscfgtsn Rady&ler_api
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Sekil 4.66. Endostatin’in tek basina ve radyoterapi ile kombine olarak Neprilizin enzim aktivitesi tizerine

etkilerinin western-blot ile gosterilmesi
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5. TARTISMA

5.1 Radyoterapinin 4T1 ve 4THMpc Hiicre Hatlar1 Uzerine Etkisi

Klasik kanser tedavileri arasinda yer alan radyoterapi, tiimoriin sadece disg ylizeyine
etki edebildigi icin, beklenildigi kadar basar1 saglamamaktadir. Aksine, tiimorde yliksek
radyasyon nedeni ile olusan hipoksik ortam korkun¢ bir mekanizmayi tetiklemekle
gorevli olan bazi bliylime faktorlerinin salinimin1 uyarmaktadir. Kisaca, yiiksek
radyasyon dokunun oksijensizlesmesine neden olur. Oksijenin konsantrasyonuna bagl
olarak aktive olan HIF-1 tetiklenir ve vaskular endotel biiylime faktorii olan VEGF’in
saliniminit saglar (Zheng vd 2005). O halde, tedavi beklenirken radyoterapi, aslinda,
yiiksek dozlarda kullanilir ise, timor biliylimesini tesvik eder. Bu nedenle tim
diinyadaki radyasyon onkologlari, radyoterapiyi kii¢iik doz ve fraksiyonlar halinde

uygulayarak kismen bu hazin sona engel olmaya calisirlar (Connell vd 2004).

Anjiogenik faktorler, bir kez tetiklenince tiimoriin biiylimesi, invazyonu ve metastazi
kaginilmazdir. Bu nedenle radyoterapi, antianjiogenik terapiler ile uygulanmaktadir. Bu
sayede hipoksik kosullarin tetikleyecegi anjiogenik faktorler, bastan, ya inhibe edilir ya
da salinmalar1 engellenir. Bu baglamda, ¢calismamizda 4T1 ve 4THMpc hiicre hatlar
tizerine diisiik fraksiyonlu (5, 10 ve 20 Gy) isinlamalar uygulanmistir. Tiim meme
kanser hiicreleri gibi, 4T1 fare meme kanser hiicreleri de olduk¢a metastazik ozellige
sahiptir. Metastazik 6zelliklerin tamamen tiimdr hiicresinin lehine oldugu diisiintiliirse,
uygulanan diisiik fraksiyonlardaki radyasyona direngli olmalar1 beklenilen bir sonugtur.
4THMpc hiicrelerini daha saldirgan yapan genetik 6zellikler, dogal olarak, tedaviye
daha fazla diren¢ gostermelerine de neden olabilir. Bu direng, radyoterapi tek basina

kullanilacak ise doz artis1 ile kirilabilir.

Diisiik dozlarda uygulanan ®Cobalt, hiicrelerde sitotoksik etki yaratmamuistir.
Kullanilan dozlar kadar, hiicre sayis1 da tedavinin sonuglarini etkilemistir. Farkli hiicre
sayilarinda denenen radyoterapi farkli sonuclara yol ac¢mistir. Hiicre sayisi
artinldiginda, “°Cobalt’n yol agtigi hiicre 6liim oram1 azalmistir. Bu noktada,

radyoterapinin basarisinin timor biiyiikliigiine bagli olarak nasil degistigi net bir sekilde
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anlasilmaktadir. Tiimor biiyiikliigiindeki artis, radyasyonun hiicreye ulasma olasiligin

azaltmakta ve beklenilen etki saglanamamaktadir.

Palyatif tedaviler diisiik dozlar kullanilarak yapilan ve kiiratif bir tedavi kadar etki
saglayamayan radyoterapi sekilleridir. Ancak, palyatif radyoterapi normal dokularin ¢ok
daha az zarar gormesine neden oldugu icin daha siklikla tercih edilir(Emami vd 1991).
45 Gy 1smlama, ilk bakista oldukg¢a yliksek bir dozmus gibi algilansa da, kiiratif

tedavilerde kullanilan dozdan daha diisiiktir.

5.2. Endostatin’in Tek Basina ve Radyoterapi ile Kombine Olarak 4T1 ve 4THMpc
Uzerine Gosterdigi Sitotoksik Etkiler

Bazal membrana ait kollajen XVIII’in internal bir fragmenti olan Endostatin son
yillarda potansiyel bir antianjiogenik ajan olarak kabul edilmektedir. Rekombinant
Endostatin kullanilarak yapilan sistemik terapiler, anjiogenezin inhibisyonu ile, tiimoérde
kiiciilme saglamaktadir. Endostatin tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu etkilemeden
apoptoz oranini artirir. Yapilan pek ¢ok calismada Endostatinin anti-tiimoral etkisi in
vivo gosterilse de, in vitro kosullarda timor hiicrelerinde sitotoksik etki yaratmadigi
genel gecer bir teori olarak pek cok bilim adami tarafindan kabul edilmekte ve
desteklenmektedir.

1971 yilinda kesfedilen bu peptit ile ilgili o yillardan bu yana pek ¢ok arastirma
yapilmis olsada Endostatin etki mekanizmasi hala gizemini korumaktadir. Endostatin
anti anjiogenik bir peptit oldugu i¢in dogrudan hedefleri arasinda tiimor hiicreleri degil
tiimor i¢in yeni damar olusumunu saglayacak olan endoteller yer almaktadir (Shichiri ve
Hirata 2001).Endostatin’in neden endotel hiicrelere spesifik oldugu, baska bir deyisle
kanser hiicrelerinde neden sitotoksik bir yanit olusturmadig1 heniiz aydinlatilamamastir.

Yapilan bir ¢ok ¢alismada Endostatinin in vitro ve in vivo aktivitesi bifazik doz yanit
egrisi ile gosterilmektedir. Endostatinin anti-tiimoral etkisi diisiik dozlarda ve uzun
siireli uygulamalarda ortaya ¢ikmaktadir. Belirli bir doz araliginda tiimor hiicrelerinde
inhibisyon saglayan peptit, esik degerin tistiinde higbir etki yaratmamaktadir. Tiim anti-
kanser tedavilerinin basarisinin timor boyuna bagli olduguda bir gercektir. Bu bilgi

1s1¢inda ¢alismamizda Endostatinin 4T1 ve 4THMpc fare meme kanser hiicreleri
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lizerine gosterecegi olast etkiler, oOncelikle diisiik dozlarda, olabildigince uzun
inkiibasyon siirelerinde ve farkli hiicre sayilar1 kullanilarak degerlendirilmistir.

Endostatin her iki hiicre hattinda da 10®*-1pg/ml lik doz araliginda, tek basina ve 45
Gy Cobalt 60 kaynag ile birlikte 1smmlanarak, kullanilmistir. Endostatin 4T1
hiicrelerinde bu doz araliginda istatistiksel acidan 6nemli kabul edilebilecek sitotoksik
etkiler sergilemistir ancak tekrarlanan denemelerden hicbirinde hi¢bir doz i¢in benzer
sonuglar almamamustir. Ornegin 1000 hiicre kullanilarak gerceklestirilen denemelerden
bir tanesinde Endostatin en yiiksek dozu olan 1pug/ml de hiicre canliligin1 % 25.52
oraninda azaltirken, ayni kosullarin kulanildigi tekrar denemelerinde 1pg/ml hiicre
canliligint % 2.5, % 67.9, %15.7 ve % 9 oraninda azaltmistir. 1000 hiicre ile yapilan
endostatin ve radyoterapinin birlikte uygulandigi denemelerde ise radyoterapi ve
endostatin etkisinin kiyaslanabilecegi tutarli sonucglar alinamamistir. Radyoterapi her
denemede farkli endostatin dozu ile sinerjizm yaratmistir. Hiicre sayist 3000 olarak
degistirildiginde de benzer sonuglar elde edilmistir.

