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OZET

ENDOSTATIN, VINORELBIN ve KOMBINASYONLARININ
INSAN ENDOTEL, BOBREK EPITEL ve MEME KANSER HUCRELERI
UZERINE OLAN SITOTOKSIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

Aysegiil Cansu KIiLIT

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dah
Damsman: Prof. Dr. Kayahan FISKIN
Ocak 2012, 109 Sayfa

Klasik kanser tedavileri olarak bilinen cerrahi miidahale, kemoterapi ve radyoterapi
40 y1l1 agkin siiredir uygulanmaktadir. Kemoterapi, sitotoksik ya da sitostatik etkili baz1
kimyasallar kullanilarak dogrudan tiimor hiicrelerini yok etmeyi hedef alan klasik bir

kanser tedavisidir.

Kemoterapide hedef tiimor hiicresi oldugu i¢in uygulama sirasinda s6z konusu ajan
yiiksek dozlarda kullanilmakta ve normal hiicreler iizerinde yan etkilere neden olan
toksik yanitlar olusturmaktadir. Bunun yaninda yiliksek doz kullanimina bagl olarak
kanser hiicrelerinde kullanilan ajana karsi direng gelismekte ve bu nedenle de tedavi
basarist giderek azalmaktadir. S6z konusu yan etkilerin azaltilarak tedavi etkinliginin

artirilmast i¢in; kemoterapi, farkli kanser tedavileri ile kombine edilmektedir.

Endostatin, kollajen XVIII’ in C-terminal ucundan elde edilen 20 kDa molekiiler
agirliga sahip endojen bir anti-anjiogenik faktordiir. Endostatin, endotel hiicre gdgiini
inhibe eder, apoptozu indiikler ve bu sayede tiimoriin yeni damar olusturmasini engeller.
Jing ve arkadaslari, endostatinin ticari formda satilan ve klinik uygulamalarda kullanilan
formu olan endostari, cisplatin, vinorelbin ve paklitaksel ile kombine etmislerdir. Bu
caligmanin sonucunda; kombine tedaviler sayesinde, kiiciik hiicreli olmayan akciger
kanseri hiicrelerinin olusturdugu tiimoriin biiyilikliiglinde ©Onemli bir inhibisyon

oldugunu gostermislerdir.



Vinorelbin, Catharanthus roseus (pervane ¢igegi) ekstraktinin alkoloidlerinden elde
edilen yarisentetik bir maddedir. 1994 yilinda FDA (Federal Drug Administration);
vinorelbini kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinin tedavisinde kullanilmasi igin
onaylamistir. O tarihten bu yana vinorelbin; kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri,
meme kanseri ve prostat kanserinin tedavisinde kullanilmaktadir. Vinorelbin normal
hiicrelerde de diger kemoterapotik ajanlara oranla daha az yan etkiler olusturdugu igin
tek bagina ya da kombine halde bir ¢ok farkli calismada kullanilmaktadir. Vinorelbini,
antianjiogenik bir ajan ile kombine ederek kullanmanin etkin dozun azaltilmasi
acisindan yararli olabilecegini diisiinmekteyiz. Bu nedenle ¢alismamizda; endostatin ve
vinorelbin kombinasyonunun meme kanser hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisi
arastirllmistir.  Ayrica endostatin ve vinorelbinden olusan kombine tedavinin, apoptoz
mekanizmasinda anahtar roller iistlenen TRAIL, TNF-a ve Kaspaz-2,3,6,8 ve 9
proteinleri iizerine sergiledigi etkiler ortaya konmustur. Bunun yanisira, her iki ajan ve
kombinasyonlarmin normal epitel hiicreler {izerindeki sitotoksik etkileri de
arastirilmastir.

Bu calisma ile endostatin ilk kez vinorelbin ile kombine edilmis ve elde edilen
sonuglarda endostatinin ilk kez TNF-o ve kaspaz-8 iizerinden kanser hiicrelerinde
sitotoksik etki yarattigi ortaya ¢ikarilmistir. Endostatin ve vinorelbinin sadece belirli

dozlarda birbiri tizerine sinerjistik etki gosterebildigi goriilmiistiir.

ANAHTAR KELIMELER: Endostatin, Vinorelbin, 293T, MDAMB 231
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE CYTOTOXIC EFFECTS OF
ENDOSTATIN, VINORALBINE AND THEIR COMBINATION ON HUMAN
ENDOTELIAL, KIDNEY EPITHELIAL and BREAST CANCER CELLS

Aysegiil Cansu KILIT

Ms Thesis in Biology
Supervisor: Prof. Dr. Kayahan FISKIN
January 2012, 109 Pages

Classical cancer treatments known as surgical intervention, chemotherapy and
radiotherapy are applied for over 40 years. Chemotherapy is a classic cancer treatment
that targeted to destroy tumor cells directly by using cytotoxic or cytostatic effects of

some chemicals.

The agent in question is used to target tumor cells. However during the application of
high doses of chemotherapy normal cells are also effected by theratment as well as
cancer cells and occured as toxic side effects. In addition, depending on the agents
used, cancer cells usually develop resistance against tested chemicals. Therefore success
of the treatment gradually decreases. Chemotherapy is combined with different cancer
treatments to increase the effectiveness of treatment and to reduce these toxic side

effects.

Endostatin is a 20 kDa endogenous anti-angiogenic factor that is derived from end of
the C-terminal of collagen XVIII. Endostatin, inhibits endothelial cell migration,
induces apoptosis and thereby it obstacles to create new tumor blood vessels from the
existing tumor cells. Jing and colleagues combined a commercial and clinically used
form of endostatin, endostar, with cisplatin, vinorelbine and paclitaxel. As a result of
this study they showed a significant inhibition on the tumor size of non-small cell lung

cancer cells due to the positive effects of the combinations.



Vinorelbine is a semisynthetic substance obtained from Catharanthus roseus extract
alkoloids. In 1994, the FDA (Federal Drug Administration) approved vinorelbine for the
treatment of non-small cell lung cancers. Since then, it has been used in the treatment
of non-small cell lung cancer, breast cancer and prostate cancer. As vinorelbine has
little or no toxic side effects on normal cells, it has been widely used, either alone or in
combinations, in various investigations. We think that to combined vinorelbine with an
antiangiogenic agent will provide positive effects to reduce the amount of effective
doses of both tested agents. Because of this reason; our aim of this study has been to
determine the cytotoxic effects of endostatin and vinorelbine, either alone or in
combination, in breast cancer cells. In addition, the effects of endostatin and vinorelbine
combination on TRAIL, TNF-a and caspase-2,3,6,8 and 9 proteins which are known
among the key apoptotic proteins had be exposed. Moreover cytotoxic effects of
endostatin, vinorelbine and their combinations have also be studied in normal epithelial

cells.

By this study, for the first time, endostatin was combined with vinorelbine and
results showed that endostatin caused a cytotoxic effect on cancer cells via TNF-o and
caspase-8 pathways. The synergetic effects of endostatin and vinorelbin was shown at

only certain doses.

KEY WORDS: Endostatin, Vinorelbine, 293T, MDAMB 231
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ONSOZ

Kanser tedavisi 1zdirap verici, yorucu ve uzun bir siirectir. Titizlikle yapilan her
calismanin sonucu bu amansiz hastaligin tedavisi i¢in degerli ve 6nemlidir. Tedavi
stiresini kisaltmak, ilaglarin etkisini arttirmak, alternatif tedavi yontemlerini olugturmak
ya da yeni ilag kombinasyonlarin1 saptamak kanser alaninda gerceklestirilen tim

caligmalarda oldugu gibi bu ¢alismanin da temel amaci olmustur.

Bu tez calismasinda, endostatin ve vinorelbin kombinasyonunun meme kanser
hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisi; apoptoz mekanizmasinda anahtar roller iistlenen
ve gliniimiizde sitotoksik biomarkerlar olarak degerlendirilen TRAIL, TNF-a ve Kaspaz

-2,-3,-6,-8 ve -9 enzimleri tizerindeki degisimi arastirilarak aydinlatilmaya ¢aligilmustir.

Endostatin, ticari formda endostar olarak bilinen, etkili bir antianjiogenik ajandir.
Hiicre tipine ve kullanilan doza bagl olarak tedavide farkli sonuglar verdigi yapilan
birgok ¢alismada gosterilmigstir. Tek basina kullanildiginda beklenen etkiyi yaratmadig:
ancak klasik tedaviler ile birlikte uygulandiginda oldukga basarili sonuglar verdigi goz
Oniine alinarak, bu ¢alismada insan meme kanser hiicresinde, kemoterapatik bir ilag ile

kombine edilerek kullanilmistir.

Kemoterapide yiiksek dozlarda kullanilan sitotoksik ajanlar viicuttaki normal
hiicreler tizerinde de ayni toksik etkiyi gosterip, baska bir ifade ile segici olarak kanser
hiicrelerini degil ayn1 zamanda normal viicut hiicrelerini de dldiirerek toksik yan etkilere
neden olmaktadir. Bu nedenle kullandigimiz her iki ajanin ve kombinasyonlarinin
kanser hiicrelerine karsi sergileyecegi secicilik oldukc¢a 6nemli oldugu i¢in, denemelerin
timii insan bobrek epitel (293T) ve insan meme kanser (MDAMB 231) hiicrelerinde

yapilarak sonuglar karsilastirilmistir.

Tez kapsaminda endostatinin tek bagina ve kemoterapatik bir ila¢ olan vinorelbin ile
birlikte kombine edilerek meme kanser hiicrelerindeki ti¢ ayr1 sitotoksik biyomarker

etkilerini arastirdik. Elde ettigimiz sasirtici ve aymi zamanda dislindiriicii olan



bulgularin, kanser tedavisi i¢in durmadan calisan degerli bilim insanlarina katki
saglayacagint umut etmekteyiz.

Bu denli kapsamli bir ¢alisma ile bana yiiksek lisans yapabilme firsatini sunan,
karsilastigim her zorlukta yanimda olan ve bana ¢6ziim bulabilmeyi 6greten, destegini
ve sefkatini hep hissettigim, tanimaktan onur ve gurur duydugum sevgili bilyliglim,
saymm danigsmanim Prof. Dr. Kayahan FISKIN’a, bu yola ilk adimimi atmami ve
ilerlememi saglayan, her c¢ikmaza girdigimde bana yol gosteren, sonsuz sabri ve
sevgisiyle yalnizca bilim yapmay1 degil bana hayati 6greten, bildigim her seyi borglu
oldugum, sonucu iyi veya kotii ama birlikte; birgok zorlugun iistesinden geldigimiz,
sayin hocam, biricik ablam Yrd. Do¢ Dr. Esra AYDEMIR’e, tez ¢alismalarimin bir
boliimiinii yiiriittigiim Akdeniz Universitesi Saghk Bilimleri Arastirma Uygulama
Merkezinden Prof. Dr. Nidai OZES’e ve bu birimde gorev yapan tiim merkez
calisanlarina, tezimle ilgili sorunlarimda bilgisinden ve tecriibesinden yararlandigim
Saym Yrd. Dog¢. Dr. Niliifer IMiR’e ve Saym Dr. Ece SIMSEK’e, tim yardim ve
destekleri i¢cin Fen Bilimleri Enstitiisi Mudiirii Sayin Hocam Prof. Dr. Hiiseyin
SUMBUL’e, meslektaslarim, c¢ok degerleri kardeslerim Bircan ONEL ve Aykut
KURUOGLU’na, Akdeniz Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’niin Ogretim
Uyelerine, yiiksek lisansim siiresince sevgisini ve sabrin1 benden hic esirgemeyen, her
tiirlii destegi ile yanimda olan, bu yolda yasanan tiim heyecan ve {iziintiilerimin ortagi,
sevgili hayat arkadasim Turan KiLIT’e ve her adimimda ne olursa olsun ilerlememe

sebep ve destek olan CANIM AILEME sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.
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1. GIRIS

Bir hiicrenin kanser hiicresine doniismesi icin gerekli olan biyolojik ozellikler
hedef alinarak kanser hiicrelerini yok etmek miimkiin olabilir. Bunun igin bir hiicrenin
kanserlesme yolundaki ilerleyisi ve kanserli hiicreyi oOliime gotiirecek olan
mekanizmanin iyi anlasilmasi ve yorumlanmasi gereklidir. Bu baglamda programli
hiicre 6liimii yani apoptozis mekanizmasi yapilan tiim kanserle miicadele ¢aligmalarinda

yol gosterici olmaktadir.

Programli hiicre 6liimii ya da apoptozis, doku gelisimi homeostasinin korunmasinda
oldukga 6nemlidir (Schulz vd 1999). Ancak apoptozis sadece fizyolojik olaylarla iligkili
degidir, bir¢ok klinik hastaligin tedavisinde hedef alinabilecek 6nemli mekanizmalardan
birisidir. Son yillarda apoptozis ve kanser iliskisini gdsteren bir¢ok ¢alisma yapilmistir.
Bu baglamda apoptozis etkili bir kanser tedavisi saglamak i¢in hedef alinacak en 6nemli
hiicresel mekanizmadir. Dahas1 giinlimiizde kullanilan pek c¢ok ajan, anti timor
etkilerini, kanser hiicrelerinde apoptozis mekanizmasim tetiklemek kosuluyla

saglamaktadir (Hayakawa vd 2008).

Timor hiicrelerinde apoptozisin uyarimi; pro-apoptotik faktorlerin ekspresyonunu
tetikleyerek ya da anti-apoptotoik faktorlerin ekspresyonunu baskilayarak saglanabilir

(Ozben 2007). Apoptozis temelde iki farkli yolla uyarilabilmektedir. Bunlar:

1. Oliim reseptdrlerinin baglanmasini takiben kaspaz-8’in aktivasyonu ile uyarilan

digsal yolak
2. Hiicresel stres ile kaspaz-9 aktivasyonu sayesinde uyarilan igsel yolak

Oliim reseptdrleri olarak bilinen Fas ve tiimor nekrozis faktdr reseptorleri (TNF-R)
TNF ailesine ait olup sitosolik Oliim merkezleri icerir. Bu reseptorler apoptoz
mekanizmasinin baglaticis1 olarak rol oynayan kaspaz-8’in aktivasyonunu saglar. Bu
sekilde yolaktaki diger molekiillerin de birbirini aktive etmesi ile mekanizmada diger
kaspazlarin ve pro-kaspaz 3’iin aktive olmasiyla beraber apoptoz mekanizmasi isler.

Disgsal yolagin bir kolu pro-kaspaz 3 araciligi ile disaridan gelen sinyaller ile baglar ve



membranda bulunan FAS, TNF, TRAIL gibi 6liim reseptorleri ile aktive olur. Diger bir
kol ise kaspaz-8’in Bid molekiilii ile etkilesime girmesi ile devam eder ve bu kademeli
ilerleyis mekanizmasinin altinda BCL2 ailesi molekiilleri yer almaktadir (Ghavami

2009).

Kanserli hiicreyi oliime gotiiren mekanizma olan apoptozisin anlagilmasi ve
calisilmasinin yani sira, hiicrenin kanserlesmesi yolundaki ilerleyisi olan anjiogenezin
baskilanmasi da kanserle miicadele ¢alismalarinda olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir. Var
olan damarlardan yeni kan damarlart olusumu olarak tanimlanan anjiogenez
mekanizmast normal hiicrelerin kanser hiicrelerine doniisebilmesi igin gerekli olan
ozelliklerden birisidir ¢linkii tiimor hiicrelerinin gerek duydugu besin ve oksijen, kan
damarlarindan saglanir. O halde, anjiogenez mekanizmasmin inhibisyonu kanser

tedavisi i¢in 6nemli bir hedeftir (Connolly vd 2002).

Anjiogenez  inhibitorlerinden  bazilari,  glinimiizde  kanser  tedavisinde
kullanilmaktadir. Endostatin, endojen anti-anjiogenik faktorlerden biridir (O’reilly vd
1997). Pre-klinik denemelerde oldukga basarili sonuglar elde edilmesine ragmen
endostatin, klinik denemelerde beklenilen basariy1 saglayamamustir. Yapilan arastirmalar
sonucunda endostatinin bifazik etkili oldugu yani ya ¢ok diisiik dozlarda ya da olduk¢a
yiiksek dozlarda etki gosterdigi saptanmustir (Calfa vd 2006, Qesada vd 2006). Son
yillarda tasarlanan kombine tedaviler ile endostatinin antianjiogenik ve antitlimoral
etkisini artirarak kanser tedavisinde daha etkin olarak kullanilmasi umut edilmektedir

(Gasparini vd 2005).

Vinorelbin yarisentetik karekterli bir vinka alkoloittir. Son yillarda vinorelbinin
meme kanser tedavisindeki basaris1 oldukca dikkat cekmektedir. Ozellikle meme ve
kiigiik hiicreli olmayan akciger kanser tedavisinde vinorelbin diger vinka alkoloidlere
oranla daha basarili sonuglar elde edilmesini saglamakla kalmamis yan etkilerin
oraninda da onemli Ol¢iide azalma saglamistir. Ayrica tek basma kullanildigr gibi

kombine tedavilerde de basari oranini arttirmaktadir (Hayakawa vd 2008).



Kemoterapi, tiimdr hiicrelerini; antianjiogenik terapi, endotel hiicrelerini hedef aldig1
icin vinorelbin gibi kemoterapik bir ilag ile endostatin gibi anti-anjiogenik bir ajanin
kombinasyonu kanser ile ¢ift tarafli savasi saglamaktadir.

Bir ajanin ticari formda hizmete sunulan bir ila¢ haline gelmesi uzun, yorucu bir
siire¢ sonunda gerceklesir ve maliyeti oldukca fazladir. Bu nedenle yeni ilaglarin kesfi
yerine var olanlarin etkinligini arttirmak maddi ve manevi agidan biiyiik yararlar saglar.
Bu nedenle, son yillarda tasarlanan kombine tedaviler ile endostatinin antianjiogenik ve
antitimoral etkisini artirarak kanser tedavisinde daha etkin olarak kullanilmasi umut

edilmektedir (Gasparini vd 2005).

Tedavi siiresini kisaltmak, ilaclarin etkisini artirmak, alternatif tedavi yontemlerini
olusturmak ya da yeni ilag kombinasyonlarim1 saptamak, kanser alaninda
gerceklestirilen tiim g¢aligmalarda oldugu gibi bizim ¢alismamizin da temel amaci

olmustur.



2. KURUMSAL BILGILER ve KAYNAK TARAMALARI
2.1. Kanser

Kanser, hiicre dongiisiiniin kontroliindeki islev bozukluklar1 ve mutasyonlarin
birikimi nedeniyle 6lmesi gereken hasarli ve mutant hiicrelerin hiicre dongiisii boyunca
ilerlemesi; hiicrede meydana gelen genetik ve/veya epigenik degisikliklerin birikimi
sonrasinda ortaya ¢ikabilen bir hastalik olarak tanimlanmaktadir (Ponder 2001, Foster
2008).

Genomda meydana gelen mutasyonlara bagli olarak, normal hiicrelerde malignant
Ozelliklerin artmasi sonucunda kanserin olustugu bilinmektedir. DNA hasari,
replikasyon hatalar1 ve metabolizmada olusan zararli yan iriinler gibi i¢ etmenler ya da
Iyonize radyasyon, UV isinlart ve karsinojenler gibi dis etmenler kansere neden
olmaktadir. Bu gibi faktorlere bagli olarak tek bir insan hiicresinde her giin yaklasik
olarak 10.000 mutasyon meydana geldigi diisiiniilmektedir (Bertram 2001).

Kansere neden olan genetik degisiklerin ¢ogu, bu hiicrelerin biiyiime veya 6limii
kontrol eden ekstraseliilar sinyalleri gérmezden gelmelerini saglamaktadir. Hiicre
boliinmesi, hiicre dongiisiinde yer alan ve giiniimiizde ayrintili bir bigimde tanimlanmis
olan kontrol noktalari tarafindan 6zenle diizenlenir. Buna benzer olarak hiicrenin 6liime
yonlendirilmesi de ancak bazi sinyaller ile aktive olabilen ve genetik olarak
programlanmis bir mekanizma sayesinde gercgeklesebilir. 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 timorii yok etmek icin kagmilmaz bir sondur.

(Elmore 2007).

Hiicre dongiisii, hiicrelerin biiyiimesi ve liremesini kapsayan bir siiregtir. Biiyiime
faktorleriyle uyarilmis ve replikasyona dogru ilerleme gosteren hiicreler, hiicre
dongiisiiniin G1 fazindan ¢ikarak S fazina geger ve DNA sentezi baglamis olur. S fazini

G2 faz1 takip eder ve artik hiicre M fazinda duplikasyona hazirdir.



