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OZET

FENRETINIDE MOLEKULUNUN ANJIYOGENEZ iLE ILISKiLI
MIKRORNA’LAR UZERINDEKI ETKISININ ARASTIRILMASI

Elif Is1l YUCEL
Yiiksek Lisans Tezi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dal1
Tez Danismani: Prof. Dr. Mehmet SAHIN
Haziran 2019, 66 sayfa

Anjiyogenez cesitli fizyolojik ve patolojik kosullarda rol oynayan yeni damar olusum
prosesidir. Bu siire¢ organizmadaki pro-anjiyogenik ve anti-anjiyogenik mediatorler
arasindaki denge ile kontrol edilmektedir. Solid tiimoriin bilylimesi ve metastazi igin
anjiyogeneze ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle, kanserlerde anti-anjiyogenik tedavi
yaklagimu ilgi ¢ekici bir secenek olarak goriilmektedir. Fenretinide sentetik bir retinoik
asit analogu olup anjiyogeneze karsi etkileri birka¢ calismada bildirilmesine ragmen
molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmasi yoniinde eksikler bulunmaktadir. Bu nedenle,
bu caligmada fenretinide molekiiliiniin anjiyogenez ile iliskili bazi miRNA’lar ve
CDHS, FOXM1 ve eNOS genleri iizerindeki etkilerini arastirmak amag¢lanmistir. Ayrica
bu molekiiliin HUVEC hiicre proliferasyonuna, hiicre migrasyonuna ve kapiller benzeri
tiip olusumuna etkileri gosterilmistir. Calismamizda 24 ve 48 saatlik siirelerde hiicrelere
uygulanan fenretinide molekiiliiniin doza bagli olarak hiicre proliferasyonunu, hiicre
migrasyonunu ve tiip olusumunu baskiladig1 goriilmiistiir. Fenretinide’nin miRNA’lar
ve belirtilen genler iizerine etkilerini incelemek i¢in, 1 uM ve 5 uM konsantrasyonlar ile
muamele edilen hiicrelerden total RNA izolasyonu yapildi. Bu RNA’lar ile
gerceklestirilen es zamanlt PCR analizi sonucunda, miR-10b’nin anlamli olarak
azaldigl, miR-126’nin ise arttig1 tespit edilmistir. Ayrica, ¢aligmamizda fenretinide ile
muamele edilen endotel hiicrelerinde CDHS, FOXM1 ve eNOS genlerinin seviyelerinde
anlaml bir diisiis oldugu goriilmiistiir. Yaptigimiz bu ¢alisma, fenretinide molekiiliiniin
anjiyogenez tzerine gosterdigi baskilaciyic1 rollerinin molekiiler mekanizmasini
aydinlatmak igin literatiire destek olabilecektir.

Anahtar sozciikler: Anjiyogenez, Fenretinide, CDHS, eNOS, FOXM1, miRNA



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF FENRETINIDE MOLECULE ON
miRNAs KNOWN TO BE EFFECTIVE IN ANGIOGENESIS

Elif Is1l Yiicel
Master of Science Department of Medical Biology
Supervisor Prof. Dr. Mehmet SAHIN
June 2019, 66 pages

Angiogenesis is a new vessel formation process that plays a role in various
physiological and pathological conditions. This process is controlled by the balance
between pro-angiogenic and anti-angiogenic mediators in the organism. Angiogenesis is
needed for the growth and metastasis of solid tumor. Therefore, the anti-angiogenic
treatment approach is seen as an interesting option in cancers. Fenretinide is a synthetic
retinoic acid analog and its effects against angiogenesis has been reported in several
studies but there are deficiencies in the elucidation of its molecular mechanism. In this
study, we aimed to investigate the effects of the fenretinide molecule on some miRNAs
and CDHS5, FOXMI and eNOS genes associated with angiogenesis. In addition, the
effects of this molecule on HUVEC cell proliferation, cell migration and capillary-like
tube formation were shown. In our study, it was observed that the fenretinide molecule
applied to the cells in 24 and 48 hour periods suppressed cell proliferation, cell
migration and tube formation depending on dose. Total RNA was isolated from cells
treated with 1 uM and 5 uM concentrations to investigate the effects of fenretinide on
miRNAs and indikatalog noed genes. As a result of simultaneous PCR analysis which is
made with these RNAs, it was found that miR-10b decreased significantly and miR-126
increased. In addition, in our study, a significant decrease was observed in the levels of
CDHS, FOXMI1 and eNOS genes in endothelial cells treated with fenretinide. This
study may support the literature to illuminate its molecular mechanism of suppressor
roles of the fenretinide molecule on angiogenesis.

Key words: Angiogenesis, CDHS5, eNOS, Fenretinide, FOXM1, miRNA



1. GIRIS ve AMAC

Anjiyogenez, yeni kan damarlarimin olustugu temel fizyolojik bir siirectir. Yara
tyilesmesi, biiylime, folikiil gelisimi, menstrual dongii ve hamilelikte implantasyon gibi
bir¢ok fizyolojik durumda gereklidir (1). Anjiyogenez sadece fizyolojik kosullar altinda
degil, diyabetik retinopati, romatoid artrit ve kanser gibi ¢esitli hastaliklarda da 6nemli
bir biyolojik siirectir (2). Anjiyogenezin normal kosullar altinda sik1 bir kontrolii vardir.
Gereken kosullarda, kisa siireligine aktive edilir ve daha sonra tekrar baskilanir.
Boylece, kontrolsiiz damar olusumu engellenmeye calisilir. Fakat patofizyolojik
durumlarda bu kontrol aksayabilmektedir (1).

Anjiyogenezi uyaran bircok biyokimyasal molekiil tanimlanmistir (3). Ornek olarak;
vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) ailesinin iyeleri, anjiyopoietinler,
transforme edici biiyiime faktorleri (TGF), trombosit kokenli biiytime faktorii (PDGF),
tiimor nekrozis faktor-a (TNF-a), interlokinler (IL) ve fibroblast biiyiime faktorii (FGF)
ailesinin yelerini verebiliriz. Vaskiiler endotelyal biiyiime faktori-A (VEGF-A)
bugiine kadar etkisi en iyi bilinen pro-anjiyojenik proteindir (4). Endotel hiicrelerin
proliferasyonunu, filizlenmesini ve tiip olusumunu uyarir (2). Pro-anjiyogeniklerin yani
sira anjiyogenezi inhibe eden anti-anjiyogenik olarak bilinen biyokimyasal molekiiller
de mevcuttur. Bu molekiillerden en iyi bilineni angiostatindir (4). Plazminojenin
proteolitik bir parcasi olan angiostatin, endotelyal hiicreler iizerinde giiglii bir
antiproliferatif etkiye sahiptir. Bu peptidin farelerde primer tiimorlerin biiylimesini
baskiladig bildirilmistir (3).

Tiimor biiylimesi ve metastaz anjiyogeneze baghdir (2). Bir tiimor, biiylimek i¢in yeni
kilcal kan damarlarinin olusumunu siirekli olarak uyarir. Ayrica, bir tiimore gomiilen
yeni kan damarlari, timor hiicrelerinin dolagima girmesini ve karaciger, akciger, kemik
gibi uzak dokulara metastaz yapmasi i¢in bir ag gecidi saglar (1).

Tiimore besin ve oksijen desteginin kesilmesi i¢in anjiyogenezi baskilamaya yonelik
olarak drnegin, bevacizumab (Avastin®), Sunitinib (Sutent®) ve Pazopanib (Votrient®)
gibi ilag¢ tedavileri kullanilmaktadir (5, 6, 7). Kullanilan bu ilaglarin sinirlt etkinlikleri

ve ilaca gelistirilen direng heniiz asilmamis zorluklar olarak karsimiza ¢ikmaktadir (4).



Bu ylizden farkli anjiyogenez inhibitdrleri yogun olarak arastirilmaktadir. Anjiyogenez
biyolojisinin daha iyi anlagilmasi ile yeni inhibitorlerin kesfi miimkiin olabilir ve bu
karmasik stiregle iliskili kanser tedavisinde yeni hedefler ortaya ¢ikabilir (4).

Insan genomunun sadece yaklasik %2’si protein kodlamaktadir. Geri kalan kodlamayan
kismin bir boliimiiniin epigenetik diizenleyiciler olarak davrandigi bilinmektedir.
MikroRNA (miRNA)’lar, genom {izerinde protein kodlamayan bdlgelerdeki RNA
genlerinden transkripsiyonu saglanan, fakat proteine translasyonu gerceklesmeyen,
fonksiyonel RNA molekiilleridir (8). Kisa RNA’lar olarak bilinen miRNA’lar yaklasik
18-24 niikleotid uzunlugunda tek zincirli kodlamayan RNA’lardir. Hedefledikleri
genlerin mRNA’larinin 3'-UTR ya da 5-UTR (translasyona ugramayan bdlge;
untranslatied region) bolgesiyle etkili bir baz eslesmesi yaparak, mRNA’nin yikimina
ya da proteine cevrilmesinin (translasyon) baskilanmasina sebep olurlar (8, 9).
miRNA’lar hiicre ¢ogalmasi, gelisim ve farklilasma, anjiyogenez, hiicre metabolizmast,
kromatin yapisinin modiilasyonu, transkripsiyon ve translasyon sonrasi siireclerin
diizenlenmesi ve epigenetik modifikasyonlar gibi hiicresel ve molekiiler biyolojik
stireclerinin hemen hemen her alaninda diizenleyiciler olarak yer alirlar (10)
Fenretinide, sentetik olarak {retilmis bir retinoik asit analogudur. Retinoik asit
izomerleri gelisimde ve hiicre farklilasmasinda rol oynayan niiklear hormon reseptor
ligandlaridir (11).

Etkilerini retinoik asit reseptorleri ve retinoid X reseptorler (RAR/RXR) iizerinden
gergeklestirirler. Sentetik olarak {iretilmis tiirev bir molekiil olan fenretinide’nin, meme
kanserinde anti-proliferatif o6zelliginin oldugu kanitlanmis ve anti-anjiyogenik
olabilecegi bazi caligmalar ile desteklenmistir (11, 12, 13, 14). Fenretinide 6zellikle
timor anjiyogenezini engellemekte ve tiimor biiylimesini yavaglatarak ilerlemesini
baskilamaktadir (11).

Yapilan az sayidaki ¢alisma ile fenretinide molekiiliiniin kapiller benzeri tiip olusumu,
hiicre proliferasyonu ve hiicre gociinii baskilayict 6zelligi bildirilmistir (15,16).
Fenretinide, giiniimiizde prostat kanserine kars1 kemopreventif olarak ve kontralateral
meme kanseri geligsme riski olan kadinlarda, oral olarak kullanilmaktadir.

Bu molekiill, RAR’a baglanir ve reseptorii aktive eder, bdylece bazi tiimor hiicre
tiplerinde hiicre farklilagmasini ve apoptozisi indiikleyebilmektedir. Bu reaktifin ayrica
anjiyogenezle iligkili biiyiime faktorlerini ve reseptorlerini modiile ederek, tiimor
biiyiimesini inhibe ettigi ve retinoid reseptorden bagimsiz apoptotik oOzellikler

sergiledigi de gosterilmistir (17).



Bircok miRNA’nin pro-anjiyogenik ve anti-anjiyogenik ozellikleri bulunmus olup,
biiyiik bir kisminmn ise etkileri hila arastirilmaktadir. Ornegin, miR-9 endotelyal
hiicrelerde, pro-anjiyogenik oldugu kanitlanmis, nadir c¢alisilan miRNA’lardan biridir
(18). Bununla beraber, en ¢ok arasgtirma anti-anjiyogenik miRNA’lar {izerinde
yapilmistir. Bunlardan bazilart miR-206, miR-126, miR-29c, let-7a ve miR-340’ dur
(19, 20, 21, 22, 23).

Bu calismada, fenretinide molekiiliiniin anjiyogenezdeki etkileri ortaya konulmus
miRNA’lar iizerindeki etkileri ve eNOS, FOXM1 ve CDHS5 genleri iizerinde etkileri

gosterilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.Anjiyogenez

2.1.1. Anjiyogenez nedir?

Besin maddelerinin ve oksijenin dokulara ve hiicrelere ulastirilmasi ve canlilarin
metabolik faaliyetlerinin ger¢eklesmesi icin genis bir damar agina ihtiyac¢ vardir (24).
Kan damarlari, viicuttaki islevlerini yansitan farkli morfolojik yapilara sahip arterler,
venler ve kilcal damarlar olarak diizenlenirler (24).

Vaskiiler sistem iki farkli siirecte gerceklesir: vaskiilojenez ve anjiyogenez (25). Kan
damar sisteminin ortaya ¢ikmasi olarak bilinen vaskiilojenez, embriyogenezdeki en
erken olaylardan biridir (3). Erken embriyonik gelisim sirasinda, mezodermal hiicreler
gelisimin ilerki safhalarinda endotelyal hiicreleri olusturacak olan anjiyoblastlara
dontisiirler. Anjiyoblastlar ise kan damarlarinin olusumuna yol acan hematopoietik ve

endotelyal hiicrelerin progenitorleri olan hemanjiyoblastlara doniisiirler (26).

Tablo 1: Anjiyogenezin fizyolojik mekanizmasi

Basal Membran Yikimi

'

Endotelyal Hiicrelerin Go¢ii

'

Liimen Olusumu

'

Basal Membran Uretimi

'

Anastomoz Olusumu

!

Kan Akist

Yetigkinlerde yeni kan damarlarinin biiylimesi arteriyogenez ve anjiyogenez ile

meydana gelmektedir (1,3).