4THMpc hiicre hattinda 1000 hiicrede 1ug/ml dozdaki endostatin hiicrelerin
canliligin1 azaltmamais, ancak % 11.38 oraninda arttirmistir. 4THMpc hiicrelerinin 4T1
hiicrelerinin kalp metastaz1 oldugu diisiiniiliirse sonug sasirtict olmaz, beklenildigi gibi
4THMpc hiicreleri endostatin tedavisine direng gostereceklerdir. Ancak bazi tekrar
denemelerinde 4THMpc hiicre hattinda canliligin %17, %54 ve % 35.60 oraninda
azaldig1 saptanmistir. Yapilan besinci tekrarda canli hiicre sayisinin % 41.25 oraninda
arttig1 tespit edilmistir. Degerler arasindaki 6nemli fark endostatinin dogru doz
araliginda kullanilmadigin1 acikca gostermektedir. Ipg/ml endostatin ve 4 gy
radyoterapinin kombine olarak uygulanmasi sonrasinda, radyoterapi tek basma canli
hiicre sayisinda % 18 azalmaya neden olmustur. Endostatin ile radyoterapi birlikte ters
bir etki yaratarak canli hiicre sayisinda % 4.5’luk bir artisa yol agmistir. 3000 hiicrede
yapilan denemelerde ise 1pg/ml Endostatin tek basina canli hiicre sayisint % 40
oraninda azaltirken, 45 Gy radyoterapi tek basina canli 4THMpc hiicre sayisint % 57
oraninda azaltmis ve kombine tedavileri ise % 61 oraninda hiicre sayisinda azalmaya
yol agmistir. Her iki tedavi tipinin tek basina hiicreler iizerindeki etkisi kombine
uygulamadan daha etkilidir.

Her iki hiicre hattinda da elde edilen degisik bulgular, endostatinin bu hiicrelerde de

bifazik doz-yanit egrisi olusumuna neden oldugunu diisiindiirmektedir. Yukarida da
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belirtildigi gibi Endostatin etkisi doz ve zamana hassas sekilde baghdir. Ayrica yapilan
calismalarda besiyerine eklenen serum miktarinin, endostatinin hiicreler iizerinde
gosterdigi sitotksik etkiyi degistirdigi gézlenmis ve besiyeria eklenen serum hiicrelerin
canli kalmasi icin gerekli olan minumum seviyede tutulmustur (%1).

Her ne kadar Endostatin olabildigince diisiik konsantrasyonlarda kullanilmak istense
de elde edilen bulgular Endostatin konsantrasyonunun degistirilmesi gerektigini

gdstermektedir. Bu nedenle 4 pug/ml ve 2.5x10"ug/ml arasinda, yar1 yariya diliisyon ile

hazirlanan yeni dozlarda Endostatinin etkisi tekrar arastirilmistir.

4T1 hiicrelerinde 24 saatlik inkiibasyon sonucunda Endostatin tek basina canli hiicre
sayisini azaltmamis aksine istatistiksel acidan onemli kabul edilecek kadar arttirmistir.
En diisitk dozda (2.5x10™" pg/ml) canli hiicre sayisinda % 57 oraninda, en yiiksek dozda
ise (4 pg/ml) % 1.2 oraninda bir artis saptanmistir. 45 Gy radyoterapi uygulamasi ise tek
basina canli hiicre sayisim1 % 25 oraninda azaltmaktadir. 4 pg/ml Endostatin ve
radyoterapi uygulamasi ise sasitici bir sekilde canli hiicre sayisinda % 64 oraninda bir
artmaya neden olmustur. Inkiibasyon siiresi 48 saate c¢iktiginda ise, Endostatin tek
basina en diisiik dozda (2.5x10™" pug/ml) canl hiicre sayisinda % 16 oraninda artisa yol
acarken, en yiiksek dozda ise (4 pg/ml) bu kez % 8.052 oraninda bir azalmaya neden
olmustur. Zamana bagli olarak en diisiik dozda goriilen degisiklik dikkat c¢ekicidir. 45
Gy radyoterapi uygulamast ise tek basma canli hiicre sayisint % 10.96 oraninda
azaltmaktadir. Radyoterapinin tek basma gosterdigi etki de zamana bagli olarak
degismektedir. 4 pg/ml Endostatin ve radyoterapi birlikte uygulamasi ise canli hiicre
sayisinda % 12.85 oraninda bir azalmaya neden olmaktadir. 72 saatlik inkiibasyon
siiresinden sonra Endostatin tek bagina en diisik dozda (2.5x10" pug/ml) canli hiicre
sayisinda % 17.22 oraninda artisa yol acarken en yiiksek dozda ise (4 pg/ml) bu kez %
58.47 oraninda bir azalma saptanmistir. Zaman dilimi arttikga Endostatinin diisiik
dozlarinda, canli hiicre sayisinin da arttigi dikkat cekmektedir. 45 Gy radyoterapi
uygulamasi ise tek basina canli hiicre sayismi % 16.13 oraninda azaltmaktadir.
Inkiibasyon siiresi arttik¢a radyoterapinin tek basina gosterdigi etki de artmaktadir. 4
pg/ml Endostatin ve radyoterapi uygulamasi ise canli hiicre sayisinda % 71.05 oraninda
bir azalmaya neden olmaktadir.

4THMpc hiicrelerinde ise 24 saatlik inkiibasyon sonucunda Endostatin tek bagina

canli hiicre sayisin1 azaltmamis aksine istatistiksel a¢idan énemli kabul edilecek kadar
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artirmistir. En diisiik dozda (2.5x10™" pg/ml) canli hiicre sayisinda % 82 oraninda artus,
en yiiksek dozda ise (4 pg/ml) % 5.73 oraninda bir azalma saptanmistir. 45 Gy
radyoterapi uygulamasi ise tek basina canli hiicre sayisint % 22.8 azaltmaktadir. 4 pg/ml
Endostatin ve radyoterapi uygulamasi ise sasitici bir sekilde canli hiicre sayisinda %
31.72 oraninda azaltmistir. inkiibasyon siiresi 48 saate ¢iktiginda ise, Endostatin tek
basina en diisiik dozda (2.5x10™ pg/ml) canli hiicre sayisinda % 58 oraninda artisa yol
acarken , en yiiksek dozda ise (4 pg/ml) bu kez % 5.695 oraninda bir azalmaya neden
olmustur. 45 Gy radyoterapi uygulamasi ise tek basina canli hiicre sayisin1 % 35.75
oraninda azaltmaktadir. Radyoterapinin tek bagina gosterdigi etki de zamana bagh
olarak degismektedir. 4 pg/ml Endostatin ve radyoterapi uygulamasise canli hiicre

sayisinda % 15.90 oraninda bir azalmaya neden olmaktadir. 72 saatlik inkiibasyon
siiresinden sonra Endostatin tek basimna en diisiik dozda (2.5x10" pg/ml) canli hiicre
sayisinda % 18.81 oraninda azalma, en yiiksek dozda ise (4 pg/ml) bu kez % 73.12 bir
azalma saptanmustir. Inkiibasyon siiresindeki aris ile birlikte diisiik dozlarin hiicre
tizerinde sitotoksik etki yarattigini gostermektedir. 45 Gy radyoterapi uygulamasi ise tek
basina canli hiicre sayisin1 % 23.57 oraninda azaltmaktadir. Inkiibasyon siiresi arttikca
radyoterapinin tek basina gosterdigi etki de artmaktadir. 4 pg/ml Endostatin ve
radyoterapi uygulamasi ise canlt hiicre sayisinda % 84.02 oraninda bir azalmaya neden

olmaktadir.

Teorik olarak 4THMpc hiicrelerinin anti kanser tedavilere daha direngli olmasi

beklenirken, Endostatin bir kez daha kafa karigtirici bir oOzelligi ile karsimiza

cikmaktadir.

