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OZET

Anjiyogenez, var olan damarlardan yeni kan damarlarinin olusum prosesidir. Bu
siire¢ baz1 fizyolojik ve patolojik durumlarda 6nemli bir rol oynar. Solid tiimdérler,
bliylime ve metastaz i¢in anjiyogeneze bagimlidir. Yeni kan damar aglari timor
dokularina penetre olduktan sonra, hiicrelere besin ve oksijen saglarken atik tiriinleri
uzaklastirir. Neoanjiyogenik siirecin inhibisyonu ile tiimdr biiylimesinin bloke
olabilme potansiyeli, solid tiimor tedavisinde ilgi ¢ekici bir yaklasim sunmaktadir.

Karotenoidlerden biri olan likopen, bitkiler ve fotosentetik mikroorganizmalar
tarafindan sentezlenir. Cok gii¢lii bir antioksidan olan likopen serbest radikallere
kars1 oldukca reaktiftir. Likopenin serum veya doku diizeyleri ile gesitli kanser
tiirlerinin insidansi arasinda zit bir iliski oldugu bilinmektedir.

Likopenin kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini baskiladigi ¢esitli c¢alismalarda
gosterilmesine ragmen, endotelyal hiicreler {izerine ve kanser tedavisinde Onemli
olan anjiyogenez olusum siirecine likopenin etkilerini gosteren bir caligmaya
literatiirde rastlanamamustir. Ayrica, bir kac¢ calismada likopenin metastaz {izerine de
etkili oldugu gosterilmesine karsin, metastaz olusumuna zemin hazirlayan endotelyal
hiicrelerin damar olusturma prosesi ile likopen arasindaki iligskiyi inceleyen bir
calisma olmadigr goriilmiistir. Bu nedenle, bu c¢alismada likopenin kanser
gelisiminde ¢cok onemli bir rolii olan endotelyal hiicrelerin anjiyogenez olusturmasi
tizerine etkilerinin aragtirilmasi ve likopenin olas1 anti-anjiyogenik etkilerinin, etkisi
bilinen apigenin ile karsilastirilmast amaclanmistir. Bu amacla, likopen veya
apigenin ile muamele edilmis olan HUVEC endotelyal hiicrelerde kapiller benzeri
tiibiiler ag olusturma deneyi ile in vitro anjiyogenez, metil tetrazolyum boyasi
yardimiyla canli hiicre yiizdeleri, Boyden Chamber sistemi ile hiicre migrasyon
diizeyleri ve yara iyilesmesi deneyi kullanilarak yonsel hiicre migrasyonu
Olclilmiistiir.

Calismamizda, likopen ve apigeninin endotelyal hiicrelerde doza bagli olarak
hiicre proliferasyonunu ve deneyde kullanilan en etkin dozda hiicre migrasyonunu
kontrole gore baskiladigr goriilmiistiir. Likopen ve apigeninin doza bagl olarak
kapiller benzeri tiip uzunluklarini azalttigi ve tip olusumunu inhibe ettigi
bulunmustur.

Bu c¢aligmada, kemoprevensiyon ajan olarak diisiiniilen likopenin endotelyal
hiicreler ve anjiyogenez iizerine de etkili oldugu gosterilmistir. Bu yiizden, bu
calisma, likopen ve endotelyal hiicreler ile iligkili ileriki anjiyogenez deneylerine
Oncii bir calisma olarak 151k tutabilecektir.

Anahtar Kelimeler : Anjiyogenez, HUVEC, likopen, apigenin, hiicre migrasyonu,
tiip olusumu, hiicre proliferasyonu.



ABSTRACT

Angiogenesis is the formation process of new blood vessels from preexisting
ones. This process plays an important role in some physiological and pathological
conditions. Solid tumors depend on angiogenesis for growth and metastasis. After the
new networks of blood vessels penetrate into tumor tissues, they supply nutrients and
oxygen and removing waste products. The potential to block tumor growth by
inhibition of the neoangiogenic process represents an intriguing approach to the
treatment of solid tumors.

Lycopene, one of the carotenoids, is synthesized by plants and photosynthetic
micro-organisms. Lycopene which is a powerful antioxidant is highly reactive
towards free radicals. Serum and tissue lycopene levels have been known to be
inversely related to the incidence of several types of cancer.

Although lycopene was shown to reppress the proliferation of cancer cells, it
couldn’t be seemed any study in literature showing effects of lycopene on endothelial
cells and on the formation process of angiogenesis which is important in cancer
therapy. Besides, in several studies, though it was shown lycopene is also effective
on metastasis, it was seen there was no study investigating relationship between
lycopene and vessel formation process of endothelial cells supplying basic facilities
for metastasis formation. Therefore, in this study, it was aimed to be searched the
effects of lycopene on angiogenesis process of endothelial cells playing an important
role in cancer development, and to be compared with apigenin which it is known the
effects of. For this aim, we measured in vitro angiogenesis by capillary-like tubular
network formation assay, the percentages of viable cells by methyl tetrazolium salt
staining assay, cell migration levels by Boyden Chamber system and directional cell
migration by wound healing assay in HUVEC endothelial cells which were treated
with lycopene or apigenin.

In our study, it was seen that lycopene and apigenin repressed the cell
proliferation as a dose dependent manner and cell migration at the most effective
dose used in the experiment as compared with controls in endothelial cells. It was
found that lycopene and apigenin decreased the capillary-like tube lengths as a dose
dependent manner and inhibited tube formation.

In this study, lycopene which has been thought as a chemoprevention agent has
been shown to be effective on endothelial cells and angiogenesis, as well. Therefore,
as a leading study, this study will be able to direct further angiogenesis experiments
related with lycopene and endothelial cells.

Keywords : Angiogenesis, HUVEC, lycopene, apigenin, cell migration, tube
formation, cell proliferation.
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GIRIS

Kanser, kontrolsiiz hiicre boliinmesi ve hiicrelerin komsu dokulara veya uzak
dokulara gocii ile sonuglanabilen énemli bir saglik sorunudur. Kanser tedavilerinde
asil hedef, kontrolsiiz tiimor hiicre proliferasyonunun ve anjiyogenezin dnlenmesidir
(1). Anjiyogenez, yeni kapiller kan damarlarinin olusum prosesidir. Yetigkinlerde
endotelyal hiicrelerin proliferasyon hizi, diger birgok hiicre tipine gore cok daha
yavastir. Fizyolojik olarak siki bir regiilasyon altinda ve nadiren gergeklesen
anjiyogenez, yara iyilesmesi esnasinda ve disi ilireme sisteminde meydana
gelmektedir (2). Bunlarin disinda anjiyogenezin indiiksiyonu potansiyel bir tehlike
isaretidir. Regililasyonu bozulmus anjiyogenez ¢esitli patolojiler ile sonuglanir (3). Bu
patolojik durumlara o6rnek olarak romatoid artrit (4), diyabetik retinopati (5),
psoriyazis ve jiivenil hemanjiyoma (6) verilebilir. Bunlara ilaveten, tiimor gelisimi
icin biiylime faktdrlerinin timor hiicrelerine ulastirilmast ve kanser hiicrelerinin
yayllmas1 da anjiyogenez aracilifiyla gerceklesir (3). Anjiyogenez olusmadikca
(prevaskiiler faz) timor genellikle 2-3 mm® den daha fazla bilyiiyemez. Bu
biiyilikliige ulasincaya kadar bir milyon veya daha fazla hiicre iceren tlimorler,
biiyiime ve canliliklar ig¢in gerekli besin ve oksijen ihtiyacini basit difiizyon yolu ile
saglarlar (7). Timoriin daha fazla biiyiliyebilmesi i¢in yeni kapillerlerin olusmasi
gerekmektedir. Tlimor i¢i yeni kan damarlari, hiicrelerin dolagima girmesi ve farkl
organlara metastaz olmasi i¢in de bir yol saglamaktadir (8). Anjiyogenezi tetikleyen
doku hipoksisi solid tiimorlerin karakteristik bir 6zelligi olup, tiimdr biiylimesinin bir
sonucu olarak ortaya cikar. Hipoksi, tiimorlii dokunun diisiik oksijen miktarina
adaptasyon yetenegidir (9). Hipoksinin tiimor hiicrelerinden vaskiiler endotelyal
bliylime faktorii (VEGF) sekresyonuna neden oldugu bilinmektedir (10, 11).
Endotelyal hiicrelerindeki VEGF reseptorleri ve VEGF arasindaki etkilesim, reseptor
aracilt kinaz aktivitesine ve tlimor anjiyogenezine Onciilik eden kritik sinyal
yollariin baglamasina neden olur (12). VEGF ve fibroblast biiyiime faktorii (FGF)
tiimor anjiyogenezinin gelisiminde 6nemli rollere sahiptir. Endotelyal hiicreler i¢in
cok 6zel bir mitojen ve gegirgenlik faktorii olan VEGF nin, ¢esitli tiimor tiplerinde
ve tiimor hiicre dizilerinde upregiile edildigi bilinmektedir (13-15).