Hiicre dongiisiinde, boliinmenin hatasiz bir sekilde gerceklesmesini saglamak
amactyla bir¢ok kontrol noktasi bulunmaktadir. Bu kontrol noktalari, hiicre biiyiimesi
ve gelisiminin kontroliinii elinde tutarak karmasik iletisim ve etkilesimleri diizenler.
Hiicre dongiisli boyunca, denetleme noktalar1 siklin bagimli kinazlar (cdk) tarafindan
kontrol edilmektedir. Siklinler G1 den S’e, G2’den M fazina kadar hiicre dongiisiiniin
tim fazlarinda gorev alir. Siklin bagimli kinazlar, yapisal protein olan bir siklin
molekiilii ve bir enzim olan kinazdan olusur. Hiicre dongiisiinii engelleyici proteinler
olan siklin bagimli kinaz inhibitorleri, siklin bagimli kinazlarin aktivitesinin

kontroliinden sorumludur (Foster 2008).

Timor baskilayict genler ve onkogenler hem tiimor olusumunda hem de var olan
tiimdriin biiylimesinde rol oynadiklari i¢in, kanserle en ¢ok iliskilendirilen genlerdir.
Onkogenlerde aktivasyonla ya da tiimor baskilayict genlerde fonksiyon kaybi ile
sonuclanan mutasyonlar, kanserlesme siirecini bir diger ifade ile karsinogenezi
baslatmaktadir. Insan kanserlerinin hemen her tipinde tiimér baskilayici genler ve/veya
onkogenlerde mutasyon saptanmis olmasi, bu genlerin tiimor gelisimi a¢isindan

baslangi¢ noktasi olarak kabul edilmelerine neden olmustur (Fearon 1997, Weir 2004).

Hiicre dongiisiinde 6nemli bir rolii olan, dolayisiyla kanser gelisiminde de onemli
gorevlere sahip olan iki gen ailesi vardir. Bunlar; onkogenler (Her2/neu, Ras, c-Myc
vb.) ve tiimor baskilayici (p53 ve Rb) genlerdir. Kanserlesmis hiicrelere bakildiginda
mutasyonlarin ¢ogunlukla proto-onkogenler ve tiimor baskilayici genlerde meydana
gelmis oldugu goriiliir. Proto-onkogenler hiicre tiremesinin farkli evrelerinde rol oynar.
Ancak bir mutasyon sonucu proto-onkogenler onkogene doniisiirse, bunun sonucunda
timor biliylimesi gerceklesebilir. ~ Timor baskilayict genlerde meydana gelen
mutasyonlar ise mutant hiicrelerdeki boliinme baskisini ortadan kaldirdigi igin

hiicrelerin ¢ogalarak tlimor olusturmasina izin verir (Foster 2008, Ingber 2008).

Hiicre dongiisii kontrol mekanizmalar1 ile mutasyonlar: tespit edilen hasarli hiicrenin
malignant siirece dogru ilerlemesi iki farkl1 yolla engellenir. ilki hiicre sismesi ve hizli
pargalanma olarak karakterize edilen “nekrozis” ; ikincisi ise DNA fragmentasyonu ve

hiicre zarinin kiiciik pargalara boliinmesiyle karakterize olan “apoptozis”dir. Normal



hiicrelerde DNA hasarinin tespit edilmesinden sonra hiicreyi dliime gotiiren apoptotik
siire¢, kanser acgisindan mutant hiicrelerin ¢ogalmasinin engellenmesinde de oldukga

onemlidir (Foster 2008).

Bilim adamlarimin uzun siireden beri devam eden c¢alismalar1 sonucunda, kanser
tipine bagli olmaksizin, tiim malignant hiicrelerde var olan alt1 temel &zellik ortaya

¢ikartlmistir. Bu 6zellikler:
1-D1s kaynakli biiylime sinyallerine ihtiya¢g duymama,
2-Biiyiimeyi durdurucu sinyallere kars1 duyarli olmama,
3-Programli hiicre 6liimiinden kacabilme,
4-Yaglanmaya direng gosterme ve sinirsiz iireme potansiyeline sahip olma,
5-Yeni kan damarlar1 olusturabilme,
6-Farkli dokulara saldirabilme ve bir bolgeden digerine taginabilme (metastaz)’dir.

Bu alt1 temel 6zelligin her biri, kanserin fizyolojik belirtegleri olarak gosterilmekte
ve kanser tedavisi i¢in farkli hedefler olarak kabul edilmektedir (Hanahan ve Weinberg
2000) (Sekil 2.1)

Tvazyon ve metastaz yapabine <o Bityiime inhibitirlerine duyarsizilk

Apoptozian kagabilme s - Kol biyime snyallrin ietme

Anjiogener tefikleme s ml-  SirSIZ repikasyon

Sekil 2.1. Kanser hiicrelerinin alt1 temel 6zelligi (Hanahan ve Weinberg 2000’den alinarak uyarlanmistir)



2.1.1 Apoptozis

Hiicre oliimiiyle ilgili ilk bilgiler 1920 yilinda 151k mikroskobunun ve yeni boya
yontemlerinin kesfedilmesi ile elde edilmistir. Hiicrede ilk tanimlanan oliim tipi
“nekroz”dur. Patolojik hiicre 6liimii olarak bilinen nekrozda, enerjinin birden azalmasi
sonucunda hiicre zarmin gegirgenligi degisir ve hiicre icerisine su ve sodyum girisi ile
hiicre siser. Bunun sonucunda hiicre bu dirence dayanamaz, hiicre zar1 patlar ve
proteolitik enzimler iceren plazma, hiicreler arasi bosluga sizarak inflamasyonun

olugmasina yol acar.

1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie adli arastirmacilar, yaptiklart calismalar
sonucunda iskemiye maruz kalmis bir dokuda gozledikleri hiicre 6liimiiniin nekrozdan
oldukega farkli oldugunu belirterek, bu yeni 6liim tipini “fizyolojik hiicre 61imii” olarak
adlandirmislardir. Daha sonra yaptiklart bir ¢aligmada ise timus hiicrelerini
glukokortikoidler ile muamele ettikten sonra hiicrelerde gozlenen oliimiin nekrozdan
farkli oldugunu bir kez daha ortaya koymuslardir. Bilim adamlari, bu yeni hiicre 6liim

tipini “Apoptoz” olarak adlandirmislardir (Elmore 2007).

Apoptoz, Caenorhabditis elegans’tan insana kadar tiim cok hiicreli canlilarda
goriilen, evrimsel olarak ¢ok iyl korunmus bir mekanizmadir (Cummings vd 2004,
Heemst vd 2007). Gelismis organizmalarda gereksinim duyulmayan, fonksiyonlari
bozulmus hiicrelerin, ¢evreye zarar vermeden programli bir bi¢imde 6lmesi olarak da
tanimlanan apoptoz, embriyonel donemden baslayarak tiim yasam boyunca devam

etmektedir (Zornig vd 2001).

Hiicre hacmindeki kayip, plazma membran kabarciklari, niikleer yogunlasma,
kromatin toplanmasi ve DNA’da endoniikleotik parcalanma gibi 6zellikler apoptotik
hiicreler igin karakterizedir (Hu ve Kavanagh 2003). Apoptozis sirasinda hiicre
membrani asimetrisini kaybeder ve fosfatidilserin hiicre ylizeyinden salinmaya baslar.
Bu sayede makrofajlara bu hiicrelerin parcalanmasiyla ilgili sinyal gonderilmis olur.
Olusan apoptotik cisimlerdeki fosfatidilserin fagositik hiicrelerde bulunan vitronektin,
lektin yapidaki reseptorlere tutunur ve fagositik hiicrelerce yok edilir. Bu nedenle ¢evre

dokularda inflamasyona yol agmaz (Cohen 1998).



Memeli hiicrelerinde apoptozis mekanizmasi; hiicre i¢i ve hiicre dist bir¢ok sinyal
tarafindan kontrol edilir. Apoptozis bu ic¢sel (mitokondriyel) ya da dissal (6lim
reseptorleri) yolaklardan biri ile aktive edilir. Digsal yolak disaridan gelen sinyaller ile
baslar ve membranda bulunan FAS, TNF, TRAIL gibi 6liim reseptorleri ile aktive olur.
Bu kademeli ilerleyis mekanizmasinin altinda, kaspazlar ve BCL2 ailesi molekiilleri yer

almaktadir.

Kaspazlar apoptotik hiicre 6liimiinde 6nemli bir gorev listlenen multigen ailesinden
olusan sistein-proteaz grubu enzimlerdir. Kelime olarak "Cysteine Aspartate Specific
ProteASEs- CASPASE" olarak tiiretilmistir. Oncelikle inaktif proteinler olarak
sentezlenen bu enzimler ¢esitli yollarla aktive edilmelerinin ardindan hiicresel
hedeflerdeki tetrapeptit motifleri tanir ve substrati, bir aspartat rezidiistiniin karboksil
tarafindan ayirir. Hiicre 6liimii sirasinda meydana gelen pek c¢ok selliiler ve morfolojik
degisimler, bu enzimlerin rol oynadigi birtakim siiregler neticesinde gelisir (Nicholson

1999).

Kaspaz-1, kaspaz ailesinin prototipidir ve dnceleri prointerlokin-1-beta'nin biyolojik
aktif formuna doniisiimiinden sorumlu, ICE (interlokin-1-beta doniistiiriicii enzim)
olarak da adlandirilan, bir sistein proteaz olarak tanimlanmistir (Thornberry vd 1992,
Cerretti vd 1992). Daha sonralar1 ise ICE'nin diger sistein-proteazlardan farkli olarak
amid baginin N-terminalindeki pl pozisyonu olarak bilinen ucunda aspartik asitin

mutlak gerekliligini gerektiren farkli bir sistein-proteaz oldugu kesfedilmistir.

ICE'nin inflamasyondaki rolii genis bir sekilde aydinlatilirken bir taraftan da hiicre
oliimiinden sorumlu genetik yoldaki rolii ortaya konmustur (Ellis 1991). Bir nematod
olan Caenorhabditis elegans'in {izerinde yapilan bu calismada, hiicre 6liimii sirasinda
gorev alan genetik yolda ced-3 isimli bir genin kodladigi proteinin, hermafroditin
gelisimi esnasindaki tiim programli hiicre 6liimlerinden sorumlu oldugu goriilmiistiir.
Daha sonralar1 ise ced-3'lin memelilerdeki ICE'nin bir homologu oldugu goézlenmistir
(Yuan vd 1993, Xue vd 1996). Bu bilgiler dogrultusunda apoptotik hiicre 6liimleri
esnasinda meydana gelen proteolizler ve bu yikimlar sonucu gergeklesen biyokimyasal

olaylar aydinlatilmaya ¢aligilmistir.



Memelilerde en az 14 kaspaz tamimlanmistir (Alnemri 1996). Filogenetik analiz
sonucunda gen ailesinin ICE (kaspaz-1) ile iliskili ve ced-3 benzeri olmak tiizere iki
subgrubu oldugu goriliir. Proenzimlerin kisa (kaspaz 3,6,7) veya uzun prodomain
barindirmalarina gore de kaspazlari daha alt gruplara ayirmak miimkiindiir. Alternatif
olarak bu proteazlar, substrat spesifitelerine gore de gruplandirilabilir (Thornberry vd
1997, Rano 1997). Giinlimiizdeki modern yaklasim ise proteazlart ii¢ gruba
ayirmaktadir (Nicholson ve Thornberry 1999). Kaspazlar, tetrapeptit motiflerini
aminoasit spesifitelerine gore tanir ve p4 pozisyonundaki aminoasitlere gore ii¢ spesifik

gruba ayrilir.

Grup 1 kaspazlar (kaspaz-1, 4, 5, 13); P4 pozisyonunda hidrofobik aminoasitleri tanir

ve sitokinlerin maturasyonuna aracilik eder.

Grup 2 kaspazlar (kaspaz-2, 3, 7); apoptosisin major efektorleri olarak bilinirler ve
bu kaspazlarin yegledikleri ayirma noktalar1 hiicre Olimii sirasindaki pek c¢ok

proteinlerde gozlenir.

Grup 3 kaspazlar (kaspaz-6, 8, 9, 10) ise P4 pozisyonunda alifatik aminoasitleri tanir
ve grup 2 kaspazlarin aktivasyonunda gorev alir (Sekil 2.2). Kaspazlara ek olarak bir
serin proteaz olan granzim-B gibi baska proteazlar da kaspaz aktivasyonunda goérev
almakta olup, bazen de kaspazlarin yerine fonksiyon goérerek apoptotik hiicre 6liimiine
katkida bulunur (Sekil 2.1). Ancak bu siralanmanin istisnalar1 da mevcuttur. Ornegin
kaspaz-2 kendiliginden aktive olabilir ve yine kaspaz-6 efektor proteaz olarak gorev
alabilir (Nicholson 1999).
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Sekil 2.2. Kaspazlarin molekiiler siniflandirilmast (Nicholson 1999°dan uyarlanmigtir).
Kaspaz aracili apoptozisin aktivasyonunda ii¢ ayr1 yolun varlig1 bilinmektedir;
a) Mitokondri/Sitokrom-C aracili apoptozis
b) Hiicre yiizey reseptorleri araciligi ile tetiklenen apoptozis

¢) Endoplazmik retikulum aracili apoptozis
a) Mitokondri/Sitokrom-C aracih apoptozis:

Hiicresel stres durumunda mitokondriden, sitokrom c¢ ve apoptotik proteaz aktive
edici faktor (Apaf-1) salinarak dATP kofaktorliigiinde prokaspaz-9 molekiiliine baglanir
(Sekil 2.3). Bu yolla aktive olan kaspaz-9, prokaspaz-3'i aktive eden kaskadi baslatir ve

devaminda sitoplazmada yapisal poteinlerin sindirimi, kromozomal DNA'nin
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degradasyonu ve hiicrenin fagositozu saglanir (Hu vd 1999, Li 1997, Krajewski vd
1997).

Dissal Yolak Icsel Yolak
Fas ligand DNA Hasari
Anti Fas Ab

TNF-alfa

FLIP e \-

Kaspaz 8

pro-kaspaz 3 o kaspaz 9 «— sitokrom c
(inaktif) /\

kaspaz 3
(aktif)

kaspaz 6,7 \
olum substratlari

Sekil 2.3: Sitokrom ¢ ve Apaf-1 aracili apoptozis

Apaf-1 molekiiliindeki konformasyonel degisiklikler apoptozom olusumuna ve
apoptozisin aktivasyonuna neden olur. Apoptozomun olusum ve fonksiyon gormesi ise

mitokondrial ve sitozolik faktorler tarafindan diizenlenir (Cozzolino vd 2004).
b) Hiicre yiizey reseptorleri aracihig ile tetiklenen apoptozis:

Fas-ligand (Fas-L) ve Tumor nekrozis faktor (TNF) gibi molekiillerin, hiicre
yiizeyindeki Fas ve TNF reseptorlerine baglanmasiyla sitoplazmaya kaspaz-8'i aktive

eden sinyaller yayilir.

Kimyasal, fiziksel ya da viral enfeksiyonlarla hasar gormiis hiicrelerde, interlokin-1
(IL-1) gibi pro-enflamatuar sitokinlerin etkisi sonucu, hiicre yiizey Fas ekspresyonu
baslar. Bu siire¢ Fas antijeninin “up-regiilasyonu” olarak adlandirilir. Bu siire¢ sirasinda
sitotoksik T hiicreleri de Fas-L yapimi i¢in uyarilirlar ve Fas-FasLL baglanmasi ile

prokaspaz 8 ve 2'nin aktivasyonu saglanir (Nagata ve Golstein 1995). Bdoylece hiicrenin
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apoptozise gitmesi indiiklenmis olur (Grell vd 1994). Fas-Fas-L etkilesimi FADD (Fas

bagimli 6lim domain proteini) araciligiyla olur (Bhojani vd 2005)

Bir yandan da, ilk kez grantilositlerde kesfedildigi i¢in Graniilosit-enzim kelimelerini
birlestirerek ifade edilen Granzim B (GrB), sitotoksik T hiicrelerinden salgilanarak GrB
reseptorlerine baglanir. GrB bir serin proteaz enzimidir. Sitoplazma igine alinan GrB,
kaspas kaskadi tizerinden apoptozisi baslatir (Srinivasula vd 1996, Darmon vd 1995,
Martin vd 1996, Andrade vd 1998).

c) Endoplazmik retikulum aracihi apoptozis:

Endoplazmik retikulum (ER), hiicre i¢i kalsiyum dengesi, sentezi ve membran
proteinlerinin katlanmasini igeren birgok siirecte kritik Oneme sahiptir. Hiicre ici
kalsiyum seviyeleri yiikseldiginde ER membraninda bulunan prokaspaz-12 aktiflesir ve
sitoplazmaya yonelir. Kaspaz-9 ile karsilikli olarak etkileserek kaspaz kaskadini aktive

eder (Nakamura vd 2000, Rao vd 2001).

Kaspaslarin etkiledigi hedef noktalar; DNA hasarinin tamirinden sorumlu Poli ADP
Riboz Polimeraz (PARP) (Hirata vd 1998), DNA-bagimli protein kinaz (DNA-PK)
(Casciola vd 1996, Song vd 1996), niikleus membraninin integritesini saglayan laminler
(Liu vd 1996) ve UIRNP (Nicholson 1997)’dir. Bunlarin yaninda DNA'nin
pargalanmasina yol acan niikleazlari inhibe eden DNA fragmentasyon faktorii (DFF 45)
(Chen vd 2008), hiicre i¢i kolesterol homeostazisinden sorumlu bir integral protein olan
Sterol Diizenleyici Element Baglayic1 Protein (SREBP-1) (Zou vd 1997), bir timor
supresOr gen olan retinoblastom geni ve hiicre iskelet proteinlerinden Fodrin (Nagata ve
Golstein 1995) olarak 6zetlenebilir.

Apoptoz, olim reseptorleri adi verilen birbiriyle yapisal olarak akraba olan birkag
reseptor tarafindan aktif olarak uyarilir. En iyi bilinen ornekleri TNF-a ve Fas
reseptorleridir. Hiicreye sitotoksik T reseptorleri yoluyla ulasan Fas ligandi, ya da TNF-
alfa, hiicre yiizeyinde bulunan kendine 6zgii reseptorlerine baglanarak apoptozu

uyarabilir.
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TNF-o geni 6. kromozomda yerlesiktir (6p21.3) ve baslica aktif makrofajlar, Killer
hiicreleri ve T lenfositler tarafindan eksprese edilirler (Oppenheim vd 2000).

TNF reseptor ailesi 3 temel gruptan olusmaktadir. ki sitoplazmik kuyrukta yerlesik
olup “death domain” (DD) igerir. DD igeren reseptorlerin aktivasyonu sonucunda Fas-
aracitli DD ve TNF-R aracili DD gibi hiicre i¢i molekiiller aktif hale gelir. Bu
molekiillerin aktivasyonu ise kaspaz kaskadini aktive eder ve apopitozis indiiklenir.
Ikinci grup reseptorler bir veya daha fazla TNF-R aracili faktér (TRAF) aktivasyonu ile
mitojen aktiflestirici protein kinazlar (MAPK), niikleer faktor kapa-B inhibitér (NFkB)
kinaz ve fosfotidilinositol 3-kinaz (PI3K) gibi hiicre proliferasyonu, biiylimesi ve
apopitozunda rol oynayan, dolayisiyla kanser hiicrelerinin biiylimesinde 6nemli rolii
olan sinyal ileti yolaklarinin aktivasyonuna neden olmaktadir. Ugiincii grup reseptoriin

ise sinyal ileti sistemindeki rolii tam olarak aydinlatilabilmis degildir.

Endojen TNF-o T hiicrelerinde reseptor aracili apoptozisi indiiklemektedir (Zheng
1995). In vitro caligmalar, diisik doz TNF’nin bazi malign hiicre gruplarinda
proliferasyona neden oldugunu ortaya koymaktadir (Liu 2000). TNF ayni zamanda
hiicre i¢i1 sinyal ileti yolaklar1 sayesinde otokrin bir tiimor biiylime faktorii olarak da rol

oynayabilir.

TNF kanser olusumu tizerinde etkili olabilmektedir (Moore vd 1999, Suganuma vd
1999). TNF’nin kanser olusum mekanizmasi iizerine olan etki yolu net olarak
bilinmemekle birlikte DNA hasar1 olusturmasi1 veya DNA tamiri inhibisyonu timor

olusumundan sorumlu tutulmaktadir.

TNF ile Fas ligandlarini da igeren ve reseptorlerindeki 6liim domainleri vasitasi ile
etkilerini gosteren belirli sitokinler tarafindan uyarilmaktadir. Son zamanlarda yapilan
caligmalarda; TNF ailesinin yeni bir {iyesi tanimlanmis ve TNF ile iliskili apoptozisi

uyaran ligand (TRAIL) olarak adlandirilmistir.