Sonuglardan da goriilebilecegi gibi 2.5ug/ml lik Endostatin 24 saat sonunda her iki
hiicrede de canli hiicre sayisini arttirmig, hatta bu etki beklenildigi gibi 4THMpc
hiicrelerinde daha da dikkat ¢ekici bir hal almistir. En yiiksek doz ise 4T1 hiicrelerinde
canli hiicre sayisinda artis saglarken 4THMpc metastazik meme hiicrelerinin
canliliginda 6nemli bir azalma meydana gelmistir. Bu siire sonunda iki hiicre hatt1 da
radyoterapiye benzer yanitlar vermistir. Kombine tedavi uygulamasi sonrasinda ise canli
4T1 hiicre sayisinda artis saptanirken, 4THMpc hiicreleri kombine tedaviye olumlu

yanit vererek canli hiicre sayisinda azalmaya yol agmistir. Inkiibasyon siiresindeki artis
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4T1 ve 4THMpc hiicrelerinde diisiik dozlarda farkli etkiler yaratmistir. Beklenenin tam
aksine 4T1 hiicrelerinin artan inkiibasyon siiresi ile birlikte Endostatine daha direncli
olduklar1 agik bir sekilde goriilmektedir. Benzer sekilde 4THMpc hiicrelerinin kombine

tedaviye daha hassas olduklar1 da saptanmustir.

Elde edilen veriler farkli sitotoksik testlerle de dogrulanmistir. Live dead testi ile
Endostatin uygulamasi sonrasinda hem canli hem de 6lii hiicre sayilari tespit edilmistir.
4T1 hiicrelerinde 24 saatlik inkiibasyon sonucunda Endostatin tek basina canli hiicre
sayisini azaltmamis aksine istatistiksel agidan 6nemli kabul edilecek kadar artirmistir.
Kontrol grubunda canli hiicre sayist % 78.5 iken Endostatinin denenen doz araliginda
(en diislik-en yiiksek) hesaplanan canli hiicre sayisi sirasiyla % 89.5, % 82,75, % 80.5,
% 83,5ve % 77dir. 45 Gy radyoterapi uygulamasi ise tek basina canli hiicre sayisint %
78.5’den % 66’ya azaltmistir. 4 pg/ml Endostatin ve radyoterapi uygulamasbirlikte
canli hiicre sayisim % 78.5’den % 71’¢ indirmistir. Tek basina radyoterapi ile
kombine tedavi kiyaslandiginda ise canli hiicre saysinda artis oldugu saptanmistir.
Inkiibasyon siiresi 48 saate ¢iktiginda ise, kontrol grubunda canli hiicre sayis1 % 80,5
iken Endostatinin denenen doz araliginda (en diisiik-en yiiksek) hesaplanan canli hiicre
sayist sirastyla % 79,5 , % 79.5, % 78.75, % 74.25ve % 72.75 dir. 45 Gy radyoterapi
uygulamasi ise tek bagina canli hiicre sayisin1 % 80.5’den % 69.5’e azaltmistir. 4 pg/ml
Endostatin ve radyoterapi uygulamas: birlikte canli hiicre sayisint % 80.5’den %
75.25’e¢ indirmistir. Tek basina radyoterapi ve kombine tedavi kiyaslandiginda ise

canli hiicre saysinda artis oldugu saptanmustir.

72 saatlik inkiibasyon siiresinden sonra kontrol grubunda canli hiicre sayis1 % 84,25
iken Endostatinin denenen doz araliginda (en diisiik-en yiiksek) hesaplanan canli hiicre
sayist sirastyla % 88,25 , % 85.25, % 81.25, % 79.25ve % 43.25 dir. Gorildigi gibi
Endostatin 4 pg /ml lik dozda canlhiicre sayisin1 dramatik bir seki lde azaltmistir. 45
Gy radyoterapi uygulamasi ise tek basina canli hiicre sayisin1 % 88.25’den % 71.5°e
azaltmistir. 4 pg/ml Endostatin ve radyoterapi uygulamas birlikte canli hiicre sayisini
% 80.5’den % 37.25 ’e indirmistir. Tek basmma radyoterapi ve kombine tedavi

kiyaslandiginda ise canli hiicre saysinda 6nemli bir azalma meydana gelmistir.
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4THMpc hiicrelerinde 24 saatlik inkiibasyon sonucunda kontrol grubunda canli hiicre
sayist % 70.5 iken Endostatinin denenen doz araliginda (en diisiik-en yiiksek)
hesaplanan canli hiicre sayis1 sirasiyla % 90.0, % 82,75, % 78.5, % 75,25 ve % 71dir.
45 Gy radyoterapi uygulamasi ise tek basina canli hiicre sayisin1 % 70.5’den % 65.75’e
azaltmistir. 4 pg/ml Endostatin ve radyoterapi uygulamasi birlikte canli hiicre sayisin1 %
70.5’den % 62’ye  indirmistir. Tek basma  radyoterapi ile kombine tedavi

kiyaslandiginda ise canli hiicre sayisinda azalma oldugu saptanmaistir.

Inkiibasyon siiresi 48 saate ¢iktiginda ise, kontrol grubunda canli hiicre sayis1 % 80,5
iken Endostatinin denenen doz araliginda (en diisiik-en yiiksek) hesaplanan canli hiicre
sayist sirastyla % 84 , % 83.75, % 82.5, % 81.25ve % 77.75 dir. 45 Gy radyoterapi
uygulamasi ise tek basina canli hiicre sayisim1 % 80.5’den % 57.25’e azaltmistir. 4
pg/ml Endostatin ve radyoterapi uygulamasi birlikte canli hiicre sayisini % 80.5’den %
63.25 ’e indirmistir. Tek bagina radyoterapi ve kombine tedavi kiyaslandiginda ise

canli hiicre saysinda artig oldugu saptanmistir.

72 saatlik inkiibasyon siiresinden sonra kontrol grubunda canli hiicre sayist % 87,75
iken Endostatinin denenen doz araliginda (en diisiik-en yiiksek) hesaplanan canli hiicre
sayist sirastyla % 82,5 , % 75.25, % 70, % 63.25ve % 45.5 dir. Goriildigi gibi
Endostatin 4 pg /ml lik dozda canlhiicre sayisin 1 dramatik bir sekilde azaltmistir. 45
Gy radyoterapi uygulamasi ise tek basina canli hiicre sayisin1 % 88.25’den % 71.5°e
azaltmistir. 4 pg/ml Endostatin ve radyoterapi uygulamasi birlikte canli hiicre sayisini %
80.5’den % 37.25 ’e indirmistir. Tek bagina radyoterapi ve kombine tedavi
kiyaslandiginda ise canli hiicre sayisinda 6nemli bir azalma meydana gelmistir. Her iki
test sonunda Endostatin hiicreler lizerinde benzer etkiler sergilemis ve yapilan tripan
mavisi ile bu 6n iki bulgu desteklenmistir (Bulgular kisminda tablo halinde

sunulmustur).

Bugiine kadar yapilan bir ¢ok c¢alismada, Endostatin’in invitro kosullarda timor
hiicrelerinin proliferasyonu {izerine herhangi bir etki yaratmadig: belirtilmistir. Jing ve
arkadaglarinin yaptig1 calismada Endostatinin kolon kanser (CD26) ve damar endotel

hiicrelerinin (HUVEC) proliferasyonu tizerindeki etkisi arastirilmistir. Endostatin geni