Arteriyogenez, kollateral damarlarin biiylimesi olarak tanimlanirken anjiyogenez ise var
olan kan damarlarindan yeni damarlar olugmasi olarak tanimlanmaktadir (1,3).
Karmagik bir mekanizmaya sahip olan anjiyogenez siireci filizlenme yoluyla veya
filizlenme gerceklesmeksizin iki sekilde gergeklesir (27).

Filizlenme olmadan gerceklesen anjiyogenez mekanizmalar ile ilgili fazla bir bilgi
olmamasina ragmen, var olan kan damarlarindaki endotel hiicrelerinin ¢ogalmasi ve
ekstraseliiler matriksin yeniden olusumu ile gerceklesmesi olarak bilinir (28). Bu
siirecin sonucunda varolan damar ikiye ya da daha ¢ok kilcal damarlara bdliiniir. Bu
anjiyogenez mekanizmasi genelde organogenez esnasinda akcigerde goriiliir (28).
Filizlenme ile ger¢eklesen anjiyogenezin baslangici, bazal membrant olusturan
proteoglikanlar (heparan siilfat vb.) ve glikoproteinler (lamin, kollajen) gibi bilesenlerin
proteaz enzimleri ile yikimi ile baglar (29). Membrandaki hiicrelerde bir ¢ogalma
meydana gelmesi i¢in endotel hiicreleri uyarilir. Normal zamanda, yayilma gostermeyen
ve tek tabaka olusturan endotel hiicreleri, anjiyogenez esnasinda yayilma gosterirler
(Tablo 1 ve S$ekil 1) (30). Hasarli veya normal dokuda salgilanan anjiyogenik biiylime
faktorleri, yakin dokulara difiize olur (31).

(1) Anjiyogenik 2) Endotel (&) Proliferasyon ve (4) Liimen olusumu (5) Olgunlasma
uyartlar

aktivasyonu migrasyon ve adaptasyon

X HFta
> VEGF

5rug Discovery Toda}

Sekil 1. Anjiyogenez asamalar1 (32).

Endotelyal hiicreler, yeni damar olusumundaki temel hiicrelerdir. Perisitler ve endotel
hiicreleri bir araya gelerek kapiller damarlarin duvarlari olustururlar ve bunun i¢in
gerekli olan genetik bilgiyi tasirlar (1,33). Anjiogenik biiyiime faktorleri, var olan

damarlarin endotel hiicrelerindeki kendilerine 6zgii reseptorlerine baglanirlar (26).



Reseptore baglanan biiylime faktorleri tarafindan aktiflestirilen proteolitik enzimler,
endotel hiicrelerin ve bazal membranin diizenini saglayan ekstraseliiler matriks (ECM)
yapisinin yikilmasini saglarlar. ECM ile etrafindaki endotel hiicrelerinden salgilanan
bir¢ok biiylime faktorii ve buralardaki reseptorleri ile sitokinler, anjiyogenezde 6nemli
rollere sahiptirler (31). ECM’nin yikimindan sonra, endotel hiicrelerin uyarimi ve
kapiller filizlenme meydana gelir (30). Anjiogenik uyar1 ile olusturulan proteolitik
yikimdan hemen sonra endotel hiicreleri aktive olur (31). Endotel hiicrelerinin gogii icin
matriks metaloproteinaz (MMP) ve plazminojen aktivatoriin (PA) birlikte aktive
olmasimi gerekir (34,35). ECM’ye gd¢ eden endotel hiicreleri ¢ogalir. Vaskiiler endotel
biiyiime faktorii (VEGF) bu siirecin en onemli anjiogenik faktoridiir (36). Cogalan
endotelyal hiicrelerin ECM bilesenleriyle bir araya gelmesi icin gergeklesen
ekstraseliiler proteolizin ortadan kaldirilmasi gereklidir (37). Ortadan kalkan proteoliz
sayesinde endotelin gocii ile hiicreler arasinda damar olusturacak liimenler geligir (37).
Bu sayede, sirayla gerceklesen aktivasyon ve inhibisyonlar sonucu kapiller yap1 olusur.
Endotel hiicrelerin gogiiniin gerceklesmesi ve perisitlerin toplanmasi ile yeni bazal
membran olusur. Anjiyogenik faktorler damar olgunlasmasiyla azalirken, anti-
anjiyogenik faktorlerde artis gdzlenir. Bu sayede, endotel hiicrelerin ilerlemesi durur ve
kan akimina hazir damarlar son halini almis olur (38).

Anjiyogenez yara iyilesmesi gibi fizyolojik durumlarda ¢ok siki denetlenir ve bunun
disindaki siireclerde gok smirli gerceklesir (39). ihtiyag duyuldugu anda aktive edilip
islem sonlandiginda hemen inhibe edilen anjiyogenezin bu siki denetimi bir¢ok biiyiime
faktorii ve diizenleyici proteinler tarafindan gerceklestirilir (1). Bu aktivasyon-
inhibisyon mekanizmasinda ¢ikan herhangi bir aksama ¢esitli patolojik durumlari ortaya
c¢ikarabilir (31).

Anjiyogenezin bu siki denetimi, bir¢ok gen tarafindan kontrol edilir. Bu genlerden en
onemlileri VEGF, fibroblast biiyiime faktorii (FGF) gibi biiytime faktorleridir. Bunun
disinda onkojenik transkripsiyon faktorii forkhead box M1 (FOXM1), endotelyal nitrik
oksit sentaz (eNOS) ve cadherin 5 (CDHS) gibi genlerin de anjiyogenezi etkiledigi
bilinmektedir. Asir1 eksprese edildiginde anjiyogenezi arttirdig1 bilinene CDHS, eNOS
ve FOXM1 genleri pro-anjiyogeniktir (145, 149, 150).

2.1.2. Anjiyogenik ve Anti-Anjiyogenik Faktorler
Anjiyogenezin molekiiler mekanizmasini anlagilmasi i¢in biiylime faktorleri kullanimi

konusunda uzun yillar yogun calismalar yapilmistir (4).



Bu calismalar sonucunda anjiyogenez ile iligkili bir¢ok molekiil bulunmustur. Bu
molekiilleri anjiyogenik ve anti-anjiyogenik faktorler olarak ikiye ayirabiliriz (Tablo 2

ve Tablo 3) (40).

Tablo 2: Anjiyogenik faktorler

Anjiyogenik Faktorler

VEGEF (Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii)
FGF (Fibroblast biiyiime faktorii)

FGEF-3 (Fibroblast biiyiime faktorii-3)

FGF-4 (Fibroblast biiylime faktorii-4)

EGF (Epidermal biiyiime faktorii)

HIF ( Hipoksi ile indiiklenen faktor)

PGF (Plasental biiyiime faktorii)

TGF-a (Transforme edici biiylime faktorii-o)
TGF-p (Transforme edici biiylime faktorii-f3)
HGF (Hepatosit biiyiime faktorii)

IL-8 (Interlokin-8)

PDGF (Trambosit kaynakli biiytime faktorii)
TNF-o (Timor nekroz faktor-a)

GCSF (Graniilosit koloni uyaran faktor)
Proliferin

Anjiyogenin

2.1.2.1. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF)

VEGEF ailesi, VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D ve plasenta biiyiime faktorii
(PGF) olarak bes ayr biiylime faktoriinden olusmaktadir (41). Kromozom 6' nin kisa
kolu iizerinde yer alan VEGF geni, sekiz ekzondan olusur. Ayrica, aminoasit sayisina
gore de bes farkli izoformu bulunmaktadir. Bunlar; VEGF121, VEGF145, VEGF165,
VEGF189 ve VEGF206’dir (3).

VEGF165, baskin izoformu olup ¢esitli solid tiimorlerde fazla sentezlenir. Cesitli kanser
tiplerindeki vaskiilarizasyon i¢in en etkili izoformunun VEGF189 oldugu

distiniilmektedir (42).



VEGF-A, hiicre yiizeyi reseptorleri ile etkilesime girer (43). Bu reseptorler,
transmembran tirozin kinaz reseptorleri olup endotelyal hiicreler iizerinde secici olarak
eksprese edilen VEGF reseptorii-1 (VEGFR-1), VEGF reseptorii-2 (VEGFR-2) ile
noronlar ve vaskiiler endotelyum iizerinde eksprese edilen noropilin reseptorlerini (NP-
1 ve NP2) icerir (Sekil 2) (43).

VEGF-A’ nin hiicre yiizeyindeki reseptore baglanmasi ile hiicre i¢i reseptor tirozin
kinazlarin dimerizasyonu ve otofosforilasyonundan sonra asagi akim proteinleri dizisi
aktive edilir. VEGFR-2, VEGF-A' nin pro-anjiyogenik etkilerine aracilik etmekte
sorumlu ana reseptor gibi goriinmektedir (Sekil 2) (41,46). VEGF-A, bugiine kadar tarif
edilen en giiclii pro-anjiyojenik molekiildiir. Endotel hiicrelerin proliferasyonunu,
filizlenmesini ve tiip olusumunu indiikler (45). Ayrica VEGF-A, yara iyilesmesi,
ovulasyon, kan basincinin korunmasi, menstiirasyon dongiisii ve hamilelik de dahil
olmak tizere onemli sayida anjiyogenik islemi etkiledigi bilinmektedir (46).

VEGFR-1’ e baglanan VEGF-B’ nin in vivo mekanizmasi tam olarak aydinlatilmamis
olmasina ragmen yapilan nakavt fare calismalarinda anjiyogenezi destekleyici bir rol
iistlendigi gosterilmistir (47).

VEGF-C ve VEGF-D, VEGF-A ile daha az benzerlik gosterirler (48). Her iki biiyiime
faktorii de anjiyojenezi in vitro ve in vivo olarak uyarmaktadir (49,50). Bu biiyiime
faktorleri, hem embriyonik hem de eriskin gelisiminde anjiyogenezin diizenlenmesinden
sorumludur (4).

VEGF ailesi ayrica kan damarlarinin gecirgenliginde O6nemli bir rol oynar.
Vazodilatasyon ve yara iyilesmesi sirasinda yeni kan damari biiyiimesini stabilize ettigi
gosterilmistir. Bundan dolayi, VEGF tedavilerinin klinik ortamlarda uygulanmasi,
kismen tedavinin neden oldugu vasopermeabiliteye bagli olarak siirlt kalmistir (51).
Kritik ekstremite veya miyokardiyal iskemide anjiyojenezi giiclendirmek icin
rekombinant VEGF-A kullanilarak birka¢ klinik calisma gerceklestirilmistir (52, 53,
54). Ancak VEGF tedavisinin klinik yararlar1 sinirlidir ve daha ileri caligmalar
yapilmamistir. VEGF’ nin etkileri, sadece endotelyal hiicrelerin mitojenik
aktivasyonunu degil, aynt zamanda bazi serin proteazlarin (UPA ve tPA) ve
kolajenazlarin indiiklenmesini, artmis endotelyal kemotaksiyi ve vazodilatasyonu da

kapsamaktadir (49).
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Sekil 2. VEGF reseptor ve ligandlari (55).

2.1.2.2. Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF)
Fibroblast biiylime faktorleri (FGF), anjiyogenezde 6nemli bir rol oynadig: diisiiniilen
heparin baglayici protein mitojenlerdir. FGF, en az 18 iiye ile genis bir biiyiime ve
farklilasma faktorleri ailesini temsil eder. En Onemlisi, %50’den fazla yapisal
homolojiyi paylasan FGF-1 ve FGF-2’dir. Her iki tip faktoriin de proliferasyonu ve
migrasyonu arttirdigi, ayrica plazminojen aktivatorii ve kollajenaz iiretimini uyararak
endotelyal hiicrelerin fonksiyonlarin1 modiile ettigi ve apoptozisi inhibe ettigi
bilinmektedir (3, 56, 57).
FGF icin hem yiiksek hem de diistiik afiniteli reseptorler vardir. Yiiksek afiniteli reseptor
ailesi, tirozin kinaz reseptorleri olan ve sinyal fonksiyonlar1 gosteren FGFR-1 ve FGFR-
4 ile temsil edilir (58). Diisiik afiniteli reseptorler, ligandin stabilizasyonunda rol
oynarlar ve bunlarin ¢ogu heparan siilfat proteoglikanlardir (HSPG). Ayrica biyolojik
stvilar ve ECM alaninda ¢oziinebilir formda bulunurlar (59).
ECM’nin yikilmasi anjiyogenez siirecinin ilk agamalarinda énemli bir adimi temsil eder.
Plazmin-PA sistemi ve MMP’ ler bu yikilma igbirligi yaparlar (60).
uPA plazminojeni, fibrin ve diger matriks proteinlerini yikan bir serin proteaz olan

plazmine doniistiiriir ve birkagc MMP’ yi aktive eder (61).
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FGF1, FGF2 ve FGF4 ekstraselliiler bolgede uPA ve MMP” lerin iiretimini artirir (62).
Ayrica, FGF’ler, EC yiizeyi tizerindeki uPA reseptoriiniin ekspresyonunu modiile eder

ve hiicre gociiniin oldugu tarafa dogru proteolitik yikimi1 baslatir (62).

2.1.2.3. Trombosit Kaynakh Biiyiime Faktorii (PDGF)

Trombosit kaynaklt biliylime faktori (PDGF) baslangicta trombositlerden
tanimlandiktan sonra keratinositler, fibroblastlar, astrositler, epitelyal hiicreler ve diger
hiicre tiplerinde de tanimlanmistir (45). PDGF’ler, A ve B zincirlerinden olusan
heterodimerler (PDGF-AB) veya homodimerler (PDGF-AA veya PDGF-BB) olarak
bulunurlar. Son arastirmalarda, preosteoklastlar tarafindan salgilanan trombosit kaynakli
biiytime faktorii-BB (PDGF-BB) nin anjiyogenezi diizenledigi gosterilmistir (63).