TNF (Timoér Nekrozis Faktor) ailesinden olan TRAIL (TNF Related Apoptosis-
Inducing Ligand), 32 kDa agirhginda bir proteindir ve 4 degisik reseptore
baglanabilmektedir (Wiley vd 1995,Sheridan vd 1997, Pan vd 1997). Bu liganda 6zgii
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olan DR4, DRS5, DcR1 ve DcR2 reseptorleri hiicrenin dliime gitmesi veya canliliginin
devam ettirilmesi agisindan 6nemlidir (Sun vd 2000, Almasan ve Ashkenazi 2003,
Kimberley ve Screaton 2004, Marini vd 2005). Bu molekiil, viicudun gesitli
patojenlerden ve prekanserdz hiicrelerden korunmasinda rolii olan monosit, makrofaj,
dendritik hiicreler, natural killer hiicreleri ve sitotoksik T lenfositler gibi hiicrelerde
eksprese edilmektedir ve bu hiicrelerin gdsterdigi sitotoksik etkiye aracilik etmektedir

(Fanger vd 1999, Kayagaki vd 1999, Halaas vd 2000).

TRAIL, tip II membran proteinlerinin bir tipi olup, ¢esitli dokularda eksprese
olmaktadir. Diger TNF ligandlar1 gibi, trimerler olarak sentezlenirler ve membrandan
sistein proteazlari ile serbest formdaki ligandi olusturmak igin kesilebilirler. Optimum
biyolojik aktivitesi icin de bir Zn atomunun yapida olmasi gereklidir. TRAIL’in esas
fonksiyonu apoptozisi uyarmak ve transkripsiyon faktorii olan NF-kB’yi aktive etmektir

(Kimberley ve Screaton 2004)

TRAIL

TRAIL reseptoru

Kinaz kaskadlar Apoptotik sinyal yolagi

Hedef genler m Kaspaz 8/10

Metastaz :
Pro-apoptotik

. ve Bcl-2 ailesi proteinleri

Invazyon

Sekil 2.4. Trail ve hiicre 6limi
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TRAIL, kanser hiicrelerinin yok olmasinda etkilidir, fakat normal hiicreler iizerine

herhangi bir etkisi olmadigi goriilmiistiir (Sun vd 2000, Kimberley ve Screaton 2004).

TRAIL’1 baglayan TNF reseptor (TNFR) gen siiperailesinin sinyalizasyonda gorev
yapan iki reseptoriiniin tanimlanmasi, bu ligand tarafindan indiiklenen apoptoz
mekanizmasin1 daha iyi bir sekilde acgiklamaktadir. DR4 (Sliim reseptorii 4 veya
TRAIL-R1) ve DR5 (TRAIL-R2) olarak adlandirilan bu reseptorler, korunmus bir 6lim
domain motifi igermektedirler. Bu iki 6liim reseptdrlerine ek olarak, TRAIL’i baglayan
lic reseptor daha tanimlanmistir. Decoy reseptorleri olarak adlandirilan DcR1 (TRAIL-
R3) ve DcR2 (TRAIL-R4), DR4 ve DR5’in ekstraseliiler domainlerine yakin homoloji
gosterirler. DcR2, fonksiyonel olmayan ve ucu kesik bir 6liim domainine sahip iken,
DcR1 transmembran ve Olim domainlerine sahip degildir. Ayrica, glikofosfatidil
inozitol (GPI) bir kuyruk ile membrana bagli olarak bulunur. Bu nedenle, bu her iki
reseptOr de bir apoptozis sinyali iletme yetenegine sahip degildir. Besinci bir baglanma
(binding) proteini olan ¢oziiniir TNFR aile liyesi ise, osteoprotegerin (OPG)’ dir. OPG;
dimerik, ¢06ziiniir ve salgi formlarinda bulunmaktadir. Ayni1 zamanda, TRAIL’e
baglanma o&zelligindedir ancak fizyolojik sicaklikta bu etkisi daha diisik diizeyde
seyretmektedir (Sekil 2.5) (Sun vd 2000, Almasan ve Ashkenazi 2003, Kimberley ve
Screaton 2004, Marini vd 2005).
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Sekil 2.5. Trail ve 6liim reseptorleri

TRAIL, malignant melanoma, lenfoma, kolon karsinomu, akciger karsinomu, meme
karsinomu ve malignant gliomalardan elde edilen cesitli tiimor hiicre hatlarinda

apoptozisi uyaran agonistik DR4 ve DRS5 reseptorleri ile etkilesime girmektedir (Fukuda

vd 2003).

TRAIL, ¢esitli tiimor hiicrelerinde apoptozisi uyarirken, transforme olmamis normal
hiicreleri uyarmaz. Bu durum, TRAIL’in normal dokularda salgilanan fakat kanser
hiicrelerinde salgilanmayan antagonistik tuzak reseptorleri DcR1 ve DcR2 ile de

etkilesime girdigini aciklamaktadir. DcR1 ve DcR2 apoptozisi uyarmaz, ancak hiicreleri
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apoptozisden (TRAIL ile uyarilan apoptozis) korumaktadirlar (Lee vd 1999, Fukuda vd
2003).

DR4 ve DRS5 reseptorleri, TNF reseptor ailesinin diger iiyeleri ile 6Gnemli homolojiye
sahiptirler. DR4 ve DR5 boyunca sinyal iletimi, bu reseptorlerdeki sitoplazmik 6lim
domainlerinin varligina baghdir. TRAIL’in DR4 ve DR5’e¢ baglanmasi ile bir seri
kaspaz tetiklenir ve apoptozis gergeklesir (Lee vd 1999).

2.1.2. Anjiogenez

Varolan kan damarlarindan yeni damarlarin filizlenmesi olarak tanimlanan
anjiogenez, ¢Oziilebilir faktorler, ekstraseliiler matriks (ECM) bilesenleri ve hiicreler

arasinda gerceklesen karmasik bir mekanizmayi igerir.

Sekil 2.6. Varolan damarlardan yeni kan damarlarinin gesilmesi

Kanser hiicreleri, bliylimek ve farklilasmak icin, besin ve oksijeni 150-200 pm
uzakliktaki kilcal damarlardan difiizyon yoluyla temin edebilir. Besin ve oksijen
ihtiyacini difiizyon ile saglayan kanser hiicresi ise ancak 2 mm®liikk boyuta ulasabilir
(Folkman ve Ingber 1992, Folkman 1996). Timor 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 buradan da

anlagildigr gibi; timor hiicresi varhigimi devam ettirmek ve cogalabilmek igin,
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cevresindeki kan damarlarinin da gelisimini saglamak zorundadir. Iste bu durumda
timor hiicresinin ihtiya¢ duydugu oksijen ve besini alabilmesi i¢in var olan damarlardan
yeni kan damarlarinin gelisimini yani “anjiogenezi” saglar.

Tuamor iliskili anjiojenez; spesifik biiyiime faktorlerine, endotel hiicre reseptorlerinin
aktivasyonuna ve endotel hiicrelerinin ¢ogalma kapasiteleri ile buna aracilik eden hiicre
dig1 matriks komponentlerine baghdir. Anjiojenezde birgok ajan rol alir. Bunlar;

I.  Tamor hiicrelerinden,

Il.  Monosit, fibroblast gibi ortamdaki diger hiicrelerden
I11.  Kollajen matriksin yikimi sonrasinda aciga cikabilirler (Klagsbrun ve Amore
1996).

Embriyoda damar gelisimi ii¢ basamakta meydana gelir; vaskulogenez, anjiogenez
ve arteriogenez. Endotel hiicre oOncililleri 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 i birligi yaparak kan damarlarini olustururlar. Hem
vaskulogenezde hem de anjiogenezde endotel hiicreler ve diiz kas hiicreleri birlikte is
gorlir. Arteriogenezde ise vaskular ag daha biiyiik kolleteral arterlerin olusumu i¢in
yeniden sekillenir. Bu siiregte damar boyunca gergeklesen hiicre gogleri, yeni damar
aglarinin olusumu ve hiicrelerin ¢ogalmalar1 gézlenir (Carmeliet 2000, Calfa vd 2006).

Anjiogenezin gergeklesebilmesi icin ilk olarak bazal membran, proteazlar tarafindan
yikilmalidir. Bu sayede endotel hiicreler, hiicreler arasi bosluga goc¢ eder ve ¢ogalmaya
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 akisi saglanir (Bussolino

vd 1997).
2.1.3. Meme kanseri

Meme kanseri epitel kokenli hiicrelerin kanserlesmesi sonucu olusan ve kadinlarda
en sik gorlilen malign (kotii huylu) tiimdr olarak bilinmektedir ve kadinlarda goriilen

tiim kanserlerin yaklasik %30 unu olusturmaktadir. Meme kanserinde; Avrupa’da yilda
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180.000, Amerika Birlesik Devletleri’nde yilda 184.000 yeni olgu saptanmakta olup,
tilkemizdeki goriilen kanser vakalari arasinda akciger kanserinden sonra % 24,1 oranla

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

Meme kanserlerinin yaklasik %90°n1 rastlantisal olarak meydana gelmekte olup diger
%10’luk kismmin kalitsal kaynakli sebeplerden meydana geldigi bilinmektedir (Chu-
Xia 2006).

Kalitsal meme ve ovaryum Kkanseriyle iligkili, yliksek risk olusturan iki gen
tanimlanmustir. Bu genler; BRCAL (Meme Kanseri Geni 1) ve BRCA2 (Meme Kanseri
Geni 2) genleridir (Beckmann vd 2007). Bu iki genin iireme hiicrelerindeki mutasyonu;
o kiside meme kanseri, ovaryum kanseri ya da her ikisinin birden %50 ile %80 oranina
varan bir aralikta gergeklesme olasiligi tagidigi anlamina gelir (Hortobagyi 1998, Chu-
Xia 2006).

Biitiin meme kanserleri somatik genetik anormalliklere sahiptir. Meydana gelen
meme kanserlerinde, bir¢ok gende (6rnegin; p53, bcl-2, c-myc ve c-myb) mutasyon
veya normal gen ve gen iriinlerinin ( HER-2/neu ve siklin D1) asir1 ifade edilmesi gibi

anormallikler tanimlanmistir (Hortobagyi 1998).

Normal meme biiylimesi ve gelisimi, karmasik iligkilere sahip hormonlar ve biiylime
faktoreleri tarafindan diizenlenir. Bu hormonlarin arasinda Gstrojen, progesteron,
androjen, glukokortikoit, prolaktin, tiroid ve insiilin hormonlar1 yer alir. Biiyiime
faktorlerine ornek olarak; insiilin benzeri biiytime faktorii (IGF-1/2), fibroblast biiyiime
faktorii, epidermal biiyiime faktorii (EGF) ve tiimor biiyiime faktorii alfa (TGF-a)
verilebilir. Biiylime faktorleri ve hormonlarin spesifik membran reseptorleriyle
etkilesimleri sonucu olusan biyokimyasal sinyaller, bir¢ok genin aktivasyonunu ve

ekspresyonunu etkilemektedir (Margolese vd 2003).

Meme kanserinin dort genel evresi vardir ve bu evrelerden dordiinciisiinde, kanser
artik meme disindaki diger bolgelere yayilmistir. Meme kanserinde metastazinin en sik
gortldiigli bolgeler lenf diiglimleri, kemik dokusu, akciger, karaciger, beyin ve bobrek

stii bezleridir. Cerrahi miidahale, doz Ol¢iimiiniin yapilabilmesine bagli olarak
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radyoterapi ve giin gegtik¢e biyolojisinin daha ¢ok aydinlatilmasiyla kemoterapi ve
hormonal terapi meme kanserli vakalarda 6liim oranini azaltmayr basarmistir. Ancak
kullanilan hi¢bir tedavi tek basina uygulandiginda bu kanseri tamamen ortadan
kaldirmay1 basaramamaktadir. Bunun yami sira, hastalarda tedavi sekline bagli olarak
gelisen birgok toksik yan etki tedavi basarisinin 6nemli Olgiide azalmasina yol

acmaktadir (Ekmektzoglou vd 2009).
2.2.  Kanser Tedavileri

Uzun yillardir klasik kanser tedavileri yaygin olarak ¢esitli kanser tiplerinde
kullanilmaktadir. Ancak, her bir tedavi yOnteminin yarattigi yan etkiler veya
beklenmedik sonuglar géz oniine alindiginda, tedavilerin gelistirilerek daha etkili hale
getirilmesi gerektigi goriilmektedir. Bu nedenle bilim adamlar1 bu tedavileri birlikte
uygulayarak etkilerini arttirmaya yonelik calismalar yapmaktadirlar. Ilaclarin tek
baslarina uygulamalarinda, kombine edilerek kullanimiyla ve kombine edildiklerinde
sinerjistik etkilerinin olup olmadigini belirleyen dozlarin arastirilmasi gegen yiizyildan

beri ¢aligilan bir konudur.

Bu amagla ilk kez Heidlberg yaptigi preklinik calismada, radyasyon terapisini
takiben kemoterapik ilaglar uygulamis ve radyoterapinin tek basina sagladig etkinin,
ilagla birlikte uygulandiktan sonra arttigin1 saptayarak kombine tedavilerin uygulanmasi

i¢in ilk umut verici sonucu bilim diinyasina agiklamistir (Kvols 2005).

1960’1 yillarda Mayo klinikte Moertel ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismada ise
radyoterapi ve kemoterapi birlikte kullanilmis, mide ve pankreas kanser hastalarinin
radyoterapiye hassasligt ve dolayisiyla tedavi sonrasinda elde edilen basar1 6nemli

Olgiide artmustir.

1974 yilinda Nigro, 5-florourasil ve mitomisin C kombinasyonunu radyasyon ile
birlikte uygulamis ve elde ettigi sonuglar hem medikal hem de radyasyon
onkologlarinin dikkatini ¢ekebilecek kadar basarili olmustur. Bu tarihten sonra da bilim
diinyasinda alternatif tedavi yontemleri arastiritlmaya devam edilmistir (Cooper vd 1999,
Thomas 1999).
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Normal bir hiicrenin malignant 6zellik kazanmasi i¢in gerekli basamaklarin her biri
(Sekil 2.1) goz oOniline alindiginda, aslinda her biri kanser tedavisine yonelik ipuglar

vermekte olup yeni yaklasimlar: da yaninda sunmaktadir.
Klasik kanser tedavileri incelenecek olursa;
1-Tiimoriin viicuttan ¢ikarilmasi amaci ile uygulanan cerrahi miidahale,

2-Kimyasal maddeler kullanilarak kanser hiicrelerinin proliferasyonunu engelleyen

ve/veya hiicrelerin apoptoza yonelmelerini tesvik eden kemoterapi

3- Radyoaktif maddelerden yararlanilarak, radyasyonun hiicreler iizerinde oldiiriicii

etkisini kullanan radyoterapi yer almaktadir (Kopfstein ve Cristofari 2006).
2.2.1. Cerrahi miidahale

[k cerrahi miidahale Aulus Cornelius Celsus’un, M.S 25-50 yillarinda, giiniimiizde
bilinen metastatik meme kanserinin karakteristik 06zelliklerinden pek c¢ogunu
tanimlamas1 ve cerrahi girisim ile meme dokudan kitlenin uzaklastirilmasinin meme

kanseri i¢in bir tedavi yontemi olabilecegini bildirmesiyle hiz kazanmistir.

Cerrahi miidahale yapilacaksa genellikle, kanserin heniiz yayilmamis olmasi tercih
edilir. Bagska bir ifade ile cerrahi miidahalenin basarisi, timoriin metastaz yapip
yapmadigia bagl olarak degismektedir. Hiicreler, heniiz birincil tiimdrden kan veya
lenf dolasimina gegmemis ise, cerrahi miidahale ile tiimoriin tamamini uzaklagtirmak

miimkiin olabilecegi i¢in tedavide basari sans1 yiiksektir.

Ancak primer timorden ayrilan hiicreler kana ya da lenfe ge¢mis ise, primer timor
alindiktan sonra hala dolasimda var olan tiimor hiicreleri nedeni ile de viicudun herhangi

bir bolgesinde ikincil bir tiimor gelisimi gézlenebilir (Coffey vd 2003).
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2.2.2. Kemoterapi

Kemoterapi, ozellikle ¢ogalan hiicrelere kars1 secici oldiiriicii etkileri olan, dogal

veya sentetik kimyasal, biyolojik ajanlar veya hormonlarla yapilan tedavi seklidir.

1960’11 yillardan bu yana kullanildig1 bilinmektedir. Kemoterapide kullanilan ajanlar
sitostatik ya da sitotoksik olabilir. Sitostatik ajanlar, hiicre gelisimini hiicre
dongiisiiniin bir fazinda durdurmak igin kullanilirlar. Sitotoksik ajanlar ise hiicreleri

6ldiirmek i¢in bu hiicrelerde genellikle apoptozu tesvik ederler.

Kemoterapatik ajanlarin secici olmayan etkilesimlerinden, tiimor hiicreleri kadar
normal hiicreler de etkilenebilir. Bu hiicrelerde de aktive olan apoptoz mekanizmasi
normal hiicrelerin 6liimiine yol agmaktadir. Normal hiicrelerde meydana gelen bu etki
sonrasinda olusan, “toksik yanitlar ya da yan etkiler” olarak degerlendirilen bir ¢ok
komplikasyon, yasami tehdit edebilir ya da yasam Kkalitesini bozabilir. Klinik
uygulamalarda en sik goézlenen toksik yanitlar: kemik iliginde baskilanmaya bagl
l6kopeni, trombositopeni, gastrointestinal sistemde mukozit, stomatit, bulanti, kusma,

diyare ya da sa¢ dokiilmesidir.

Kemoterapinin kanser hiicrelerini hedef aldig: diisiiniiliirse kullanilmas1 gereken doz
yiikksek miktarlarda olmalidir. Ancak yiiksek miktarlarda kullanilan ila¢g da normal
hiicreler i¢in toksik olacagindan, yan etkilerin ortaya ¢ikmasi kacinilmazdir. Bu durum
ise, siklikla ilaglarda kullanilacak dozu sinirlar (kan-beyin bariyeri). Kemoterapi i¢in bir
diger olumsuz nokta ise, kullanilan ilaglara karsi, kanser hiicrelerinde direng gelisiminin
s6z konusu olmasidir. Bu direncin i¢ direng (intrinsic resistance) veya kazanilmis direng
(acquired resistance) olabilecegi diisiiniilmiistiir. Hiicrelerde gelisen direng, hiicre
membraninda yer alan “P glikoproteini’nin” ekspresyonuna bagli olarak gelisir. P
glikoproteini tipki bir pompa gibi calisarak hiicre igerisinden kemoterapotik ajanlar
hizla digsar1 atmaktadir. Coklu ilag direnci (multiple drug resistance-MDR) olan
hiicrelerde MDR geninin ¢ogalmis olmasi, P glikoproteininin bu hiicrelerde daha fazla
sentezlendigini isaret etmektedir. Dolayisi ile proteindeki artisa bagl olarak daha fazla

ila¢ disar1 atilmakta ve bu nedenle beklenen etki saglanamamaktadir (Akyol 2004).
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2.2.2.1. Vinorelbin

Vinorelbin, Catharanthus roseus (pervane ¢igegi) ekstraktinin alkoloidlerinden elde
edilen ve "mitotik mikrotubul polimerizasyonunun inhibisyonu™ yoluyla etkili olan,
vinblastinden tiiremis semisentetik bir vinca alkoloididir. 1994 yilinda FDA (Federal
Drug Administration); vinorelbini kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserinin tedavisinde
kullanilmast i¢in onaylamistir. O tarihten bu yana vinorelbin, kiigiik hiicreli olmayan

akciger kanseri, meme kanseri ve prostat kanserinin tedavisinde kullanilmaktadir.

Vinorelbin, biyolojik etkisini tubuline baglanarak gosterir ve mikrotubul olusumunu
engeller. Aksonal mikrotubullere etkisi, mitotik tubullere olan etkisinden azdir. Bu da,

ilaca bagli nérotoksiteyi azaltir. Vinorelbinin antitiimor etkisi ise doz bagimlidir.

[leri meme kanseri tedavileri icin vinorelbinin en ¢ok faz II ve faz III ¢alismalarinda
kullanilmaktadir. Vinorelbin, normal hiicrelerde diger kemoterapétik ajanlara oranla
daha az yan etkiler olusturdugu i¢in tek basina ya da kombine halde birgok farkli
caligmada kullanilmaktadir. Tek bir ajan olarak vinorelbinin %20-40 oraninda yanit
verdigi distiniilmektedir (Breton vd 2001, Marty vd 2001, Francisco vd 2001, Harold
vd 2001).
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Sekil 2.7. Vinorelbinin apoptotik etkisi
2.2.3. Radyoterapi

Radyasyon tedavileri, ilk zamanlarda tek ve yiiksek doz seklinde uygulanmig ancak
timorlerde beklenen inhibisyon saglanamamistir. 20.yy’in baglarinda Claude Regaud,
tekrarlanan kiigiik dozlar seklinde uyguladig1 radyoterapinin deride hasar yaratmadan

etki gosterdigini bildirmistir.