117



CD26 hiicrelerine klonlanmis, Endostatin ekspre eden CD26 hiicrelerinin biiylimesinde
dort giin sonunda bile bir inhibisyon saptanamamistir. Endostatin geninin klonlandig:
CD 26 kolon kanser hiicrelerinin biiyiitiildiigli besiyeri toplanip HUVEC hiicreleri
tizerine eklenmis ve HUVEC hiicrelerinin proliferasyonunun énemli 6l¢iide inhibe ettigi
saptanmistir. Tiimor hiicrelerinin koken aldiklar1 dokuya bagl olarak anti-anjiogenik
terapiye verecegi yanit degisir. Indraccolo ve arkadaslari Endostatin’in in vitro
sartlarda, MCF7 ve MDA-MB435, insan meme kanser hiicre hatlarinin proliferasyonu
tizerinde Oonemli bir etki yaratmadigini saptamislardir (Indraccolo vd 2002). 293 T
bobrek epitelyum hiicrelerinden sentezlenen Endostatin hiicrelerin besiyerinden
toplanmis ve daha sonra BT4C sigan glioma hiicrelerine uygulanmistir. Endostatin bu
hiicre hattinda da in vitro kosullarda biliylimeyi durdurucu ya da sitotoksik bir etki
yaratmamistir. In vitro hiicre canlilik testleri Endostatinin tiimdr hiicreleri {izerine
dogrudan bir etki yaratmadiginm1 gostermektedir. Tiimor hiicrelerinde apoptoz ya da
nekrozun, tiimdr kan dolasiminda meydana gelen azaltma sonucunda ortaya cikan
ikincil bir etki oldugu disiiniilmektedir. Endostatinin tiimor hiicreleri {izerinde
proliferasyonu inhibe etmedigi ortaya konmustur. bu bulguyu ortaya koyan ¢aligsmalarda
Endostatin rekombinant olarak kullanilmistir ve rekombinant proteinlerin in vitro
kosullarada olduk¢a dayaniksiz oldugu ve antitiimor etkinin ortaya ¢ikmasi i¢in oldukca
yiiksek dozlarda kullanilmasi gerektigi bilinmektedir. Endostatin gibi antianjiojenik
ajanlar direk tiimoriin hedef almadigi icin kronik olarak yapilacak uygulamalar etkiyi
artirabilir (Bergers vd 1999, Blezinger vd 1999, O’reilly 1997). Endostatin geninin
Okaryotik hiicrelere transferi sonucunda hiicrelerin in vitro kosullarda biiyiimelerinde bir
inhibisyon saptanmamistir. Ancak bu genin ekspresyonu sonucu olasan Endostatin in

vivo kosullarda tiimor biiylimesini inhibe etmistir (Dhanabal 1999, Feldman vd 2001,

Calismamiz Endostatin’in 4 pg/ml lik dozda ve 72 saatlik inkiibasyonda hem tek
basina hem de radyoterapi ile kombine olarak in vitro fare meme kanser hiicrelerinde
sitotoksik etki gosterdigini farkli testler ile ortaya koymaktadir. Endostatin anti-
anjiogenik bir ajandir ve in vivo da bu 6zelligi ile anti-tiimoral etki yaratmaktadir. /n
vitro kosullarda ise bu c¢alismada kullanilan fare rekombinant endostatin 4 ug/ml lik

dozda oldukc¢a 6nemli sitotoksik aktivite sergilemistir.
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Benzer sekilde Hajitou ve arkadaglar1 yaptiklari ¢alismalarinda Endostatin’in in vitro
kosullarda EF43.fgf-4 fare meme kanser hiicre hattinda VEGF ekspresyonunu
baskiladigin1 ortaya koymuslardir. Bu sonu¢ Endostatin in yalnizca endotel hiicreler
tizerine degil dogrudan kanser hiicrelerine de etki edebilecegini gostermektedir.
Endostatinin  tiimor hiicreleri iizerine dogrudan yaptigi bu etki VEGF’nin
transkripsiyonel regiilasyonu sayesinde ortaya ¢ikmaktadir. Endostatin  timor
hiicrelerinde yalnizca VEGF ekspresyonunu diizenlerken endotel hiicrelerde hiicre
dongiisii ile ilgili ve apoptozu diizenleyici bir¢cok genin ekspresyonunu etkiledigi
bilinmektedir. Bu nedenle de endotel hiicreler iizerinde daha fazla etki gostermektedir
(Hajitau vd 2002). Iki ¢alismadaki ortak nokta Endostatin’in sitotoksik etkisinin fare
meme kanser hiicreleri lizerinde gosterilmis olmasidir. Bu noktada diisiiniilmesi ve
tartisilmas1 gereken meme kanser hiicrelerinde hangi mekanizma ile sitotoksisite
yarattigidir. Meme kanser hiicrelerinin olduk¢a metastazik oldugu gercegi ile yola
cikilinca Endostatin bir ¢ok farkli yoldan hiicre iizerinde sitotoksik etki yaratmis

olabilir.

Radyoterapi solid tiimorlerin tedavisinde en ¢ok kullanilan yontemlerden birisidir.
Gliniimiizde kanser tanist konan hastalarin yaklasik % 45-50 si tamamen tedavi
olabilmektedir. Bu grubun icerisinde yer alan hastalarin %701 ise radyoterapiyi tek
basina ya da farkli tedaviler ile kombine halde kullanmiglardir. Ancak pek tabii ki
radyoterapiden hicbir pozitif sonu¢ alinamadigi, bazi durumlarda istenmeyen sonuglar
yarattigi da bilinmektedir. Bunun nedeni radyoterapi uygulamasinin lokal olarak
yapilmas1 ya da radyoterpinin tiimor hiicrelerinin dolasimina etki etmemesinden
kaynaklanmaktadir. Bu nedenle radyoterapi ve anti-anjiogenik ajan kombinasyonlar1
dikkat cekmektedir. Radyasyon tedavisi ile Endostatin kombinasyonu, radyoterapinin
etkisini arttirmaktadir. Endostatin uygulamasi kullanilan radyasyon dozunun azalmasini
saglamis ve ortaya ¢ikan radyasyon kaynakli hasarlar1 aza indirmeyi basarmigtir. Ancak
Endostatin uygulamasinin her asamasinda bahsedildigi gibi burada da kombine edilecek

doz ¢ok onemlidir.

15 Gray isinlama yapilan A431 insan epidermoid kanserlerinde Endostatin

radyasyona olan hassashigl arttirmistir (Itasaka vd 2007) . Endostatin radyoterapi ile
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kombine olarak HT29 kolon kanser hiicreleri lizerinde denenmis ve kombine tedavinin
proliferasyonu, hiicre dongiisiinii, apoptoz 6zelliklerini ve radyoterapiye olan hassasligi
degistirmedigi gosterilmistir Ancak farkli arastirmacilar HT29 hiicrelerine uygulanan
Endostatin dozunu azaltarak kullandiklarinda ayni hiicrelerde = radyoterapiye karsi
hassaslik artmaktadir. Bu noktada endostatinin etki mekanizmasinda kullanilanacak

dozun ne denli 6nemli oldugu ortaya ¢ikmaktadir, Kombine tedavilerden elde edilecek

basari, iki farkl tedaviyi dogru siralamaya ve uygun dozlarda uygulamaya baghdir.

Bu baglamda test edilen ajanlarin ya da terapilerin hiicre iizerinde ne gibi etkiler

yaratabilecegi 6nceden diisiiniilmeli ve ardindan tedavi kombinasyonu diizenlenmelidir.

Calismamizda kullanilan radyoterapi fraksiyonu ve Endostatin dozu birbirleri
tizerinde sinerjistik etkiler yaratmistir. Endostatin in vitro fare meme kanserlerinde ilk
kez radyoterapi ile kombine kullanilmig ve radyoterapinin etkisini onemli oOlgiide
arttirmistir. Bir ¢cok arastirmacinin aksine, bulgularimiz Endostatinin 4T1 ve 4THMpc
fare meme kanser hiicre hatlarinda 6nemli bir sitotoksik etki yarattigini net bir sekilde

ortaya koymaktadir.

Endostatin hiicre ici bazi mineralleri (Ca* ve Mg+2) degistirerek, p53 yada Bcl-2 gibi
genlerin aktivitesini diizenleyerek endotel hiicrelerde apoptozu tetikler (Qesada vd
2006). Bu noktadan yola g¢ikarak 4T1 ve 4THMpc meme kanser hiicreleri {izerinde

yarattig1 sitotoksik etkinin apoptoz yolu ile olup olmadigi arastirilmistir.