PDGEF reseptorleri, a ve B alt tiplerinin yaptig1 komplekslerden olusur. Shc, Nck, Crk ve
GAB gibi diger bagdastiricilart baglayarak ¢ok sayida farkli alt akis sinyalleme
molekiilii ile etkilesimlere aracilik eder (64,65). Bu sinyal yollarinin aktivasyonu, hiicre

canliligi, proliferasyon, anjiyogenez ve hiicre gociine yol acar (20).

2.1.2.4. Transforme Edici Biiyiime Faktorii-p (TGF-p)

Transforme edici biiylime faktorii-f (TGF-B), ilk olarak insan plasentasindan
saflagtirilarak karakterize edilmistir (66). TGF-B1, TGF-B2 ve TGF -B3 gibi yiiksek
oranda homolojiye sahip izoformlar1 vardir.

TGF-B’ nin hiicre proliferasyonunu in vitro olarak uyardig: gosterilmis olup, hiicre tipi
ve kiiltlir kosullarina bagl olarak hiicresel farklilasmay1 ve hiicre gogiinii engelledigi
veya baslattigi gosterilmistir (67). Engelleyici etki olduk¢a genis olup, epitelyal,
endotelyal ve hematopoetik hiicreleri hedefler.

TGF-p, anjiyogenez, proliferasyon, kollajen ve fibronektin gibi matriks proteinlerinin
degradasyonu gibi doku onarimi ve hastaliginda yaygin olan bir¢ok islemi diizenler
(68). Anjiyogenik Ozelliginden cok anti-anjiyogenik ozelligi ile bilinir. Monositleri

harekete gecirerek IL-1, PDGF ve FGF gibi faktorlerin salgilanmasini uyarir (68).

2.1.2.5. Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF)
Epidermal biiytime faktorii (EGF), anjiyogenez i¢in umut veren bir baska biiyiime
faktoriidiir (4). Erken klinik ¢alismalar, rekombinant EGF ile tedavi edilen yaralarda

lyilesme siirelerinin azaldigini ve yeniden epitelizasyonun arttigini gostermistir (69).
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EGF’nin, fosfatidilinositol 3-kinaz / protein kinaz B (PI3K / Akt) ve hiicre dist sinyal
diizenleyen kinaz-1/2 (ERK1/2) yoluyla ve VEGF aracil1 yollarla anjiyogenezi arttirdigi
gosterilmistir (161). EGF, kanser hiicrelerinde tiimor anjiyogenezini arttirmak igin
VEGF-A iiretimini indiikleyebilir. Ayrica keratinosit migrasyonu i¢in yaranin yeniden
epitelizasyonunu indiikleyici gii¢lii bir kemoatraktandir. Heparine baglt EGF en giiclii

formlardan biridir (70, 71, 72).

2.1.2.6. Anjiyogenin (Ang)
Angiogenin (Ang) insan tiimoriinden elde edilen ilk protein olup kan damarlarinin
bliylimesini uyarmaktadir. Ang, Folkman’in ‘timor biiyiimesinin anjiyogeneze
bagimli oldugu’ hipotezine yonelik ilk dogrudan destekleyici kaniti saglamaktadir
(73). Ang, VEGF, bFGF, aFGF ve EGF dahil olmak iizere diger anjiyogenik faktorler
tarafindan indiiklenen anjiyogenezi kolaylastiran bir faktordiir (74). Yapilan cesitli
deneysel hiicre modellerinde Ang’in hiicre ¢ogalmasini, gociinli, yapismasini ve

farklilasmasini diizenledigi gosterilmistir (75,76).

2.1.2.7. Hipoksi Indiikleyici Faktor (HIF)

Hipoksi, hiicrelerde, dokularda veya organlarda oksijen eksikligi olarak
tanimlanmaktadir. Hipoksik durumlar, anemi ya da arizali bir kan damar1 ag1 yoluyla
azalan oksijen kaynagindan veya kanserde bulunan yiiksek proliferatif duruma baglh
olarak artan oksijen arz1 ile meydana gelen asir1 tiikketim nedeniyle gelisebilir (77).

Akut hipoksiye hiicresel yanit, diisiik oksijene karsi fizyolojik cevabi tetikleyen ve
evrimsel olarak korunan transkripsiyonel faktorlerin bir ailesi olan hipoksi ile
indiiklenen faktorlerin (HIF) ekspresyonu ile ger¢eklesir.

HIF-1, HIF ailesinin bir iiyesi olup stabil beta (HIF-1p) ve kararsiz alfa (HIF-1a)’ dan
olusan iki alt gruba sahiptir (77). Hipoksik bir durumda, HIF-1a alt birimi, HIF-1f ile
stabil bir kompleks olusturur. Aktif HIF-1 hipoksiye duyarli genlerin promoter bolgesi
izerinde bulunan hipoksi duyarli elemanlarin (5-RCGTG-3’) sekanslarina baglanir
(77). Hiicresel HIF-1 aktivasyonu, besin yetersizligi ve hiicre hasar1 gibi stres
kosullarinda hiicre ¢ogalmasini ve hayatta kalmasini saglamak i¢in ATP {iretimini
tetikler. Bunu ise glukoz kullanimii uyarirarak gerceklestirir (78). HIF-1’ in
transkripsiyonel aktivasyonu sonucu hipoksik hiicrenin metabolik regiilasyonuna
aracilik eden genlerin ekspresyonu ve hipoksik doku etrafinda anjiyojenez indiiklenerek

hiicre sagkalimi desteklenir (79).
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Hipoksik kosullar altinda, HIF-1, biiylime, anjiyogenez, proliferasyon, glukoz
transportu, metabolizma, pH regililasyonu ve hiicre 6liimil ile iliskili ¢oklu genlerin

transkripsiyonunu diizenler (79).

2.1.2.8. interlokin-8 (IL-8)

11-8, baslangigta bir 16kosit kemoatraktan olarak tarif edilen ancak daha sonra giiclii
bir anjiyogenik ve biiylime faktorii olarak tanimlanan proinflamatuar bir sitokindir
(80). iki yiizey reseptorii olan CXCR1 ve CXCR?2 ile etkilesime girerek gerceklestirdigi
aktivasyon, endotel hiicrelerin ve kanser hiicrelerinin proliferasyonuna, hayatta
kalmasma ve artmis motilitesine yol acar. Kanserlerde IL-8” in tiimor anjiyogenezini,
tiimorojenisiteyi, lenf nodu tutulumunu ve ozellikle tiimor biiylimesinin erken fazinda
metastaz olusumunu indiikledigi gosterilmistir (81).

Mesane kanseri biyolojisi tizerindeki IL-8 etkileri, en azindan kismen MMP seviyesi ile
baglantili ancak IL-8 aktivitesi VEGF veya bFGF’ den bagimsiz goriinmektedir (81,82).
IL-8'in ifadesi, transkripsiyon faktorii NF-xB ile dogrudan diizenlenir (83). Prostat
kanseri modellerinde NF-kB’ nin bloke edilmesinin VEGF ve IL-8’ in ekspresyonunu
azalttig1 ve daha sonra anjiyogenez, invazyon ve metastazi baskiladigi gosterilmistir

(83).

Tablo 3: Anti-anjiyogenik faktorler

Anti-anjiyogenik Faktorler

Trombospondin- 1

Anjiostatin

Endostatin

Vazostatin

Vaskuler eldotelyal biiylime faktorii inhibitorii
Prolaktin

Restin

Metalloproteinaz doku inhibitorleri
Plazminojen aktivator inhibitor 1

Retinoik asit
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2.1.2.9. Trombospondin-1 (TSP-1) ve Trombospondin-2 (TSP-2)
Trombospondinler yani TSP-1 ve TSP-2, anjiyogenezin gii¢lii endojen inhibitorleridir.
Endotelyal hiicrenin migrasyonu, proliferasyonu, sagkalimi ve apoptozisi iizerinde
dogrudan etkilidirler. VEGF aktivitesini antagonize ederek anjiyogenezi inhibe ederler.
TSP-1 ve TSP-2’ nin etkilerine aracilik eden membran reseptor sistemlerinin ve sinyal
iletim molekiillerinin birgogu agikliga kavusturulmustur. TSP-1 ve TSP-2 molekiilleri
etkilerini CD36, CD47 ve integrinler aracilifiyla dogrudan gostermektedir. Son veriler,
CD36 ve B1 integrinlerin, TSP-1 ve TSP-2 tarafindan baslatilan sinyalleri iletmek i¢in
isbirligi yaptigin1 gostermektedir (84). Ayrica, bu reseptorler, anjiyogenezi etkileyen
pozitif ve negatif sinyallerin entegrasyonu i¢in bir platform olusturmak iizere VEGFR2
ile iliskilendirilirler. Pro-anjiyogenik ve anti-anjiyojenik sinyal transdiiksiyon yollari
arasindaki c¢apraz etkilesim, TSP-1 ve TSP-2’nin, apoptotik yollar1 aktive ederken,
hayatta kalma yollarin1 antagonize ederek anjiyogenezi inhibe edilmesini saglamaktadir.
Ayrica, CD36 ve CD47, nitrik oksitin (NO) bastirilmasinda da rol oynamaktadir. TSP
tarafindan anjiyogenezin molekiiler regiilasyonunun anlasilmasindaki ilerlemeler,
kanserlerin deneysel tedavisinde inovasyonlarin yolunu agcmistir ve muhtemelen diger

hastalik stireclerinde kesif i¢cin genis yollar sunmaya devam edecektir (85).

2.1.2.10. Anjiostatin ve Endostatin

Endostatin ve anjiyostatin, anti timor Ozellikleri olan gii¢clii endojen anjiyostatik
sitokinlerdir. Endostatin, kollajen XVIII’ in bir i¢ fragmanidir ve ilk olarak bir murin
hemanjioendotelioma hiicre dizisinin kosullu ortamindan izole edilmistir (86). Her ne
kadar kesin etki mekanizmalari iyi tanimlanmamis olsa da tiimor baskilayict 6zellikleri
kismen tiimor ile iliskili anjiyogenezin inhibisyonuna baglanmaktadir (87).

Endostatin, antiapoptotik proteinler Bcl-2 ve Bcl-XL’ nin ekspresyonunu azaltir ve
disiik afiniteli glipikan veya yiiksek afiniteye 0Ozgii endotelyal hiicre yiizey
reseptorleri ve a5 integrinleri ile etkilesime girebilir, apoptozisi tesvik edebilir ve
spesifik olarak endotelyal hiicrelerin go¢iinii inhibe edebilir (87).

Anjiostatin, plazminojenin bir boliinme iriiniidiir ve ilk olarak insan Lewis akciger
karsinom hiicrelerinin bir alt klonundan izole edilmistir (88). Anjiostatin, endostatine
benzer bir sekilde, proliferatif vaskiiler endotelyal hiicre popiilasyonlarinin
apoptozisini tetikler (89). Bu etki, fokal adhezyon kinazin, tirozin kinaz aktivitesinin

arttirilmasi ile saglanmaktadir (86).
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Ek olarak, anjiostatin, endotelyal hiicrelerin yiizeyi iizerindeki ATP sentazinin a ve 3
alt birimlerine baglanarak go¢ ve proliferasyonu inhibe etmektedir (86). Doku
plazminojen aktivatoriine baglanmasi, plazminojen aktivasyonunu oOnler ve ayni
zamanda hiicresel migrasyon ve invazyonu azaltmaktadir. Bunlara ek olarak,
anjiostatin VEGF ekspresyonunun asagi-regiilasyonunu ise arttirdigi bildirilmistir

(90,91).

2.1.2.11. Vazostatin
1~180 aras1 aminoasit igeren kalretikiilinin N-terminal alan1 olan vazostatin, Epstein-
Barr viriisii ile 6liimsiizlestirilmis bir hiicre dizisinin kiiltiir stipernatanlarindan izole
edilen potansiyel bir anjiyogenez inhibitoriidiir. Saflastirilmis rekombinant vazostatinin,
in vitro bFGF ile indiiklenmis endotelyal hiicre proliferasyonunu ve in vivo bFGF

kaynakli anjiyojenezi inhibe ettigi gosterilmistir (92).

2.1.2.12. Prolaktin
Prolaktin (PRL) normal insan memesindeki biiylime ve gelismeden sorumludur ve
meme kanseri riskinde rol oynar. Postmenopozal kadinlardan ileriye doniik olarak
toplanan serumlardaki yiiksek PRL seviyeleri, meme kanseri gelisme riskinin
artmastyla iligkilendirilmistir (93).
PRL, hem hipofiz bezi hem de normal meme epitelyal hiicreleri ve meme tiimorii
hiicreleri gibi uzak dokularda sentezlenebilir. Bu molekiil otokrin / parakrin tarzinda
hareket eden bir hormon gibi ¢alisir (94).
Dolagimda ¢oklu PRL izoformlar: tespit edilmis olup 23 kDa’luk izoformu en yaygin
goriilen tipidir (95). PRL’nin in vitro ve in vivo ¢aligmalarmin biiyiik ¢ogunlugu
ozellikle meme bezinde 23 kDa’luk izoformuna odaklanmistir. Proliferasyon, apoptozis,
migrasyon ve farklilasma fonksiyonlarina ek olarak 23 kDa PRL’ nin pro-anjiyogenik
oldugu gosterilmistir (96). Buna ragmen, bir baska izoform olan 16 kDa PRL’nin
dramatik olarak anti-anjiyogenik oldugu ve 23 kDa PRL’ye dogrudan karsi islev
gordiigii gosterilmistir (97).