Radyoterapinin amaci; tiimor i¢indeki malignant 6zellikteki hiicrelerin boliinmelerini
veya cogalmalarini durdurmaktir. Bu amagla tiimoriin hacmine gore ve timori
cevreleyen saglikli dokuya en az zarar verecek sekilde belirlenen dozda radyasyon

uygulamasi yapilir (Connell vd 2004).

Radyoterapide dozdaki artis normal dokularda hasar meydana gelme riskini de
beraberinde getirmektedir. Komplikasyonlar uygulanan doza, doku tipine ve organin
hangi kismina uygulandigina bagl olarak degisim gosterir. Radyoterapinin yol agtigi
yan etkiler; bazen hemen, bazen ise uzun bir siire sonra ortaya ¢ikabilir (Emami vd

1991).
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2.2.4. Antianjiogenik tedavi

Anti-anjiogenik ajanlarin anjiogenezi onemli Olgiide baskilayabilmesi, bu ajanlari
kullanarak kansere alternatif bir tedavi yontemi yaratma fikrini dogurmustur. Bu amagla

yola ¢ikarak giiniimiize kadar pek ¢ok caligma yapilmistir.

Anti-anjiogenik ajanlar kullanilarak tasarlanan terapiler, dogrudan kanseri hedef alir;
her ne kadar heterojen yapida olsalar da tiim kanser hiicreleri anjiogenezi mutlaka
tetiklemek zorundadir. Bu nedenle anti-anjiogenik terapiler, anjiogenezi inhibe ettigi

icin, kanser tedavisi i¢in 6nemli avantajlar saglar.

Tek bir damarin binlerce timor hiicresi i¢in gerekli besin ve oksijeni sagladigi goz
Online alinirsa, bu damarin baskilanmasi tiimdr hiicrelerinin besin ve oksijensiz
kalmasina dolayisiyla ya dlmelerine ya da dormant hale gecmelerine neden olur. Yine

bu terapi ile kan pihtilasmasinin lokal baslangi¢ seklinin degisimi saglanabilir.

Anti-anjiogenik terapilerde temel olan anjiogenezi bloklamaktir. Anti-anjiogenik
terapiler timor olusumunu degil tiimoriin biiylimesini ve metastazini baskilamay ya da

inhibe etmeyi hedeflemelidir.

Anjiogenik faktorler ile anti-anjiogenik faktorler arasindaki dengeden yola ¢ikarak
tiimor dokusu gibi hizla ¢ogalan hiicrelerin baskilanmasi antianjiogenik tedavi acgisindan

yeni stratejilerin gelistirilmesine neden olmustur. Bunlar;
¢ Anjiogenik faktorlerin inhibisyonu
¢ Dogal anti-anjiogenik faktorlerin uygulanmasi (Endostatin, Angiostatin vb.)
¢ Endotel hiicrelerin inaktivasyonu

eYeni damarlarin hiicre dist matriks ile etkilesimini bozacak molekiillerin
uygulanmasi1 (matriks metalloproteazlarin inhibitorleri) seklinde ozetlenebilir

(Mentlein ve Feindt 2003).

Metastazik tiimorlerde yer alan hiicreler birbirlerinden oldukga farklilik gosterir. Bu

yiizden, salgiladiklar1 pro-anjiogenik ajanlarin hem yapilar1 hem de miktarlar1 arasinda

25



baz1 degisiklikler gozlenebilir. Tiimor hiicrelerinin ayni anjiogenik faktorii tiretiyor
olmalari, tedaviye ayni yanit1 verecekleri anlamina gelmez (Kim vd 2001, Durand ve
Raleigh 1998).

Timorliin_ mikro ¢evresinin, anjiogeneze karsi olusturulacak yanmiti dogrudan
etkiledigi bu konu ile ilgili bazi caligmalarla gosterilmistir. Timdr mikro cevresi
endotelyal kompartmanlar1 korur, baz1 yasamsal sinyallerin endotellere iletiminde rol

oynar.

Tiimdr biiylimesi i¢in kritik bir 6nem tagiyan diger faktor ise, ekstraseliilar matriksin
(ECM) biitlinliigiiniin  korunmasidir. Bir¢cok pro ve anti-anjiogenik ajan ECM’ye
depolanir ve pargalanmasi ile salinir. ECM’nin ve depoladigi modiilatorlerin igerigi
timore bagli olarak degisir. Bu nedenle her tiimor tek bir ajana karsi, ayni yaniti
vermez. Ajan uygulandiktan sonra elde edilen yanit ajanin, tiimdriin hangi bolgesine
uygulandigima baglh olarak degismektedir. Ayrica mikrogevre, ajanin viicuda dagilimi
konusunda da etkilidir. Baz1 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 farkliliga neden olan mekanizma
heniiz ¢6ziilememis olsa da bilim adamlar1 tlimore ait mikrogevrenin burada énemli bir

kriter oldugu konusunda hemfikirdir.
2.2.4.1. Endostatin

Endostatin, kollajen XVIII’in C terminalinde 20 kDa’luk molekiiler agirliga sahip,

endotel hiicrelerin proliferasyonunu onleyen, endojen bir anti-anjiogenik proteindir
(O’Reilly 1997).

Endostatin; endotel hiicre gdgiinii inhibe ederken apoptozu indiikleyebildigi ve bu
sayede tlimoriin yeni damar olusturmasini engelledigi bilinmektedir (O’reilly vd 1997,
Saarela vd 1998, Wen vd 1999, Ferrerasa vd 2000, Kalluri 2003). Endostatinin
anjiogenezi inhibe ettigi hem korneal hem de koryoallantoik membran deneyleri ile
gosterilmistir (Stadler ve Wilding 2003).

Yapilan bazi ¢alismalarda, bakteriler tarafindan ekspre edilen endostatin; oldukga

yavas ¢Oziindligii i¢in proteinin saflastirllma basamaginda O6nemli sorunlarla
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karsilagilmistir ve sonugta calisma esnasinda proteinin ¢oziiniirliigiiniin zamana bagl
olarak arttigi gozlenmistir. Daha sonrasinda bu ozellikten yola ¢ikarak endostatini
biyolojik depo molekiilii olarak kullanmis ve in vivo ¢alismalarda, ¢oziinebilmesini
saglamak amaci ile endostatin yavas yavas implante edilmis ve bu sayede dolasima da
yavas bir sekilde katilmasi saglanmistir. Bu deneme sonucunda, endostatin akciger
kanserinin hem primer hem de sekonder formlarinda inhibisyon saglamay1 basarmistir.
Benzer sekilde uygulanan endostatin, farkli histolojik 6zellikteki tiimorlerde, bityiimeyi

onemli olgiide baskilamistir (Sekil 2.7).

Proliferasyon

: Apoptozis
Migrasyon POp b
¥
'\\
\ /

Anjiogenezin inhibisyonu

Sekil 2.8. Endostatinin anjiogenez ile iligkisi

Endotel hiicrelerden salinan endostatin, anjiogenezi baskilamak iizere proteolitik

enzimler tarafindan aktiflestirilir (Sekil 2.8) (Zatterstrom vd 2000).
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Sekil 2.9. Endostatin aktivasyonu ve anjiogenez lizerine etkisi (Zatterstrom vd 2000’den uyarlanmustir)

Endostatinin hem primer timoérler hem de onlarin gelismis formlar: tizerinde etkili
olmasi ve bu etkiyi hiicreye spesifik olmadan gergeklestirebilmesi tizerine, bu protein ile
yapilan ¢aligmalar hizla artmistir (Folkman 2006).

Endostatinin etki mekanizmasi uzun yillardan bu yana pek ¢ok farkli arastirmaci
tarafindan aragtiritlmaktadir. Yapilan baz1 ¢alismalarda matriks metalloproteaz-2 (MMP-
2) ile dayanikli kompleksler olusturdugu ve MMP—2’nin Kkatalitik bdlgesini
maskeleyerek aktivitesini baskiladigi (Kim vd 2000, Lee vd 2002), birgok hiicre yiizey
proteini (asP1, onPs, owPs ve glipikan-1, -4) ile etkilestigi gozlenmistir. Bu etkilesim
sonucunda da hiicrelerin adezyon ve migrasyon yeteneklerinin degistigi saptanmistir
(Rehn vd 2001).

Yine bir diger onemli ozelligi VEGF reseptorlerinden biri olan VEGF-R2
(KDR/FLK1)’nin fonksiyonunu bloke ederek hiicrenin hareketini, proliferasyonunu ve
canliligini etkilemeyi basardigidir (Kim vd 2002).

Endostatinin; Kaspaz-9 aktivasyonuna ve Bcl-2, Bcl-XL, Bad gibi anti-apoptotik

proteinlerin seviyelerinin azalmasina neden olarak apoptozu indiikleyebildigi (Dhanabal
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vd 1999) ve mitojenik biiyiime faktor sinyal yolagini bozan hiicre yiizey heparan siilfat
proteoglikanlara baglanmak i¢in bFGF ile yarigirak anti-proliferatif ve anti-anjiogenik

etkisini sergiledigini gosteren (Hohenester vd 1998) ¢alismalar mevcuttur.
2.2.5. Kombine tedaviler

Kanserli hastalarda toksik etkileri farkli olan sitotoksik ilaglar ve etkilerini farkli
bolgelerde ve farkli mekanizmalarla gosteren ilaglar, daha giliglii etki gostermelerini
saglamak amaciyla kombinasyon seklinde kullanilmaktadir. Boylece ilaclarin artirilmig
ve gliclendirilmis sitotoksik etkileri tiimdriin kontrol altina alinmasini kolaylastirirken,
diger taraftan da herbiri daha diisiik dozda kullanilarak hastaya olan toksik etkilerin de
en aza indirgenmesi amaglanmaktadir.

Kombine ila¢ kullaniminin; hastanin tolere edebilecegi toksisite ile miimkiin olan en
fazla malign sayida hiicrenin ortadan kaldirilmasini saglamak, ¢ok sayida ve farkli
yaptya sahip tiimorlere etki edebilmek ve ilaglara direng kazanan hiicrelerin gelisimini
durdurmak veya yavaglatmak gibi avantajlari vardir.

Genellikle tiimorlerin biiylime hizi erken donemde yiiksektir. Ancak biiylimeye
devam ettikge beslenmesini ve oksijen ihtiyacini karsilayacak olan damarsal yapilar
ayni hizla gelismediginden timdriin biiylime hiz1 giderek yavaslar. Bu sekilde malign
timorlerin hem biliylime hizim1 ve hem de varliklarini siirdiirmelerini saglayan
damarlarin olusumunun 6nlenmesi ve hatta ortadan kaldirilmasi, son zamanlarda kanser
tedavisinde yeni bir yaklagim olarak anjiogenesizi ve anti-angiogenik ilaglarn
gelistirilmesini giindeme getirmistir.

Anti-anjiogenik terapide kullanilan ajanin tiimor hiicresine girme ya da kan beyin
bariyerini ge¢me gibi bir zorunlulugu yoktur. Bu nedenle ajan diisiik dozlarda kisa
araliklarla, sik sik uygulanabilir. Eger bir ila¢ sitotoksik etki yarattifi dozdan daha
diisiik konsantrasyonlarda damar {izerine etki yaratiyorsa anti-anjiogenik oOzellige
sahiptir denebilir (Bamias ve Dimopoulos 2003, Miller vd 2001).

Molekiiler hedefli ajanlarin tolere edilebilen yan etkilere sahip olmasi, bu ajanlarin
bilinen eski kemoterapdtikler ile kombine edilerek kullanilmasini miimkiin kilmaktadir.
Bu anlamda faz I denemelerini gegerek bir sonraki basamaga ge¢mis olan bir¢ok ajan

bulunmaktadir.
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Kanser ilaglarinin ise; kombine tedaviler i¢in kullanilmadan 6nce ilkin onaylanmis
dozlar1 ve diger ilaglarla birlestiginde toksik etki yaratmayacagi bilinen miktarlarda
kullanilmak iizere ¢alismalar yapilir. ilaglar kanser hiicrelerine farkli toksik etkileriyle
birlikte farkli mekanizmalar araciligi ile birlikte etki gosterirler ve secilen dozlar daha
onceden calisilmis olan en ¢ok bilinen drnekler baz alinarak doz ayarlamasi yapilir.

Bu baglamda kemoterapi, tiimor hiicrelerini; antianjiogenik terapi, endotel
hiicrelerini hedef aldig1 i¢in bu ajanlarin kombinasyonu kanser ile ¢ift tarafli savasi

saglamaktadir (Chou 2006, Kwak 2007, Sullivan ve Atkins 2009, Palmieri 2009).
2.2.5.1. Vinorelbin ile yapilan kombinasyon ¢alismalari

In vitro bir calismada Vinorelbinin paklitaksel ile kombinasyonunun sinerjistik
olarak sitotoksik etki gosterdigi (Breton vd 2001), docetaxel ile kombinasyonun
farmokinetik agidan etkinlik gosterdigi (Cattel 2001) ve capecitabin ile kombinasyonun
fazll ve fazIIl ¢aligmalarinda; ilaclarin tekli uygulamalarina gore daha yiiksek etkinlik
gosterdigi (Chan ve Merrill 2009) saptanmustir.

Intravenz yolla alnan vinorelbin ve trastuzumab kombinasyonunda ise HER/2
pozitif meme kanserine sahip hastalarda ytiksek klinik aktivite gézlenmistir (Iorfida vd
2010). Bunlarin yani sira, vinorelbin imatinib reseptorii ile kombine edildiginde; meme
kanser hiicre hatlari izerinde imatinibin, biiyiimeyi inhibe edici ve apoptozisi indiikleme

ozelliginde artis gosterdigi saptanmistir (Weigel vd 2009).
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3. MATERYAL METOD

3.1. Hiicreler ve Kiiltiir Kosullari:

Meme Kkanseri hiicre hatti (MDA MB 231), bobrek epitel hiicre hatt1 (293T) ve insan
umbilikal endotel hiicre hatti (HUVEC) ATCC’den temin edilerek kullanildi. MDA MB
231 ve 293T hiicre hatlarinin her ikisi de %10 FCS ve %2 glutamin ile desteklenmis
RPMI 1640 (ATCC Kat. N0:30-2001) besi yerinde ¢ogaltildi. HUVEC hiicre hatti
LSGS (Invitrogen S-003-K) kiti eklenen Medium 200 (invitrogen M-200-500) besi
yerinde c¢ogaltildi. Biitiin hiicreler %5 CO2’li atmosferde 37°C’de inkiibe edildi.
ATCC’nin tavsiye ettigi sekilde hiicreler %0.25 tripsin, %0.03 EDTA karigimi ile
kaldirilip 1:2 ya da 1:3 oraninda olacak sekilde pasajlanarak, kullanilmayan hiicreler
%95 besi yeri ve %5 DMSO igerecek sekilde hazirlanan hiicre dondurma soliisyonu
icerisinde once -80°C’lik derin dondurucuda 2 giin bekletilip ardindan devar kabinda

stv1 azota alinarak sakland.
3.2. llaclarin Uygulanmasi ve Sitotoksik Etkinliklerinin Saptanmasi:

Pichia Pastoris’de sentezlenmis insan rekombinant endostatin (Calbiochem Kat. No:
324768, pH:6.2 66 mM sodium fosfat, 59 mM NaCl ve 17 mM sitrik asit igerisinde) siv1
halde temin edildi. Endostatinin ¢oziiciisii (pH:6.2 66 mM sodium fosfat, 59 mM NaCl
ve 17 mM sitrik asit) denemelerin tiimiinde kontrol olarak kullanildi. Vinorelbin sivi
formda temin edildi. Titizlikle gergeklestirilen literatiir taramasi sonrasinda, her iki ilag
da gbz Oniine alinarak, ilk denemelerin 10.000 hiicre/kuyucuk iizerinde yapilmasina

karar verildi. Ilaclar i¢in kullanilacak en yiiksek doz ise 5 pg/ ml olarak saptandi.

Hiicreler stoktan agilarak kiiclik petri kaplarina ekildi ve petri kaplart %80-90
oraninda dolunca tripsinizasyon ile kaldirilip 1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96
kuyucuklu steril plaklara ekildi. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda besi yerleri
uzaklagtirilip, her bir ilag i¢in ilk asamada en yiiksek doz 1 pg/ml olacak sekilde; yar1
yartya seri dillisyonla %1°lik FBS (Fetal Bovin Serum) igeren besi yeri ile hazirlanan

ilaglar eklendi.
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Besi yeri igerisine eklenen fetal bovin serumun ilaglarla etkilesime girme olasiligi
g0z Oniine alinarak deneylerde dncelikle serumsuz besi yerinin kullanilmasi planlandi.
Ancak 24 saatten daha uzun inkiibasyon siirelerinde hiicrelerin canli kalmadiginin
saptanmasi Uzerine, tez kapsamindaki tiim deneylerde, % 1 serumlu besi yeri

kullanilmasina karar verildi.

3.2.1. Kombine tedavi uygulamalari
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N
‘&o\/ z@\‘:&\ 1 ug/ml | 500 ng/mi| 250 ng/ml| 125 ng/ml |62,5 ng/ml|32,25 ng/ml 15,62 ng/ml | 7,81 ng/ml| 3,90 ng/ml | 1,95 ng/ml
A
P
*_o‘\ 4‘\“% o 62,5 ng/ml| 62,5 ng/ml 62,5 ng/mi| 62,5 ng/m||62,5 ng/ml| 62,5 ng/ml 62,5 ng/ml|62,5 ng/ml| 62,5 ng/ml 62,5 ng/ml
©
N
&Q.O @\e‘;\@ 1 pg/mi 500_n9/ml 250 ng/ml| 125 ng/ml (62,5 ng/ml1(32,25 ng/ml| 15,62 ng/mi | 7,81 ng/ml | 3,90 ng/ml 1,95 ng/ml
.
+O‘\ \‘\:\r}? 31,25 ng/ml (31,25 ng/ml | 31,25 ng/ml | 31,25 ng/ml| 31,25 ng/ml|31,25 ng/ml | 31,25 ng/ml| 31,25 ng/ml | 31,25 ng/ml| 31,25 ng/ml
«Q.o\’ @o\&\ 1 pg/ml | 500 ng/ml| 250 ng/ml| 125 ng/ml|62,5 ng/mi| 32,25 ng/ml 15,62 ng/ml|7,81 ng/ml | 3,90 ng/mi|1,95 ng/ml
P)
+0‘\ '&Z&o 15,62 ng/ml | 15,62 ng/ml | 15,62 ng/ml| 15,62 ng/ml| 15,62 ng/ml | 15,62 ng/ml 15,62 ng/ml |15,62 ng/ml (15,62 ng/ml | 15,62 ng/ml
o

Cizelge 3.1. 96-kuyucuklu plaklarda, endostatin ve vinorelbinin birlikte uygulamalari

Yapilan doz tarama c¢alismasinin ardindan ilaglarin birlikte uygulamalar1 ile
etkinliklerinin artip artmayaca@ini saptamak amaciyla kombinasyon g¢aligmasi yapildi.
Bunun igin hiicreler stoktan agilarak kiigiik petri kaplarina ekildi ve petri kaplart %80-
90 oraninda dolunca tripsinizasyon ile kaldirilip 1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96
kuyucuklu steril plaklara ekildi. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda besi yerleri
uzaklastirilip, her bir ilag i¢in ilk asamada en yiiksek doz 1 pg/ml olacak sekilde; yar1
yartya seri diliisyonla %1°lik FBS (Fetal Bovin Serum) iceren besi yeri ile hazirlanan

ilaclar Tablo 3.1’de gosterilen sekilde eklendi. Yapilan ilk deneylerde kuyucuklara dnce
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vinorelbin ve 30 dk sonra endostatin eklendi. ikinci grup denemelerde kuyucuklara énce
endostatin ve 30 dk sonra vinorelbin eklendi Son grupta ise her iki ila¢ kuyucuklara es

zamanli olarak uygulandi.

lag uygulamalarmm hemen ardindan tek bir sira kuyucuktaki hiicre canlihig
saptanip bu deger sifirinci zaman olarak kaydedildi. Inkiibasyon siiresi olarak 24, 48 ve
72 saatlik periyotlar belirlenip, inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin canliligi asagida
belirtilen sitotoksisite testleri ile degerlendirildi. Bu asamada her ilag igin canliligin %50
azalmasini saglayan dozlar (ICsg), ASSAY ZAP (Version 3) analiz programi kullanilarak

bulundu.

Her biri kendi i¢inde dort kez tekrarlanarak, yapilan ti¢ farkli deney sonucunda her

bir ilag¢ i¢in uygulama dozu saptanda.