Anti-antijogenik tedavi icin gelistirilen yaklasimlarin hepsi tiimor hiicresinden
cok, endotelyal hiicreyi hedef almaktadir. Tiimor hiicresinin yok edilmesi ikinci
planda kalmistir. Bu yaklasimlarin teorikteki avantaji, endotelyal hiicrelerin
transforme olmamasi ve ilag¢ direnci ile sonuglanan mutasyonlarin goriilmemesidir.
Ayrica, endotele yonelik tedaviler tliimoriin orijinine bakilmaksizin tiim solid



tiimdrlere uygulanabilir 6zelliktedir. Bunun yaninda, tiimdr hiicrelerinin merkezine
ilaclarin ulastirllmast geleneksel tedavinin en Onemli problemi oldugu igin,
endotelyal hiicreleri kanda tasinan ajanlarla hedef almak avantaj saglamaktadir (16).

Likopen kirk karbonlu (C49Hse) asiklik bir karotenoid olup, 11 tane konjuge ¢ift
bag icermektedir. Yaklagik 600 karotenoidten biri olan likopen de diger karotenoidler
gibi yapisiyla iliskili renk ve fotokimyasal dzellikler tasir. Ozellikle domateste bol
miktarda bulunan likopen, bu bitkiye karakteristik kirmizi rengini vermektedir (17,
18). Serum likopen diizeyleri ile mesane kanseri (19) ve meme kanseri (20) arasinda
zit bir iligski oldugu bildirilmistir. Likopenin akciger, meme ve endometrium gibi
cesitli peripheral kanser tiplerininin proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (21).
Epidemiyolojik caligmalar, domates triinleri ve likopenin diyetle alimi ile prostat
kanser riski arasinda zit bir iliski oldugunu gostermislerdir. Likopen prostat
kanserine karsi koruyucu bir maddedir (22-26). Likopen, prostat kanserine karsi
koruyucu etkilerini, aralarinda IGF-1, IGFBP-3, Cx43 ve karsinojen metabolize edici
enzimlerin de bulundugu baz1 proteinlerin modiilasyonunu saglamak yoluyla gosterir

(27).

Likopenin, hiicre kiiltiir sisteminde insan endometrial, meme ve akciger kanser
hiicrelerinin IGF-1 aracili proliferasyonunu giicli bir sekilde inhibe ettigi
gosterilmistir (28). Ayrica, GO/G1 fazinda hiicre siklusunun inhibisyonu ve hiicre
farklilasmasinin indiiksiyonu ile HL-60 hiicre biiyiimesinde de bir azalmaya neden
oldugu belirtilmistir (29). Fare osteoblastlariin likopen ile muamelesi sonucunda,
hiicre faklilasmasinin indiiklendigi ve proliferasyonun inhibe edildigi bildirilmistir
(30).

Likopenin, serum ile indiiklenmis MCF-7 hiicrelerinde siklin D1 diizeyinde
azalmay1 indiikledigi ve sonugta cdk2 ve cdk4 aktivitelerinde bir azalma oldugu
gosterilmistir (31). Benzer bir ¢alismada, likopen ve trans retinoik asit ile IGF-1" in
mitojenik aktivitesinin inhibe edildigi ve bu inhibisyonu IGF-1’in stimiile ettigi,
siklin D1 indiiksiyonunun baskilanmas1 yoluyla gerceklestigi bildirilmistir (32).
Bilinen bir onkogen olan siklin D1 (33), hiicre siklus ilerlemesindeki anahtar
elementlerden biridir. Yiiksek diizeylerdeki IGF-1, prostat kanser riskinin artis1 ile
iligkilidir ve likopen IGF-1 sinyalini etkilemektedir (34).

Yapilan bir ¢caligmada, likopenin MCF-7 ve MDA-MB-231 insan meme kanser
hiicrelerinin biiylimesini inhibe ettigi gosterilmistir (35). Likopenin, MCF-7 hiicre
siklusunu bloke ettigi ve proliferasyonu inhibe ettigi bildirilmistir (36). Likopenin
LNCaP insan prostat kanser hiicrelerinin proliferasyonuna etkisini inceleyen bir
calismada, hiicrelerin biiylimesinin 6nemli dl¢lide azaldig1 gosterilmistir (37).



Insan agiz boslugu timérii kaynakli KB-1 hiicreleri ile yapilan bir calismada,
likopen ile inkiibe edilen hiicrelerin gap junctional iletisimin olusmasinda anahtar bir
protein olan konneksin 43’lin hem transkripsiyonunu hem de ekspresyonunu dnemli
derecede arttirdigi ve KB-1 tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu giiclii bir sekilde
inhibe ettigi gosterilmistir (38). Likopenin, ratlara transplante edilen C-6 glioma
hiicrelerinin gelisimini de inhibe ettigi gosterilmistir (39).

Hwang ve ark. (40), SK-Hepl insan hepatoma hiicrelerinde likopenin hiicre
biiyiimesini doza bagli olarak inhibe ettigini ve hiicrelerin adhezyon, invazyon ve
migrasyonunu inhibe ederek antimetastatik ozellikler sergiledigini gostermislerdir.
Ayrica, SK-Hep-1 hiicrelerinin likopen ile muamelesi sonucunda, metastaz
baskilayici bir gen olan Nm23-H1 ekspresyonunun indiiklendigi gosterilmistir (41).

Apigenin’in (4,5,7,-trihidroksiflavon) anti-inflamatuar, anti-karsinojenik ve
serbest radikal tutucu 6zelliklerinin (42), transformasyonu (43), anjiyogenezi (44) ve
timdr olusumunun (45) inhibisyonunu da igeren bazi anti-tiimor etkilerinin oldugu
bilinmektedir. Ayrica kolon (46), meme (47), deri (48) ve prostat (49) kanserlerini de
iceren ¢esitli insan kanser hiicrelerinde, apigeninin hiicre ¢ogalmasinin inhibisyonu
ve apoptozisi indiikledigi gosterilmistir.

Kanser hiicrelerinin biiyiime faktorlerini sentezlemesi ve salgilamasinin,
endotelyal hiicrelerin proliferasyonuna ve anjiyogeneze onciiliik ettigi bilinmektedir.
Likopenin kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini negatif yonde etkiledigi ¢esitli caligmalar
ile gdsterilmesine ragmen, kanser tedavisinde 6nemli bir yere sahip olan anjiyogenez
olusum siirecine ve endotelyal hiicreler iizerine likopenin etkilerini gdsteren bir
calismaya literatiirde rastlanamamistir. Buna ek olarak, bir ka¢ calismada (40, 41)
likopenin metastaz {izerine de etkili oldugu gosterilmesine karsin, metastaz
olusumuna zemin hazirlayan endotelyal hiicrelerin damar olusturma siireci ile
likopen arasindaki iligkiyi inceleyen bir calisma yapilmadig goriilmiistiir. Bu
nedenle, bu calismada likopenin kanser gelisiminde ¢ok ©nemli bir rolii olan
anjiyogenez siirecine ve endotelyal hiicreler iizerine etkilerinin aragtirilmasi ve
likopenin etkilerinin, anti-anjiyogenik etkisi bilinen apigenin ile karsilastirilmasi
amagclanmstir.



GENEL BiLGILER

2.1. Anjiyogenez

Anjiyogenez, yeni kapiller kan damarlarinin olusum prosesidir. Yetiskinlerde
endotelyal hiicrelerin proliferasyon hizi, diger birgok hiicre tipine gdére cok daha
yavastir. Fizyolojik olarak siki bir regiilasyon altinda ve nadiren gergeklesen
anjiyogenez, yara iyilesmesi esnasinda ve disi lireme sisteminde meydana
gelmektedir (2). Bunlarin diginda anjiyogenezin indiiksiyonu potansiyel bir tehlike
isaretidir. Regililasyonu bozulmus anjiyogenez ¢esitli patolojiler ile sonuglanir (3). Bu
patolojik durumlara Ornek olarak romatoid artrit (4), diyabetik retinopati (5),
psoriyazis ve jiivenil hemanjiyoma (6) verilebilir. Bunlara ilaveten, tiimdr gelisimi
icin biiylime faktorlerinin tiimor hiicrelerine ulastirilmasi ve kanser hiicrelerinin
yayilmasi da anjiyogenez araciligiyla gerceklesir (3).

Umut vaat eden in vivo ve in vitro ¢aligmalar sayesinde terapdtik stratejilerin
gelisimi hiz kazanmigtir. Anjiyogenik terapiler, iskemik kalp hastaliklar1 ve ciddi
periferal vaskiiler hastaliklar gibi iskemik kosullarda kan damar biiyiimesinin
uyarilmasini kapsarken, diyabet, romatoid artrit veya tiimor gelisimi gibi kosullarda
anjiyogenezin inhibisyonunu i¢cermektedir (50).