2.1.2.13. Retinoik Asit
Retinoidler, genetik, proliferatif ve farklilagma siirecini etkileyen genis bir A vitamini
tirevleri ailesidir (98). Retinoidlerin etkilerine belirli reseptorler aracilik etmektedir

(99).
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Retinoidlerin, kiiltiire edilen keratinositlerdeki transkripsiyonel seviyede TPA- aracili
VEGF gen uyarimimi inhibe ettigi ve VEGF’ nin neden oldugu mikrovaskiiler
gecirgenligi bloke ettigi gosterilmistir (100,101).

2.1.3. Kanser ve Anjiyogenez

Tiimoér c¢aligmalarinda en cok merak edilen konulardan biri tiimorlerin eski kan
damarlarindan m1 yoksa yeni damarlar olusturarak mi beslendigi sorusuna cevap
aramakti (31). 1939’ da Ide ve ark. (102) yaptiklar1 bir ¢alismada, yaralanma ile
gerceklesen damar olusumunun bir miiddet sonra durdugunu fakat tiimoriin bulundugu
bolgedeki damar olusumunun azalmadigi hatta arttigini gostermislerdir (102). Algire ve
ark. (103) 1945 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada ise tiimor bolgesinde var olan
damarlardan yeni damarlar olustugunu bildirmislerdir (103). Folkman’ nin 1971°de
yaptig1 agiklamada tiimor olusumunun anjiyogeneze bagli oldugunu vurgulamasiyla,
tiimor anjiyogenezi iizerine ¢aligmalar yogunlasmustir (104). ilerleyen yillarda yapilan
bir¢cok calismada Folkman’i destekler nitelikte olmustur. Tiimor belli bir biiyiikliige
ulasana kadar anjiyogeneze ihtiya¢ duymazken 0,5 mm? biiyiikliigiin {istiine ¢iktiginda
besin ve oksijene ulagabilmek ve tiimor proliferasyonunu arttirabilmek igin
anjiyogenezin tetiklenmesine ihtiya¢ duyar. Bu siirecte normal fizyolojik siirecin tersine
inhibitdrler ve anjiyogenik faktorler arasindaki denge bozulur (31).

Tiimor biiylimesi i¢in birden fazla anjiyogenik faktoriin asir1 ekspresyonu gerektigi gibi
anjiyogenezi inhibe eden faktorlerde de azalma gergeklesmelidir (24,31). Metastaz
yapabilen tiimor hiicrelerinin anjiyogeneze ihtiyact vardir. Ciinkii bu sayede kan
dolasimina girerek hedef dokuya ulasabilirler (24). Metastaz miktarinin anjiyogenez
miktarina bagli oldugu yapilan ¢aligmalarla da gosterilmistir (105,106). Tiimor olusumu
i¢in tetiklenen damar yapisi, doku kan damarlariyla karsilagtirildiginda, tiimoriin damar
yapist atipik morfolojik 0Ozellikler gostermektedir. Kivrimli ve dilizensiz kan
damarlartyla karakterize edilen tiimor vaskiiler ag1 olgunlasmamistir ve hiicre
birlikteliginin eksikliginden dolay1 asir1 gecirgenlige, zayif perflizyona ve hipoksiye
neden olmaktadir. Ayrica, tiimorler yiiksek derecede bir vaskiiler heterojenite
gosterirler. Perisitler ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinden olusan perivaskiiler hiicreler kan
akis regiilasyonuna katilir ve damar gegirgenliginin siirlanmasina katkida bulunur.
Tiimorlerde, perivaskiiler hiicrelerin bazal membran ile endotelyal hiicreler arasindaki
baglantis1 bozulmustur (24). Tiimorle iligkili perisit hiicrelerinin yogunlugu, normal

dokuya kiyasla diisiik degildir, fakat anormal morfoloji sergilerler (24).
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Timor kitlesi, oksijensiz ve besinsiz kaldig1 zaman hipoksi gelismektedir ve bu durum,
timor anjiyogenezinin ana faktoriidiir. Normoksik kosullar altinda prolil hidroksilaz
domein protein 2 (PHD2) proteini hipoksi ile indiiklenebilir transkripsiyon faktorlerini
hidrolize etmek icin kullanir ve bunlart Von Hippel-Lindau (VHL) kompleksi
tarafindan ubikitinasyon icin hedefler ve boylece proteazom kompleksi tarafindan
yikilmalarina yol acar. Hipoksik kosullar altinda ise PHD2 inaktif hale gelir, HIF-1" in
yikimdan kurtulmasia ve HIF hedef genlerinde bulunan bir DNA sekans1 motifi olan
hipoksi yanit elementlerine (HRE) baglamasina izin verir (24). Artan HIF protein
seviyeleri, anjiyogenez, hayatta kalma, hiicre ¢ogalmasi ve glukoz metabolizmas1 gibi
kronik veya akut hipoksiye karst hiicresel adaptasyonda yer alan genlerin
transkripsiyonuna yol acgar (24). Ekspresyonu HIF-1 tarafindan diizenlenen genler,
VEGF, TGF-b, PDGF-B, plazminojen aktivatorii-1 (PA-1), eritropoietin (EPO) ve
GLUT-1"dir (107).

Anjiyogenik siire¢ ve VEGF iiretimi, aktive olmus onkogenlerin ekspresyonunun
artmasina veya tiimor baskilayici genlerin kaybina yol acan mutasyonlarla da
desteklenebilir. Bunlar gibi bir¢ok sebep ile gergeklesen tiimor anjiyogenezi, normal

doku anjiyogenezine gore diizensizlikler ve yapisal bozukluklar gosterir (Sekil 3) (24).
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Sekil 3. Tiimor ve normal dokuda damarlagsmanin farklar1 A) Normal dokuda damar olusumu B) Tiimor
hiicresinde damar olusumu(24).

2.2. mikroRNA’lar

2.2.1. mikroRNA Nedir?
Kiigiik kodlamayan RNA’lar olarak bilinen mikroRNA’lar (miRNA), yaklasik 22
niikleotid uzunlugunda ve gen ifadesini post-transkripsiyonel diizeyde kontrol eden
molekiillerdir (108). Insanlarda binlerce bulunan miRNA’larin birgok biyolojik olayda
diizenleyici olarak gorev aldig1 gosterilmistir (109, 110).
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Bu oligoniikleotid yapilar mRNA’lara baglanip traskripsiyonel inhibisyonuna ya da
onlarin yikimina neden olduklari i¢in 6nemlidir (111). Fizyolojik bir¢ok diizenlemeyi
gerceklestirmelerinin yani sira onkogenik ve tiimor baskilayici gorevleri de oldugu
gosterilmistir. Bu nedenle tiimor ilerlemesi ve metastaz gibi durumlar igin
diizenleyicidirler (109).

miRNA sentezi, RNA polimeraz II (RNA pol II) enziminin miRNA genlerinden Oncii
miRNA olarak pri-miRNA sentezlenmesiyle baslar. Olusan pri-miRNA, niikleusta bir
mikroislemci olan Drosha ve DGCR&8/Pasha kompleksine baglanir. Boylece 60-70
niikleotidlik pre-miRNA’lara doniisiirler (109). Pre-miRNA’lar Exportin-5 proteininin
yardimiyla sitoplazmaya gegis yaparlar (112). Burada bulunan RNA pol-III’iin bir
tiirevi olan Dicer, bu pre-miRNA’y1 20-25 niikleotid uzunlugundaki olgun miRNA’lara
ve kompleksleri halinde olacak sekilde kesimini gerceklestirir. ilerleyen asamada ise
helikaz tarafindan bu miRNA ve kompleks ikilisi ayrilir. Argonat proteini (AGO2),
cesitli proteinler ve olgun miRNA’dan olugan RISC kompleksi hedef mRNA’ya dogru
yonelir (Sekil 4). Hedef mRNA’larin taninmasi ise RISC icindeki miRNA’lar tarafindan
mRNA’larin 3'-UTR wuglarina baglanmasiyla gergeklestirir. miRNA’larin  hedef
mRNA’larin 3-UTR uglarina komplementerligine gore ya mRNA degrede olur ya da

translasyonu baskilanir (109).
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Sekil 4. miRNA biyogenezi.(109)

2.2.2. mikroRNA ve Kanser

miRNA’larin apoptozis ve hiicre biiylimesini etkiledigi gosterilmis ve buna ilaveten
bazi miRNA’larin  kanserle iligkili oldugu diisliniilen genlerin yakinlarinda
bulundugunun gosterilmesiyle miRNA ve kanser arasindaki iliski arastirilmak igin
onemli bir baglik haline gelmistir (113).

Yapilan arastirmalar, miRNA’larin bazilarinin tiimor gen ifadesini arttirirken, bazi
miRNA’larin ise tiimor baskilayicr islev gordiigi gosterilmistir (113). miRNA’lar bunu
hedefledikleri mRNA dizisine gore gerceklestirir. Eger tiimor aktivasyonunu arttiran bir
mRNA’y1 hedef aldiysa tiimor baskilayict miRNA, tiimor baskilayict mRNA’lar
hedeflediyse onkogenik miRNA (onkomir) olarak adlandirilirlar (109).

Calin ve ark. (114) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada ilk defa miRNA’lar ile kanser
arasindaki iligki ortaya konulmustur. Yapilan bu calismada kronik lenfositer 16semi
(KLL) hastalarinin yarisinda gozlemlenen 13q14 delesyonunun, mir-15 ve mir-16’y1

hedefledigi gosterilmistir (114).
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Lamy ve ark. (115), prostat ve kolon kanserinde DNA kopya sayisinin arttig1 yerlerde
miRNA miktarinin da yiiksek oldugunu, mesane kanserinde ise bu iligkinin ters orantili
oldugunu bulmuslardir (115). Baska bir calismada ise Bcl-2 anti-apoptotik geninin iki
miRNA tarafindan yonlendirildigi ve bu sebeple asir1 ekspresyonunun baskilandigi
gosterilmistir (116). Tiroid kanseri, meme kanseri, malign beyin tiimorleri gibi bir¢ok
kanser tiiriinde miRNA seviyelerinde farkliliklar gézlemlenmistir (109).

Kanserde genlerin tek basina incelenmesindense genel bir ekspresyon analizi tani i¢in
onemlidir. Iste bunun i¢in miRNA ekspresyon diizeylerinin analizi énem kazanmaktadir

(109).

2.2.3. miRNA ve Anjiyogenez

Yetigkinlerde yeni kan damarlarinin biiylimesi, arteriyogenez, anjiyogenez ve
vaskiilogenez ile meydana gelir. Anjiyogenez sirasinda, stabil durumdaki endotel
hiicreleri anjiyogenik faktorlerle aktive edilir ve hiicreler go¢meye, cogalmaya ve tiibiil
olusturmak i¢in organize olurlar (117).

Vaskiilogenez terimi ise baslangicta anjiyoblastlardan kan damarlarinin embriyonik de
novo olusumunu ve endotel progenitdr hiicreler veya diger yetiskin kok hiicreler
tarafindan kan damarlarinin olusumu olarak bilinir (117).

Anjiyogenez ve vaskiilogenez, gelisim sirasindaki fizyolojik siireglerdir. Iskemik
dokularda, kan akisinin geri kazanilmasinda énemli rol oynar ve tiimor biiylimesindeki
temel adimlardan biridir. Anjiyogenezin ve neovaskiilarizasyonun arttirilmasi, érnegin
kritik iskemi hastalarinda, potansiyel bir terapétik strateji olarak tanimlanmistir. Timor
anjiyojenezinde ise aksine bu islemlerin inhibisyonu, tiim6r biiyiimesinin
baskilanmasma yol acar (117). miRNA'lar, bir hedef mRNA'ya baglanarak gen
ekspresyonunu diizenleyen ve bdylece bozulmaya veya translasyonel baskilamaya
neden olan kii¢iik kodlayic1 olmayan RNA’lardir (117).

miRNA’lar, RNAse III endoniikleaz sinifina ait iki enzim olan Dicer ve Drosha’nin
aracilik ettigi iki asamali bir islenme yolunda firetilir (Sekil 4). Dicer, endotel
hiicrelerinde yapisal olarak eksprese edilir ve ekspresyonu, vaskiiler endotel biiyiime
faktorii (VEGF) gibi uyaricilara cevap olarak veya hiicre proliferasyon durumu ile
degismez (117).