Iki farkli tedavi uygulandiktan 24, 48 ve 72 saat sonra denemeler sonlandirild1 ve
sitotoksisite analizleri yapildi. Elde edilen veriler Chou ve Talalay tarafindan hazirlanan
“coklu ilag etkilesimlerde kombinasyonun verim hesabt” (Chou ve Talalay, 1984)
temel alarak hazirlanmis ve CalcuSyn (Version2), software programinda degerlendirildi.
CalcuSyn programi; isminden de anlasilabilecegi gibi iki ilacin olasi sinerjizmini
degerlendirmek i¢in hazirlanmig bir programdir. Farkli ilaglarin kombinasyonu
sonucunda sitotoksisite testlerinden elde edilen degerler kullanilarak Kombinasyon

Indeksi (K1) asagida verilen formiil ile hesaplanmaktadir:
Kl =(D1/D1c) + (D2/D2c)

D1 ve D2; ilaglar tek basimna uygulandiginda hiicrelerde %50 inhibisyon saglayan
dozlardir, DIlc ve D2c ise kombine halde hiicrelerde %50 inhibisyon saglayan
dozlardir. Hesaplama sonrasinda KI degeri 1’e esit ise ilaglar eklemeli etkili, 1’den
bliyiik ise antagonistik etkili, 1’den kiigiik ise sinerjistik etkili ve 0,3’den kiiciik ise
giiclii sinerjistik etkili olarak degerlendirilmektedir.
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3.3. Sitotoksisite Testleri:

Ilaglarin hiicreler iizerindeki etkisi, asagida verilen testler ile belirlendi.
3.3.1. WST-1 hiicre proliferasyon Kiti ile sitotoksik etkinin belirlenmesi

WST-1 hiicre proliferasyon kiti (Rosche, Kat. No: 11 644 807 001) kullanilarak
ilaclarin sitotoksik etkileri arastirildi. WST-1 testi canli hiicrelerdeki metabolik
aktiviteyi, hiicrelerin mitokondriyal dehidrogenaz enzimi aracilign ile WST-1’1
parcalayarak, c¢oziilebilir formazan tuzlari olusturmasi prensibine dayanarak

yapilmaktadir.

Hiicreler stoktan acilarak kiigiik petri kaplarmma ekildi ve petri kaplart %80-90
oraninda dolunca tripsinizasyon ile kaldirilip 1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96
kuyucuklu steril plaklara ekildi. 24 saatlik siire ardindan besi yerleri uzaklastirildi ve her
bir ila¢ i¢in en yliksek doz 5 pg/ml olacak sekilde %1°lik FBS (Fetal Bovin Serum)

iceren besi yerinde hazirlanan ilaglar kuyucuklara eklendi.

Her iki ilag i¢in de dozlar baslangigta 1 ug/ml’den baslamak iizere 1, 0.5, 0.25,
0.125, 0.062, 0.031, 0.015, 0.0078, 0.0039 ve 0.0019ug/ml olacak sekilde uyguland1 ve
sitotoksik doz bulunmaya calisildi. Ilaglar her bir kuyucuga 200 pl olacak sekilde
eklendi ve ardindan 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerince %5 CO;’li atmosferde

37°C’lik etiivde inkiibasyona birakildi.

Her bir inkiibasyon siiresinin ardindan kuyucuklardaki besi yerleri ¢ekilip 10 pl
serumsuz besi yeri iizerine 90 ul WST-1 soliisyonu eklendi ve ortalama 4 saat
inkiibasyona  birakildi.  Inkiibasyon sonunda plaklarin  absorbans degerleri

spektrofotometrede 450 nm dalga boyunda dl¢iilerek kaydedildi.
3.3.2. CyQUANT ® NF hiicre proliferasyon Kiti ile sitotoksik etkinin belirlenmesi

CyQUANT® NF testi, hiicresel DNA igeriginin floresan boya ile isaretlenerek
gosterilmesi prensibine dayanmaktadir. DNA igerigi hiicre sayisi ile dogru orantilidir.
CyQUANT® GR boyas: niiklear DNA’ya baglanmakta ve bu sayede canli hiicre

sayisini belirleme olasilig1 saglamaktadir.
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HUVEC hiicreleri 1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu plaklara
boliindii. Hiicrelerin kuyucuklara yapismasi igin 24 saat beklendi ve bu inkiibasyon
stiresi tamamlaninca, besiyerleri uzaklastirilip ilaglar uygulandi. 24, 48 ve 72 saatlik
inkiibasyon siireleri sonunda, her bir kuyucuga kit protokoliine gore hazirlanan boya
baglama soliisyonundan 100 pL eklendi. Bir saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda,
floresan yogunlugu florimetre cihazinda 485nm eksitasyon ve 530 nm emisyon dalga

boylarinda o6lgiildii.
3.3.3. Kaspaz 2,-3,-6,-8,-9 aktivitesinin 6l¢ciimii

Kolorimetrik proteaz (Kaspaz 2,-3,-6,-8,-9) kiti (Invitrogen, Kat. No:KHZ1001)
kullanilarak apoptoz mekanizmasinda yer alan onemli bazi kaspaz aktivitelerinde
degisim olup olmadig1 saptanmaya ¢alisilildi. Her bir kaspaza ait spesifik amino asit
dizileri, VDVAD (Kaspaz-2), DEVD (Kaspaz-3), IETD ( Kaspaz-8) ve LEHD (Kaspaz-
9) bulunmaktadir. Kit igerisinde p-nitroanilin ile isaretlenmis halde bulunan peptit,
kaspazlar tarafindan kesilerek pNA kismi serbest kalir ve elde edilen absorbans degeri

tespit edilir.

Kaspaz enzim aktivitesinin Olglimii igin hiicreler, Kitte 6nerildigi sekilde, her bir
petride 3x10° hiicre olacak sekilde, ayri ayri kiiciik petrilere boliindii. Sitotoksisite
testinde etkin doz olarak belirlenen; endostatin i¢in 5 pg/ml, vinorelbin i¢in 1 pg/ml’lik
dozlar; %1 FBS igeren besiyerlerine hazirlanmis olup, 24 saat sonra her birinden 4’er
tekrarli olmak {izere boliinmiis olan petrilerdeki hiicrelere petri basina 5’er ml
uygulandi. ilaglarin uygulanmasimin ardindan etkili inkiibasyon siiresi olarak belirlenen

72 saat’lik zaman dilimi sonunda deney sonlandirildi.

Siire sonunda petrilerdeki hiicrelerin besi yerleri uzaklastirilip, hiicreler iizerine 500
ul Edta-Versen eklendi ve hiicreler kaldirildi. Toplanan hiicrelere buz igerisinde
bekletilen Lizis tamponundan 50 pl eklendi, 10 dakika siire ile yine buz igerisinde
bekletildi. Ardindan hiicreler 10.000g’de 1 dakika santrifiij edilip daha sonra
stipernatant kismi alinarak baska bir cam tiipe aktarildi. Elde edilen siipernatanlardaki
protein miktarini tespit etmek i¢in Bradford Protein Tayin Kiti (Sigma Kat no:B6916)

kullanildi. Bovine Serum Albumin standart protein olarak secildi ve 1.4, 1.2, 1, 0.5,
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0.25, 0.125, 0.625 mg/ml’lik konsantrasyonlarda hazirlanarak  kullanildi.
Spektrofotometrede 450 nm dalga boyunda 6rneklerin absorbanslari 6l¢iildii ve yapilan
hesaplamalarla icerdikleri protein miktarlar1 belirlendi. Her bir 6rnek, 50 pl’de
200mg/ml protein olacak sekilde sulandirilarak kullanildi ve kaspaz kalorimetrik
proteaz kiti (Invitrogen kat no:KHZ1001) protokolii izlenerek kaspaz-2, -3, -6, -8, -9
aktiviteleri belirlendi.

3.3.4. TNF-o miktarmin belirlenmesi

TNF-a miktarinin belirlenmesi i¢in hiicreler, kitte dnerildigi sekilde, her bir petride
1x10° hiicre olacak sekilde, ayri ayri kiigiik petrilere boliindii. Sitotoksisite testinde
etkin doz olarak belirlenen; endostatin igin 5 pg/ml, vinorelbin i¢in 1 pg/ml’lik dozlar;
%1 FBS iceren besiyerlerine hazirlandi ve 24 saat sonra her birinden 4’er tekrarli olmak
lizere boliinmiis olan petrilerdeki hiicrelere petri basina 5’er ml uygulandi. Ilaglarin
uygulanmasinin ardindan etkili inkiibasyon siiresi olarak belirlenen 72 saat’lik zaman
dilimi sonunda deney sonlandirildi. Siire sonunda petrilerdeki hiicrelerin besi yerleri 1
ml’lik ependorflara alindi. Calisilacagi siireye kadar -20°C’lik derin dondurucuda
sakland1. Hiicrelerden salinan TNF-o miktar1 insan TNF-a Kiti (Invitrogen, KHC3011)

kullanilarak belirlendi.

3.4. Endostatinin, Vinorelbinin ve Kombinasyonunun Caspase-3, TNF-a ve TRAIL

Uzerine Olan Etkilerinin Western-Blot ile Gosterilmesi

3.4.1. Western-blot deneylerinde kullanilan soliisyonlarin icerikleri

Western blot deneylerinde kullanilan tiim kimyasallar Sigma firmasi tercih edilerek
temin edildi.
i) Liziz tamponu

150 mM NaCl, % 1 lik Triton-X, 50 mM Tris baz ve 2ul/ml proteaz inhibitdr
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 ¢oziiliip, pH 7.6’ya ayarlandiktan

sonra hacim distile su ile 1 I’ye tamamlandi.
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iii) Tris baz soliisyonu-tween 20 (TBST)

50 ml 10X TBS, 450 ml distile su, 500 ul Tween 20 karistirilarak hazirlanda.
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 karistirildi. 1 ml ependorf tiiplere bdliinerek -20°C’
de saklandu.
v) 4X Alt jel hazirlama tamponu

18.7 gr tris baz, 80 ml distile su ile karistirildi. % 20’lik SDS soliisyonundan 2 ml
eklenip, 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
eklenip, pH: 6,8 olacak sekilde ayarlandi ve hacim distile su ile 100 ml ye tamamlandi.
vi) 10X yiiriitme tamponu

30 gr tris baz, 144 gr glisin 600 ml distile suda ¢6ziildi ve hacim yine distile su ile 1
litreye tamamlandi. Hazirlanan bu Soliisyon stok olarak saklandi. Kullanilirken stok
soliisyon 10 kez seyreltilerek igerisine 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 karistirilildi. 500 ml
distile su ile ¢oziilerek hacim 700 m1’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 ¢oziilmiistiir.

3.4.2. Hiicrelerin western-blot icin hazirlanmasi

Hiicreler 1x10° hiicre/ 10 ml besiyeri (%1 serumlu) olacak sekilde steril kiigiik petri
kaplarina boliindii. Yapisma ve yayilmalarini takiben, besiyerleri uzaklastirildi ve
kontrol grubu olarak kullanilacak petri kaplarina %1 serumlu taze besiyeri (1,5 ml)
eklendi. Diger petri kaplarma 5 pg/ml endostatin, 1 pg/ml vinorelbin ve her ikisini de

igeren % 1 serumlu besiyeri (1,5 ml) eklendi. Hiicreler 72 saat siire ile inkiibe edildi.
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Inkiibasyon siiresi sonunda hiicreler iizerine, proteinlerin ¢oziilebilir hale gelmelerini
saglayacak, triton X-100 iceren liziz tamponundan 300 pl eklenerek hiicreler kaldirildi.
Ependorflara alinan hiicreler buz igerisinde yarim saat inkiibe edildikten sonra 6rnekler
12 000 rpm’de 20 dakika dondiiriilerek ¢oktiiriildii. Orneklerdeki protein miktarlar,
Bradford esasina dayanan protein tespit kiti kullanilarak (Sigma B6916) belirlendi.
Western-blot deneylerinden elde edilecek bantlarin karsilagtirilabilmesi icin, jel
kuyucuklara yiiklenen 6rneklerin esit miktarda protein igermesi gerekmektedir. Bu
nedenle, orneklerden her birinin 25 pg protein igeren miktarlar1 hesaplanarak, son
hacimleri 20 pl olacak sekilde 2X SDS o6rnek yiikleme tamponlariyla karistirildi.
Ornekler 95 °C’de 5 dakika kaynatilarak, jele yiiklemeye hazir hale getirildi.

3.4.3. Jellerin hazirlanmasi

Jellerin dokiilecegi camlar alkol ile silinerek temizlendi ve jel dokme aparatina
yerlestirildi. Her iki enzim i¢in de % 4’liikk ayirma jeli (iist jel) ve %10’luk yirtitme jeli
(alt jel) kullanild.

i) % 10’luk alt jelin hazirlanmasi

2.5 ml distile su, 1.25 ml 4X Alt jel hazirlama tamponu, 1.25 ml %40 akrilamid-
bisakrilamid, 30 ul %10’luk APS, 5 ul Tetractilmetilendiamid (TEMED) karistirildi.
ii) % 4’liik iist jelin hazirlanmasi

1,625 ml distile su, 625 ul 4X Ust jel hazirlama tamponu, 250 pl %40 akrilamid-
bisakrilamid, 15 pl %10’luk APS, 5 ul tetraetilmetilendiamid (TEMED) karigtirildi.
Jeller 15 ml’lik falkonlarda hazirlandi ve ardindan o6nce alt jel, igerisine TEMED
dokiiliir dokiilmez, camlar arasma pipetlendi. Ust yiizeyin diizgiin olmasi i¢in jelin iist
kismima su ile doyurulmus biitanol eklendi. Alt jel polimerize olmadan, iist jelin
icerisine TEMED eklenmedi. Alt jel polimerize olduktan hemen sonra biitanol
uzaklastirthp, tst jele TEMED eklendi ve soliisyon alt jelin iizerine pipetlenip,

polimerize olmasi beklendi.
3.4.4. Orneklerin jele yiiklenmesi ve SDS-PAGE

Jeller polimerize olduktan sonra, toplam hacmi 20 pl olan 2X SDS yiikleme

tamponuyla karistirilan 6rnekler ve 15 pl molekiiler agirlik standartlart (Santacruz sc-
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2035) jel kuyucuklarina yiiklendi. Jeller, elektroforez tankina yerlestirilip ve tank 1X
yiiriitme tamponuyla doldurularak, sistem 20 mA’de calistirildi. Ornekler alt jele gecer
gecmez, akim 40 mA’e yikseltildi. Yiikleme tamponu jelin en altina ulastiginda da

sistem kapatilarak sonlandirildi.

SDS-PAGE devam ederken membrana transfer i¢in uygun boyutlarda kesilmis PVDF
membranlar, transferde kullanilacak watman kagitlar1 ve siingerler, transfer tamponunda
islatilip hazirlandi. Sistem kapatildiktan sonra jeller kurutma kagitlar1 yardimiyla
camlardan ayrildi. Islatilmis siingerlerden biri transfer aparatina yerlestirilip; lizerine
kuru watman kagidi yardimiyla alinmis jel (jelin iist yiizii yukar1 bakacak sekilde)
yerlestirildi. Uzerine sirastyla 1slatiimis membran, 1slatilmis watman ve 1slatilmis siinger
koyularak aparat kapatildi. Transfer tamponuyla doldurulan tank igerisine
yerlestirilerek, 40 V’da 2 saat elektoforez uygulandi ve membrana transfer
gerceklestirildi. Transfer islemi bitince, sistem kapatildi ve ardindan membran % 5°lik
slit tozuna aliarak +4° C’de bir gece bekletildi (Yalgin vd 2008).

3.4.5. Antikorlarla isaretleme

Siit tozundan alinan membranlar 4 kez, TBST ile 15 dakika yikandi. Bu arada primer
antikor soliisyonlar1 hazirlandi. Yikama islemi tamamlandiktan sonra membranlar
primer antikor (TRAIL i¢in SantaCruz sc-65340 katalog numarali fare monoklonal
antikor 1:2000, kaspaz 3 i¢in SantaCruz sc-7272 katalog numarali fare monoklonal
antikoru 1:100 oraninda seyreltilerek ve TNF-a i¢in SantaCruz sc-73343 katalog
numarali fare monoklonal antikoru 1: 200 oraninda seyreltilerek ) ile bir saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda membranlar TBST ile 15’er dakikalik araliklarla, 4 kez
yikandi. Yikama sonunda membran TRAIL i¢in 1:10000 ve kaspaz-3 i¢in 1:10000 ve
TNF-a i¢in 1:10000 oraninda seyreltilerek hazirlanan sekonder antikor (SantaCruz, hrp-
bagl immiinoglobilin G) ile 1 saat siiresince inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda

membranlar son kez TBST ile 15’ ser dakika araliklar ile 4 kez yikandi.
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3.4.6. Membranin goriintiilenmesi

Membranlar ECL plus western blot goriintileme kiti (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.
3.5 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
aktivitelerinden elde edilen veriler ise Graph-pad InStat istatistik programinda, Tek
Yonlii Anova Testi 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. Vinorelbinin Tek Basma 293 T ve MDAMB 231 Hiicre Hatlar1 Uzerine
Gosterdigi Sitotoksik Etkiler

4.1.1. 293 T hiicre hatt1

Yirmi dort saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, vinorelbin 3.90 ng/ml-1pg/ml
araliginda denenen dozlarin hi¢ birinde 293 T hiicre hatti iizerinde sitotoksik etki
gostermedi. Ancak, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinin sonunda, denenen tiim
dozlar, 293 T hiicrelerinin canliligin1 énemli 6lcilide azalttigi gozlendi ( **, p<0.001).
Vinorelbinin tek basma 293 T hiicre canlilig: iizerindeki etkisi grafiklenerek (Sekil 4.1)
asagida gosterildi.

14 - 24 saat 48 saat 72 saat

1,2 4

sk XKk
,x X%
*%

)
|

Xk %k

o <}
o ™
|

H

!—ﬁ

i

Optik dansite degeri (450 nm)
o
rS

0,2 1

00— L L = L.

Baslangigtaki hiicre sayis
Baslangigtaki hiicre sayis
Baslangigtaki hiicre sayis

Sekil 4.1. Vinorelbinin 24,48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde, 293T hiicre hatt1 {izerine etkisi

Sekil 4.1°deki grafiklerde de gortldugii gibi, 24 saatlik inkiibasyon sonunda tek

basina vinorelbin uygulamasinin kontrol grubuna oranla hiicrelerde sitotoksik bir etki
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gostermedigi saptandi. 293 T hiicreleri olduk¢a hizli iredikleri igin, 72 saatlik

inkiibasyon siiresi sonunda kontrol grubundaki hiicrelerde de canlilik kayb1 olmustur.

Elde edilen absorbans degerleri kullanilarak hesaplanan hiicre canliligimin yilizde

degeri Sekil 4.2°de gosterilmistir.
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Sekil 4.2. Vinorelbinin 3,92 ng/ml-1ug/ml arasinda denenen dozlarmm 293T hiicre hattinda hiicre

canliligina etkisi (%)

4.1.2. MDAMB 231 hiicre hatt1

Yirmi dort saatlik inkiibasyon siireleri sonunda, vinorelbin 3,90 ng/ml-1pg/ml
araliginda denenen dozlarin hi¢ birinde MDAMB 231 hiicre hatt1 {izerinde sitotoksik
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etki gostermedi. Ancak, 72 saatlik inkiibasyon siirelerinin sonunda, denenen tiim dozlar,
MDAMB 231 hiicrelerinin canliligin1 6nemli dl¢iide azalttigi gozlendi (***, p<0.0001).
Vinorelbinin tek basina MDAMB 231 hiicre canlilig1 {izerindeki etkisi grafiklenerek
(Sekil 4.3) asagida gosterildi.
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Sekil 4.3.Vinorelbinin 24,48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde, MDAMB 231 hiicre hatt1 iizerine etkisi

Sekil 4.3’teki grafiklerde de goriildiigii gibi, 24 saatlik inkiibasyon sonunda tek
basina Vinorelbin uygulamasinin kontrol grubuna oranla hiicrelerde sitotoksik bir etki

gostermedigi saptandi.

Elde edilen absorbans degerleri kullanilarak hesaplanan hiicre canliliginin yiizde

degeri Sekil 4.4’te gosterilmistir.
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Sekil 4.4. Vinorelbinin 3.92 ng/ml-1pg/ml arasinda denenen dozlarmin, MDAMB 231 hiicre hattinda

hiicre canlihigina etkisi (%)

4.2. Endostatinin Tek Basina 293 T, MDAMB 231 ve HUVEC Hiicre Hatlar
Uzerine Gosterdigi Sitotoksik Etkiler

4.2.1. 293 T hiicre hatt1

Yirmi dort ve 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda, endostatin; 3,90 ng/ml-
lug/ml araliginda denenen dozlarin hi¢ birinde 293 T hiicre hatt1 {izerinde sitotoksik

etki gostermedi. Endostatinin tek basina 293 T hiicre canliligi iizerindeki -etkisi

grafiklenerek (Sekil 4.5) asagida gosterildi.
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Sekil 4.5. Endostatinin 24,48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde, 293T hiicre hatt1 lizerine etkisi

Sekil 4.5’teki grafiklerde de goriildiigi gibi, 24,48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri
sonunda tek basina endostatin uygulamasimin kontrol grubuna oranla hiicrelerde
sitotoksik bir etki gostermedigi saptandi. 293 T hiicreleri oldukg¢a hizl tiredikleri igin,
72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda kontrol grubundaki hiicrelerde de canlilik kaybi

olmustur.