2.1.1. Anjiyogenezin mekanizmasi

Anjiyogenez, hiicreler ile ekstraseliiler matriks komponentleri arasindaki
kapsamli bir etkilesimin gergeklestigi, ¢ok basamakli ve karmasik bir olaydir.
Anjiyogenezde 4 farkli ardigik basamak vardir (51):

1- Bazal membranin proteazlar ile yikimi.

2- Endotelyal hiicrelerin interstitial alana migrasyonu.

3- Endotelyal hiicrelerin proliferasyonu.

4- Limen olusumu, perisitlerin toplanmasi ile yeni bazal membranin olusumu,

anastomozlarin olusumu ve son olarak kan akisi.

Mikrodamarlardaki anjiyogenik yanit komsu endotelyal hiicreler, perisitler ve
onlar1 c¢evreleyen ekstraseliiler matriks arasindaki hiicresel adezif etkilesimlerdeki
degisiklikler ile iliskilidir. Aktif neovaskiilerizasyon prosesinde, aktive olmus
endotelyal hiicreler; kendi hiicre iskeletlerini yeniden organize ederler, integrinler ve
selektinler gibi hiicre yiizey adhezyon molekiillerini eksprese ederler, proteolitik
enzimleri sekrete ederler ve komsu ektraseliiler matrikslerini yeniden diizenlerler. Bu
olaylar kapiller tomurcuklarin olusumu tarafindan takip edilir. Bazal membranin
yeniden kurulmasina, liimen olusumuna ve diger yeni veya 6nceden varolan damarlar



ile anastomozlasmasina ve son olarak biitiin mikrodamarlarin olusumuna Onciiliik
eden endotelyal hiicrelerin migrasyonu, c¢ogalmasi, uzamasi, yoOnlenmesi ve
farklilagmasinin indiiklenebilmesi i¢in otokrin ve/veya parakrin anjiyogenik faktorler
varolmalidir (7).

2.1.2. Tiimor anjiyogenezinde rol alan faktorler

2.1.2.1. Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii ve reseptorleri

Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) veya bilinen diger adiyla vaskiiler
permeabilite faktorii (VPF) heparin-baglayici bir anjiyogenik biiyliime faktori olup
cesitli timor tiplerinde yiiksek derecede eksprese edilir. Luminal ve abluminal
plazma membranlar1 arasindaki metabolit transportunu kolaylastiran kii¢iik
damarlardaki endotelyal hiicrelerde kiimelenmis vezikiiller vardir. VEGF, vezikiiler-
vakuolar organellerin aktivitesini arttirarak endotelyal hiicre permeabilitesini
arttirabilir (52).
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Sekil 2.1.1. Tiimor anjiyogenezinde tetikleyici mekanizma (7).



Alternatif olarak, mitojen ile aktive olan protein kinaz (MAPK) sinyal iletim yolagini
kullanan VEGF, caderin/catenin kompleklerinin yeniden diizenlenmesi yoluyla, tek
sirali endotelyal hiicreler arasinda bulunan baglantilar1 gevseterek permeabiliteyi
arttirabilir (53, 54). Ayrica, insan umblikal ven endotelyal hiicreleri kullanan bazi
caligmalar, VEGF’nin endotelyal hiicre permeabilitesini PKB/Akt, endotelyal nitrik
oksit sentaz (eNOS) ve MAP kinaz bagimli yollarin aktivasyonu ile arttirdigin
gostermektedir (55) (Sekil 2.1.1).

Artan vaskiiler permeabilite plazma proteinlerinin ekstravazasyonuna ve
ECM’nin endotelyal ve stromal hiicre migrasyonu i¢in elverisli hale gelmesine sebep
olur.

VEGF, endotelyal hiicrelere spesifik bir mitojendir ve yiiksek afiniteli
reseptorlerine (Flt-1/VEGFR-1, Flk-1/KDR/VEGFR-2) baglandiginda inositoliin
hidrolizi yoluyla ikinci mesajcilarin olusumunu tetikler ve bu yiizden heparin-benzeri
molekiillerin varliginda reseptorlerin otofosforilasyonunu indiikler, fosfotidilinositol
metabolik sinyal iletim yolaklarini acar ve endotelyal hiicrelerdeki MAP kinazlari
aktive eder. Sonug¢ olarak, VEGF mitojenik etkilerini endotelyal hiicre
proliferasyonunu arttirarak gosterir (56, 57).

Activation of t bel2, tA1, ) £ s
PI3k/Akt, P NO, 1survivin, apoptoss

MAPK § Bax ——
P! ERK, eNOS EC pro\.lferaltlon and

(+) N migration

>

S Matrix
nduction of a; Py, (+) reorganization, EC
‘ VEGF ’—" VEGFR2 ’—’ azfy, ayBaintegrins > pro?iferaﬁon and

migration

Activation of
UPA-UPAR | MAPK, focal ) ECM degradation,
adhesion EC proliferation
protein and migration

v

A 4

A

(+)

ECM degradation
‘ bFGF > bFGFR > MMPs release > g e
and organization
o o .
» EC apoptosis
> pathway 1 bc-XL por
PI3k/AKE oo O | eCapoptosis
Ang1 Tie2

activation

ECM degradation

) and arganization

t MMP-2, t Plasmin,
+ TIMP-2

Y

A4

L ECM degradation,
Activation of MMP-2 “+) o
’—> EC proliferation
and uPA system o
and migration
TGF-8 TGF-BR

| Cyclin /CDK, t CDKIs, | (+) EC G cell
> cel

pRB phosphorylation
cycle arrest

A 4

Sekil 2.1.2. Anjiyogenik faktorlerin olusturdugu bazi anjiyogenez mekanizmalari (7).



VEGF, anjiyogenez i¢in gerekli ECM komponentlerini yeniden bi¢cimlendirecek
olan dengelenmis bir proteolizis sistemini indiikler. VEGF, endotelyal hiicrelerde
tirokinaz-benzeri plazminojen aktivator (uPA), doku tip plazminojen aktivator (tPA),
plazminojen aktivator inhibitor-1 (PAI-1) (58, 59), proteolitik enzimler, doku
faktorleri ve interstitial kollajenaz iiretimini uyarir (60). Plazminojen aktivatorler
plazminojeni, ECM bilesenlerini yikan plazmine aktive eder. Bazal membranin
yeniden modellenmesine ek olarak, lirokinaz-benzeri plazminojen aktivator reseptorii
(uPAR)’ne baglanan uPA ayrica, endotelyal hiicrelerde hiicre i¢i sinyal iletimine
aracilik eder. [Endotelyal hiicrelerde uPAR’a baglanma, fokal adhezyon
molekiillerinin fosforilasyonuna ve MAP kinazlarin aktivasyonuna (61) sebep olur,
yani uPA bu yol sayesinde endotelyal hiicre migrasyonuna ve proliferasyonuna etki
eder (Sekil 2.1.2).

VEGF ayrica, hiicre proliferasyonunu, migrasyonunu ve  matriks
reorganizasyonunu uyaran oi1f1, o2f1 and ovb3-integrinlerinin ekspresyonlarini
indiiklemek suretiyle de anjiyogenik etkilerini gosterir (Sekil 2.1.2). Bu integrinlerin
antagonistleri VEGF nin indiikledigi anjiyogenezi inhibe etmede etkilidir (62, 63).

VEGF, vaskiiler endotelyal hiicreler i¢in ¢ok spesifik bir mitojen olmasinin
yanisira yeni olusan immatiir damarlardaki endotelyal hiicreler i¢in de giiglii bir
canlilik faktoriidiir. VEGF, anjiyopoietin-1 ve ovb3 gibi bazi endotelyal canlilik
faktorleri, p53, p21, pl6 ve p27 ile proapoptotik protein olan Bax’1 baskilarken,
PI3k/Akt, p42/44 MAP kinazlar, bcl-2, Al ve survivin gibi canlilik yolaklarini aktive
eder (7) (Sekil 2.1.2). P42/p44 MAP kinazlar, VEGF promotorunun proksimal
bolgesinde (-88/-66) AP-2/Spl (aktivatdor protein-2) kompleksinin toplanmasi
yoluyla onun transkripsiyonunu aktive ederek veya hipoksi ile indiiklenebilir faktor-
lo’in (HIF-1a) direkt fosforilasyonu yoluyla VEGF ekspresyonunu destekler (64).
VEGF, PI3-kinazin downstream bir hedefi olan serin-threonin protein kinaz Akt’nin
ekspresyonunu KDR/FIt-1 reseptorii araciliiyla indiikler. Bu yolak giiclii bir sekilde
cesitli apoptozis sinyal yolunu bloke eder (65, 66), endotelyal hiicre migrasyonunu
destekler (67) ve HIF’in ekspresyonunu arttirir (68). PI3K’nin farmakolojik
inhibisyonu veya dominant-negatif Akt mutant1 ile transfeksiyon, endotelyal hiicreler
tizerine VEGF nin antiapoptotik etkilerini ortadan kaldirir. Bu bulgular; VEGFR2 ve
PI3K/AKkt sinyal iletim yolunun endotelyal hiicre canliligin1 arttirict dnemli bir etken
oldugunu gostermektedir. Antiapoptotik VEGF’nin aracilik ettigi downstream
efektor yolaklardan biri de Akt-bagimli endotelyal nitrik oksit sentaz (e-NOS)’1n
aktivasyonu olup bu yol endotelyal hiicre canliligimi arttirmaktadir (Sekil 2.1.2).
VEGF ile indiiklenmis MAPK/ekstraseliiler sinyal ile regiile edilen kinaz (ERK)
yolunun aktivasyonu ve stres ile aktive edilen protein kinaz/c-jun amino terminal
kinaz yolunun inhibisyonu da VEGF’nin aracilik ettigi antiapoptotik etkilere
karigmaktadir (7, 69) (Sekil 2.1.2). PI3K/Akt yolunun aktivasyonu antiapoptotik
etkilerin yanisira VEGF’nin endotelyal hiicrelerdeki migrasyon etkilerine de Akt-
bagimli fosforilasyon ve eNOS’un aktivasyonu yoluyla aracilik eder (70) (Sekil
2.1.2).