Endostatinin  sitotoksik aktivitesini apoptoz indiiksiyonu ile gerceklestirip
gergeklestirmedigi Kaspaz-3 enzimindeki artis ile tespit edilmistir. Kaspazlar apoptoz
mekanizmasinda ¢ok 6nemli roller iistlenen bir enzim grubudur. Kaspazlar hiicreden
alan igsel ve digsal sinyallere bagli olarak koordineli bir sekilde aktive olur. Ancak
hiicrenin 6liim emrini son olarak ilten Kaspaz-3’diir ve bu nedenle ekspresyonundaki

artis hiicrenin mutlak suretle apoptoza ugramasina neden olur. (Heemst vd 2007).
Endostatin’in  sitotoksik etki yaratan 4 pg/ml lik dozu ve 72 saatlik inkiibasyon

periyodu kullanilarak 4T1 ve 4THMpc hiicrelerindeki Kaspaz-3 enzimin aktivitesi

arastirilmistir.
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4T1 Hiicre hattinda, 4 pg/ml Endostatin uygulamasinin 24 ve 48 saatlik inkiibasyon
siireleri sonunda, kaspaz 3 enzim aktivitesinde kontrol grubuna oranla bir artig
saptanmadi. Bu bulgu diger tiim sitotoksisite testlerinden elde edilen sonuclarla oldukca
uyumludur. 72 saatlik inkiibasyon sonunda yalnizca 4 pg/ml Endostatin uygulanan
hiicrelerde kaspaz 3 enzim aktivitesinin, Endostatin uygulanmayan hiicrelere oranla 2,
15 kat arttifi saptanmistir  (**: p< 0.001). Radyoterapi grubunda ise, 72 saatlik
inkiibasyon sonunda 4 ug/ml Endostatin uygulanan hiicrelerde kaspaz 3 enzim
aktivitesinin, Endostatin uygulanmayan hiicrelere oranla 2, 98 kat arttig1 saptanmistir

(**: p<0.001).

4THMpc hiicre hattinda ise 4 pg/ml Endostatin tek basina 72 saatlik inkiibasyon
sonunda kaspaz 3 enzim aktivitesini 1.76 kat artirirken (**: p<0.001), radyoterapi ile
kombine edildiginde kaspaz 3 enzim aktivitesini 2,525 kat artirdig1 saptanmustir (**: p<

0.001).

Deneylerde kullanilan inhibitoérler ortaya ¢ikan aktivitenin kaspaz 3’den
kaynaklandigin1 gostermektedir. Deneylerimizde Endostatin, hem 4T1 hem de 4THMpc
fare meme kanser hiicreleri tizerinde gosterdigi sitotoksik etkisini bu hiicrelerde apoptoz
mekanizmasini tetikleyerek gergeklestirdigini kaspaz 3 enzim miktarindaki artisla

gostermistir.

Dhanabal ve arkadaglarinin yaptig1 ¢aligmada NIH3T3 fibroblast ,A10 diiz kas, H9¢c2
(2-1) miyoblast hiicrelerinde Endostatin higbir etki sergilememistir. Renal kanser
hiicreleri (786-0), fibroblastlar (NIH3T3), akciger fibroblastlar (IMR-90), diiz kas
hiicreleri (A10) ve miyoblastlar ( H9¢2 (2-1)) 10 pg/ml Endostatin ile muamele edilmis
ve hicbir apoptotik Ozellikte degisme gozlenmemistir. Aynmi1 calismada apoptoz
mekanizmasinin 6nemli bir bileseni olan Kaspaz 3 aktivitesi de incelenmistir. 2, 4, 8, 14
saatlik inkiibasyon sonucunda yukarida belirtilen hiicrelerde kaspaz 3 enzim
aktivitesinde hicbir degisiklik saptanmamis ancak 24 saat sonuda endotel hiicrelerde
kaspaz 3 miktar1 artarken, NIH3T3 fibroblastlar1 disindaki diger endotel olmayan tiim
hiicrelerde kaspaz 3 aktivasyonunda bir fark saptanamamistir. Yalnizca NIH3T3
fibroblastlarinda kaspaz 3 aktivitesi onemli sekilde degismistir (Dhanabal vd 1999). Bu
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calismada da Endostatin endotel olmayan hiicrelerde kaspaz enzim aktivitesinde artiga

neden olmustur.

Dhanabal ve arkadaglarinin yaptig1 calisma ile bizim ¢alismamiz arasindaki en 6nemli
fark Endostatin dozudur. Pek ¢ok ajanin aksine Endostatin doza ve zamana bagli olarak
etki gosterir. Calismamizda 4 pg/ml’lik doz etkili olarak saptandiktan sonra,
Endostatinin doz yanit egrisinin bifazik oldugu diisiiniilerek, artan dozlarda (5, 7,5, 10
ng/ml) sitotoksik etkisi tekrar arastirilmistir. Endostatin 4 pg/ml lik dozda sergiledigi

sitotoksik etkiyi artan doz skalasindaki hi¢bir dozda sergilememistir.

Giliniimlize kadar yapilan bircok c¢alismada Endostatin’in anti-anjiogenik etkisini
dogrudan tiimor hiicreleri iizerine etki ederek degil, tiimoriin etrafinda yeni damar
olusturmak {izere toplanan endotellerin proliferasyonu, invazyonu iizerinde apoptotik
etki saglayarak gerceklestirdigi ortaya konmustur. Ancak proje kapsaminda titizlikle
yiiriitiilen ¢alismalar sonucunda, Endostatinin 4T1 ve 4THMpc meme kanser hiicreleri

tizerine dogrudan sitotoksik etki yarattig1 ortaya ¢ikarilmistir.

5.3 Endostatin’in ADAM-10 ve Neprilizin Enzim Aktivileri ile P Maddesi Miktar1
Uzerine Gosterdigi Etkiler

Anjiogenez tiimor hiicrelerinin kendine olan giivenlerini en aza indiren oldukca
karmagik ve pek cok faktor tarafindan etkilenen bir mekanizmadir. Bu mekanizma
icerisinde her iki ila¢ farkli yolaklar lizerinden aktivite gostermektedir. Antianjiogenik
ajanlar tiimor biiylimesini kontrol etmek iizere belirli bazi biyolojik olaylar1 hedef
alirlar. Bu hedeflerin en basinda kanser hiicresinden salinan proteazlari inhibe etmek

gelmektedir.

Proteazlar ve proteolitik enzimler endo ve ekzo peptitazlardan olusur. Bu enzimler
proteinleri hidroliz ederek peptit ve amino asitlerin olusmasini saglar. Metastazik tiimor
hiicrelerinin etrafinda bag doku olusturan ekstraselular matriks, tiimor hiicrelerin
geemesi i¢cin bir bariyerdir. Tiimor hiicreleri, hareketlerini kolaylastirmak i¢in bazi

proteazlar salarak ekstrraselular matriksin protein bilesenlerini hidrolizler. Metastaz
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siirecinde ise ekstraselular matriksin parcalanmasi kontrolsiiz bir sekilde
gerceklesmektedir. Kanser hiicrelerinin kendi proteazlarini salarak mi yoksa diger
hiicrelerden proteaz salinmasini tetikleyerek mi ya da her ikisini de gergeklestirerek mi
metastaz yetenegini elde ettikleri heniiz tam anlamu ile aciklifa kavusmamistir (Duffy

1992).

Proteazlar, invazyon ve metastazda ¢ok énemli rol oynarlar. Hiicreden salinan proteaz
miktarindaki artisin, metastazdaki artis ile dogru orantili oldugunu gosteren bircok
calisma bulunmaktadir. Proteazlarin inhibe edilmesi tiimor hiicrelerinin invazyon ve
metastazin1 engelledigi kadar, endotel hiicrelerinin ¢evre doku ile iliskisini bozarak
migrasyonunu Onlemekte ve sonucta anjiogenezi de inhibe etmektedir. Sitotoksik
ilaglar ile kiyaslandiginda proteaz inhibitorleri, tipki antianjiogenik bilesikler gibi,
toksik etki yaratmadigindan kanser tedavisinde kullanilmalar1 miimkiindiir (Vandeputte-

rutten ve Gros 2002).

Proteazlarin en genis iiyeli ailesi olan matriks metalloproteazlarin fazla salinmasi ve
timor gelisimi arasindaki baglanti anlasildigindan bu yana, bu enzimlerin proteolitik
aktivitelerini inhibe etmek amaciyla pek cok strateji gelistirilmistir. Ancak MMP’lerin
inhibitorleri pek ¢ok klinik ¢alismada hayal kiriklig1 yaratmistir.