Elde edilen absorbans degerleri kullanilarak hesaplanan hiicre canliliginin yiizde

degeri Sekil 4.6’da gosterilmistir.
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Sekil 4.6. Endostatinin 3.92 ng/ml-1pg/ml arasinda denenen dozlarinin, 293 T hiicre hattinda hiicre

canliligina etkisi (%)

Endostatinin 3,90 ng/ml-1pg/ml araliginda denenen dozlar ile yapilan doz tarama
calismalarinda etki gozlenemedigi igin; dozlar 5pug/ml-31.25ng/ml  arasinda
degistirilerek deneyler tekrarlandi. Endostatinin; 24 saat (Sekil 4.7), 48 saat (Sekil 4.8)
ve 72 saat (Sekil 4.9) inkiibasyon siirelerinde tek basina, 293 T hiicre canliligi

tizerindeki etkisi grafiklenerek asagida gosterildi.
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Sekil 4.7. Endostatinin 24 saatlik inkiibasyon siiresinde, 293 T hiicre hatti {izerine etkisi
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Sekil 4.8. Endostatinin 48 saatlik inkiibasyon siiresinde, 293 T hiicre hatti {izerine etkisi
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Sekil 4.9. Endostatinin 72 saatlik inkiibasyon siiresinde, 293 T hiicre hatt1 iizerine etkisi

Sekil 4.7, Sekil 4.8 ve Sekil 4.9°da da goriildigii gibi; 24,48 ve 72 saatlik inkiibasyon
stireleri sonunda tek basina endostatin uygulamasinin kontrol grubuna oranla 293 T

hiicrelerinde sitotoksik bir etki gostermedigi saptandi.

Elde edilen absorbans degerleri kullanilarak hesaplanan hiicre canliliginin yiizde

degeri Sekil 4.10°da gosterilmistir.
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Sekil 4.10. Endostatinin 31.25 ng/ml-5pg/ml arasinda denenen dozlarinin, 293 T hiicre hattinda hiicre

canliligina etkisi (%)

4.2.2. MDAMB 231 hiicre Hatt1

Yirmi dort, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda, endostatin; 3,90 ng/ml-
lpug/ml araliginda denenen dozlarin hi¢ birinde MDAMB 231 hiicre hatt1 iizerinde
sitotoksik etki gostermedi. Endostatinin tek basina MDAMB 231 hiicre canlilig:
tizerindeki etkisi grafiklenerek (Sekil 4.11) asagida gosterildi.
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Sekil 4.11. Endostatinin 24,48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde, MDAMB 231 hiicre hatt1 tizerine
etkisi

Sekil 4.11°deki grafiklerde de goriildiigii gibi, 24,48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri
sonunda tek basina endostatin uygulamasimin kontrol grubuna oranla hiicrelerde

sitotoksik bir etki gdstermedigi saptandi.

Elde edilen absorbans degerleri kullanilarak hesaplanan hiicre canliliginin yiizde

degeri Sekil 4.12°de gosterilmistir.
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Sekil 4.12. Endostatinin 3.92 ng/ml-1pg/ml arasinda denenen dozlarinin, MDAMB 231 hiicre hattinda

hiicre canliligina etkisi (%)

Endostatinin 3,92 ng/ml-1pg/ml araliginda denenen dozlarinin MDAMB 231 hiicre
hattinda hiicre canliligina etkisi (%) (Sekil 4.12) degerlendirildikten sonra, bu doz
araliginda yapilan doz tarama g¢alismalarinda etki gozlenemedigi bulundu. Bu yilizden
doz arttirrmina gidilerek, dozlar Spg/ml-31.25ng/ml arasinda degistirilip deneyler
tekrarlandi. Endostatinin tek basina, 24 saat (Sekil 4.13), 48 saat (Sekil 4.14) ve 72 saat
(Sekil 4.15) inkiibasyon siirelerinde, MDAMB 231 hiicre canlilig1 iizerindeki etkisi

grafiklenerek asagida gosterildi.
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Sekil 4.13. Endostatinin 24 saatlik inkiibasyon siiresinde, MDAMB 231 hiicre hatt1 iizerine etkisi
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Sekil 4.14. Endostatinin 48 saatlik inkiibasyon siiresinde, MDAMB 231 hiicre hattt iizerine etkisi
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Sekil 4.15. Endostatinin 72 saatlik inkiibasyon siiresinde, MDAMB 231 hiicre hatt1 {izerine etkisi

Sekil 4.13, Sekil 4.14 ve Sekil 4.15’te de gortldigi gibi, 24,48 ve 72 saatlik
inkiibasyon stireleri sonunda ortak olarak 4pg/ml’lik tek basina endostatin
uygulamasinin kontrol grubuna oranla 6nemli 6l¢iide hiicrelerde sitotoksik bir etki

gosterdigi saptand1 (***, p<0.0001).

Elde edilen absorbans degerleri kullanilarak hesaplanan hiicre canliliginin yiizde

degeri Sekil 4.16°da gosterilmistir.
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Sekil 4.16. Endostatinin 31.25ng/ml-5ug/ml arasinda denenen dozlarinin, MDAMB 231 hiicre hattinda

hiicre canliligina etkisi (%)

4.2.3. HUVEC hiicre hatti

Yirmi dort, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda, endostatinin; 3,90 ng/ml-
lug/ml araliginda denenen dozlarimin hi¢ biri, MDAMB 231 hiicre hatt1 iizerinde
sitotoksik etki gostermedigi sonucundan yola ¢ikarak HUVEC hiicre hattinda denemeler
5ug/ml-31.25ng/ml arasindaki dozlarda yapildi. Endostatinin tek basina HUVEC hiicre
canlilig1 tizerindeki etkisi 24 (Sekil 4.17), 48 (Sekil 4.18) ve 72 saat (Sekil 4.19) olmak

tizere grafiklenerek asagida gosterildi.

56



30

25

15

Floresan Siddeti (RFU)

10+

Baslangigtaki
hiicre sayisi

Kontrol

5 ug/mil

4 pug/ml

3 ug/ml

2 ug/ml

1 pg/ml

500 ng/ml

250 ng/ml

125 ng/ml

67.5 ng/ml

33.75 ng/ml

16.88 ng/ml

8.44 ng/ml

4.22 ng/ml

2.11 ng/ml

Sekil 4.17 Endostatinin 24 saatlik inkiibasyon siiresinde, HUVEC hiicre hatti iizerine etkisi

Sekil 4.17°de de goriildiigii gibi, 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda Spg/ml’lik tek

basina endostatin uygulamasinin kontrol grubuna oranla hiicrelerde sitotoksik bir etki

gosterdigi saptandi (*, p<0.05).
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Sekil 4.18 Endostatinin 48 saatlik inkiibasyon siiresinde, HUVEC hiicre hatt1 iizerine etkisi

Sekil 4.18°de de goriildiigii gibi, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda Spg/ml’lik tek
basina endostatin uygulamasinin kontrol grubuna oranla hiicrelerde sitotoksik bir etki
gosterdigi saptandi (*, p<0.05).
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Sekil 4.19 Endostatinin 72 saatlik inkiibasyon siiresinde, HUVEC hiicre hatt1 iizerine etkisi

Sekil 4.19°da da goriildigii gibi, 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 5 ve
4ug/ml’lik tek basina endostatin uygulamasinin kontrol grubuna oranla 6nemli 6lgiide
hiicrelerde sitotoksik bir etki gosterdigi saptandi (***, p<0.0001).

4.3. Endostatin ve Vinorelbin Kombinasyonunun Hiicre Hatlari Uzerine
Gosterdigi Sitotoksik Etki

4.3.1. 293 T hiicre hatt1

Yapilan doz tarama ¢alismalarini takiben ilk asamada belirlenmis olan; 3,90 ng/ml-
1ug/ml araliginda denenen dozlar, 96 kuyucuklu plak tizerinde 293 T hiicre hatlarina, iki
ilacin kombine edilmesi seklinde 24,48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde uygulandi.

72 saat sonunda elde edilen degerler asagida gosterildi (Cizelge 4.1).
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KONTROL (KONTROL (END1jg [ENDS50Ong (END250ng |END125ng (END62,5ng |END3125ng |END1562ng (END781ng |END3.90ngr (END1.95ngr
1.607£0.03 (1,738+0.04 [1.587+0.08 (1.646%0.11 |1.553+0.11 |1.594+0.10 (1.665£0.12 |1.618+ 0.07 |1.633£0.10 (1.58840.12 |1.6250.11 [0.2472£162
KONTROL  |ViN 1y
1,841£0.04 11.339£0.18 (1.396+0.20 |1.356£0.19 {1.295+0.19 |1.368£0.21 (1.321+0.18 |1.381 0.20 {1.242£0.22 |1.227£0.21 (1.217£0.20 |1.207£0.19
KONTROL Vi 500ng
1,689:0.03 |1.351£0.19 (1.095:0.14 |1.296£0.18 1.218+0.15 | 1.30240.18 {1.2790.16 |1.363£0.18 (1.277£0.22 |1.176+0.14 (1.23540.18 |1.1980.17
KONTROL  |ViN 250ng
1,637£0.05 |1.405£0.17 |1.195£0.17 (12761 0.16 {1.23410.20 |1.386£0.20 (1.417£0.23 |1.381£0.19 |1.295¢ 0.21 {1.233+0.18 |1.248£0.19 |1.151£0.17
KONTROL  |ViN 125ng
1,864£0.05 |1.253£0.16 |1.216+0.14 (1.248+0.16 {1.19710.16 |1.407£0.19 (1.30840.19 |1.230£0.15 |1.214£0.17 (1.202£0.14 {1.22310.17 |1.219£0.16
KONTROL  |ViN 62,5ng
1,8060.04 |1.426£0.17 | 1.303+0.16 |1.260 £0.15 {1.267£0.16 | 1.295£0.15 [1.257£0.15 |1.307£0.18 (1.298+0.18 |1.301£0.17 (1.30310.18 |1.2690.16
KONTROL  |ViN 31,25ng
1,6580.04 |1.423 0.19 [1269+0.15|1.304+0.16 (1.2400.14 |1.28840.15 (1.2410.14 |1.263£0.16 (1.2120.16 |1.160£0.12 (1.17840.13 |1.221£0.16
KONTROL  |ViN15,62ng
1,729+0.03 (1.543£0.16 (1.528+0.16 (1.44740.15 |1.381£0.15 |1.560£0.19 |1.373£0.16 {14534 0.19(1.238+0.18 [1.317+0.13 (1.305+0.13 (1.292£0.15

Cizelge 4.1. 293T hiicre hattinda endostatin (1pg/ml-1.95 ng/ml) ve vinorelbin (1pg/ml-15.62 ng/ml)
kombinasyonun 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 450nm’deki absorbans (OD)

degerleri

elde edilen degerler ile ilaglarin kendi kontrol degerleri kiyaslandiginda herhangi bir
etkilesim olmadi. 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri sonucunda elde edilen tiim

veriler birbirileri ile benzerlik gdstermektedir.

Elde edilen veriler dahilinde, kombinasyon ¢alismasi; Vvinorelbinin dozlar
degistirilmeden, endostatinin doz taramasinda sitotoksik agidan etkili bulundugu dozlar
olan 5pg/ml-31.25ng/ml arasinda degistirilerek deneyler tekrarlandi. Bunun sonucunda

elde edilen degerlerle olusturulan tablo (Cizelge 4.2) asagida gosterildi.
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KONTROL
16851013

KONTROL

END5 g

END4yg

END3 g

END2yg

END1pg

END 500 ng

END 250 ng

END 125 ng

1,7210.02

1.54210.14

11481027

1.355+0.22

15891021

1723024

17831 0.18

17471019

1.801£0.3

END 62.5 ng
1797021

END 31.25 ng
1.924+0.26

KONTROL
1,748£0.19

ViN1pg
1.11440.05

1657+0.23

1528+0.18

1.204£0.19

1.203£0.19

1478021

15921021

16712017

13471021

14891019

145103

KONTROL
1,83210.15

1585+0.16

1105+ 0.13

1.277+0.19

1456+0.21

1.503:0.24

1489+0.23

16320.18

1.289+0.18

1.221+0.16

1.348+0.21

KONTROL
1,698£0.22

13971021

1120£0.20

1320£0.22

1468:0.27

15231019

1480£0.17

14671019

1502£0.22

1.289:0.14

1514020

KONTROL
1,864£0.17

1497+0.24

1.137+0.23

1406£0.20

1587+0.19

14461014

1517+0.17

15431021

1476+0.16

1314021

1.872+0.19

KONTROL
1,525£0.19

1489+0.19

1289 £0.22

1582+0.14

1369+0.25

14900.22

16871015

1505£0.23

149+0.19

1.528£0.19

1.589+0.15

KONTROL
16481021

1403 £ 020

1443£0.25

13341019

1432020

1597+ 0.11

1339£0.19

1690£0.25

1518£0.12

1692£0.17

1721027

1498£0.22

KONTROL
1,734:0.11

VINI5,62ng

1.4510.25

1724£021

1523+0.19

1534+0.21

14991022

1534+0.20

1621+ 019

1432+0.20

1789+0.18

16754021

1797+0.23

Cizelge 4.2. 293T hiicre hattinda endostatin (5pg/ml-31.25 ng/ml) ve vinorelbin (1pg/ml-15.62 ng/ml)

kombinasyonun 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 450nm’deki absorbans (OD)

degerleri

4.3.2. MDA MB 231 hiicre hatt1

Yapilan doz tarama ¢alismalarini takiben ilk asamada belirlenmis olan; 3,90 ng/ml-

lug/ml araliginda denenen dozlar, 96 kuyucuklu plak lizerinde MDAMB 231 hiicre

hattina, iki ilacin kombine edilmesi seklinde 24,48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde

uygulandi. 72 saat sonunda elde edilen degerler asagida gosterildi (Cizelge 4.3).
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KONTROL |END1ug |ENDS500ng |END250ng (END125ng |END625ng |END3125ng (END15,62ng |END781ng |END3.90ngr (END 1,95ngr
1,738+0.14 |11.587+0.10 |1.646+0.19 |1.553+0.11 (1.594+0.10 |1.665£0.12 |1.618+ 0.07 (1.633+0.10 |1.588£0.12 |1625+0.11 (1.472£0.21

VIN1yg
1.339£0.18 {1396+ 0.20 |1.356£0.19 {1.29540.19 |1.368+0.21 |1.32140.18 |1.381+ 0.20 {1.242+0.22 |1.227+0.21 |1.217£0.20 [1.207+0.19

n

ViN 500ng
1.351£0.19 |1.095+0.14 [1.296+0.18 [1.218+0.15 | 1.302+0.18 |1.279+0.16 |1.363+0.18 |1.277£0.22 |1.176+0.14 [1.235£0.18 |1.198+0.17
VIN 250ng
1.405£0.17 |1.195+0.17 [1.276+0.16 [1.234+0.20 [1.386£0.20 |141740.23 [1.381£0.19 |1.295+ 0.21 [1.233£0.18 [1.248+0.19 [1.1510.17
ViN 125ng
1.253£0.16 (1.216+0.14 [1.248+0.16 [1.197+0.16 {1.407+0.19 |1.308+0.19 [1.23040.15 [1.204£0.17 [1.202+0.14 |1.223+0.17 |1.219+0.16
VIN 62,5ng
1.426%0.17 | 1.303£0.16 [1.260 £0.15 [1.267+0.16 {1.295+0.15|1.257£0.15 [1.307+0.18 [1.298£0.18 [1.301+0.17 [1.303+0.18 {1.269+0.16
ViN 31,25ng
1.423 019 |1.269+0.15|1.304+0.16 [1.240£0.14 [1.288+0.15 [1.241£0.14 [1.263+0.16 |1.21240.16 |1.160+0.12 [1.178+0.13 [1.2210.16
ViN5,62ng
1.543£0.16 (1.5280.16 [1.447+0.15 [1.381£0.15 {1.5600.19 [1.3730.16 [1.453+ 0,19 [1.23840.18 [1.317£0.13 |1.305£0.13 |{1.292£0.15

Cizelge 4.3. MDAMB 231 hiicre hattinda endostatin (1pg/ml-1.95 ng/ml) ve vinorelbin (1pg/ml-15.62
ng/ml) kombinasyonun 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 450nm’deki absorbans (OD)

degerleri

Cizelge 4.3’te verilen tabloda da goriildiigii gibi iki ilacin kombinasyonu sonucu elde
edilen degerler ile ilaglarin kendi kontrol degerleri kiyaslandiginda herhangi bir
etkilesim olmadi. 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri sonucunda elde edilen tiim

veriler birbirileri ile benzerlik géstermektedir.

Elde edilen veriler dahilinde, kombinasyon ¢aligmasi; Vvinorelbinin dozlar
degistirilmeden, endostatinin doz taramasinda sitotoksik acidan etkili bulundugu dozlar
olan 5pg/ml-31.25ng/ml arasinda degistirilerek deneyler tekrarlandi. Bunun sonucunda

elde edilen degerlerle olusturulan tablo (Cizelge 4.4) asagida gosterildi.
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KONTROL |ENDSug |END4ug |(END3ug |END2yg |ENDlpg [END500ng |END250ng (END125ng |END625ng (END31.25ng
1,967+0.23 |1.632+0.11 (1.118+0.47 |1.3050.22 |1.689+0.26 |1.723+0.24 |1.823% 0.17 |1.847£0.11 |1.808£0.26 (1.897£0.16 (1.954£0.24

VIN 1ug
1.223+0.061]1.406 % 0.20 0.92740.19 |1.204+0.19 [1.203£0.19 |1.478+0.21 (1599 0.22 {1.672£0.17 |1.34740.21 [1.657+0.23 |1.451+0.23
ViN 500ng
1.042£0.12 [1.58240.14 [1.105+0.13 |1.277+0.19 |1.221+0.16 |1.503£0.24 [1.489+0.23 |{1.6320.18 [1.289+0.18 [1.585+0.16 1.348+0.21
VIN 250ng
1583032 {1.480+0.17 [1.120£0.20 |1.320+0.22 (1.289+0.14 {1523+0.19 [143240.20 {1,597+ 0.11 [1.339£0.19 [1.397£0.21 |1.51440.20
ViN 125ng
1.504£0.26 (1.517+0.17 |1.137+0.23 |1.489+0.19 {1.321£0.21 [1.446+0.14 [1456+0.21 |1.543+0.21 |1,476+0.16 |1.49740.24 [1872+0.19
VIN 62,5ng
1.790£0.11 | 1.687+0.15|1.289 £0.22 |1.4430.25 | 1.369+0.25 [1.49040.22 [1.468£0.27 |1.505£0.23 |1.496+0.19 [1.528+0.19 [1.589+0.15
ViN 31,25ng
1.823 £ 0.20] 1.690+0.25 | 1.334+0.19 |1.518+0.12 [1.467+0.19 |1.502+0.22 [1.587+0.19 |1.489+0.19 [1.692+0.17 [1.722£0.27 |1.49840.22
ViN15,62ng
1.880£0.07 |1.724+0.21 (15234019 |1.534+0.21 (14994022 |1.534+0.20 (1621 0.19 {1.432£0.20 |1.789+0.18 [1.675+0.21 |1.797+0.23

Cizelge 4.4. MDAMB 231 hiicre hattinda endostatin (5pg/ml-31.25 ng/ml) ve vinorelbin (1pg/ml-15.62
ng/ml) kombinasyonun 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 450nm’deki absorbans (OD)

degerleri

Yukarida verilen tablodan da goriilebilecegi gibi endostatinin 4 pg/ml’ lik dozu ile
vinorelbinin 1pg/ml ‘lik dozu ile olusturulan kombinasyon, hiicreler {izerinde en fazla
sitotoksik etkiyi yarattigi i¢in g¢alismanin bundan sonraki bolimiinde bu dozlar

kullanildi.

4.4.  Endostatin, Vinorelbin ve Kombinasyonlarinin; Hiicrelerde Kaspaz-2, -3, -

6, -8 ve -9 Enzimlerine Olan Etkisi

Kaspaz enzim aktivitesinin tayini i¢in ¢alisilan hiicre hatlarinda her 6rnek igin toplam
protein miktarlari, Bradford protein miktar kiti kullanilarak hesaplandi. Kaspaz enzim
aktivitelerini belirleyebilmek i¢in her kuyucuga mikrolitrede 4 pg protein olacak sekilde
pipetleme yapilarak Orneklerdeki protein miktarlar1 sabitlendi. Grafikler bu deger

baslangi¢ kabul edilerek ¢izildi.
4.4.1. 293 T hiicre hatt1

Yapilan doz tarama ve kombinasyon ¢aligmalarini takiben; endostatinin (4 pg/ml),

vinorelbinin (1 pg/ml) ve her iki dozun endostatin ile vinorelbin kombinasyonunun
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(4pug/ml+l pg/ml), 239 T hiicre hatti iizerinde kaspaz-2, -3, -6, -8 ve -9 enzim

aktivitelerine bakildi. 72 saatlik inkiibasyon siiresi ardindan elde edilen degerler her bir

protein i¢in ayr1 ayr1 olmak {izere asagida grafiklerle gosterildi.