VEGF mRNA’sinin ekspresyonu nekrotik alanlara komsu hipoksik timor
hiicrelerinde en yliksek diizeydedir. Hipoksi ile indiiklenen VEGF mRNA’sinin
transkripsiyonuna, HIF-1 proteininin VEGF promotorunda lokalize olan bir HIF-1
baglanma bolgesine baglanmast ve stres ile indiiklenebilir bir PI3K/Akt yolunun
aktivasyonu aracilik etmektedir (68, 71).

Aslinda progresif tiimor biliyiimesi siirekli bir hipoksi olusturur ve VEGF, bFGF,
IL-8, TNF-a,, TGF-B c¢esitli pro-anjiyogenik bilesikleri arttirir. Bu bilesikler ise
damar hiper-permeabilitesinin  artisi, plazma proteinlerinin  serbestlesmesi,
proteazlarin indiiksiyonu, fibrin olusumu, endotelyal hiicre proliferasyonu,
migrasyonu gibi cesitli mekanizmalar yoluyla anjiyogenezi ve fibrinolizisi destekler.
Sonug olarak, siirekli tiimdr biiyiimesi ve disfonksiyonel damar olusumu gergeklesir

ki bu durum pozitif besleme ile tiimorlerin iginde siirekli bir hipoksik durum
olusturur (7) (Sekil 2.1.1).

2.1.2.2. Fibroblast biiyiime faktorleri

Fibroblast biliylime faktorleri (FGF) ve onlarin reseptorleri ¢esitli kanser
tiplerinde yliksek derecede eksprese edilirler. FGF 6nemli bir tiimor anjiyogenik ve
endotelyal hiicre canlilik faktoriidiir. bFGF, MEK/ERK sinyal yolu ile bcl-XL ve bcl-
2 antiapoptotik proteinlerin ekspresyonunu indiiklemektedir (72) (Sekil 2.1.2).
Tiimdrlerde VEGF mRNA’sinin ekspresyonu bFGF’nin ekspresyonu ile artmaktadir.
Ayrica bFGF mikrovaskiiler endotelyal hiicrelerde VEGF reseptorlerinde bir artis
saglarlar (73). aFGF ve bFGF, endotelyal hiicreler i¢in mitojenik olup endotelyal
hiicre migrasyonunu ve bazal membrani yikma yeteneginde olan PA ve kollajenazin
endotelyal hiicrelerdeki {tretimini stimiile ederler (74) (Sekil 2.1.2). FGF’ler
ECM’nin iiretiminden, MMP’lerin salinimindan ve ECM’nin selektif degradasyonu
ve organizasyonundan sorumludurlar (75) (Sekil 2.1.2). FGF’lerin yiiksek afiniteli
reseptOrlerine baglanmasi tirozin kinaz aktivasyonuna ve sonugta erken gen
ekspresyonu ve hiicre proliferasyonuna onciiliikk eden bir kaskadin ¢alismasina sebep
olurlar. FGF reseptorleri ligand baglandiginda dimerize olurlar ve tirozin
rezidiistinde transfosforilasyon gerceklesir.

2.1.2.3. Anjiyopoietinler ve tie reseptorleri

Anjiyopoietin-1 (Ang-1) ve anjiyopoietin-2 (Ang-2), Tie-2 reseptorleri sayesinde
kendi agonist ve antagonist sinyal etkisinden dolay1 pro-anjiyogenik ve anti-
anjiyogeniktir (76). Endojen VEGF-A’nin varlifinda, Ang-2 bazal laminanin
yeniden modellenmesini, endotelyal hiicrelerin proliferasyonunu, migrasyonunu ve
kapiller ¢apta hizli bir artis1 destekleyerek yeni kan damarlarinin filizlenmesini
indiikler (76). Buna zit olarak, endojen VEGF aktivitesinin inhibisyonu durumunda
Ang-2 endotelyal hiicrelerin 6liimiinli ve damar regresyonunu destekler (76). Ang-1
hem Tie-2’nin hem de PI 3’-kinazin p85 alt iinitesinin fosforilasyonunu indiikler ve
doza bagimli olarak PI 3’-kinaz aktivitesini arttirir. Bu durum, Tie-2 reseptoriiniin, PI
3’-kinazin ve Akt’nin, Ang-1’in parakrin aktivitesi ile indiiklenen endotelyal hiicre



canliligina Onciilik eden sinyal iletim yolaginda Onemli elementler oldugunu
gostermektedir (77) (Sekil 2.1.2). Alternatif olarak, Ang-1, kritik bir canlilik
mesajcist olan Akt’yi aktive ederek ve genis spektrumlu bir apoptozis inhibitorii olan
survivini upregiile etmek suretiyle endotelyal hiicre apoptozisini énlemektedir (78,
79) (Sekil 2.1.2). Bununla birlikte, bcl-2’nin ekspresyonu iizerine etkisi yoktur (79).
Ang-1 tarafindan endotelyal hiicrelerden plazmin ve MMP-2 sekresyonunun artisi ve
TIMP-2 sekresyonunun baskilanmasi da endotelyal hiicrelerin siirgiin vermesinin
indiiklenmesi i¢in 6nemli bir belirtectir (80) (Sekil 2.1.2). PI 3’-kinaz inhibitdrleri,
Ang-1 ile stimiile edilen p125rak’in tirozin fosforilasyonunu, endotelyal hiicrelerden
MMP-2 ve plazmin sekresyonunu ve migrasyonu inhibe etmektedir (80).

Ang-2, endotelyal hiicrelerde Ang-1-aracili Tie-2 otofosforilasyonunu bloke
etmektedir ve Ang-1/Tie-2-aracil1 anjiyogenezde, kan damarlarinin asir1 dallanmasini
ve filizlenmesini 6nlemek i¢in bir kontrol noktasi olarak davranmaktadir (7).

2.1.2.4. Transforme edici biiyiime faktorii-p

Transforme edici biiylime faktorii-beta (TGF-f) hiicre biiylimesi ve
farklilasmayi, ECM sekillenmesini, hiicresel adhezyon 6zelliklerini, anjiyogenezi ve
immiin fonksiyonlar1 regiile eden ¢ok fonksiyonlu polipeptidlerdir. TGF-B1 etkilerini
TGE-p tip I ve tip II reseptorleri araciligiyla, Smad proteinleri, p38 MAPK ve ERK
gibi yolaklardaki hiicre i¢i mediatorleri aktive etmek icin kullanir (81). Kiiltiir
hiicrelerinin ¢ogu tarafindan sekrete edilen TGF-f3 biyolojik olarak inaktif formdadir
ve TGF-B reseptorlerine baglanamazlar. Latent TGF- B, plazmin ve katepsin D gibi
proteazlar, diisiik pH, iire gibi ajanlar ve 1s1 tarafindan aktive edilirler (82, 83).
Immiinohistokimyasal ~ ¢alismalar, TGF-B1’in  gastrik karsinomada VEGF
ekspresyonunun upregiilasyonu yoluyla dolayli olarak anjiyogenezi stimiile ederek
timor progresyonuna katkida bulunabilecegini gostermistir (84). Ayrica, TGF-1’in
antianjiyogenik molekiil olan anjiyostatinin olusumunu insan pankreatik kanser
hiicrelerinde zaman ve doza bagimli olarak inhibe ettigini ve bu etkiye
plazminojen/plazmin sisteminin modiilasyonu yoluyla aracilik edildigi gosterilmistir
(85). TGF-B sadece siklinlerin ve CDKlarin ekspresyonu ve aktivitesini inhibe
etmekle kalmaz ayrica siklin bagimli kinaz inhibitérleri (CDKI)’ ni indiikler. p15 ve
p27 gibi CDKUI’lar, siklin/CDK’lara baglanir, pRB’nin fosforilasyonunu onler ve bu
nedenle endotelyal hiicreleri de iceren ¢ogu epitelyal hiicreleri ge¢ G1 fazinta tutar
(33) (Sekil 2.1.2). PANC-1 ve IMIM-PCI1 hiicrelerinin TGF-f ile muamelesi sonucu
hem matriks metalloproteinaz-2 (MMP-2) hem de uPA sisteminin aktivitesi ve
ekspresyonunda kuvvetli artislar gozlenmistir. Bu hiicrelerin MMP-2 ve uPA
sisteminin inhibitorleri ile muamelesi ise TGF-B ile indiiklenen invaziv durumu
onemli Olglide azaltmistir. Bu durum TGF-B’nin, MMP-2 ve uPA sistemini araci
kullanarak, timoér hiicre invazyonunda otokrin tavir sergiledigini gostermektedir (86)
(Sekil 2.1.2). Bunlara ek olarak, TGF-f anjiyogenik faktorleri sekrete eden
inflamatuar mediatorlerin toplanmasi yoluyla da dolayli bir sekilde anjiyogenezi
stimiile etmektedir.