ADAM’lar protozoalardan memelilere kadar pek ¢ok canlida bulunmaktadir.
Metalloproteazlarin metsizin alt ailesine ait olan ADAM’lar, pek ¢ok hiicresel sinyal
iletim yolaklarinda gorev alir. ADAM iiyeleri membran proteinlerini parcalayarak
coziilebilir olgun formlara doniistiiriirler. ADAM ailesinin biitiin {liyeleri proteolitik
Ozellige sahip degildir ¢iinkii katalitik aktivite icin esas olan aminoasitleri icermezler.
ADAM ailesine ait en 6nemli iiye ADAM-10’dur (Chubinskaya vd 2001). Prostat,
losemi, meme ve skuamoz kanser hiicrelerinde ADAM-10 ekspresyonunun arttigi
saptanmistir. Ancak ADAM’larin kanser mekanizmasi iizerindeki etkisi tam olarak
aydinlatilamamistir ADAM-10"un biyokimyasal ve biyolojik 6zelliklerinin detayli bir
seklide arastirilmasi, bu enzimin kanser tedavilerinde kullanilmasini saglayabilir

(Mochizuki Ve Okada 2007).
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4T1 hiicrelerinde, tek basina 4 pg/ml Endostatin uygulamasinin ADAM-10 enzim
aktivitesi lizerine herhangi bir etkisi olmamistir. Radyoterapi tek basina enzim
aktivitesinde % 55’lik bir inhibisyona neden olurken, 4 pg/ml Endostatin radyoterapi ile
kombine edildiginde enzim miktarinda %74,5’lik bir inhibisyon saptanmistir. 4THMpc
hiicre hattinda ise tek basina tek basina 4 pg/ml Endostatin uygulamasi sonucu enzim
miktar1 % 43, 3 oraninda artmistir. Tek basina radyoterapi uygulamasi enzim miktarini
% 70,9 oraninda artirirken, Endostatin ve radyoterapi kombine tedavi uygulamasi

sonrasinda enzim miktar1 %72,5 oraninda artmistir.

Anti-anjiogenik iki ilag, proteaz aktivitesi iizerinde birbirlerinden olduk¢a farkli
etkiler sergilemistir. Talidomit ve radyoterapi kombinasyonu her iki hiicre hattinda da
ADAM 10 enzim aktivitesinde inhibisyona neden olurken, Endostatin kombine
tedavisine iki hiicre farkli yanitlar vermistir. Endostatin ve radyoterapi 4T1 hiicrelerinde
ADAM 10 aktivitesini baskilarken Talidomidin aksine 4THMpc hiicrelerinde enzim
aktivitesinde dramatik bir artis saptanmistir. Bu noktada kanser hiicresinin 6zelliklerinin
uygulanan tedavinin bagarisini ne denli 6nemli oldugu agikg¢a goriilmektedir. 4T1 meme
kanser hiicresinin kalp metastazi olan ve yapilan ¢alismalarda 4T1’e oranla daha agresif
ozellikler sergileyen 4THMpc hiicre hatti sitotoksik dozlarda uygulanan Talidomit ve

Endostatine farkli yanitlar vermistir.

Metastazik tiimorlerde radyoterapiye hassaslhigi arttirmak amagli yapilan kombine
tedaviler dncesinde, kombinasyonun oncelikle in vitro etkisinin aragtiritlmasi gerektigi

4THMpc hiicreleri tarafindan bizlere bir kez daha hatirlatilmaktadir.

Tez kapsaminda aktivitesi arastirilan bir diger enzim ise, Neprilizindir (NEP).
Tavsan bobreginde fir¢ca kenarli membrandan izole edilen NEP (nétral endopeptidaz,
NEP, Ec 3.4.24.11) enzimi insiilinin B zincirini hidroliz ettigi saptanan ilk enzimdir. 30
yilt agkin bir siiredir aktivitesi detayli bir sekilde arastirilmaktadir. Saflastirilmasinin
ardindan tip II integral membran proteini oldugu saptanmistir. NEP ¢inko baglanma
motifine sahip tipik bir metallopeptidazdir ve M13 peptidaz ailesi icinde glusizinler
olarak bilinen gruba aittir. Streptomyces’den elde edilen fosforamidon adli bilesik ile

giiclii bir sekilde inhibe edilmektedir (Shipp vd 1996, Turner ve Hooper 2002).
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Memelilerde en fazla bobrekte eksprese edilir ve fizyolojik olarak enkefalinleri
parcaladigi icin enkefelinaz olarak da adlandirilir. Bilinen en eski gorevi beyin
metabolizmasinin diizenlenmesinde rol oynamaktir. Ozellikle takikinin ailesine ait
noropeptitlerin metabolizmasinda da gorev aldig1 saptandiktan sonra, NEP daha detayli
bir sekilde arastirilmaya baslanmistir. Yapilan farkli calismalar sonrasinda NEP’in
bombesin, bradikinin, kalsitonin, endotelin-1, norotensin ve vasoaktif intestinal peptit
(VIP) gibi mitojenik peptitleri inaktive ederek 6zellikle akciger ve prostat kanserinde,

tiimor biiylimesinin kontroliinde rol oynadigini ortaya ¢ikmistir (Shipp vd 1996).

4T1 hiicrelerinde, kontrol grubunda, 4 pg/ml Endostatin uygulamasinin NEP
aktivitesinde % 7,54 oraninda bir artisa neden oldugu gosterilmistir. Tek basina
radyoterapi uygulamasi enzim aktivitesinde % 60likk bir azalmaya neden olurken,
Endostatin’in radyoterapi ile kombinasyonu da 4T1 hiicrelerinde % 16,6 oraninda bir

artts meydana getirmistir.

4THMpc hiicre hattinda ise, tek basina 4 pg/ml Endostatin uygulamasinin NEP
aktivitesinde % 14,2 oraninda bir artisa neden oldugu gosterilmistir. Tek basina
radyoterapi uygulamasi enzim aktivitesinde % 6,6’lik bir azalmaya neden olurken,
Endostatin’in radyoterapi ile kombinasyonu da 4THMpc hiicrelerinde % 8,3 oraninda
bir azalma meydana getirmistir. 4T1 hiicrelerinde Endostatin tek basina uygulandiginda
ADAM 10 enziminin aktivitesinde degisiklik yaratmazken NEP’in aktivitesini
artirmigtir.  Endostatin  radyoterapi le kombine edildiginde ADAM 10 enzim
aktivitesinin baskilanmasi i¢in radyoterapinin tek basma olan etkisini artirmistir.
Endostatin bunu farkli yollar {izerinden yapmis olabilir. Ornegin 4T1 hiicrelerinde
radyoterapi uygulamasi oncesinde yapilan Endostatin tedavisi hiicrelerden anjiogenik
biiyiime faktorlerinin salinmasina neden olarak hiicreleri radyoterapiye hassaslastirmis
olabilir ya da Kaspaz 3 aktivasyonu ile apoptozu tetikleyerek 1sinlamanin etkisine katki
saglamis olabilir. Talidomidin etkisine benzer  bir sekilde endostatin 4THM
hiicrelerinde ADAM 10 enzim aktivitesini arttirmistir. Endostatin ve radyoterapi
kombinasyonu ADAM 10 enziminin aktivitesinde 6nemli bir degisiklige neden olurken

bu kombinasyon NEP agisindan 6nemli bir fark yaratmamistir.
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Tez kapsaminda arastirilan her iki enzimin de ortak noktalarindan biri P maddesini
parcalamalaridir. Norobiyolojide son yillardaki gelismeler kanser hastalarina umut
vermeye baslamistir. Yapilan ¢alismalardan elde edilen bulgular, P maddesi ve onun
reseptorii norokinin-1 reseptoriiniin (NK-1R) mitogenez, anjiogenez, hiicre gocii ve
metastaz ile iligkili oldugunu gdstermektedir (Gonzalez Moles vd 2009). G-proteine
bagl bir reseptdr olan NK-1R’ye ligandin baglanmasi, fosfoinositid hidrolizi, kalsiyum
hareketi ve mitojenle aktive edilmis protein kinaz aktivasyonuna neden olmaktadir.
Inflamasyon ve kanser arasindaki iliskinin merkezinde de P maddesi yer almaktadir.
1931 yilinda kesfedilen P maddesinin fonksiyonlar1 hakkinda 1950°1i yillara kadar kesin
bir sey bilinmiyordu. 1950’1 yillarda P maddesi agriy1 ileten bir ndrotransmitter olarak
tanimlandi. Bu giin bilinmektedir ki P maddesi fizyolojik stres durumda merkezi sinir

sisteminde onemli bir role sahiptir (Luo vd 1996, Defea vd 2000).