OD (405 nm)

0,5

0,0

35 -

30 A

25 4

20 A

-

* %

Kontrol

Vinorelbin

Endostatin Vinorelbin +Endostatin

Sekil 4.20. 4 pg/ml total proteindeki kaspaz-2 enzim aktivitesinin, 72 saatlik inkiibasyon siiresi

sonunda 293 T hiicrelerindeki etkinligi

Sekil 4.20’den de anlasilacagi gibi; vinorelbinin 1 pg/ml’lik uygulanmasinda

kontrole kiyasla, kaspaz-2 enzim aktivitesi 4,90 kat artti. Endostatinin tek basina 4

ng/ml’lik uygulamasinda, kontrole kiyasla kaspaz-2 enzim aktivitesi 1,23 kat artarken

iki ilacin kombinasyonunun (4pg/ml+1l pg/ml), kontrole kiyasla kaspaz-2 enzim

aktivitesinin 1,93 kat artmis oldugu gortldi (**, p<0.01).
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35 1

30 A

*%

20 A

OD (405 nm)

| - =

0,0
Kontrol Vinorelbin Endostatin Vinorelbin +Endostatin

Sekil 4.21. 4 pg/ml total proteindeki kaspaz-3 enzim aktivitesinin, 72 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda 293 T hiicrelerindeki etkinligi

Sekil 4.21’den de anlasilacagi gibi; vinorelbinin 1 pg/ml’lik uygulanmasinda

kontrole kiyasla, kaspaz -3 enzim aktivitesi 15,77 kat artti. Endostatinin tek basina 4

ug/ml’lik uygulamasinda, kontrole kiyasla kaspaz -3 enzim aktivitesi 1,29 kat artarken

iki ilacin kombinasyonunun (4pg/ml+l pg/ml), kontrole kiyasla kaspaz-3 enzim

aktivitesinin 2,68 kat artmis oldugu gortldi (**, p<0.01).

65



3,5 1

3,0 A

25 1

20 A
*%

15 A

OD (405 nm)

1,0 A

|
- I
0,0 i i

Kontrol Vinorelbin Endostatin Vinorelbin +Endostatin

Sekil 4.22. 4 pg/ml total proteindeki kaspaz-6 enzim aktivitesinin, 72 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda 293 T hiicrelerindeki etkinligi
Sekil 4.22°den de anlagilacagi gibi; vinorelbinin 1 pg/ml’lik uygulanmasinin kontrole
kiyasla, kaspaz-6 enzim aktivitesi 5,65 kat artti. Endostatinin tek basina 4 pg/ml’lik
uygulamasinda, kontrole kiyasla kaspaz -6 enzim aktivitesi 1,14 kat artarken iki ilacin
kombinasyonunun (4ug/ml+1 pg/ml), kontrole kiyasla kaspaz-6 enzim aktivitesinin
2,06 kat artmis oldugu goriildii (**, p<0.01).
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Kontrol Vinorelbin Endostatin Vinorelbin +Endostatin

Sekil 4.23. 4 pg/ml total proteindeki kaspaz-8 enzim aktivitesinin, 72 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda 293 T hiicrelerindeki etkinligi
Sekil 4.23’den de anlagilacag gibi; vinorelbinin 1 pg/ml’lik uygulanmasinin kontrole
kiyasla, kaspaz -8 enzim aktivitesi 16,37 kat artti. Endostatinin tek basina 4 pg/ml’lik
uygulamasinda, kontrole kiyasla kaspaz -8 enzim aktivitesi 1,48 kat artarken iki ilacin
kombinasyonunun (4ug/ml+1 pg/ml), kontrole kiyasla kaspaz-8 enzim aktivitesinin
2,50 kat artmis oldugu goriildii (**, p<0.01).
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Kontrol Vinorelbin Endostatin Vinorelbin +Endostatin

Sekil 4.24. 4 pg/ml total proteindeki kaspaz-9 enzim aktivitesinin, 72 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda 293 T hiicrelerindeki etkinligi
Sekil 4.24°ten de anlasilacagi gibi; vinorelbinin 1 pg/ml’lik uygulanmasinin kontrole
kiyasla, kaspaz -9 enzim aktivitesi 15,72 kat artti. Endostatinin tek basina 4 pg/ml’lik
uygulamasinda, kontrole kiyasla kaspaz -9 enzim aktivitesi 2,66 kat artarken iki ilacin
kombinasyonunun (4ug/ml+1 pg/ml), kontrole kiyasla kaspaz -9 enzim aktivitesinin
5,15 kat artmis oldugu goriildii (*, p<0.05 - *** p<0.001).

4.4.2. MDAMB 231 hiicre hatti

Yapilan doz tarama ve kombinasyon ¢aligmalarini takiben; endostatinin (4 pg/ml),
vinorelbinin (1 pg/ml) ve her iki dozun endostatin ile vinorelbin kombinasyonunun
(4pg/ml+l pg/ml), MDAMB 231 hiicre hatti iizerinde kaspaz-2, -3, -6, -8 ve -9
enzimlerinin aktivitesine bakildi. 72 saatlik inkiibasyon siiresi ardindan elde edilen

degerler her bir protein i¢in ayr1 ayr1 olmak tizere asagida grafiklerle gosterildi.
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Sekil 4.25. 4 pg/ml total proteindeki kaspaz-2 enzim aktivitesinin, 72 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda MDAMB 231 hiicrelerindeki etkinligi
Sekil 4.25’ten de anlasilacagi gibi; vinorelbinin 1 pg/ml’lik uygulanmasinda kontrole
kiyasla, kaspaz-2 enzim aktivitesi 5,99 kat artti. Endostatinin tek basina 4 pg/ml’lik
uygulamasinda, kontrole kiyasla kaspaz -2 enzim aktivitesi 1,23 kat artarken iki ilacin
kombinasyonunun (4pg/ml+1 pg/ml), kontrole kiyasla kaspaz-2 enzim aktivitesinin
1,45 kat artmis oldugu goriildii (***, p<0.001).
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Kontrol Vinorelbin Endostatin Vinorelbin +Endostatin

Sekil 4.26. 4 pg/ml total proteindeki kaspaz-3 enzim aktivitesinin, 72 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda MDAMB 231 hiicrelerindeki etkinligi
Sekil 4.26’dan da anlagilacagi gibi; vinorelbinin 1 pg/ml’lik uygulanmasinin kontrole
kiyasla, kaspaz-3 enzim aktivitesi 6,63 kat artti. Endostatinin tek basina 4 pg/ml’lik
uygulamasinda, kontrole kiyasla kaspaz -3 enzim aktivitesi 1,96 kat artarken iki ilacin
kombinasyonunun (4pg/ml+1 pg/ml), kontrole kiyasla kaspaz-3 enzim aktivitesinin
1,34 kat artmis oldugu goriildi (*, p<0.05 - **, p<0.01).

70



1,5
*%

1.4 A

1,2 -

1,0 4

08

OD (405 nm)

06 -
04

02 A

il L

Kontrol Vinorelbin Endostatin Vinorelbin +Endostatin

Sekil 4.27. 4 pg/ml total proteindeki kaspaz-6 enzim aktivitesinin, 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
MDAMB 231 hiicrelerindeki etkinligi
Sekil 4.27°den de anlasilacagi gibi; vinorelbinin 1 pg/ml’lik uygulanmasinda
kontrole kiyasla, kaspaz-6 enzim aktivitesi 3,02 kat artti. Endostatinin tek basmna 4
ug/ml’lik uygulamasinda, kontrole kiyasla kaspaz-6 enzim aktivitesi 0,36 kat artarken
iki ilacin kombinasyonunun (4pg/ml+1l pg/ml), kontrole kiyasla kaspaz-6 enzim
aktivitesinin 0,14 kat artmis oldugu gortlda (**, p<0.01).
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Sekil 4.28. 4 ng/ml total proteindeki kaspaz-8 enzim aktivitesinin, 72 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda MDAMB 231 hiicrelerindeki etkinligi

Sekil 4.28’den de anlasilacagi gibi; vinorelbinin 1 pg/ml’lik uygulanmasinda

kontrole kiyasla, kaspaz-8 enzim aktivitesi 1,68 kat artti. Endostatinin tek basmna 4

ug/ml’lik uygulamasinda, kontrole kiyasla kaspaz-8 enzim aktivitesi 3,34 kat artarken

iki ilacin kombinasyonunun (4pg/ml+l pg/ml), kontrole kiyasla kaspaz-8 enzim

aktivitesinin 0,2 kat artmis oldugu goriildii (*, p<0.05 - **, p<0.001).
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Kontrol Vinorelbin Endostatin Vinorelbin +Endostatin

Sekil 4.29. 4 pg/ml total proteindeki kaspaz-9 enzim aktivitesinin, 72 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda MDAMB 231 hiicrelerindeki etkinligi
Sekil 4.29°dan da anlagilacag: gibi vinorelbinin 1 pg/ml’lik uygulanmasinda kontrole
kiyasla, kaspaz-9 enzim aktivitesi 18 kat artti. Endostatinin tek basina 4 pg/ml’lik
uygulamasinda, kontrole kiyasla kaspaz -9 enzim aktivitesi 16 kat artarken iki ilacin
kombinasyonunun (4pg/ml+1l pg/ml), kontrole kiyasla kaspaz-9 enzim aktivitesi
nin10,95 kat artmis oldugu goriildii (*, p<0.05 - **, p<0.01).
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45. Endostatin, Vinorelbin ve Kombinasyonlarimin; Hiicrelerde TNF-a Uzerine

Etkisi
45.1. 293 T Hiicre hatt1

Yapilan doz tarama ve kombinasyon g¢alismalarini takiben; endostatinin (4 pg/ml),
vinorelbinin (1 pg/ml) ve her iki dozun endostatin ile vinorelbin kombinasyonunun
(4pug/ml+1 pg/ml), 239 T hiicre hattinda TNF-a proteini iizerine olan etkinligine bakildi.
72 saatlik inkiibasyon siiresi ardindan elde edilen degerler asagida grafik ile (sekil 4.30)

gosterildi.
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Kontrol Vinorelbin Endostatin Vinorelbin +Endostatin

05 A

0,0

Sekil 4.30. 10° hiicre/ml’deki TNF- o proteinin, 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 293 T
hiicre hatt1 tizerinde etkinligi

Sekil 4.30’dan da anlasilacagi gibi; vinorelbinin 1 pg/ml’lik uygulanmasinda
kontrole kiyasla, TNF-a miktar1 2,45 kat artti. Endostatinin tek basina 4 pg/ml’lik
uygulamasinda, kontrole kiyasla TNF-o miktar1 0,346 kat artarken iki ilacin
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kombinasyonunun (4pg/ml+1l pg/ml), kontrole kiyasla TNF-o miktarinin 1,04 Kat

artmis oldugu gorildii.
4.5.2. MDAMB 231 Hiicre hatti

Yapilan doz tarama ve kombinasyon ¢alismalarini takiben; endostatinin (4 pg/ml),
vinorelbinin (1 pg/ml) ve her iki dozun endostatin ile vinorelbin kombinasyonunun
(4pug/ml+1 pg/ml), MDAMB 231 hiicre hattinda TNF-a. proteini {izerine olan etkinligine
bakildi. 72 saatlik inkiibasyon siiresi ardindan elde edilen degerler asagida grafik ile
(Sekil 4.31) gosterildi.
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Kontrol Vinorelbin Endostatin Vinorelbin +Endostatin

Sekil 4.31. 10° hiicre/ml’deki TNF-o proteinin, 72 saatlik inkiibasyon stiresi sonunda MDAMB
231 hiicre hatt1 iizerinde etkinligi

Sekil 4.31’den de anlasilacagi gibi; vinorelbinin 1 pg/ml’lik uygulanmasinda
kontrole kiyasla, TNF-a miktar1 4,99 kat artti. Endostatinin tek basina 4 pg/ml’lik

uygulamasinda, kontrole kiyasla TNF-a miktarii 25,55 kat artarken iki ilacin
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kombinasyonunun (4pg/ml+1 pg/ml), kontrole kiyasla TNF-o miktar1 17,5 kat artmig
oldugu goriildii (*, p<0.05 - **, p<0.01).

4.6. Endostatin, Vinorelbin ve Komybinasyonlariin Western-Blot Sonuglari

MDA MB 231 293 T
| 1 | |
= £
s s
n N
o o
o o
c c
11] Ll
+ +
c £ c £ ¢
_ © ®m & _ © ® =
5 S53 8 8% ®
5 2822 § 238 £
X > > X > uw >
- s
KASPAZ-3 »+ ™= - —
TNF-o T e e v
TRAIL O S e e

Sekil 4.32. Vinorelbin ve endostatinin tek basina ve kombine olarak Kaspaz-3, TNF-0, TRAIL miktarlari

iizerine etkilerinin western-blot ile gosterilmesi
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Sekil 4.32°deki goriintiilemeden de anlasalicagi gibi MDAMB 231 hiicrelerinde,
TRAIL protein miktar1 endostatin uygulamasinda artarken, TNF-a protein miktarinin
hem endostatin hem de endostatin ve vinorelbin kombinasyonunda artmis oldugu
gozlendi. Kaspaz-3 protein miktar1 en fazla vinorelbinde artarken, endostatin ve iki
ilacin kombinasyonu uygulamalarinda da kontrole kiyasla artis oldugu gozlendi. 293T
hiicre hattinda ise kontrole kiyasla, kaspaz-3 proteini disinda 6l¢iimii yapilan higbir
protein tipinde énemli sayilabilecek bir artis olmadigi gézlendi. GAPDH proteini bu test

icin tiim gruplarin kontrolii olarak kullanildi.
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5. TARTISMA

Ozellikle akciger ve meme kanserinin tedavisinde kullanilan yarisentetik bir vinka
alkoloit olan vinorelbin, tiiblilin polimerizasyonunu inhibe ederek hiicre dongiisiinii
G2/M fazinda durdurmaktadir. Bu sayede interfaz evresindeki hiicrenin 6liimiine neden
olmaktadir (Aapro ve Finek 2011). Tek basma kullanilan vinorelbin, son yillarda
0zellikle meme kanserinde sergiledigi basarili antikanser etkileri ve daha az toksik yan

etkiler yaratmasi sayesinde dikkat ¢eken kemoterapdtik ajanlar arasinda yer almaktadir
(Zeybek vd 2011).

Yapilan bir¢ok c¢alismada vinorelbinin in vitro ve in vivo antikanser etkisi
gosterilmistir. Vinorelbin, diger vinka alkoloidlere oranla hiicrede daha az toksik yanit
olusturdugu icin kombine tedavilerde basarili sonuglar elde edilmesini saglamaktadir
(Johnson vd 1996). Calismamizda oncelikle vinorelbinin 293 T insan bobrek epitel
hiicreleri {izerine gosterecegi olasi etkiler degerlendirilmistir. Vinorelbinin 293 T
hiicreleri lizerinde sergiledigi sitotoksik etkilerin doz ve zamana bagl olarak degistigi
gozlenmistir. Yirmi dort saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, 3,90 ng/ml-1pg/ml
araliginda denenen dozlarin hi¢ birinde 293 T hiicre hatti iizerinde sitotoksik etki
gostermezken 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinin sonunda, denenen tiim dozlar, 293
T hiicrelerinin canliligin1 6nemli 6lgiide azaltmistir. 1pug/ml vinorelbin uygulanan
hiicrelerde 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda hiicre canlilig1 sirasiyla
%74, %53 ve % 42 olarak hesaplanmistir. Yirmi dort saatlik inkiibasyon siireleri
sonunda 1pg/ml vinorelbin uygulanan MDAMB 231 hiicrelerinde canlilik %44 olarak
hesaplanmistir. 72 saatlik inkiibasyon siirelerinin sonunda, denenen tiim dozlar, bu

hiicrelerin canliligini 6nemli 6l¢lide azaltmistir.

Bazal membrana ait kollajen XVIII’in internal bir fragmenti olan endostatin son
yillarda potansiyel bir antianjiogenik ajan olarak kabul edilmektedir. 1971 yilinda
kesfedilen bu peptit ile ilgili o yillardan bu yana pek ¢ok aragtirma yapilmis olsada
endostatin etki mekanizmasi tam anlamiyla aydinlatilabilmis degildir. Yapilan pek ¢ok

calismada endostatinin anti-tiimoral etkisi in vivo gosterilse de, in vitro kosullarda tiimor
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hiicrelerinde sitotoksik etki yaratmadigi genel geger bir teori olarak pek ¢ok bilim adami

tarafindan kabul edilmekte ve desteklenmektedir.

Endostatin anti anjiogenik bir peptit oldugu i¢in dogrudan hedefleri arasinda timor
hiicreleri degil timor i¢in yeni damar olusumunu saglayacak olan endoteller yer
almaktadir (Shichiri ve Hirata 2001). Endostatinin neden endotel hiicrelere spesifik
oldugu, bagka bir deyisle kanser hiicrelerinde neden sitotoksik bir yanit olusturmadigi

heniiz aydinlatilamamustir.

Yapilan bir¢ok ¢alismada endostatinin in vitro ve in vivo aktivitesi, bifazik doz yanit
egrisi ile gosterilmektedir. Endostatinin anti-tlimoral etkisi diisiik dozlarda ve uzun
stireli uygulamalarda ortaya ¢ikmaktadir. Belirli bir doz araliginda tiimor hiicrelerinde
inhibisyon saglayan peptit, esik degerin iistiinde hi¢bir etki yaratmamaktadir. Bu bilgi
1s18¢inda calismamizda endostatinin 293 T, MDAMB 231 ve HUVEC hiicreleri {izerine
gosterecegi olasi etkiler, oncelikle diisiik dozlarda, olabildigince uzun inkiibasyon

stirelerinde degerlendirilmistir.

Endostatin tiim hiicrelerde 3,90 ng/ml-1pg/ml doz araliginda, tek basma ve
vinorelbin ile birlikte kullanilmistir. Endostatin hicbir inkiibasyon siiresinde, bu doz
araliginda, 293 T hiicrelerinde istatistiksel agidan onemli kabul edilebilecek sitotoksik
etkiler sergilememistir. Endostatinin en yiiksek dozu olan Ipg/mlI’nin uygulandigi
hiicrelerde 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda hiicre canliligimi % 89,8 olarak
hesaplanmistir. 48 ve 72 saatlik periyotlarin sonunda ise 293 T hiicrelerinde hesaplanan
canlilik orani sirasiyla % 92,6 ve % 94,7 olarak saptanmistir. Benzer sekilde, endostatin
MDAMB 231 hiicrelerinde hi¢bir dozda ve inkiibasyon siiresinde sitotoksik etkiye

neden olmamustir.

Her iki hiicre hattinda da elde edilen bulgular, endostatinin bu hiicrelerde de bifazik
doz-yanit egrisi olusumuna neden oldugunu diisiindiirmektedir. Yukarida da belirtildigi
gibi endostatin etkisi doz ve zamana hassas sekilde baglidir. Her ne kadar endostatin
olabildigince diisiik konsantrasyonlarda kullanilmak istense de elde edilen bulgular

endostatin konsantrasyonunun degistirilmesi gerektigini gdstermektedir. Bu nedenle
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Spug/ml ve 31.25ng/ml arasinda, yari yariya diliisyon ile hazirlanan yeni dozlarda

endostatinin etkisi tekrar aragtirilmigtir.

Endostatin 5pg/ml-31.25ng/ml arasinda denenen dozlarin higbirinin 24,48 ve 72
saatlik inkiibasyon siireleri sonunda kontrol grubuna oranla 293 T hiicrelerinde
sitotoksik bir etki gostermedigi saptanmigti. Ancak, MDAMB 231 hiicre hatti igin
24,48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda endostatinin en yiiksek ti¢ dozda hiicre

canliligini 6nemli 6l¢ilide azalttigi gozlenmistir.

Endostatinin insan umblikal damar endotel hiicreleri (HUVEC) iizerinde 24 ve 48
saatlik inkiibasyon siireleri sonunda sadece Sug/ml’lik dozu hiicrelerde sitotoksik bir
etki gOstermistir. 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 5 ve 4pg/ml’lik endostatin
uygulamasinin hiicrelerde 6nemli sitotoksik etkiler gosterdigi saptandi. Endostatin

HUVEC hiicrelerinde zamana bagli olarak sitotoksik etkilere yol agmustir.