2.1.2.5. interlékin-8 ve matriks metalloproteinaz-2

Bazal membranin ve ECM’nin proteolitik degradasyonunu kolaylastiran MMP
aktivitesinin artis1 timor anjiyogenezi kadar tiimor biiylimesi ve metastaz ile de
iliskilidir. Neoplastik dokularda artis gosteren interlokin-8 (IL-8) mRNA’sinin
ekspresyonu yaygin neovaskiilerizasyon, tiimor progresyonu ve canlilik ile iliskilidir.
Ayrica, IL-8 ile transfekte edilen timor hiicrelerinde MMP-2 mRNA diizeyleri artig
gosterirken VEGF ve bFGF mRNA diizeyleri degismez (87, 88). Bu durum, IL-8 ile
indiiklenen MMP-2 iiretiminin, timdr hiicrelerinin anjiyogenezi indiiklemek i¢in
kullandig1 6nemli bir mekanizma oldugunu gdstermektedir. IL-8 ayrica hipoksi
tarafindan da wupregiile edilmektedir (87). MMP-2’nin inhibisyonu, kus
korioallantoik membrana (CAM) implante edilen tiimdrlerin biiylimesini ve
neovaskiilerizasyonunu 6nemli 6l¢iide inhibe eder (89).

2.1.3. Anjiyogenez ve kanser

Kanser kontrolsiiz hiicre boliinmesi ve hiicrelerin komsu dokulara veya uzak
dokulara gocii ile sonuglanabilen onemli saglik sorunlarindan biridir. Timor
dokularinda meydana gelen anjiyogenez prosesi 1970’li yillarda ilgi odagi olmustur.
Kanser tedavilerinde asil hedef, kontrolsiiz tiimor hiicre proliferasyonunun ve
anjiyogenezin onlenmesidir. Anti-anjiyogenik tedavi sonucunda, gebelik veya yara
tyilesmesi gibi bir durumun olmadig1 kosullarda, herhangibir yan etki olmaksizin
sadece tiimor dokusunun etrafindaki damar olusumu engellenmek suretiyle etkili bir
yaklagim ger¢eklesebilmektedir (1, 90, 91).

Anti-antijogenik tedavi igin gelistirilen yaklagimlarin hepsi timor hiicresinden ¢ok
endotelyal hiicreleri hedef almaktadir. Tiimor hiicresinin yok edilmesi ikinci planda
kalmistir. Bu yaklasimlarin teorikteki avantaji, endotelyal hiicrelerin transforme
olmamasi1 ve ila¢ direnci ile sonuglanan mutasyonlarin goriilmemesidir. Ayrica,
endotele yonelik tedaviler tiimoriin orijinine bakilmaksizin tiim solid tiimorlere
uygulanabilir 6zelliktedir. Bunun yaninda, tiimor hiicrelerinin merkezine ilaglarin
ulagtirilmast geleneksel tedavinin en Onemli problemi oldugu icin, endotelyal
hiicreleri kanda taginan ajanlarla hedef almak avantaj saglamaktadir (16).

Anjiyogenez olusmadikea (prevaskiiler fazda) timor genellikle 2-3 mm® den
daha fazla biiyliyemez. Bu biiylikliige ulasincaya kadar, bir milyon veya daha fazla
hiicre igeren tiimorler, bliylime ve canliliklari i¢cin gerekli besin ve oksijen ihtiyacinm
basit difiizyon yolu ile saglarlar (7). Tiimoriin daha fazla biiyiiyebilmesi ve metastaz
yapabilmesi i¢in yeni kapillerlerin olusmasi gerekmektedir. Tiimor i¢i yeni kan
damarlari, hiicrelerin dolasima girmesi ve farkli organlara metastaz olmasi icin bir
yol saglarlar (8). Anjiyogenezi tetikleyen doku hipoksisi solid tlimoérlerin
karakteristik bir 6zelligi olup, timor biiylimesinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar.
Hipoksi, tiimorlii dokunun diisiik oksijen miktarina adaptasyon yetenegidir (9).
Hipoksi sonucunda daha agresif kanser fenotipi olusur (92).
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2.1.3.1. Kanserin anjiyogenik salteri (‘angiogenic switch’)

Anjiyogenik fenotip bir¢ok basamakta malign tiimoriin gelisimine hizmet eder.
Timor hiicreleri anjiyogenezin pozitif regiilatorlerinin bir veya daha fazlasini asiri
ekprese edebilir, ekstraseliiler matriksden bir anjiyogenik proteini mobilize edebilir,
makrofajlar gibi hiicreleri toplayabilir (bunlar kendi anjiyogenik proteinlerini iiretir)
veya bu proseslerin bir kombinasyonu ile mesgul olabilirler. Tiimor anjiyogenezine
timoriin  salgiladigi anjiyogenik biiyiime faktorleri aracilik etmektedir (7). Bu
faktorler endotelyal hiicrelerde eksprese edilen ylizey reseptorleri ile etkilesime
girerler. Ornegin, en yaygin bulunan anjiyogenik biiyiime faktdrlerinden olan VEGF
ve bFGF, endotelyal hiicrelere rastladiginda membranda bulunan tirozin kinaz
reseptorlerine baglanirlar ve reseptdrlerin dimerizasyonuna ve reseptorlerin
yiizeyindeki tirozinlerin otofosforilasyonunun aktivasyonuna Onciiliik ederler.
Boylece PI3-kinaz, Src, Grb2/m-SOS-1 gibi baz1 sinyal proteinleri, sinyal ileticileri
ve transkripsiyon aktivatorlerini (STATlar) (herbiri src-homoloji-2 (SH-2) domenleri
icerir) baslatirlar (7, 93). Bu proteinlerdeki SH-2 boélgelerinin reseptor tirozin
kinazlar (RTK) tizerindeki fosfotirozinlere baglanmasi, hiicre dongii mekanizmasinin
tetiklenmesi i¢in gerekli cesitli yollar1 aktive etmektedir. GTP-baglayict protein
tizerinden giden ve mitojen ile aktive edilen protein kinaz kaskadini (MAPK) ve
ardindan ¢ekirdekteki transkripsiyon faktorlerini aktive eden yol en iyi ¢alisilan
yoldur (93).

Bir tiimor hiicresinin anjiyogenik olmasi i¢in bir anjiyogenik faktoriin artmasi
yeterli olmayip, ayn1 zamanda damar biiyiimesinin bazi1 negatif regiilatorleri veya
inhibitorlerinin de azalmasina ihtiyag olabilir (94).

Eger lokal ortamda anjiyogenik faktorlerin iistiinliigii veya ¢ogunlugu varsa, yeni
damar olusumu kapillerler olarak devam edebilir veya matiir veniiller ya da
arteriollere farklilagabilir. Bunun yerine lokal g¢evre degisirse yani anjiyostatik
faktorler iistiin duruma gegerse, yeni damarlar geriler. Bu regresyona aracilik eden
anjiyostatik faktorler ya apoptozisi indiikler veya endotelyal hiicrelerin hiicre
siklusunu durdururlar. Bu yilizden, anjiyogenik fenotipi olusturan salter, mikrodamar
biiylimesinin pozitif ve negatif regiilatdrleri arasindaki lokal dengedeki doniistimii ile
regiile edilmektedir (51, 94).