Periferal dokularda ve merkezi sinir sisteminde norojenik inflamasyon ve immun
yanitin olusumunda P maddesi rol oynamaktadir ve agrinin algilanmasinda da énemli
gorevler tstlenmektedir. Pek c¢ok periferal dokuda P maddesinin damar genisletici
ozelligi oldugu bilinmektedir. P maddesi iceren sinir uglari genellikle kan damarlari
yakininda lokalize olmustur ve bu u¢lardan P maddesi salinimiyla, akut inflamasyonda
goriilen pek ¢ok fizyolojik olayin baslamasina neden olur. P maddesi sadece sinir
hiicresi kaynakli degildir. Eozonofil ve makrofajlar gibi sinirsel olmayan hiicrelerde de
P maddesi bulunmaktadir. G-protein bagl reseptoriine baglaninca aktive olan P maddesi
mitojenle aktive edilmis protein kinazlar1 aktive ederek apoptoza neden olur. Ayrica,
ras onkogeninini aktive ettigi ve reseptdre baglandiginda TAPI-duyarli matriks
metalloproteazlar 6zellikle de TACE’1 aktive ederek membrana baglhi TGF-a’nin aktif
formda salinmasma neden olur. TGF-o MAPK yolgin1 aktive ederek kolon epitel
hiicrelerinin ve astrostoma hiicre proliferasyonunu artirir (Palma vd 1999, Friess vd
2003, Munoz vd 2004, Singh vd 2000). Son olarak, P maddesi ve reseptorii arasindaki
etkilesimin pankreas kanseri, glioma meme kanseri, kolon displazi ve karsinomlarinda
tiimor bliylimesinin ilerleyisi ile iliskili oldugu bildirilmistir. P maddesi, pek cok normal
ve neoplastik hiicrede NK1 reseptorlerini aktive ederek mitogenezi artirmaktadir. P
maddesi ve reseptoriiniin  kanser hiicrelerinde de varlifi, immiinohistokimya

caligmalariyla gosterilmistir. Biitlin tiimorlerin besin ihtiyacini karsilamak i¢in yeni kan
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damarlar1 olusturmaya ihtiyaci vardir fikrinden yola ¢ikarak, P maddesi ve reseptorii
aracilifiyla kan damar olusumunun tetiklenmesi kanser hiicreleri icin tercih edilebilecek
en kisa yollardan bir tanesidir (Esteban vd 2006). P maddesi, metastazik insan
noroblastoma hiicrelerinin neredeyse % 90°’ninda, melanoma ve retinoblastoma
hiicrelerinde de eksprese edilmektedir. Bununla birlikte P maddesi reseptorii ise NK-1,
ndroblastoma, retinoblastoma, insan glioma hiicre hatlar1 ve pankreatik karsinoma hiicre
hatlarinda eksprese edilmektedir. Ayrica NK-1’in meme kanseri ve metastazda asiri

ifade edildigi de bilinmektedir (Munoz vd 2004).

Bu baglamda, kanserle iligkilendirilen en 6nemli néromodulatér olan P maddesinin
4T1 ve 4THMpc hiicrelerinde de sentezlendigi ve besi yerine salindig1 da bu ¢alisma ile

birlikte ilk defa gosterilmistir.

Endostatin uygulamalarinda, 4T1 hiicrelerinde, kontrolde besiyeria salinan P maddesi
miktar1 145 pg/ml iken, tek basina Endostatin P maddesi miktarin1 %10,34 oraninda
azaltmistir. Radyoterapi besiyeria salinan P maddesini %14,7 oraninda artirirken,
Endostatin ile kombine edildiginde besiyeria salinan P maddesi miktar1 %47 oraninda
azalmistir. Hiicre i¢i P maddesi miktar1 4T1 hiicrelerinde kontrol grubunda 149 pg/ml
iken tek basima Endostatin hiicre i¢ci P maddesi miktarin1 %1,4 oraninda azaltmistir.
Radyoterapi tek basina hiicre i¢i P maddesi miktarin1t %12,35 oraninda artirirken,
Endostatin radyoterapi kombine tedavisinde hiicre i¢ci P maddesi %20,13 oraninda

artmistir.

Endostatin uygulamalarinda, 4THMpc hiicrelerinde, kontrolde besiyeria salinan P
maddesi miktar1 119 pg/ml iken, tek basina Endostatin P maddesi miktarin1 %2,2
oraninda azaltmistir. Radyoterapi besiyeria saliman P maddesini %19 oraninda
azaltirken, Endostatin ile kombine edildiginde besiyeria salinan P maddesi miktar1 %21
oraninda azalmistir. Hiicre i¢i P maddesi miktar1 4THMpc hiicrelerinde  kontrol
grubunda 160 pg/ml iken tek basina Endostatin hiicre i¢i P maddesi miktarmi %9,3
oraninda azaltmistir. Radyoterapi tek basina hiicre i¢ci P maddesi miktarmi %10,1
oraninda azaltirken, Endostatin radyoterapi kombine tedavisinde hiicre i¢i P maddesi

%93,75 oraninda azalmistir.
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Bu sonuglara gore, ilk defa, 4T1 ve 4THMpc hiicre hatlarinda hiicre igerisinde ve
besiyeria salinan P maddesi miktarlar1 saptanmistir. Tiim bu bilgilerle birlikte, proje
kapsaminda gergeklestirilen sitotoksisite test sonuglarina gére Endostatin 4 pg/ml’lik

dozda, 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda sitotoksik etki géstermistir.
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6. SONUC
Tiim bu verilerle birlikte;

1- Tez kapsaminda gergeklestirilen biitiin sitotoksisite test sonuglarina gore; 4T1
ve 4THMpc hiicre hatlarinda Endostatin 4 pg/ml’lik dozda 72 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda sitotoksik etki gdstermistir.

2- ik defa, 4T1 ve 4THMpc hiicre hatlarinda hiicre igerisinde bulunan ve besi yerine
salinan P maddesi miktarlar1 tespit edilmistir. Endostatin uygulamalarinda, 4TI
hiicrelerinde, kontrolde besiyeria salinan P maddesi miktar1 145 pg/ml iken, tek basina
Endostatin P maddesi miktarin1 %10,34 oraninda azaltmistir. Radyoterapi besiyeria
salman P maddesini %14,7 oraninda artirirken, Endostatin ile kombine edildiginde
besiyeria salinan P maddesi miktar1 %47 oraninda azalmistir. Hiicre i¢i P maddesi
miktar1 4T1 hiicrelerinde kontrol grubunda 149 pg/ml iken tek basina Endostatin hiicre
ici P maddesi miktarin1 %]1,4 oraninda azaltmistir. Radyoterapi tek basina hiicre i¢i P
maddesi miktarin1 %12,35 oraninda artirirken, Endostatin radyoterapi kombine

tedavisinde hiicre i¢i P maddesi %20,13 oraninda artmustir.