Aragtirmalar, Dicer’in in vivo ve in vitro olarak anjiyogenezde ¢ok onemli bir rolii

oldugunu gostermistir (118).
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Ormnegin, embriyolar ve yumurta sarist keselerinin Dicerex1/2 mutant farelerde
anjiyogenik kusurlar gosterdigi, ancak vaskiilojenez ve anjiyogenezin ilk asamalarinin
normal sekilde ilerledigi gosterilmistir (118). Benzer sekilde, zebra baligi, Dicer
mutantlarinda kan dolasiminin bozuldugu bilinmektedir (119). Bu veriler, insan
HUVEC ve EA.hy.926 endotel hiicrelerinde Dicer’1 susturmak i¢in siRNA kullanilan
iki ¢aligmada da in vitro olarak dogrulanmistir (117).

miRNA’larin ekspresyonu siki bir sekilde kontrol edilir ve farkli organlara ve hiicre
tiplerine spesifik olduklar1 goriiliir. Endotel hiicre fonksiyonunun kontroliinde rol alan
miRNA’lar1 tanimlamak i¢in yapilan birka¢c calismada endotelyal hiicrelerdeki
miRNA’larin ekspresyonu belirlenmistir. HUVEC hiicrelerinde yiiksek oranda ifade
edildigi bilinen ve anjiyogenezde etkili oldugu kanitlanan bu miRNA’lar; let7b, miR-
16, miR-21, miR-23a, miR-29, miR-100, miR-221 ve miR-222"dir (117, 120, 121).
Endotel hiicrelerinin miR-221 ve miR-222 ile transfeksiyonunun tiip formasyonunu ve
gocii bloke ederek, in vitro anjiyogenezi inhibe ettigi ve endotel hiicrelerinin in vitro
yara iyilesmesini azalttigi bulunmustur (120). miR-15b ve miR-16'nin, 6zellikle tiimor
anjiyojenezinde rol oynayan kilit bir pro-anjiyojenik faktor olan VEGF ekspresyonunu
kontrol ettigi gosterilmistir (122).

miR-17-92 ailesi giiglii bir tiimor anjiyojenez indiikleyici olarak bilinen bir miRNA
kiimesidir. MiR-17-5p, miR-17-3p, miR18a, miR-19a, miR-20a, miR-19b ve miR-92-
1’den olusan bu kiimenin bir protoonkogen olan Myc’nin neden oldugu tiimorlerde,
onemli Olciide arttig1 ve spesifik olarak anti-anjiyogenik proteinleri hedef aldig
gosterilmistir (123).

Prospektif olarak, in vivo anjiyogenezi modiile etmek i¢in biiylime faktorlerini kodlayan
mRNA’larin  ‘milkemmel” karigtmini hedefleyen spesifik miRNA'larin incelenmesi

onemlidir (117).

2.3. Fenretinide Molekiilii

2.3.1. Fenretinide Molekiilii Nedir?
“Kanser kemoprevensiyon” terimi Sporn ve ark. (126) tarafindan, ‘“karsinogenez
siirecini engelleyen veya tersine ¢eviren farmakolojik ajanlarin kullanilmasiyla kanserin
onlenmesi” olarak tanimlanmigtir. Kemoprevensiyon hizla biiyliyen bir onkoloji alanidir

(124).
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Karsinojenez, genler ve ¢evresel faktorler arasindaki etkilesimi iceren ve sonugta hiicre
¢ogalmasina ve Oliimene yol acan karmasik ayni zamanda c¢ok asamali bir slirectir.
Kanser kemoprevensiyonu, neoplastik hastalik ilerlemesinin 6nlenmesi i¢in kanserojen
olaylar kaskadi i¢indeki siireclere miidahale etmeye odaklanir (124, 126).

Transforme  hiicrelerin  Oldiiriilmesini  hedefleyen ~ kemoterapinin  aksine,
kemoprevensiyon, premalign hiicrelerin 6nlenmesi veya tedavi edilmesini amaclar
(124). Kemoprevensiyonlarin en ilging bilesiklerden biri olan A vitamini veya retinol,
hem hayvansal hem de bitkisel besinler i¢cinde yer alan, yagda ¢6ziinen bir vitamindir. A
vitamini eksikligi, farkli seviyelerde korliige, cilt degisikliklerine, bagirsak veya akciger
enfeksiyonlarma yol agmaktadir (125). Bunun yani sira vitamin A’nin varligi anti-
kanser, anti-anjiyogenik, apoptotik vb. 6zellikler tagir. Fenretinide, 1960'larin sonlarinda
Amerika Birlesik Devletleri'nde Gander tarafindan sentezlenmistir (Sekil 5).

Kimyasal olarak siganlarda indiiklenen meme karsinomunun fenretinide ile inhibisyonu
ilk olarak 1979'da gosterilmistir (127). Sentetik bir retinoid olan Fenretinide (N-(4-
hydroxyphenyl) retinamide; 4-HPR), bir¢ok in vitro ve hayvan ¢aligmasinin yani sira
kemoprevensiyon ¢aligmalarinda umut verici bir anti-kanser ajani olarak caligilmaktadir
(128). Ayn1 zamanda, fenretinide’nin anti-anjiyogenik etkileri oldugu da yapilan

calismalarla gosterilmistir (11).

Sekil 5. Fenretinide molekiiliiniin kimyasal yapis1

Mevcut deneysel veriler, fenretinide’in hem reseptére bagimli hem de reseptdrden
bagimsiz mekanizmalar tarafindan ¢alisabilecegini gostermektedir.
Fenretinide’in karakteristik bir 6zelligi, farklilasmadan ziyade apoptozis indiiksiyonu

yoluyla, hiicre biiyiimesini inhibe edebilmesidir (124).
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2.3.2. Fenretinide Molekiilii Kanserdeki Etkileri
Kesfedildiklerinden beri, A vitamininin dogal ve sentetik tiirevleri olan retinoidlerin,
hiicresel ve doku farklilasmasinda ¢ok onemli bir rol oynadigi bilinmektedir. Ancak
zayif klinik toleranslari, bu ajanlarin anti-kanserojen olarak yaygin kullanimini
engellemektedir (124).
Bazi faz II ve III klinik arastirmalari, meme kanserine 6zel 6nem vererek, farkli kanser
bolgelerinin, hem ©Onlenmesinde hem de terapotik ortamda fenretinide’in etkinligini
degerlendirmistir (11). Faz III denemeler arasinda, bugiine kadar en biiyiigi,
Milano'daki Istituto Nazionale dei Tumori'de koordine edilen ¢ok merkezli, randomize
kemoprevention klinik aragtirmasidir.
Meme kanserinin [. evresindeki kadinlarda kontralateral tiimor insidansi iizerine
fenretinide’nin etkisini degerlendirmek i¢cin 1987°de baslatilan arastirmanin sonunda,
fenretinide uygulandigr siirece BRCA-1 mutasyonu ile ortaya c¢ikan yumurtalik
kanserine sahip kadinlarda koruyucu bir etki sagladigi ancak ilag kesildikten sonra
etkinin de durdugu gozlenmistir. Ayrica fenretinide’nin menapozal ve yasa bagh
olmakla birlikte hormonal degisikliklerde farkli tepki verdigi gosterilmistir (11).
flging bir sekilde, daha sonra yapilan bir ¢alismada, meme kanseri nedeniyle cerrahi
olarak ameliyat edilen postmenopozal kadinlarda (yas >55) diisiik retinol (<2.08 M / L)
diizeylerinin kotii prognoz ile korele oldugu gosterilmistir (11).
Fenretinide’in, malign hematopoetik, noroblastom, servikal, meme, yumurtalik,
melanom, bas ve boyun bolgeleri dahil olmak iizere apoptozisi indiikledigi gozlenmistir

(129, 130, 131, 132, 124).

2.3.3. Fenretinide Molekiilii ve Anjiyogenez

Fenretinide, tlimorlerin biiylimesini yavaglatan tiimor Oncesi lezyonlar1 azaltan ve
tiimoriin ilerlemesini baskilayan bir molekiildiir (11). Retinoidler diisiik dozlarda bircok
hiicre tipinin ¢ogalmasini ve farklilasmasini diizenleyen c¢esitli biyolojik etkileri ile
bilinir ve malign hastaliklarin 6nlenmesi ile tedavisinde etkinlik gostermektedir (133).
Dogal retinoidlerin, birka¢ in vitro ve in vivo g¢alismada anti-anjiyogenik aktiviteye
sahip oldugu gosterilmistir (133).

Tiim trans-retinoik asit’ler, akut promyelositik 16semi modelinde tek basina veya IFNa
ile kombinasyon halinde in vitro VEGF aracil1 anjiyogenezi baskilayabilmistir. Ayrica
insan bas ve boyun skuamoz hiicreli karsinomunda bir anti-anjiyogenik ajan olarak

gorev yaptig1 gosterilmistir (11, 134, 135).
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Kapsamli deneysel kanitlar, fenretinide’nin anti-anjiyojenik etkisinin kemopreventif ve
terapotik aktivitesine onemli Olciide katkida bulunabilecegini gostermektedir. Bu
aktivite dogrudan endotel hiicre fonksiyonlarmi hedefleyen veya anjiyogenik siireci
diizenleyen spesifik biiyiime faktorlerinin ve sitokinlerin {iretimine, salimina ve
aktivasyonuna etki eden, bodylece yeni damar olusumuna elverigsiz olan mikro
ortamdaki yerel kosullar1 yaratan mekanizmalarla iliskilidir (11).

1993 yilinda, fenretinide’nin, sigan modelinde prostat karsinogenezini onemli Olciide
azaltigt ve c¢esitli anjiyogenez analizlerinde neovaskiilarizasyonu diisiirdiigii
gosterilmistir.  Fenretinide  molekiiliiniin ~ timor  biliylimesini  kontrol  ettigi
mekanizmalardan birinin anti-anjiyogenez 06zelligi sayesinde olabilecegi ortaya
konulmustur (136). Ayrica fenretinide’nin, civciv korioallantoik zar1 (CAM) deney
modelinde, noroblastoma hiicreleri tarafindan indiiklenen anjiyogenezin baskilanmasini
etkileyen anti-anjiyogenik bir aktivite sergiledigi gosterilmistir (137, 138).

Kaposis sarkoma hiicrelerinin fenretinide ile muamelesinin, VEGF ve VEGFR2’nin
asagi-regiile edilmesi yoluyla RAR (retinoik asit reseptorii) ekspresyonunu tetikleyerek,

anjiyogenezi inhibe ettigi gosterilmistir (15).

2.3.4. Fenretinide Molekiilii ve mikroRNA’lar
Yakin zamanlarda fenretinide molekiiliiniin kanser hiicre hatlarinda hangi genleri
etkilediginin yani sira miRNA’lar iizerindeki etkileri de arastirilmaktadir. ARPE-19
hiicrelerinde yapilan bir caligmada, fenretinide’ nin HMOX1 ve GADDI153 genlerin
ekspresyonundaki artis1 ile karakterize apoptozisi arttirdigr gosterilmistir. Bunun yani
sira miR-9 ifadesinde iki kat bir artis gozlenmistir. Ayrica, miR-9 kadar olmasada miR-

16, miR-26b, miR-23a ve miR-15b'nin de arttig1 gézlenmistir (139, 140).
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3. GEREC ve YONTEMLER

3.1 GERECLER

3.1.1 Kullanilan Hiicre Hatt1

e HUVEC: Insan gobek kordon ven endotel hiicre

o Calisma i¢in gerekli hiicre hatti
3.1.2 Kimyasallar ve Cozeltiler

e EBM (katalog no: CC-3121)
o Hiicrelerin ihtiya¢ duydugu besin ortami
e EGM single Quots (katalog no: CC-4133)
o HUVEC’lerin biiylimesi i¢in ideal ortami saglamak icin
gereken destekleyici biiyiime faktorleri
e FBS (katalog no: S181H500)
o Hiicrelerin ¢ogalmasini destekleyici fetal sigir serumu
e Fenretinide (katalog no: Sigma- H7779/5mg)
o Anjiyogeneze ve miRNA diizeyine etkisi arastirilan
molekiil
e Qiagen miRNeasy Mini Kit (katalog no: 217004)
o RNA izolasyonu
e DMSO (katalog no: Sigma-PHR1309 )
o Fenretinide molekiilii i¢in ¢oziicii
e TagMan® Advanced miRNA Assays cDNA Synthesis Kit (katalog no: A28007)
o RNA’dan cDNA eldesi
e Qiagen miScript SYBR Green PCR Kiti (katalog no: 218073)
o miRNA taramasi
e MTT (katalog no:M5655)

o Hiicre canliligin1 6l¢mek i¢in kullanilan tetrazolium tuzu
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e HCI (katalog no:K21218914)
o MTT den olusan formazan kristallerini ¢6zmek icin asidik
izopropanol eldesi
e Izopropanol (katalog no: K43940334-243)
o Formazan kristallerini ¢ozmeye yardimci
e Matrigel Matrix (katalog no: 354234, Corning)

o Kapiller benzeri tlip olusumu
3.1.3 Calismada Kullanilan Cihazlar

e Hiicre kiiltiirti sinif II giivenlikli kabin (Thermo Scientific, USA)

e Karbondioksit inkiibatorii (Thermo Scientific, USA)

e Epoch Micro-Volume Spectrophotometer System (BioTek,
Winooski, United States)

e Veriti™ Dx 96-Well Thermal Cycler (AppliedBiosystem, Foster
City, CA, USA)

e gRT-PCR Rotor-Gene Q (Qiagen)

e Spektrofotometre ( Thermo Scientific Multikan GO, USA)

e Mikroskop (Leica DFC450, USA)

3.2 YONTEMLER

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

Calisma, Gaziantep Universitesi Tibbi Biyoloji Ana Bilim Dali laboratuarinda bulunan
hiicre kiiltiirii laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Calismada ticari olarak temin edilen
HUVEC (insan gobek kordonu ven endotel hiicreleri; Human Umbilical Vein
Endothelial Cells) hiicreleri kullanilmistir.

Hiicrelerin ideal yasam ortamini saglamak i¢in; endotelyal basal medium (EBM) i¢ine
kullanimdan 6nce %2 fetal sigir serumu (FBS) ve endotel hiicreler i¢in optimize edilen
hazir destek soliisyon kiti EGM single Quots eklendi.