2.1.3.2. Kemopreventif ajanlar ile neoanjiyogenezin inhibisyonu

Biyomedikal aragtirmalar yarim asr1 asan bir siiredir kanser teshisi ve tedavisi
icin yeni enstriimanlar1 ortaya koymaktadir. Bununla birlikte, bugiin bir solid timor
metastatik faza girdiginde hastanin iyilesme sans1 hala dramatik olarak diismektedir.
Gorilinlirdeki timor kiitlesi cerrahi miidahale ile yok edilmesine ragmen kiiciik
primer tiimdrler ve mikrometastazlara kars1 noninvaziv terapiler ile savasilmalidir.
Birg¢ok klinik protokol, yliksek doz irradyasyon veya kemoterapi iizerine kurulu ¢ok
agresif yaklasimlara dayanmaktadir. Ayrica, her iki metod da genellikle ciddi yan
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etkilerle birlikte bazi timor tiplerine karst kismi etki gdstermektedir (95). Timor
anjiyogenezinin kanser gelisimindeki kritik rolii yaklasik 40 yil 6nce Folkman ve
ark. tarafindan Oncii ¢aligmalar ile ortaya atilmistir (96). Buna ragmen, ancak son
yillarda etkili anti-anjiyogenik strateji gelistirmek i¢in ve endotelyal hiicre fizyolojisi
icin gerekli bilgi birikimi saglanmistir. Endotelyal hiicreler terapi igin ayricalikli bir
hedeftir ¢ilinkii, tim solid tliimdrlerde miisterek bir hiicre tipidir. Her bir kanser
aslinda kendine 0zgii ayr1 bir hastaligi gostermesine ragmen, tiimor endotelyumu
nispeten tek bi¢cimli ve normal bir hiicre tipidir (95).

Kanser hiicreleri, fibroblast biiyiime faktorii (bFGF), vaskiiler endotelyal
bliylime faktorii (VEGF), interlokin 8 (IL-8), transforme edici biiyiime faktorii-f3
(TGF-B), ve endotelyal hiicre toplanmasina ve ¢ogalmasina sebep olan diger ¢esitli
anjiyogenik faktorleri tretebilirler (95). Bu uyaranlar siirekli oldugundan timor
endotelyumunun olgun bir damar agina farklilagmasi nadiren tamamlanir ve timor
damarlar1 anormal bir morfoloji gosterirler. Bu sablon, tiimor tarafindan endotelyal
hiicre toplanmasinin ve ¢ogalmasinin inhibisyonu yoluyla, spesifik olarak tiimor
anjiyogenezinin hedeflenmesinin miimkiin olabilecegini gostermektedir (95).

Antianjiyogenik yaklasimin bir bagka avantaji da, bu normal hiicre tipinin diisiik
mutagenez oranindan dolayi, ¢oklu-ilag direng mekanizmalarinin gelisimi ile ortaya
c¢ikan tedaviye karsi direncin endotelyal hiicrelerde ger¢eklesmemesidir (97). Timor
biiyiimesinin blokaj1, vaskiiler toplanmanin kronik bir inhibisyonunu gerektirir ki bu
durum Hanahan ve Folkman tarafindan ‘anjiyostazis’ olarak belirtilmistir (98). Bu
yiizden uzun siireli tedavi gerekli olup diisiik toksisiteli veya toksik olmayan
molekiillerin tanimlanmasi ve karakterize edilmesi 6nemlidir.

Primer tlimorlerin kansere dontigme riski yliksek olan kisilerdeki bu durumu
engellemede veya cerrahi miidahaleden sonra tiimoriin yeniden ¢ikmasini dnlemede,
dogal ve sentetik bilesiklerin saptanmasi igin son 20 yilda Onemli ¢abalar
sarfedilmistir. Kansere karst kemopreventif ajanlarin  kullanimmin amaci
karsinogenez ilerlemesini yavaglatmak, geri doniistimii saglamak veya inhibe
etmektir. Uzun peryotlarda kullanilmas1 gerektiginden dolayi, kemopreventif
ilaglarin toksisitesi olmamali ve iyi tolere edilebilmelidir (95).

Neoanjiyogenezin inhibisyonu ya sekonder bir onleme yoluyla premalignant
tiimoriin ilerlemesi tersine g¢evirir ya da hastalifin gerilemesine katkida bulunur.
Antianjiyogenik ajanlar mikrometastazlarin daha ilerlemesini Onleyebilirler.
Timorilin anjiyogenezi indiikledigi nokta olarak belirtilen ‘anjiyogenik salter’ hem
hayvan hem de insan tiimorlerinde, tiimorigenezdeki erken meydana gelen bir olaydir
ve erken miidahale tiimor biiylimesini kesebilir. Bu yiizden antianjiyogenez
hiperplastik odaklarin biiylimesini ve ardindan tiimor gelisimini sinirlandirmak i¢in
primer engellemede uygulanabilir (95) (Sekil 2.1.3).
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Sekil 2.1.3. Kemopreventif ajanlar ve tiimér olusumu. Kemopreventif ajanlar, tiimdrigenezin farkli
asamalarinda anjiyogenik prosesi bozabilir. Preneoplastik asama esnasinda erken olarak
meydana ¢ikan anjiyogenik salter anjiyopreventif ajanlar tarafindan, displaziden invaziv
kansere ilerlemeye sebep olan fenotipik ve molekiiler degisikliklerden once kesilebilir
(95).

2.2. Likopen

Kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar1 da igeren kronik hastaliklar temel 6liim
sebeplerinden biridir. Genetik faktorler ve yas ile birlikte, yasam bicimi ve diyet de
g6z Oniine alinmasi gereken onemli risk faktorleridir (99). Tiim kanserlerin yaklasik
%350’s1 diyetle iligkilendirilir (100, 101).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) tarafindan indiiklenen oksidatif stres, kanser ve
kardiyovaskiiler kastaliklarla iligkili aragtirmalarda temel ilgi odaklarindan biridir.
ROS, diizenli metabolik aktivite, yasam bi¢imi ve diyet yoluyla endojen olarak
olusturulan yiiksek derecede reaktif okside edici molekiillerdir. Bu molekiiller
hiicresel komponentler ile reaksiyona girerek lipidler, proteinler ve DNA gibi kritik
hiicresel biyomolekiillerin oksidatif hasara ugramasina sebep olur. Bu hasarin bazi
kronik hastaliklarin sebebinde 6nemli bir rol oynayabilecegini gosteren giiclii deliller
vardir (101-104).

Antioksidanlar ROS’u inaktive eden koruyucu ajanlardir ve bundan dolayi
oksidatif hasar1 6nemli 6lgiide geciktirir veya oOnlerler. Siiperoksit dismutaz, katalaz
ve glutatyon peroksidaz gibi antioksidanlar insan hiicrelerinde dogal olarak
bulunurlar. Buna ek olarak, vitamin E, vitamin C, polifenoller ve karotenoidler gibi
antioksidanlar gidalardan elde edilirler. Diyet kilavuzlar1 kanser ve koroner arter
hastaliklarin1 kapsayan kronik hastaliklar ile miicadele i¢in zengin antioksidan
kaynaklar olan bitkisel gidalar1 fazlaca tiikketmeyi 6nermektedir. Vitamin E, vitamin
C, karotenoidler ve polifenoller gibi diyetle alinan antioksidanlarin hastaliklar
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onlemedeki rolleri 6nemli bir ilgi odag1 olmustur. Bu antioksidanlarin 6nemli dlgiide
anti-kanser ve anti-aterojenik 6zelliklere sahip oldugu goriilmektedir. Meyve ve
sebzelerle zengin diyetler pek ¢ok kronik hastalik riskinde azalma ile iliskilidir (101).

Oksidasyona karsi savunmada Onemli oldugu diisiiniilen bir diger diyetsel
antioksidan likopendir (105, 106).

2.2.1. Likopenin kimyasi

Likopen, bitkiler ve fotosentetik mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen
600’den fazla karotenoidden biridir (107). Bu dogal pigment hayvanlar tarafindan
sentezlenemez. Molekiil agirlig1 536 olan likopen, tetraterpen hidrokarbonlardan biri
olup 40 karbon atomu ve 56 hidrojen atomundan olusmaktadir (108) (Sekil 2.2.1).
Likopen lipofilik bir hidrokarbondur ve kloroform, benzen ve eterde ¢o6ziiniirken
metanol, etanol ve suda hemen hemen hi¢ ¢éziinmezler. Likopenin 444, 470 ve 502
nm’de maksimum absorbans vermesi ona karakteristik kirmizi rengini ve elektronik
olarak uyarilmis cesitli tiirlerden enerji alma yetenegini verir (107). Likopen,
domateste (Lycopersicon esculentum L.) en fazla bulunan karotenoiddir ve tiire bagh
olarak konsantrasyon aralig1 0.9-4.2 mg/100g arasinda degisir (106).

Sekil 2.2.1. Likopenin yapis1 (107).