Endostatin uygulamalarinda, 4THMpc hiicrelerinde, kontrolde besiyeria salinan P
maddesi miktar1 119 pg/ml iken, tek basina Endostatin P maddesi miktarint %2,2
oraninda azaltmistir. Radyoterapi besiyeria saliman P maddesini %19 oraninda
azaltirken, Endostatin ile kombine edildiginde besiyeria salinan P maddesi miktart %21
oraninda azalmistir. Hiicre i¢i P maddesi miktar1 4THMpc hiicrelerinde  kontrol
grubunda 160 pg/ml iken tek basina Endostatin hiicre i¢i P maddesi miktarint %9,3
oraninda azaltmistir. Radyoterapi tek basina hiicre i¢ci P maddesi miktarmi %10,1
oraninda azaltirken, Endostatin radyoterapi kombine tedavisinde hiicre i¢i P maddesi

%93,75 oraninda azalmistir.

3- Endostatin 4 pg/ml’lik dozda 4T1 ve 4THMpc hiicre hatlarinda, ADAM-10 ve
Neprilizin enzim aktiviteleri iizerine farkli etkilere neden oldugu ve bu etkilerin
radyoterapi ile kombine edildiginde degistigi gosterilmistir.  4T1 hiicrelerinde, kontrol
grubunda, 4 pg/ml Endostatin uygulamasinin NEP aktivitesinde % 7,54 oraninda bir

artisa neden oldugu gosterilmistir. Tek basina radyoterapi uygulamasi enzim
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aktivitesinde % 60lik bir azalmaya neden olurken, Endostatin’in radyoterapi ile

kombinasyonu da 4T1 hiicrelerinde % 16,6 oraninda bir artis meydana getirmistir.

4THMpc hiicre hattinda ise, tek basina 4 pg/ml Endostatin uygulamasinin NEP
aktivitesinde % 14,2 oraninda bir artisa neden oldugu gosterilmistir. Tek basina
radyoterapi uygulamasi enzim aktivitesinde % 6,6’lik bir azalmaya neden olurken,
Endostatin’in radyoterapi ile kombinasyonu da 4THMpc hiicrelerinde % 8,3 oraninda
bir azalma meydana getirmistir. 4T1 hiicrelerinde Endostatin tek basina uygulandiginda
ADAM 10 enziminin aktivitesinde degisiklik yaratmazken NEP’in aktivitesini

artirmigtir. Endostatin radyoterapi le kombine edildiginde

5-Endostatinin etki mekanizmasinda kullanilanacak dozun ne denli énemli oldugu
ortaya ¢cikmaktadir. Kombine tedavilerden elde edilecek basari, iki farkli tedaviyi dogru
siralamaya ve uygun dozlarda uygulamaya baghidir. Bu baglamda test edilen ajanlarin
ya da terapilerin hiicre {izerinde ne gibi etkiler yaratabilecegi onceden diisiiniilmeli ve

ardindan tedavi kombinasyonu diizenlenmelidir.
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Cizelge 4.1. 4T1 ve 4THMpc hiicreleri iizerine etki gostermeyen radyoterapi dozlari

4T1 Hiicre Hatti

5 Gy Radyoterapi 10 Gy Radyoterapi 20 Gy Radyoterapi

Hucre 24 Saat 48 Saat 72 Saat 24 Saat 48 Saat 72 Saat 24 Saat 48 Saat 72 Saat
sayisi Kontrol | Radyo Kontrol Radyo Kontrol | Radyo Kontrol Radyo Kontrol Radyo Kontrol | Radyo Kontrol Radyo Kontrol Radyo Kontrol Radyo
Terapi Terapi Terapi Terapi Terapi Terapi Terapi Terapi Terapi
1000 0,247 0,217 0,471 0,455 0,596 0,557 0,257 0,247 0,442 0,437 0,606 0,597 0,256 0,210 0,492 0,465 0,600 0,578
+0,05 +0,04 +0,05 +0,01 +0,01 +0,01 +0,05 +0,04 +0,04 +0,02 +0,01 +0,02 +0,05 +0,04 +0,05 +0,01 +0,01 +0,03
2500 0,361 0,313 0,524 0,547 0,668 0,661 0,352 0,323 0,514 0,497 0,667 0,661 0,347 0,310 0,534 0,519 0,697 0,621
+0,01 +0,03 +0,04 +0,01 +0,03 +0,03 +0,01 +0,02 +0,04 +0,01 +0,03 +0,02 +0,05 +0,01 +0,04 +0,01 +0,02 +0,04
3000 0,434 0,420 0,601 0,598 0,783 0,775 0,444 0,410 0,878 0,868 0,793 0,782 0,429 0,420 0,615 0,589 0,792 0,745
+0,01 +0,05 +0,05 +0,02 +0,06 +0,02 +0,02 +0,03 +0,05 +0,02 +0,04 +0,01 +0,01 +0,03 +0,03 +0,03 +0,03 +0,02
5000 0,600 0,584 0,715 0,701 0,853 0,803 0,507 0,494 0,715 0,701 0,881 0,832 0,611 0,569 0,745 0,711 0,873 0,811
+0,02 +0,06 +0,05 +0,02 +0,05 +0,03 +0,01 +0,05 +0,05 +0,05 +0,02 +0,02 +0,02 +0,03 +0,03 +0,02 +0,03 +0,02
10000 | 0,711 0,701 0,741 0,726 1,071 0,997 0,570 0,560 0,761 0,746 1,092 1,003 0,731 0,700 0,781 0,717 1,099 0,978
+0,01 +0,02 +0,02 +0,03 +0,04 +0,02 +0,01 +0,01 +0,02 +0,03 +0,02 +0,01 +0,01 +0,02 +0,04 +0,02 +0,02 +0,03

4THMpc Hiicre Hatti
5 Gy Radyoterapi 10 Gy Radyoterapi 20 Gy Radyoterapi

Hucre 24 Saat 48 Saat 72 Saat 24 Saat 48 Saat 72 Saat 24 Saat 48 Saat 72 Saat
sayisi Kontrol | Radyo Kontrol Radyo Kontrol | Radyo Kontrol Radyo Kontrol Radyo Kontrol | Radyo Kontrol Radyo Kontrol Radyo Kontrol Radyo
Terapi Terapi Terapi Terapi Terapi Terapi Terapi Terapi Terapi
1000 0,376 0,367 0,501 0,483 0, 615 0,596 0,324 0,298 0,498 0,447 0,617 0,605 0,298 0,267 0,609 0,599 0,645 0,608
+0,02 +0,03 +0,04 +0,03 +0,03 +0,02 +0,05 +0,04 +0,02 +0,03 +0,01 +0,02 +0,01 +0,01 +0,03 +£0,01 +0,01 +0,03
2500 0,461 0,398 0,657 0,640 0,698 0,687 0,405 0,396 0,554 0,517 0,708 0,700 0,356 0,300 0,634 0,613 0,708 0,692
+0,04 +0,03 +0,01 +0,05 +0,02 +0,03 +0,01 +0,02 +0,01 +0,04 +0,02 +0,05 +0,03 +0,03 +0,04 +0,01 +0,02 +0,04
3000 0,536 0,499 0,694 0,691 0,899 0,817 0,496 0,400 0,694 0,658 0,835 0,824 0,400 0,354 0,697 0,619 0,869 0,835
+0,03 +0,02 +0,03 +0,03 +0,03 +0,03 +0,04 +0,05 +0,05 +0,02 +0,04 +0,02 +0,02 +0,01 +0,01 +0,01 +0,03 +0,02
5000 0,779 0,698 0,834 0,791 0,953 0,899 0,634 0,597 0,804 0,794 0,948 0,902 0,719 0,699 0,795 0,736 0,899 0,800
+0,04 +0,03 +0,02 +0,05 +0,01 +0,02 +0,03 +0,03 +0,01 +0,01 +0,04 +0,03 +0,03 +0,02 +0,03 +0,03 +0,03 +0,02
10000 | 0,976 0,51 0,981 0,936 1,269 1,097 0,826 0,820 1,187 1,158 1,385 1,297 0,890 0,863 0,998 0,965 1,246 1,178
+0,03 +0,04 +0,03 +0,04 +0,03 +0,03 +0,05 +0,04 +0,02 +0,01 +0,03 +0,04 +0,02 +0,02 +0,05 +0,04 +0,02 +0,03
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