EGM single Quots i¢indekiler; hidrokortizon, GA-1000 (gentamisin siilfat), ascorbik
asid, s1g1r beyin ekstrakti, rekombinant insan epidermal biiyiime faktorii (thEGF) ve 100

U/ml penisilin.
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Hiicreler 25 ml’ik flasklarda hazirlanan besiyeri kullanirak, hiicrelerin yasamasi ve
cogalmasi icin gerekli olan 37°C %5 CO> ve nemli ortami saglayan inkiibatorlere

yerlestirildi.
Hiicre hatt1 kullanilarak gerceklestirilen bu ¢alisma i¢in etik kurul iznine gerek yoktur.
3.2.2. Fenretinide Molekiiliiniin Hazirlanmasi

Ticari olarak temin edilen fenretinide 1ml DMSO (Dimetil siilfoksit) ile ¢ozdiiriiliip -

20°C derin dondurucuya kaldirildi.

3.2.3. Hiicreden RNA izolasyonu
6 kuyucuklu petrilere ekimi yapilan HUVEC’lerin besiyerine 1/10 FBS ile seyreltilmis
fenretiniden belirlenen konsantrasyonlar da deney gruplari olusturuldu. Gruplar 24 ve

48 saat olarak belirlendi. Her grup kendi i¢inde 4 gruba ayrildi.
Gruplar:
24 saatlik uygulama gruplart;

1. Grup: Kontrol, % 0.1 DMSO muamelesi yapilacak hiicreler

2. Grup: 1 uM fenretinide mualemesi gergeklestirilecek hiicreler
3. Grup: 5 uM fenretinide mualemesi gergeklestirilecek hiicreler
4

. Grup: 10uM fenretinide mualemesi gerceklestirilecek hiicreler
48 saatlik uygulama gruplari;

1. Grup: Kontrol, % 0.1 DMSO muamelesi yapilacak hiicreler

2. Grup: 1 uM fenretinide mualemesi gergeklestirilecek hiicreler
3. Grup: 5 uM fenretinide mualemesi gergeklestirilecek hiicreler
4

. Grup: 10uM fenretinide mualemesi gergeklestirilecek hiicreler
Hazirlanan gruplardaki hiicreler 37°C, %5 CO: ve nem igeren inkiibatore kaldirildi.

24 saat sonunda ve 48 saat sonunda olusturulan bu 8 gruptan RNA izolasyonu, Qiagen

miRNeasy Mini Kit kullanilarak yapildu.

Kitin protokoliine uygun sekilde asagidaki protokol uygulanmistir.
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1. Siiresi dolan hiicreler inkiibatérden alinip i¢indeki mediumlar uzaklastirildi ve
her kuyuya 700ul giazol eklenip 5 dakika oda sicakliginda pipetaj yapilarak
hiicreler patlatildi.

2. Qiazol ile lizize ugrayan hiicreler 1,5 ml’lik ependorflara alininarak her birine
140 pl kloroform eklenip iyice vortekslendi. Oda sicakliginda 2-3 dakika
bekletildi.

3. +4°C santrifiijiinde 12.000 g’de 15 dakika santrifiij yapildi.

4. Ustte bulunan siipernatant kismi temiz 1,5 m1’lik ependorfa alip, alinan miktarin
1,5 kat1 kadar %100 etanol ilave edilip iyice pipetaj yapildi.

5. Bu karnisimdan 700 pl olacak sekilde kit iginde ¢ikan RNeasy mini kolona
konularak 12.000 g’de oda sicakliginda 15 saniye santrifiij yapildi. (Bu islem
karisim bitene kadar tekrarlanir.)

6. Kolonun altindaki toplama tiipiinde biriken sivi bosaltildi.

7. Kolona 700 ul Buffer RWT eklenip 12.000 g’de 15 saniye santrifiij yapildi.

8. Toplama tiipiinde biriken s1vi bosaltildi.

9. Kolona 500 pl Buffer RPE eklenip 12.000 g’de 15 saniye santrifiij yapildi.

10. Toplama tiiplinde biriken sivi bosaltildi.

11. Kolana 2. defa 500 ul Buffer RPE eklenip 2 dakika santrifiij yapildi.

12. Toplama tiiplinde biriken s1v1 bosaltildi.

13. Kolana bir sey eklenmeden bos bir sekilde 12.000 g’de 1 dakika santrifiij
yapildi.

14. Kolonlar yeni 1,5 mI’lik toplama tiiplerine yerlestirildi.

15.30 pl RNase icermeyen su eklenen kolonlara 1 dakika 12.000 g’de santrifiij
yapildi.(Bu islem 2 kere tekrarlandr)

16. Toplama tiiplindeki birikinti total RNA’y1 igcermektedir.

17. Elde edilen RNA’lar -80°C ‘de saklanmak tizere kaldirild1.

Bu calisma 3 kez tekrarlanda.
3.2.4. Elde Edilen RNA’nin Kalite ve Miktar Tayini

cDNA cldesi i¢in elde edilen RNA orneklerinin kalite ve miktarinin belirlenmesi igin
spektrofotometrik  yontem  kullanildi.  Bunun i¢in  Epoch  Micro-Volume

Spectrophotometer System (BioTek, Winooski, United States) cihazi kullanildi.
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3.2.5. Total RNA’dan cDNA eldesi

cDNA’lar (kalip, complementary DNA), TagMan® Advanced miRNA Assays cDNA
Synthesis Kiti kullanilarak elde edildi. Toplamda 4 reaksiyonda gerc¢eklestirildi.

1) Pol(A) kuyrugu reaksiyonu
2) Adaptor ligasyonu reaksiyonu
3) RT reaksiyonu
4) miR-Amp reaksiyonu
3.2.5.1. Pol(A) kuyrugu reaksiyonu
e Tablo 4’deki gibi hazirlanan mix hafif¢e vortexlenip, spin attirildi. Her 6rnek
icin 3ulL 200uLl’lik ependorflara ayrildu.
e Uzerlerine ilgili RNA 6rnekleri konuldu. Hafif bir vortex ile spin yapildi.
e Tablo 5’deki gibi ayarlanan PCR’a yerlestirildi.

e (Cikan PCR iirlinlinii bekletmeden hemen diger asamaya gegildi.

Tablo 4: Pol(A) bilesen oranlar1

Bilesenler Tepkime Hacmi Son Konsantrasyon
10x Pol(A) Buffer 0,5 pl 4,4 ul
ATP 0,5 ul 4,4 ul
Pol(A) enzim 0,3 ul 2,64 ul
RNase Free Water 1,7 ul 14,96 ul
Toplam Hacim 3,0 ul 26,4 ul

Tablo 5: Pol(A) PCR dongii ve sicaklik ayarlari

Step Sicaklik Zaman
Polyadenilayon 37°C 45 dk
Reaksiyon sonu 65°C 10 dk
Hold 4°C Hold

2.3.5.2. Adaptor ligasyonu reaksiyonu
e Tablo 6’daki gibi reaksiyon mix’i hazirlandi.

e PCR’dan c¢ikan tiiplere bu mix’den 10 uL eklendi ve tablo 7’deki gibi
ayarlanan PCR’a yerlestirildi.
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e PCR biter bitmez diger asamaya gegildi.

NOT: 50% PEG 8000 bileseni 6nceden oda sicakligina ¢ikartildi.

Tablo 6: Adaptor ligasyon reaksiyonu bilesenlerinin oranlari

Bilesenler Tepkime Hacmi Son Konsantrasyon
5xDNA ligase buffer 3pul 26,4 ul

50% PEG 8000 4,5 ul 39,6 ul

25x ligation adaptor 0,6 ul 5,28 ul

RNA ligase 1,5 ul 13,2 ul

RNase free water 0,4 ul 3,52 ul

Toplam Hacim 10 pul 88 ul

Tablo 7: Adaptor ligasyon reaksiyonu PCR sicaklik ve zaman ayari

Step Sicaklik Zaman
Ligation 16°C 60dk
Hold 4°C Hold
3.2.5.3. RT reaksiyonu

e Tablo 8’e gore reaksiyon mix’i hazirlandu.

e PCR’dan ¢ikan PCR iiriinii bu mix’den 15 pl eklendi ve tablo 9’daki

ayarlara gore PCR’a yerlestirildi.

Tablo 8: RT Reaksiyon bilesen oranlari

Bilesenler Tepkime Hacmi Son Konsantrasyon
5x RT Buffer 6 ul 52,8 ul
dNTP Mix 1,2 pl 10,56 pl
20x Universal RT primer 1,5 pl 13,2 ul
10x RT enzim mix 3ul 26,4 ul
RNase free water 33ul 30 ul
Toplam Hacim 15 ul 132,96 pl
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Tablo 9: RT PCR sicaklik ve zaman ayari

Step Sicakhk Zaman
RT 42°C 15 dk
Reaksiyon sonu 85°C 5 dk
Hold 4°C Hold

3.2.5.4. miR-Amp reaksiyonu

e Tablo 10’a gore reaksiyon mix’i hazirlandi.

e Yeni 200 ul’lik eppendorlara PCR’dan ¢ikan firiinden Sul hazirlanan
mix’den 45 pl konularak tablo 11°deki 1s1 sicaklik donglisiine gore
ayarlanmis PCR’a yerlestirildi.

e PCR’dan ¢ikan cDNA’lar -20°C’ye kaldirildu.

Tablo 10: miR-Amp reaksiyon bilesenlerinin oranlari

Bilesenler Tepkime Hacmi Son Kosantrasyon
2x miR-Amp Master Mix 25 ul 220 pul

20x miR-Amp Primer Mix 2,5 ul 22 ul

RNase Free Water 17,5 ul 154 ul
Toplam Hacim 45 ul 396 ul

Tablo 11: miR-Amp PCR sicaklik ve zaman ayari

Step Sicaklik Zaman Dongii
Enzim aktivasyonu 95°C 5dk 1
Denatiirasyon 95°C 3sn

Baglanma 60°C 30 sn 14
Reaksiyon sonu 99°C 10 dk 1
Hold 4°C Hold 1

3.2.6. Primer Secimi

miRNA ve gen primerleri se¢imi yapilirken literatiir taramasi yapildi. Taramada,
anjiyogenezle iliskisi oldugu bilinen miRNA’lar ve genler arasindan fenretinide
molekiilii ile ¢alisilmamis olanlar segildi. Secilen miRNA’lar ve genler ticari olarak
satilan primer assay’ler olarak temin edildi. Secilen miRNA’lar ve genler asagidaki

gibidir;

e miR-126(katalog no: MS00003430)
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e miR-21(katalog no: MS00009079)

e miR-340(katalog no: MS00031759)

e miR-31(katalog no: MS00003290)

¢ miR-10b(katalog no: MS00031269)

e miR-101(katalog no: MS00008372)

e miR-29c(katalog no: MS00003269)

e miR-206(katalog no: MS00003787)

e miR-146a(katalog no: MS00003535)

e FOXMI- forward (katalog no: 20190225-9)
e FOXMI - reverse ( katalog no: 20190225-10)
e eNOS- reverse ( katalog no: 20190220-190)
e eNOS- forward (katalog no: 20190220-189)
e (CDHS5- reverse (katalog no: 20190220-192)
e CDHS5- forward ( katalog no: 2019220-191)

3.2.7. miRNA ¢RT-PCR (Real Time-PCR, Ger¢ek Zamanh-PCR)
1. gqRT-PCR igcin gerekli tepkime bilesenleri Qiagen miScript SYBR Green PCR
Kiti kullanilarak elde edildi.
2. Buz blogu iizerinde tepkime bilesenlerinin her bir 6rnek ic¢in hacimleri tablo

12’ye gore hazirlandi.

Tablo 12: miRNA i¢in qRT-PCR bilesen oranlar1

Bilesenler Hacim
2x QuatiTect SYBR Green PCR mix 6,25ul
10x miScript Universal Primer 1,25ul
10x miScript Primer Assay 1,25ul
RNase icermeyen su 2,5ul
Kalip cDNA 1,5ul
Toplam Hacim 12,5ul

3. Her cDNA 06rnegi i¢in ayr1 bir sekilde 0,1 mI’lik strip tiipler hazirland1 ve qRT-
PCR Rotor-Gene Q (Qiagen) cihazina yiiklendi.
4. gRT-PCR tablo 13’deki tepkime kosullarinda gerceklestirildi.
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Bu caligma 3 kez tekrarlandi.

Tablo 13: miRNA icin qRT-PCR tepkime kosullar1

Sicaklik (°C) Zaman

95 15 dk

94 15 sn

55 30 sn 40 dongii
70 30 sn

3.2.8. Hiicre Proliferasyonu

Hiicre canliligi hakkinda fikir veren kolorimetrik 6l¢iime dayal1 bir yontemdir.

NAD (P) H-bagimli hiicresel oksidorediiktaz enzimler, tetrazolyum boya MTT 3- (4,5-

dimetil tiyazol-2-yl) -2,5-difenil tetrazolyum bromit, mor renkte olan ¢Oziinmez

formazanina indirgeyebilir. Bu renkli bilesigin absorbansi 500-600 nm dalga boylari

arasinda spektrofotometrik olarak ol¢iiliir.

l.

Nk

Calismaya hazirlik agsamasinda 24 kuyucuklu petrinin 4 kuyusuna, her kuyuda
5x10*hiicre olacak sekilde ekim yapild.

Hiicreler %60-65 doluluk oranina geldiginde besiyeri FBS’siz olan ile
degistirildi.

Yaklasik 6-7 saat sonra hiicrelere daha Once belirlenen konsantrasyonlarda
fenretinide molekiilii muamelesi yapildi.

1.Grup: Kontrol, fenretinide muamelesi yapilmamuis hiicreler (% 0.1 DMSO)
2.Grup: 1 uM fenretinide muamelesi yapilan hiicreler

3.Grup: 5 uM fenretinide muamelesi yapilan hiicreler

4.Grup: 10uM fenretinide muamelesi yapilan hiicreler

5 mg/ml olacak sekildi PBS ile MTT stok soliisyonu hazirlandi.