Islenmemis domates ile karsilastirildiginda, domates salgasi ve ketgap, likopenin
konsantre kaynaklaridir (33-68 mg/100 g). Diger yenilebilir likopen kaynaklar
kusburnu (109), karpuz, papaya, greyfurt ve guava’dir (110). Karotenoidlerin
hidrokarbon karoten sinifina ait olan likopen asikliktir ve 11 konjuge ve 2 unkonjuge
cift bag iceren yliksek derecede doymamis bir hidrokarbondur (Sekil 2.2.1).
Likopenin asiklik olmas1 ve B-iyonon halkasi icermemesinden dolayi, provitamin A
aktivitesine sahip degildir ve biyokimyasi B-karoten ve a-karoten gibi karotenlerden
ayridir. Biyolojik olarak all-trans izomer olarak sentezlenen likopen, dogal
kaynaklarda predominant olarak all-trans formda bulunur ki bu form termodinamik
olarak en stabil formdur (107). Bununla birlikte, 1518a, 1s1ya veya bu cift baglarin
kimyasal reaksiyonlarina maruz kaldiginda, likopenin cesitli mono veya poli cis
izomerlerinin iiretimi gerceklesir (106). Diyet likopeninin predominant olarak all-
trans formda olmasina ragmen, insan serumunda ve dokularda likopen, %50’den
fazla oranda cis-formlarda izomerik bir karisim halindedir (111). En yaygm cis
izomerlerin yapilar1 Sekil 2.2.2°de gosterilmistir. Likopenin uzamis konjuge polien
zinciri elektronca zengin bir sistemdir ve elektrofilik reaktifler tarafindan saldirilara
kars1 bir hedeftir. Bu nedenle likopen gibi karotenoidler stabil olmayip serbest
radikallere ve oksijene kars1 yiiksek derecede reaktiftirler (112). Likopen, oksidasyon
ile ve OH've cesitli peroksil radikaller gibi serbest radikaller ile hizlica yikilir.
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Likopenin bu reaktivitesi onun biyolojik sistemlerdeki antioksidan aktivitesinin
kaynagidir ve bu durum likopenin bir kemoprevensiyon ajani olarak etkinligini
destekleyebilir (107).
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Sekil 2.2.2. Likopenin trans ve cis izomerlerinin yapist (101).

En giiclii antioksidanlardan biri olan likopenin singlet oksijeni yakalama
yetenegi B-karotenden 2 kat, o-tokoferolden 10 kat daha fazladir (113-116). Insan
plazmasindaki predominant karotenoid olan likopen diizeyi, yagam bi¢iminden ve
baz1 biyolojik faktorlerden etkilenmektedir (117). Lipofilik dogasindan dolay1
likopen ve diger karotenoidler serumda diisiik dansiteli ve ¢ok diisiik dansiteli
lipoprotein fraksiyonunda yogun olarak bulunur (106). Ayrica, likopen viicutta
adrenal bez, testisler, karaciger ve prostat bezinde yogun bir sekilde toplanmistir
(111, 118-120). Tablo 2.2.1 cesitli insan ve rat dokularindaki likopen diizeylerini
gostermektedir. Doku-spesifik likopen dagilimi bu antioksidanin roliinde 6nemli
olabilir. Bununla birlikte, diger karotenoidlerden farkli olarak, serum ve dokulardaki
likopen diizeyleri meyve ve sebzelerden total alimma miktariyla tam olarak
korelasyon gostermez (101, 121, 122).

15



Tablo 2.2.1. insan ve ratlardaki ortalama likopen diizeyleri (101).

Mean lycopene level (and SD),
nmol/g wet weight

Tissue Humans Rats
Testes 4.34-21.36 NA
Spleen NA 21.21 2.22)
Adrenal gland 1.90-21.60 NA
Liver 1.28-5.72 20.30 (1.90)
Prostate gland 0.80 0.32 (0.06)
Breast 0.78 NA
Pancreas 0.70 NA
Lung 0.22-0.57 0.115{0.015)
Heart NA 0.08 (0.03)
Kidney 0.15-0.62 NA
Colon 0.31 0.046 (0.006)
Skin 0.42 NA
Ovary 0.30 NA
Stomach 0.20 NA
Brain ND 0.017 (0.006)
Note: SD = standard deviation, NA = not available, ND = not detectable.
*Fischer 344 male rats were fed the AIN-93M diet supplemented with 10 ppm of
lycopene for 2 months (AIN = American Institute of Nutrition).

2.2.2. Likopenin etki mekanizmalar: ve molekiiler hedefleri

Insanlardaki biyolojik etkileri vitamin A’dan farkli mekanizmalara yorulan
likopenin antikarsinojenik ve antiaterojenik aktivitelerini agiklamak icin iki major
mekanizma  hipotezi  Onerilmektedir. Bunlar; nonoksidatif ve  oksidatif
mekanizmalardir. Kronik hastaliklarin  6nlenmesinde likopen icin Onerilen
mekanizmalar sekil 2.2.3° de 6zetlenmistir.

Karotenoidler bitkilerde 15181 absorblar, fotosentez prosesi ile enerjiyi klorofile
transfer eder ve foto-oksidatif hasara kars: korur (123, 124). Insanlarda, karotenoidler
primer olarak provitamin A’nin diyetsel kaynagi olarak fonksiyon goriirler (106).
Bununla birlikte, likopen A vitamini olusturmak i¢in gerekli B-iyonon halka yapisi
icermez ve provitamin A aktivitesine sahip degildir (125). Bu ylizden, likopenin
insanlarda bilinen fizyolojik fonksiyonu yoktur. Buna ragmen, likopenin
hiicrelerdeki baz1 potansiyel molekiiler hedefleri saptanmaigtir (107).
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Sekil 2.2.3. Kronik hastaliklar1 6nlemede likopenin rolii i¢in Onerilen mekanizmalar. Diyetsel likopen viicutta
likopenin arttirir. Likopen antioksidan olarak ROS’u yakalayabilir, total antioksidan potansiyeli
arttirir veya lipidlere (lipoproteinler, membran lipidleri), proteinlere (6nemli enzimler) ve DNA’ya
(genetik materyal) kars1 oksidatif hasar1 azaltabilir. Boylece oksidatif stresi azaltir. Azalan oksidatif
stres, kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar igin riskin azalmasina Onciiliik edebilir. Alternatif
olarak, viicutta likopenin artmasi gen fonksiyonlarimi regiile edebilir, hiicrelerarasi iletigimi
gelistirir, hormon ve immiin yaniti diizenleyebilir veya metabolizmay1 regiile edebilir. Bu yiizden,
kronik hastalik riskini diisiirebilir. Bu mekanizmalar ayrica birbirleriyle iliskili bir sekilde sagliga
faydali olmak i¢in ayn1 zamanda gergeklesebilir (101).

2.2.2.1. Likopenin antioksidan aktivitesi

Reaktif oksijen tiirleri arasinda; siiperoksit (O,"), hidroksil (OH"), peroksil
(RO;") ve alkoksil (RO") radikalleri kadar singlet oksijen, ozon (O3) ve H>O, gibi
hem okside edici ajan hem de kolayca radikallere doniisebilen non-radikal tiirler
bulunmaktadir (126). Siiperoksit anyon radikali (O,"), tek elektron transferi ile
mitokondrial respirasyon esnasinda oksijenden olusabilir ve hidroksil radikallerinin
major bir kaynagidir. O,", ya spontan olarak ya da siiperoksit dismutaz enzimi ile
hidrojen perokside doniisebilir. Bu madde membrandan transport olarak metal
iyonlar ile raksiyona girerek orada hidroksil radikallerini olusturur (127). O, ’nin
varliginda gecis metalleri indirgenir ve daha sonra bir Fenton reaksiyonu ile hidrojen
peroksitten hidroksil radikallerinin olusumunu katalizler. Demir ve bakir, hidroksil
radikallerinin in vivo en uygun promotorlaridir (128). Singlet oksijen 'O,
fotooksidasyonla, enzimatik olarak veya biyomembranlarin lipid peroksidasyon
progesinde olusabilen bir bagka yiiksek derecede reaktif oksijen tiiriidiir. Likopen,
cok sayidaki konjuge ¢ift bag sisteminden dolayi, singlet oksijeni ve serbest
radikalleri yok edebilir (129). Yaklasik 600 dogal karotenoid arasinda en etkili
singlet oksijen yakalayicisinin likopen oldugu bildirilmistir (116).
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ROS tarafindan olusan oksidatif stres sonucunda karbonhidratlar, proteinler,
lipidler ve DNA gibi makromolekiiller hasara ugrarlar ve bu durum karsinogenez,
yaslanma ve kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisimde rol oynayabilir. Likopen, singlet
oksijen ve serbest radikal yakalayicis1i olarak oksidatif strese karst koruyucu
olabilmektedir. Likopen cesitli mekanizmalar ile bir antioksidan olarak fonksiyon
gorebilmektedir. En i1yi belgelenen mekanizmalardan birinin, singlet oksijeni ('0y)
yok etmesi oldugu diisliniilmektedir (130). Singlet oksijen ile reaksiyon sonucu
uyarilan likopen diger molekiillerin uyarilmasina ve reaktif tiirlerin olusumuna sebep
olabilecek yeterli enerjiye sahip degildir. Onun fazla enerjisi ¢evre molekiillere bir
seri vibrasyonel ve rotasyonel etkilesimler vasitastyla dagitilir ve daha sonra rejenere
olan karotenoid ilave singlet oksijen molekiillerini yakalayabilir. Bu yol ile binlerce
singlet oksijen molekiilleri bir tek likopen molekiilii tarafindan etkisizlestirilir (131).
Bir karotenoidin serbest radikali etkisizlestirme kapasitesi primer olarak icerdigi
konjuge cift bag sayisina baglidir. Bu durum likopenin singlet oksijeni yakalamada
neden ¢ok etkili oldugunu agiklamaktadir (107).