Bugiine kadar yapilan birgok ¢alismada, Endostatin’in in vitro kosullarda timor
hiicrelerinin proliferasyonu iizerine herhangi bir etki yaratmadig: belirtilmistir. Jing ve
arkadaslarinin yaptig1 calismada endostatinin kolon kanser (CD26) ve damar endotel
hiicrelerinin (HUVEC) proliferasyonu tizerindeki etkisi aragtiritlmigtir. Endostatin geni
CD26 hiicrelerine klonlanmis, endostatin ekspre eden CD26 hiicrelerinin biiyliimesinde
dort giin sonunda bile bir inhibisyon saptanamamistir. Endostatin geninin klonlandigi
CD 26 kolon kanser hiicrelerinin biiytitiildiigi besiyeri toplanip HUVEC hiicreleri
tizerine eklenmis ve HUVEC hiicrelerinin proliferasyonunun 6nemli 6l¢iide inhibe ettigi
saptanmigtir. Timor hiicrelerinin koken aldiklar1 dokuya bagl olarak anti-anjiogenik
terapiye verecegi yanit degisir. Indraccolo ve arkadaslar1 endostatinin in vitro sartlarda,
MCF7 ve MDA-MB435, insan meme kanser hiicre hatlarinin proliferasyonu iizerinde
onemli bir etki yaratmadigini saptamislardir (Indraccolo vd 2002). 293 T bdbrek epitel
hiicrelerinden sentezlenen endostatin hiicrelerin besiyerinden toplanmig ve daha sonra
BT4C si¢an glioma hiicrelerine uygulanmistir. Endostatin bu hiicre hattinda da in vitro
kosullarda biiyiimeyi durdurucu ya da sitotoksik bir etki yaratmamistir. /n vitro hiicre
canlilik testleri endostatinin tiimor hiicreleri tlizerine dogrudan bir etki yaratmadigini

gostermektedir. Tiimor hiicrelerinde apoptoz ya da nekrozun, timér kan dolasiminda
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meydana gelen azaltma sonucunda ortaya ¢ikan ikincil bir etki oldugu diigiiniilmektedir.
Endostatinin tiimor hiicreleri tizerinde proliferasyonu inhibe etmedigi ortaya konmustur.
Bu bulguyu ortaya koyan ¢alismalarda endostatin rekombinant olarak kullanilmistir ve
rekombinant proteinlerin in vitro kosullarda oldukc¢a dayaniksiz oldugu ve antitimor
etkinin ortaya c¢ikmast i¢in olduk¢a yiiksek dozlarda kullanilmast gerektigi
bilinmektedir. Endostatin gibi antianjiojenik ajanlar dogrudan tiimérii hedef almadig
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 biiytimelerinde bir inhibisyon saptanmamistir. Ancak bu
genin ekspresyonu sonucu olusan endostatin in vivo kosullarda timor biiylimesini
inhibe etmistir (Dhanabal 1999, Feldman vd 2001)

Calismamiz endostatinin 4 pg/ml lik dozda ve 72 saatlik inkiibasyonda tek basina in
vitro insan meme kanser hiicrelerinde sitotoksik etki gdsterdigini ortaya koymaktadir.
Endostatin anti-anjiogenik bir ajandir ve in vivo da bu 6zelligi ile anti-tiimoral etki
yaratmaktadir. /n vitro kosullarda ise bu ¢alismada kullanilan rekombinant endostatin 4

png/ml lik dozda oldukga 6nemli sitotoksik aktivite sergilemistir.

Hajitou ve arkadaslari yaptiklari calismalarinda endostatinin in vitro kosullarda
EF43.fgf-4 fare meme kanser hiicre hattinda VEGF ekspresyonunu baskiladigini ortaya
koymuslardir. Bu sonug endostatinin yalnizca endotel hiicreler iizerine degil dogrudan
kanser hiicrelerine de etki edebilecegini gostermektedir. Endostatinin tiimor hiicreleri
tizerine dogrudan yaptigi bu etki VEGF nin transkripsiyonel regiilasyonu sayesinde
ortaya cikmaktadir. Endostatin tiimor hiicrelerinde yalmzca VEGF ekspresyonunu
diizenlerken endotel hiicrelerde hiicre dongiisii ile ilgili ve apoptozu diizenleyici bir¢ok
genin ekspresyonunu etkiledigi bilinmektedir. Bu nedenle de endotel hiicreler iizerinde
daha fazla etki gostermektedir (Hajitau vd 2002). Ancak, g¢alismamiz sonucunda
endostatinin endotel hiicrelerde doza ve zamana bagli olarak segici bir toksisite yarattigi

ortaya konmustur.

Kombine halde uygulandiklarinda, vinorelbin ile pozitif sonuglar veren bazi

kemoterapotik ilaglar arasinda paklitaksel (Romero vd 1999, Martin vd 2000, Polyzos
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vd 2003, Bouillet vd 2004), doksataksel (Kornek vd 2001, Vassilomanolakis vd 2003,
Mayordomo vd 2004), doksorubisin (Hochster vd 2001, Pawlicki vd 2002), epirubisin
(Vici vd 2002, Frontini vd 2005), mitoksantron (Llombart-Cussac vd 1998, Onyenadum
vd 2005), mitomisin (Colleoni vd 1997, Bourgeois vd 1998), gemsitabin (Lobo vd
2003,Gennetas vd 2005), 5-florourasil (Zambetti vd 2000, Pienkowski ve Jagiello-
Gruszfeld 2001), sisplatin (Vassilomanolakis vd 2000, Chehal vd 2004, Mustacchi vd
2002), ifosfamide (Leone vd 1996, Campisi vd 1999) ve kapesitabine (Kouroussis vd
2004, Welt vd 2005) yer almaktadir. Vinorelbin bir ¢ok kemoterapétik ajan ile kombine
halde kullanilmistir, ancak bugiine kadar antianjiogenik bir ajan ile kombinasyonunu
isaret eden bir c¢alismaya rastlanmamistir. Buradan yola c¢ikarak ¢alismamizda
endostatin ve vinorelbinin insan meme kanser hiicrelerindeki olasi sinerjistik etkileri

degerlendirilmistir.

Kombine tedavilerden elde edilecek basari, iki farkli tedaviyi dogru siralamaya ve
uygun dozlarda uygulamaya baglidir. Bu baglamda test edilen ajanlarin ya da terapilerin
hiicre ilizerinde ne gibi etkiler yaratabilecegi 6nceden diisliniilmeli ve ardindan tedavi
kombinasyonu diizenlenmelidir. Bu nedenle c¢aligmamizda endostatin ve vinorelbin
uygulamalari, 6nce endostatin ve ardindan vinorelbin ve tam aksi sekilde uygulandigi
gibi, bu iki ajan ayn1 anda uygulanarak hiicrelerde yarattiklar1 sitotoksisite
degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular 1s181inda, ilaglarin uygulama sirasinin

kombinasyonun verimliligini degistirmedigi ortaya konmustur.

Yapilan doz tarama ¢aligmalarini takiben ilk asamada belirlenmis olan; 3,90 ng/ml-
Ipng/ml araliginda denenen dozlar, 96 kuyucuklu plak {izerindeki 293T ve MDAMB 231
hiicrelerine iki ilacin kombine edilmesi seklinde 24,48 ve 72 saatlik inkiibasyon
siirelerinde uygulandi. Bu dozlarda endostatin sitotoksik olmasa da, vinorelbinin
hiicreler lizerindeki sitotoksisitesi lizerine nasil bir etki yaratacagini saptamak amaci ile
yapilan kombinasyonlar degerlendirildiginde; iki ilacin kombinasyonu sonucu elde
edilen degerler ile ilaglarin kendi kontrol degerleri kiyaslandiginda herhangi bir
etkilesim olmadig1 saptanmistir. 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri sonucunda
elde edilen tiim veriler birbirileri ile benzerlik gostermektedir. Bagka bir ifade ile, bu

dozlarda hazirlanan kombinasyonlarin herhangi bir sinerjizme yol ag¢madigi
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gosterilmistir.  Kombinasyon ¢alismasi, vinorelbinin  dozlar1  degistirilmeden,
endostatinin doz taramasinda sitotoksik bulundugu dozlar olan 5pg/ml-31.25ng/mi
arasinda degistirilerek tekrarlandi. Hazirlanan yetmis farkli kombinasyon, ilaglarda
oncelik gozeterek ve gbzetmeden, hiicreler {izerine uygulandi. Tiim inkiibasyon siireleri
g6z Oniine alinarak degerlendirilen deney sonuglarina gore, endostatinin 4 pg ve
vinorelbinin 1 pg’lik dozlart kullanilarak yapilan deneyde 72 saatlik inkiibasyondan
sonra ilaglarin sinerjistik etki gosterdigi saptandi. Ilaglarin uygulama dnceligi ve/veya es

zamanli uygulamasi deney sonuglarinda bir degisiklik yaratmadi.

Calismamizda vinorelbin (1 pg) ve endostatin (4 pg) birbirleri lizerinde sinerjistik
etkiler yaratmistir. Endostatin in vitro meme kanserlerinde ilk kez vinorelbin ile
kombine kullanilmis ve vinorelbinin sitotoksik etkisini 6nemli Olg¢iide arttirmistir. Bir
¢ok arastirmacinin aksine, bulgularimiz endostatinin MDAMB 231 meme kanser hiicre
hattinda, optimum dozda kullanildiginda, 6nemli bir sitotoksik etki yarattigini1 net bir
sekilde ortaya koymaktadir. Calismamiz bulgulari arasinda onemle belirtilmesi gereken
bir nokta da sudur ki: vinorelbin (1 pg) ve endostatin (4 pg) kombine olarak
uygulandiginda MDAMB 231 hiicrelerinde sinerjistik etkilere neden olurken, 293 T
hiicreleri iizerinde bir sinerjizim yaratmamistir. Bu dozlar kullanilarak hazirlanan
kombinasyonlarda hiicre 6liim orani, ilaglar tek tek kullanildigi zaman elde edilen
degerlerden daha diisiiktiir. Bu demektir ki, bu ikili kombinasyon secici bir toksisite

sergilemekte ve epitel hiicrelerinde toksik yanitlar olusturmamaktadir.

Endostatin hiicre igi Ca™ ve Mg* seviyelerini p53 ya da Bcl-2 gibi genlerin
aktivitesini degistirerek endotel hiicrelerde apoptozu tetikler (Qesada vd 2006). Bu
noktadan yola ¢ikarak endostatinin (4 pg/ml) meme kanser hiicreleri lizerinde yarattigi

sitotoksik etkinin apoptoz yolu ile olup olmadig: arastirilmistir.

Endostatinin ve vinorelbinin sitotoksik aktivitelerini apoptoz indiiksiyonu ile
gerceklestirip gergeklestirmedigi kaspaz -2,-3,-6,-8 ve -9 enziminlerinin aktivitelerinde
degisikligin kolorimetrik olarak tespit edilmesi ile ortaya konmustur. Kaspazlar
hiicreden alinan igsel ve digsal sinyallere bagl olarak koordineli bir sekilde aktive olur.

Ancak hiicrenin 6lim emrini son olarak ileten Kaspaz-3’diir ve bu nedenle
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ekspresyonundaki artis hiicrenin mutlak suretle apoptoza ugramasma neden olur

(Heemst vd 2007).

72 saatlik inkiibasyon periyodu sonunda ve hiicreler lizerinde sitotoksik etkiler
yaratan dozlarda endostatinin (4 pg/ml) ve vinorelbinin (I pg/ml), kaspaz
enzimlerinden -2,-3,-6,-8 ve-9 aktivitesi lizerindeki etkileri arastirilmisti. MDAMB
231 hiicre hattinda 72 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda, 4 pg/ml endostatin
uygulamasi, kontrol grubuna oranla, kaspaz-2 enzim aktivitesinde 1.23, kaspaz-3
enzim aktivitesinde 1.96, kaspaz-6 enzim aktivitesinde 0.36, kaspaz-8 enzim
aktivitesinde 3,34 ve kaspaz-9 enzim aktivitesinde 16 kat artisa neden olmustur. Ayni
hiicrelerde ve inkiibasyon siiresi sonunda, vinorelbin ise kaspaz-2 enzim aktivitesinde
5.99, kaspaz-3 enzim aktivitesinde 6.63, kaspaz-6 enzim aktivitesinde 3.02, kaspaz-8
enzim aktivitesinde 1.68 ve kaspaz-9 enzim aktivitesinde 18 kat artisa neden olmustur.
iki ilag birlikte uygulandiginda ise kontrol grubuna oranla, kaspaz-2 enzim aktivitesinde
1.45, kaspaz-3 enzim aktivitesinde 1.34, kaspaz-6 enzim aktivitesinde 0.14, kaspaz-8
enzim aktivitesinde 0.2 ve kaspaz-9 enzim aktivitesinde 10.95 kat artisa neden olmustur.
293T hiicre hattinda 72 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda, 4 pg/ml endostatin
uygulamasi, kaspaz-2 enzim aktivitesinde 1.23, kaspaz-3 enzim aktivitesinde 1.29,
kaspaz-6 enzim aktivitesinde 1.14, kaspaz-8 enzim aktivitesinde 1.48 ve kaspaz-9 enzim
aktivitesinde 2.66 kat artisa neden olmustur. Ayni hiicrelerde ve inkiibasyon siiresi
sonunda, vinorelbin ise kontrol grubuna oranla, kaspaz-2 enzim aktivitesinde 4.9,
kaspaz-3 enzim aktivitesinde 15.77, kaspaz-6 enzim aktivitesinde 5.65, kaspaz-8 enzim
aktivitesinde 16.37 ve kaspaz-9 enzim aktivitesinde 15.72 kat artisa neden olmustur. iki
ilag birlikte uygulandiginda ise kontrol grubuna oranla, kaspaz-2 enzim aktivitesinde
1.93, kaspaz-3 enzim aktivitesinde 2.68, kaspaz-6 enzim aktivitesinde 2.06, kaspaz-8

enzim aktivitesinde 2.50 ve kaspaz-9 enzim aktivitesinde 5.15 kat artisa neden olmustur.

Dhanabal ve arkadaglarinin yaptigi calismada NIH3T3 fibroblast, A10 diiz kas, H9¢2
(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 higbir apoptotik Ozellikte degisme gozlenmemistir. Aynmi ¢alismada apoptoz
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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. Yalmizca NIH3T3
fibroblastlarinda kaspaz-3 aktivitesi 6nemli sekilde degismistir (Dhanabal vd 1999). Bu
calismada da endostatin endotel olmayan hiicrelerde kaspaz enzim aktivitesinde artisa

neden olmustur.

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

etkiyi artan doz skalasindaki hi¢bir dozda sergilememistir.

Yapilan doz tarama ve kombinasyon caligmalarini takiben, endostatinin (4 pg/ml),
vinorelbinin (1 pg/ml) ve her iki ilag kombinasyonunun (4pg/ml+1 pg/ml), 239 T hiicre
hattinda TNF-a protein miktar1 {izerine olan etkileri incelenmistir. Vinorelbinin 1
ug/ml’lik uygulanmasinda kontrole kiyasla, TNF-a miktar1 2,45 kat artarken, tek basina
endostatinin 4 pg/ml’lik uygulamasinda TNF-o miktar1 0,346 kat artmustir.
Kombinasyon (4pg/ml+1 pg/ml), ise bu hiicrelerde TNF-o miktarim1 1,04 kat
arttirmisti. MDAMB 231 hiicre hattinda 72 saat sonunda TNF-a miktar1 vinorelbinin 1
png/ml’lik uygulanmasinda 4,99 kat, endostatinin tek basma 4 pg/ml’lik uygulamasinda
25,55 kat ve kombinasyon sonrasinda ise 17,5 kat artmis oldugu saptandi.

Gliniimiize kadar yapilan birgok c¢aligmada endostatinin anti-anjiogenik etkisini
dogrudan tiimor hiicreleri lizerine etki ederek degil, tiimoriin etrafinda yeni damar
olusturmak {izere toplanan endotellerin proliferasyonu, invazyonu iizerinde apoptotik
etki saglayarak gergeklestirdigi ortaya konmustur. Ancak c¢alismamizda titizlikle
yiiriitillen deneyler sonucunda, endostatinin MDAMB 231 meme kanser hiicreleri

tizerine dogrudan sitotoksik etki yarattig1 ortaya ¢ikarimistir.
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Apoptoz mekanizmasinin son duragi olan kaspaz-3 proteinindeki artig, hiicrelerin
6liim mekanizmasi olarak apoptozu kullandiginin bir géstergesidir. Bu baglamda elde
ettigimiz western-blot goriintiileri degerlendirildiginde, sitotoksite deneylerinde elde
edilen sonuglara paralel olarak; MDAMB 231 hiicrelerinde kaspaz-3 protein miktarinin

en fazla vinorelbin uygulamasinda artmis oldugu goriilmektedir.

Tek basina endostatin ve endostatin ile vinorelbin kombinasyonunun uygulamasinda
293 T hiicrelerinde kaspaz-3 protein miktar1 artmazken, yine bu hiicrelerde vinorelbin
uygulamasinda, vinorelbin sitotoksik oldugu icin kaspaz-3 protein miktarinda énemli

bir artisa neden oldugu gozlenmistir.

Sekil 4.32°de de goriildiigi gibi, MDAMB 231 hiicrelerinde TNF-o protein miktari
kontrol grubuna oranla en fazla endostatin uygulamasinda artmistir. Vinorelbin ile
kiyaslandiginda, endostatinin  TNF-o miktarinin daha fazla artmasina yol agtigi
goriilmektedir. Tek bagina endostatin uygulamasi ile kombine tedavi uygulamasini
karsilastirdigimizda; protein miktarinda onemli bir degisiklik gozlenmedigi i¢in bu

artisin endostatine bagli oldugunu diisiinmekteyiz.

Endostatin 293 T hiicrelerinde sitotoksik etki yaratmadigi i¢in TNF-o miktarinda da

kaydadeger bir artis gozlenmemistir.

Hiicrelerin digsal yolag: kullanarak apoptoza gittiklerinin bir gostergesi de TNF-a ve
TRAIL miktarindaki artigtir. Endostatin uygulanmis MDAMB 231 hiicrelerinde; TNF-a
miktarindaki artisa paralel olarak TRAIL proteininde de bir artis gozlenmistir. Tiim
sitotoksite testleri ve western-blot sonuglar degerlendirildiginde, endostatinin MDAMB
231 hiicrelerindeki sitotoksik etkiyi TNF-o ve TRAIL proteinlerini arttirarak ortaya
koydugu gosterilmistir.

Endostatinin bugiline kadar aydinlatilan etki mekanizmalar1 arasinda, apoptozun
digsal yolagini tetikleyerek hiicreler lizerinde sitotoksik etki yarattigini gosteren bir
kanit bulunmamaktadir. Bu baglamda sonuglarimizin bilim diinyasina, endostatinin

mekanizmasina dair yeni bir bakis agis1 getirecegini umut etmekteyiz.

86



6. SONUC
Tim bu verilerle birlikte;

1. Tez kapsaminda gerceklestirilen sitotoksisite test sonuglarima gére; MDAMB 231
hiicre hattinda endostatin 4 pg/ml’lik dozda 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda

sitotoksik etki gdstermistir.
2. 1lk defa, endostatinin TNF-a proteini ile olan iliskisi ortaya ¢ikariimistur.

3. Endostatinin endotel hiicreler tizerindeki sitotoksik etkisini isaret eden bir¢ok calisma
bulunmaktadir. Ancak endostatin, ¢alismamizda bu hiicrelerde doza ve zamana bagh

olarak sitotoksik etki sergilemektedir.

4. Endostatinin timor hiicrelerinde sitotoksik etkiler sergilemedigini isaret eden
calismalarin aksine, optimum doz saptandiginda endostatin insan meme kanser
hiicrelerinde TNF-o miktarinda artisa yol acarak sitotoksik etkiler sergilemistir.
Endostatinin etki mekanizmasinda kullanilanacak dozun ne denli 6nemli oldugu

calismamizin en 6nemli sonuglarindan bir tanesidir.

5. Endostatin TNF-a proteininin miktarmi arttirdigi gibi, 6lim reseptorlerinden bir
tanesi olan TRAIL protein miktarini da artirmaktadir. Bu baglamda, endostatinin kanser
hiicrelerinde yarattig1 sitotoksik etki apoptoz mekanizmasinin digsal (hiicre membran)
yolagini tetikleyerek olabilecegini diistinmemize neden olmustur. Bunu dogrulamak i¢in
yapilacak caligma, bu mekanizmada bir alt kademe proteini olan Bid’in protein

miktarinin belirlenmesi bir sonraki basamak olarak degerlendirilebilir.

6. 11k kez calismamizda endostatin ve vinorelbin kombine halde meme kanser hiicreleri
tizerine uygulanmistir. Endostatin, vinorelbinin epitel hiicreler {izerinde yarattig toksik

yanit1 baskilayarak bu hiicrelerin canliligini tetiklemistir.
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