0,04 M HCl igeren izopropanol hazirlandi.

Hiicre yaklasik 24 ve 48 saat sonra inkiibatorden alinip 1lik PBS ile yikandi.
Daha onceden hazirlanana MTT stok soliisyonu 1/10 oraninda PBS ile diliie
edildi.

PBS ile yikanan hiicrelere diliie edilen MTT working soliisyonundan her kuyuya
500 pl (24 well i¢in) konulup 37°C inkiibatore kaldirildi.
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9. 2-3 saat sonra inkiibatorden alinan hiicrelerden MTT working soliisyonu
uzaklagirildu.

10. Her kuyuya 500 pl asidik izopropanol eklenip iyice pipetaj yapildi.

11. Kuyulardaki ornekler 1,5 ml’lik ependorflara alinip 13.000 rpm’de 2 dakika
santrifiij yapildi.

12. Siipernatant yeni 24 well’lere alindi ve 570 nm’de Thermo Scientific, Multikan

GO cihazinda okutuldu.
Bu ¢alisma 3 kez tekrarlandi.

3.2.9. Hiicre Migrasyonu

Hiicre migrasyonu(gogii), c¢ok hiicreli organizmalarin dogru organizasyonu
gerceklestirebilmesi icin gerekli bir siirectir. Boyden chamber, scratch gibi methodlar
mevcuttur. Bu ¢alismada ¢izgi ¢ekerek bosluk olusturma yontemi kullanildi.

12 kuyucuklu petrilere ekilen hiicreler %100 doluluga ulastiginda 1000ul’lik pipet ucu
yardimiyla kuyularin tam ortasindan ¢izgi ¢ekilerek o bolgedeki hiicreler kaldirildi.

1. Medium ile kaldirilan hiicreler uzaklastirildi.

2. Daha o6nce belirlenen konsantrasyonlarda fenretinide ile muamele yapildi.
1.Grup: Kontrol, fenretinide muamelesi yapilmamis hiicreler (% 0.1 DMSO)
2.Grup: 1 uM fenretinide muamelesi yapilan hiicreler
3.Grup: 5 uM fenretinide muamelesi yapilan hiicreler
4.Grup: 10uM fenretinide muamelesi yapilan hiicreler

3. Belirli saat araliklarla mikroskop altinda goriinti alimip yaklagmalar

karsilastirildi.
Bu c¢alisma 3 kez tekrarlandi.

3.2.10. Kapiller Benzeri Tiip Olusumu
Anjiyogenezin yeniden diizenleme asamasin1 modellemek i¢in en yaygin kullanilan in
vitro deneylerden biri, tiip olusturma deneyidir. Test, kapiller benzeri yapilar
olusturmak i¢in uygun hiicre dis1 matris destegi ile endotelyal hiicrelerin kabiliyetini
Olcer. Bu ¢alismada uygun ortami1 Corning Matrigel Matrix ile elde ettik.

1. Matrigel bir gece dncesinden buz iizerinde +4°C’ye kaldirildi. Ayni sekilde steril

1000u1’1ik pipet ucu ve 24 well -20°C’ye kaldirildi.
2. Ertesi giin 24 well’e 290ul matrigel konulup 37°C inkiibatore kaldirildi.
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3. Kuyucuklarda katilagan matrigelin iizerine her kuyucuga 40.000 hiicre gelecek
sekilde fenretinide ilave edilerek kuyularin tam ortaya birakildi ve “+” isareti
cizerek kuyuya dagitildi.
1.Grup: Kontrol, fenretinide muamelesi yapilmamais hiicre (% 0.1 DMSO)
2.Grup: 1 uM fenretinide muamelesi yapilan hiicre
3.Grup: 5 uM fenretinide muamelesi yapilan hiicre
4.Grup: 10uM fenretinide muamelesi yapilan hiicre

4. Yaklasik 18-20 saat sonrasinda mikroskopta tiip olusumlarinin goriintiisii alind.
Bu ¢alisma 3 kez tekrarlandi.

3.2.11. Gen qRT-PCR (Real Time-PCR, Ger¢ek Zamanh-PCR)
1. gqRT-PCR i¢in gerekli tepkime bilesenleri Qiagen miScript SYBR Green PCR
Kiti kullanilarak elde edildi.
2. Buz blogu iizerinde tepkime bilesenlerinin her bir ornek igin hacimleri tablo

14’ye gore hazirlandi.

Bu ¢alisma 3 kez tekrarlandi.

Tablo 14: Genler i¢in gergeklestirilen qRT-PCR bilesen oranlari

Bilesenler Hacim
2x QuatiTect SYBR Green PCR mix Tul
Forward Primer 0,8ul
Reverse Primer 0,8ul
RNase i¢cermeyen su 3,4 ul
Kalip cDNA 2ul
Toplam Hacim 14ul

Tablo 15: Genler i¢in gergeklestirilen qRT-PCR tepkime kosullart

Sicaklik (°C) Zaman

95 °C 15 dk

95 °C 15 sn

57°C 30 sn 45 dongii
72 °C 30 sn
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3.2.12. istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel analizler i¢in GraphPad Prism Programi (San Diego, CA) kullanild:.
Verilerin ortalama =+ standart sapma (SD) degerlerinin analizi, tanimlayici

istatistiklerden Column Statistics testi ile yapildi.

Deney gruplarinin karsilagtirilmasi i¢in non-parametrik testlerden Kruskal-Wallis testi
ve Post-Hoc analizler icin Dunn’s test yapilmistir. p<0.05 degerleri anlamli kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1.  Hiicre Proliferasyonu

Hiicre proliferasyonu c¢alismasini gergeklestirmek i¢in 24 kuyucuklu petrinin 4
kuyusuna ekimi yapilan hiicrelerle, fenretinide muamelesi yapilmayan kontrol grubu ve
1 uM, 5uM ve 10uM konsantrasyonlarda fenretinide muamelesi yapilan deney gruplari
olusturuldu. 24 saat ve 48 saat sonunda, kuyulardaki hiicrelerin doluluk oranit %65
civarma ulastiginda, besi yeri FBS’siz besiyeri ile degistirildi. Belirlenen miktarlarda
MTT c¢alisma soliisyonu kuyulara eklendi. 3 saat boyunca 37°C inkiibatérde kalan
hiicrelerden MTT c¢alisma soliisyonu uzaklastirilip, onceden hazirlanan asidik
izopropanol eklenerek iyice pipetaj yapildi. Asidik izopropanol ile muamele edilen
hiicreler daha sonra 1,5 pl’lik ependorflara alinip santrifiij yapildi. Siipernatantlar 96
kuyucuklu yeni bir petriye alindi ve spektrofotometrede 570 nm’de Olgiimler
gerceklestirildi. Yapilan bu ¢aligmanin sonucu, fenretinide molekiiliiniin hem 24 hem de
48 saatlik siirelerde doza bagli olarak proliferasyonu anlamli bir sekilde baskiladigini
gostermistir (Sekil 6). Fenretinide molekiiliiniin uygulanan dozlar1 arasinda da anlamli

farklar bulunmustur (Sekil 6).
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Sekil 6. Fenretinide molekiiliiniin hiicrelerin proliferasyon yiizdesine etkisi. (** ve ***:
fenretinide uygulanan gruplarin kontrole gére ve konsantrasyonlarin kendi aralarindaki anlamlilig:
gostermektedir, sirasiyla p<0.01 ve p<0.001)
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4.2. Hiicre Migrasyonu

Migrasyon c¢alismasini i¢in 12 kuyucuklu petrilere hiicre ekimi yapildi. Hiicreler,
fenretinide muamelesi yapilmayan kontrol grubu ve 1 uM, 5uM ve 10uM
konsantrasyonlarda fenretinide molekiilii ile muamale edilen deney gruplarina ayrildi.
Ekimi yapilan hiicrelerin doluluk orani %100 oldugunda ¢alisma baslatildi. Kontrollii
bir sekilde 1000ul’lik pipet ucu ile kuyularin tam ortalarindan ¢izgi ¢ekilerek bosluklar
olusturuldu. Olusturulan bu bosluklarin dolmasi belirli araliklarla mikroskop altinda
izlendi. 6 saat sonunda goriintii alindi. Alman goriintiilerde fenretinide molekiiliiniin
konsantrasyonu ile migrasyonun ters orantili oldugunu saptadik (Sekil 7 ve Sekil 8).
Ayrica, fenretinide molekiiliiniin konsantrasyon artisina bagli olarak da hiicre

migrasyonunu baskiladigini gozlemledik (Sekil 9).

C

D

Sekil 7. Fenretinide molekiilii muamele éncesi agilan bosluklar. A) kontrol B) 1 uM C) 5 uM D) 10
uM
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Sekil 8. Fenretinide molekiiliiniin migrasyona etki. A) kontrol B) 1 uM C) 5 uM D) 10 uM
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Sekil 9. Fenretinide molekiili uygulanan hiicrelerin piksel olarak migrasyon araligi. (**%*:

fenretinide uygulanan gruplarin kontrole gore ve konsantrasyonlarin kendi aralarindaki anlamliligim
gostermektedir, p<0.001)
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4.3. Kapiller Benzeri Tiip Olusumu

Calisma icin 6nceden 24 kuyucuklu petrilere dokiilen matrigel-matriksin jel kivamina
gelmesi i¢in 30-40dk. 37°C inkiibatore kaldirildi. Fenretinide molekiilii muamelesi
yapilmayan kontrol grubu ve 1 pM, 5uM ve 10uM konsantrasyonlarda fenretinide
molekiilii ile muamele edilen deney grubu hiicreleri kuyucuklara ekildi. Yaklagik 15
saat sonra tip olusumlarinin goriintiisi mikroskop ile alindi. Goriintiilerdeki tiip
uzunluklar1 ImageJ Sofware programi ile piksel olarak hesaplandi. Fenretinede
molekiilii doza bagl olarak tiip olusumunu bloke etmistir. [lacin 10 uM’lik dozunda

neredeyse hig tiip olusumu gozlenmemistir (Sekil 10 ve Sekil 11).

Sekil 10: Fenretine molekiiliiniin kapiller benzeri tlip olusumu iizerindeki etkileri A) Kontrol grubu B)
1uM’lik konsantrasyonda fenretinide muamelesi yapilan grup C) SuM’lik konsantrasyonda fenretinide
muamelesi yapilan grup D) 10uM’lik konsantrasyonda fenretinide muamelesi yapilan grup.
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Kapiller Benzeri Tiip Olusumu
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Sekil 11. Fenretinide molekiilii muamelesi ile olusan tiiplerin uzunluklarinin piksel olarak
karsilagtirilmast.(***: fenretinide uygulanan gruplarmm kontrole gore ve konsantrasyonlarin kendi
aralarindaki anlamliligin1 gostermektedir, p<0.001)

4.4. miRNA Taramasi

MiRNA diizeylerini saptamak i¢in, 6 kuyucuklu petrilerde, 24 ve 48 saatlik iki ana grup
ayarlandi. Bu iki ana grup altinda, fenretinide ile muamele yapilmayan kontrol grubu ve
1 uM, 5uM ve 10uM konsantrasyonlarda fenretinide ile muamele edilen deney gruplari
olusturuldu. 24 saat ve 48 saat sonunda elde edilen total RNA’larin miktar tespiti
nanodrop spektrofotometre ile yapildi. Tiim RNA 6rnekleri en diisiik konsantrasyondaki
RNA’ya RNase icermeyen su ile dillie edilerek esitlendi. Konsantrasyonlari esitlenen
RNA’lardan miRNA i¢in Ozellestirilmis kit yardimi ile cDNA’lar elde edildi. Elde
edilen cDNA’lar 1:10 oraninda diliie edilerek miRNA’larin taranmasi i¢in qRT-PCR
icin kullanmildi. Yapilan deneyler sonucunda miR-10b ve miR-126’da anlamli sonuglar
elde ederken diger miRNA’larda anlamli bir veri elde edilemedi (Tablo 16). Pro-
anjiyogenik olan miR-10b’de azalma gozlenirken (Sekil 12) anti-anjiyogenik olan miR-

126°da artis gozlenmistir (Sekil 13).
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Sekil 12. Fenretinide molekiiliiniin miR-10b miktarina etkisi. (¥**: fenretinide uygulanan
gruplarin kontrole gore anlamliligini géstermektedir, p<0.001)
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Sekil 13. Fenretinide molekiiliiniin miR-126 miktarina etkisi. (** ve ***. fenretinide
uygulanan gruplarin kontrole gére anlamliligin1 gostermektedir, sirasiyla p<0.01 ve p<0.001)
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Tablo 16: Fenretinide molekiiliiniin miRNA miktarlar1 {izerindeki etkiler

miRNA Artma/Azalma
mir-126 Artt1

mir-31 NA

mir-21 NA

mir-101 NA

mir-340 NA

mi-r29¢c NA

mir-10b Azaldi
mir-206 NA
mir-146a NA

4.5. Gen Taramasi

eNOS, FOXM1 ve CDHS5 genlerinin ekspresyon diizeylerindeki degisimi incelemek
icin, 6 kuyucuklu petrilerde, 24 ve 48 saatlik iki ana grup ayarlandi. Bu iki ana grup
altinda, fenretinide ile muamele yapilmayan kontrol grubu ve 1 uM, 5uM ve 10uM
konsantrasyonlarda fenretinide ile muamele edilen deney gruplari olusturuldu. 24 saat
ve 48 saat sonunda elde edilen total RNA’larin miktar tespiti nanodrop spektrofotometre
ile yapildi. Tiim RNA o6rnekleri en diisiik konsantrasyondaki RNA’ya RNase icermeyen
su ile diliie edilerek esitlendi. Konsantrasyonlar1 esitlenen RNA’lardan ticari kit yardimi
ile cDNA’lar elde edildi. Elde edilen cDNA’lar 1:5 oranin da diliie edilerek genlerin
taranmasi i¢in qRT-PCR i¢in kullanildi.

24 saatlik deney grubunun, 1 uM konsantrasyon fenretinide ile muamele yapilan
hiicrelerinde eNOS geninde anlamli disiisler gozlenirken 5 uM konsantrasyon
fenretinide ile muamelesi yapilan hiicrelerinde eNOS geninde kontrole gore azalma
goriilirken 1 uM’a gore hafif bir artig goriilmiistiir (Sekil 14). 48 saatlik deney
grubunun, 1 puM ve 5 uM konsantrasyon fenretinide ile muamelesi yapilan hiicrelerinde
anlamli azalmalar meydana gelmistir (Sekil 14).

24 saatlik deney grubunun, 1 uM ve 5 uM konsantrasyondaki fenretinide ile muamelesi

yapilan hiicrelerin CDHS geninde anlamli bir azalma goriildii (Sekil 15).
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48 saatlik deney grubunun 1 uM ve 5 uM konsantrasyon fenretinide ile muamelesi
yapilan hiicrelerinde anlaml1 azalmalar gézlenmistir (Sekil 15).

24 ve 48 saatlik deney gruplarinin, 1 uM ve 5 uM konsantrasyondaki fenretinide ile
muamelesi yapilan hiicrelerinde FOXMI1 geninde anlamli diisiisler meydana gelmistir
(Sekil 16).

Yine 24 saatlik deney grubunun 1 pM ve 5 uM konsantrasyon fenretinide ile muamelesi
yapilan hiicreleri de eNOS, FOXM1 ve CDHS5 genlerinin ekspresyon diizeylerinde

anlaml diisiisler gozlemlenmistir.
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Sekil 14. Fenretinide molekiiliiniin eNOS geninin ekspresyonu iizerindeki etkileri. (*¥* ve **%*:

fenretinide uygulanan gruplarin kontrole gore anlamliligini gostermektedir, sirasiyla p<0.01 ve p<0.001)
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Sekil 15. Fenretinide molekiiliiniin CDHS geninin ekspresyonu iizerindeki etkileri. (***:
fenretinide uygulanan gruplarin kontrole gore anlamliligint gostermektedir, p<0.001)
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Sekil 16. Fenretinide molekiiliiniin FOXM1 geninin ekspresyonu iizerindeki etkileri(** ve ***:
fenretinide uygulanan gruplarin kontrole gore anlamliligini gostermektedir, sirasiyla p<0.01 ve p<0.001)
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5. TARTISMA

Anjiyogenez, var olan damarlardan yeni damarlarin olusmasi siirecidir (1). Canli
viicudunun temel bir fizyolojik siireci olan anjiyogenez normal kosullar altinda siki
kontrol edilen bir mekanizmaya sahiptir. Bununla birlikte, patolojik bazi siireglerde bu
kontrol devre dis1 kalir ve kontrolsiiz bir damarlanma meydana gelir (1). Kanser,
retinopati ve romatoid artrit gibi patolojik durumlarin anjiyogenez ile ilgili arastirmalari
tizerinde yogunlagilmistir (2, 141, 142). Yapilan kanser ¢aligsmalarinda, timoér kitlesinin
0,5 mm’nin iizerine ¢ikmasi ile kitlenin ekstra damarlanmaya ihtiya¢ duydugu ve bu
nedenle tomiirlin bulundugu bolgede anormal anjiyogenezin basladig1 gosterilmistir (1,
2). Anjiyogenez calismalarinda en ¢ok dikkati ¢eken biiyiime faktorii VEGF olup
anjiyogenezin temel uyaranlarindadir ve bu genin asir1 ekspresyonunun anjiyogenezi
arttirdigr bilinmektedir (3). VEGF gibi FGF, HIF ve EGF gibi diger bazi biiyiime

faktorleri de anjiyogenezde 6nemli roller oynarlar.

Fenretinide molekiilii bir niiklear hormon reseptor ligandi olan retinoik asit ailesinin
sentetik bir analogudur ve anjiyogenez ile ilgili genlerin iizerindeki etkileri merak
konusudur. Fenretinide molekiilii ile yapilan arastirmalarda, anjiyogenezle iliskili
biiyiime faktorlerini ve reseptorlerini modiile ederek tiimdr biiyiimesini inhibe ettigi ve
retinoid reseptorlerden bagimsiz olarak apoptotik ozellikler sergiledigi gosterilmistir
(17). Calismamizda segtigimiz FOXM1, CDHS5 ve eNOS genleri anjiyogenezi dolayl
yollardan etkileyen genlerdir (143, 144, 145). HUVEC’lerin fenretinide molekiilii ile
belirli konsantrasyonlarda muamelesi sonucunda, sectigimiz bu genlerin ekspresyon
diizeylerindeki degisiklikler gozlemlendik. eNOS genindeki bir ekspresyon artiginin
anjiyogenezi indiikledigi bilinmektedir (150). Yaptigimiz ¢alismada, HUVEC’lerin 24
saat 1 uM fenretinide muamelesi sonucunda eNOS geninin ekspresyonunda kontrole
gore %60 azalma gozlenirken, 5 pM fenretinide muamelesi yapilan grupta ise %50 bir
azalma meydana gelmistir. 48 saat 1 pM fenretinide ile muamele edilen grupta kontrole
gore %40 azalma gozlenirken, 5 uM fenretinide ile muamele edilen grupta %20 azalma
meydana gelmistir (Sekil 14). Calismamizda, fenretinide molekiiliinlin anjiyogenezi
baskilayan bir ajan olarak eNOS gibi pro-anjiyogenik bir genin ifadesini diisiirmesi
bizim hipotezimizi desteklemektedir.
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eNOS geni, anjiyogenezde rol alan kisa siireli bir sinyal molekiilii olan nitrik oksit
(NO)’in iretimini katalizler. Damarlar olustuktan sonra endotelyal hiicrelerin
morfolojisi ve diger bazi etkenlerin damarlarda sivi kagisi stresini olusturmasi veya
hiicre-hiicre temas1 gibi birgok etken NO salinimini ve eNOS ekspresyonunu uyarir
(150). Yani eNOS, anjiyogenez siirecinde bir¢ok dis etmen tarafindan uyarilir.
Calismamizda elde ettigimiz eNOS geninin ifade seviyesindeki baskilanmanin

molekiiler mekanizmasi ile ilgili ileri caligmalara ihtiyag vardir.

FOXMI1 geni anjiyogenezi tesvik eden bir gendir (149). Yaptigimiz calismada, 24
saatlik deney grubunda fenretinide molekiilii ile muamele edilen hiicrelerde FOXM1
ekspresyonu 1 uM ve 5 uM’lik konsantrasyonlarda kontrole gore sirasiyla %35 ve
%350’lik bir azalma gostermistir. 48 saatlik deney grubunda ise fenretinide uygulamasi
kontrole gore sirasiyla %85 ve %95 bir baskilama gostermistir (Sekil 16). Calismamiz,
anti-kanser ilaglar1 icin bir hedef olarak goriinen FOXMI1 genine fenretinide

molekiiliiniin molekiiler etkisini arastirmak i¢in umut vaad eden Oncii bir ¢alismadir.

CDHS geni, anjiyogenezi indiikleyen bir gendir (145). 24 saatlik deney grubunun 1
uM’lik konsantrasyonunda kontrole kiyasla %40 diisiis, 5 pM’da ise %90’a yakin bir
diisiis vardir. 48 saatlik deney grubunda ise 1 uM’da %80, 5 uM’da %98’e yakin bir
diistis goriilmiistiir (Sekil 15). CDHS geninin ekspresyonu hipoksik kosullarda
indiiklenebilmektedir. Fenretinide molekiilii hipoksik kosullar altinda HIF geninin
ekspresyonunu diistirdiigii (159) gibi CDHS5 geninin’de ekspresyonunu diistirmiis

olabilir.

Elde ettigimiz verilere gore, fenretinide molekiilii FOXM1, eNOS ve CDHS5 genlerinin
ifadelerinde, kurdugumuz hipotezi destekler nitelikte bir azaltma meydana getirmistir.
Fakat bu azalisin nedenin direkt genlere ait mRNA’lar1 hedefleyerek mi yoksa ilgili
geni etkileyen bagka bir mekanizma ile mi gerceklestirdigi arastirmaya agik bir

konudur.

Literatiir taramasinda, fenretinide molekiiliiniin, insan retinal pigment epiteli (ARPE-
19) hiicrelerinde, miR-9 iizerindeki etkilerine bakilmis ve sonuc¢ta miR-9’un fenretinide

konsantrasyonlar1 ile dogru orantili bir sekilde arttig1r bulunmustur (139).

Bunun disinda, fenretinide molekiiliiniin miRNA’lar {izerine etkisini inceleyen bagka bir

calismaya rastlanilmamistir.
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Yaptigimiz ¢aligmada, fenretinide molekiiliiniin yine literatiir taramasi ile belirledigimiz
24 ve 48 saatlik gruplarinda, 1puM, 5 uM ve 10 puM’lik konsantrasyonlarda alt deney
gruplart olusturuldu. 10 pM’lik konsantrasyonun toksik etki gostermesi nedeni ile o
gruptan sonu¢ almamadi. Bununla birlikte, 1 uM ve 5 puM’lik konsantrasyon alt
gruplarindan elde ettigimiz RNA’lar ile q-RT PCR gerceklestirildi. Taramada yer alan
miR’lerden sadece miR-10b ve miR-126’dan anlamli sonuglar elde ederken diger
miRNA’lardan anlamli veriler elde edilememistir. miR-10b pro-anjiyogenik bir
miRNA’dir (154) ve miR-126 ise anti-anjiyogenik bir miRNA’dir (160). Calismamizda,
anti-anjiyogenik ozellikler gosteren fenretinide molekiiliiniin miR-10b’yi azalttigini
miR-126’y1 ise arttirdigin1 gosterdik. Yaptigimiz calisma bu yOniiyle literatiir ile
uyumludur (Sekil 12 ve Sekil 13).

Fenretinide molekiiliiniin terapotik etkisi, kanser ve diyabet gibi bazi hastaliklarda
gosterilmisken hangi molekiiler mekanizmalara etki ettigi tam olarak bilinmemektedir
(157). Eger fenretinide’nin molekiiler mekanizmasi iyi anlasilabilirse farmakolojik
alanda yapilan ¢aligmalarda biyoyararlanim arttirilabilir. Bu da kanser, obezite, diyabet
ve bazi okiiler rahatsizliklar gibi bircok patolojik konuda yeni bir tedavi hatti

olusturmaya firsat saglayabilir.

Literatiirdeki birka¢ c¢alismada, fenretinide molekiiliiniin hiicre migrasyonunu,
proliferasyonunu ve kapiller benzeri tlip olusumunu bloke ettigi gosterilmistir (145,
147, 148). Yaptigimiz ¢alismada da endotelyal hiicre proliferasyonu, migrasyonu ve
kapiller benzeri tiip olusumuna fenretinide’nin etkilerini inceledik. Yapilan migrasyon
deneyinde agtigimiz bosluklari, hiicrelerin doldurma kapasitelerini 6lgtiik. Sonug olarak,
hiicreleri muamele ettigimiz fenretinide konsantrasyonu arttik¢a, hiicrelerin bosluklar
doldurma kapasitelerinin azaldigim1i gostermis olduk (Sekil 7 ve Sekil 8). Yine
migrasyon c¢alismasinda, kontrol grubu, 1uM, 5 uM ve 10 uM fenretinide muamelesi
yapilan gruplarin, 6 saat sonunda agik kalan bosluklarinin piksel l¢timii yapildi. Sonug
olarak, fenretinide molekiiliniin endotel hiicre migrasyonunu doza bagli olarak

azalttigini kantitatif olarak da gosterdik (Sekil 9).

Hiicre proliferasyonu i¢cin MTT yontemini uyguladigimiz ¢alismamizda, fenretinide
muamelesi yapilan hiicrelerin kontrole gore ¢ogalmasinin baskilandigi sonucu elde

edilmistir (Sekil 6).
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Ayrica, 48 saat fenretinide muamelesi yapilan hiicrelerdeki proliferasyonun 24 saatlik

muamele yapilan hiicrelere gore anlamli bir sekilde daha da azaldigin1 gosterdik.

Kapiller benzeri tlip olusumu calismasinda, hiicrelerin matrigel matriks iizerinde
kapiller yap1 olusturma yeteneklerine fenretinide muamelesinin etkisini inceledik.
Yaptigimiz calismada, fenretinide molekiilii dramatik olarak doza bagl bir sekilde
endotel hiicrelerin kapiller benzeri yap1 olugturmalarini baskilamistir. (Sekil 10). Bunun
yani sira fenretinide’nin tiip olusumunu azalttigini kantitatif olarak gostermek igin
gruplardan elde ettigimiz goriintiilerdeki tiiplerin uzunluklarini piksel olarak Olctiikten

sonra bu baskilama verilerinin grafigini elde ettik (Sekil 11).

Fenretinide molekiilii ger¢cekten arastirilmasi ve molekiiler mekanizmasi aydinlatilmasi
gereken Onemli bir molekiildiir. Gelecekte yapilacak olan molekiiler ¢aligmalar ile
anjiyogenez lzerine etkisi spesifik olarak ortaya cikarilabilecek olan fenretinide

molekiilii igin ¢alismamiz literatiire katki saglayacaktir.
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