Likopenin antioksidan aktivitesi i¢in bir diger mekanizma serbest radikaller ile
reaksiyondur (112). Bu reaksiyonlarda olusan karbon-merkezli karotenoid radikaller
uzun polien zinciri tarafindan resonant olarak stabilize edilir. Elektron dansitesi
zincir boyunca uniform degildir ve sonlara dogru daha biiylik olup, bu yiizden
reaksiyon i¢in tercih edilen bolgelerdir. Bu nedenle, bir tek likopen molekiilii birden
fazla serbest radikalin etkinligini giderebilmektedir (130).

likopen + ROO™ — ROO — likopen’
ROO - likopen” + ROO™ — ROO - likopen-OOR

Ayrica, likopenin vitamin E ve vitamin C radikallerini onararak in vivo bir
antioksidan olarak davranabilecegi de bildirilmistir (132):

likopen + o.— TO" + H" — likopen™ + a. — TOH

Likopenin hiicre kiiltiiriinde peroksinitrit muamelesinin neden oldugu protein
nitrasyonunu ve DNA zincir kirilmalarini inhibe ettigi gosterilmistir (133). H,O, ile
muamele edilen Hep3B hiicrelerinde, likopenin doza-bagimli olarak DNA hasarim
azalttig1 bulunmustur (134).

Likopenin prostat kanser hiicrelerinde hiicresel lokalizasyonu incelenmis ve %
81’inin nukleusta lokalize oldugu belirtilmistir (% 55 niiklear membranda ve % 26
niiklear matrikste) (135). Likopenin nukleustaki lokalizasyonu ile onun DNA
koruyucu etkileri uyumludur (133, 134, 136).
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2.2.2.2. Likopen ve antioksidan yanit elementi (ARE)

ROS ve serbest radikallerin direkt etkisizlestirilmesine ek olarak, likopen
antioksidan yanit elementi (ARE)’ni upregiile edebilir ve bu nedenle siiperoksit
dismutaz, glutatyon S-transferaz ve quinon rediiktaz gibi hiicreleri ROS ve diger
elektrofilik molekiillerden koruyan hiicresel enzimlerin tiretimini stimiile eder.
Ornegin; likopenin HepG2 ve MCF-7 hiicrelerinde ARE’yi Nrf2 niiklear
transkripsiyon yolagi araciligiyla upregiile ettigi gosterilmistir (137). Buna ek olarak,
androjene duyarli prostat hiicrelerinde (LNCaP) ARE tarafindan regiile edilen protein
ekspresyonlarinin, likopenin tarafindan arttirildigr gosterilmistir (107). Bu proteinler
arasinda epoksit hidrolaz 1 (EPHX1), siiperoksit dismutaz-1 (SOD-1), katalaz (CAT)
ve metal baglayici protein transferin (TF) bulunmaktadir. Bu nedenle, likopen sadece
antioksidan olarak fonksiyon goérmez ayni zamanda DNA, lipidler ve proteinlere
hasar verebilecek ROS ve diger elektrofilik tiirlere karsi hiicreleri korumaya
yardimc1 olan enzimlerin iiretilmesi i¢in stimiilasyon yapar (107).

2.2.2.3. Apoptozis

Komgu hiicrelere ve dokulara zarar vermeden hiicrelerin eliminasyonuna
onciiliik eden bir seri programli olaylar dizisi olan apoptozis, sagliksiz, asir1 veya
anormal hiicrelerin 6liimii ile sagligi korumaya katkida bulunur. Hasarli hiicreler
apoptozise ugramazlarsa, immortal olurlar ve kanser hiicreleri olusturabilirler. Son
zamanlarda, insan prostat kanser hiicreleri ve diger dokulardan hiicre dizileriyle
yapilan calismalarda likopenin apoptozisi uyardigi ve bu yiizden kemoterapdotik bir
ajan olarak potansiyele sahip olabilecegi bildirilmistir. LNCaP hiicrelerinde
likopenin apoptozisi konsantrasyona bagimli olarak indiikledigi bildirilmistir (138).
LNCaP hiicrelerinde  apoptozisin  spesifik  indikatdrlerinden  mitokondrial
fonksiyonun azalmasi, mitokondrial transmembran potansiyelinin diigmesi,
mitokondrial sitokrom c¢’nin salinmasi ve anneksin V baglanmasmin artis
gbzlenmistir. Likopenin androjen-bagimsiz hiicre dizisi PC3 hiicrelerinde de
apoptozisi indiiklendigi gosterilmistir (139). Insan kolon karsinoma hiicrelerinin de
likopen ile muamelesinin apoptozisi indiikledigi gosterilmistir (140).

2.2.2.4. Hiicre dongiisiiniin durdurulmasi

Kanser hiicreleri proliferasyon hizin1 kontrol etme ve hiicre siklusunu regiile
etme yetenegini kaybetmistir. Likopenin G1 fazinda hiicre siklusunu durdurabilecegi
cesitli caligmalarda gosterilmistir. Hep3B insan hepatoma hiicrelerinin biiylimesinin
likopen tarafindan % 20-50 inhibe edildigi bulunmustur (134). Spesifik olarak,
likopenin GO/G1 durdurulmasim1 ve S faz blokasyonunu indiikledigi bulunmustur.
Insan LNCaP ve PC3 prostat kanser hiicre dizilerinde yapilan benzer bir ¢aligmada
likopenin GO/G1 fazinda mitotik durdurulmayi indiikledigi ve buna siklin D1 ve E ile
siklin bagimh kinaz 4 diizeylerinde azalmanin aracilik ettigi gosterilmistir (141).
Siklin D1’in azalmas1 yoluyla GO/G1 fazinda hiicre siklus progresyonunun, insan
meme MCF-7 ve endometrial ECC-1 kanser hiicrelerinde, likopen tarafindan inhibe
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edildigi gosterilmistir (32). Rb ve p53 anti-onkogenlerin fosforilasyonunun
baskilanmast yoluyla likopen, fare hepatositlerinin boliinmesini GO/G1 hiicre siklus
fazinda inhibe etmektedir (142). Likopenin degradasyon {iriinii olan apo-10’-
likopenoik asitin 0.5-10 uM’lik konsantrasyonlarda, siklin E diizeylerinin azalmasi
ve hiicre siklus regiilatuar proteinleri p21 ve p27 diizeylerinin artis1 ile G1/S fazinda,
insan akciger kanser hiicre dizisi A549’un biiyiimesinin durdurulmasini sagladig
bildirilmistir (143). Likopenin antiproliferatif etkileri ayrica insan meme kanser
hiicre dizisi MCF-7 (144), rat prostat kanser AT3 hiicreleri (145), primer insan
prostat epitelyum hiicreleri (146), insan eritrolosemi hiicre dizisi K562, Raji hiicreleri
ve insan kolon kanser HuCC hiicrelerinde de gosterilmistir (140).

2.2.2.5. Biiyiime faktorleri ve sinyal yolaklari

Platelet-kaynakli biiylime faktorii (PDGF) dermal fibroblast kemotaksisi i¢in bir
mitojen olarak fonksiyon goriir (147) ve tiimdr anjiyogenezini stimiile edebilir (148).
PDGF, melanomanin bilylimesini, invazyonunu ve metastazin1 kolaylastirdigindan
dolayr, PDGF’nin bu etkilerinin inhibisyonu melanoma progresyonunun
durdurulmas igin bir mekanizma olabilir. Insan fibroblast hiicre dizisi Hs68 ve insan
metastatik melanoma hiicre dizisi A2058 ile hem tek tek hem de birlikte kdiltiir
sisteminde yapilan in vitro c¢alismalarda, likopenin PDGF ile indiiklenen Hs68
migrasyonunu inhibe ettigi, PDGF ile indiiklenen fosforilasyonu azalttigi ve PDGF
ile indiiklenen sinyali zayiflattig1 gosterilmistir (149). Buna ek olarak likopenin insan
plazmasinda PDGF’ye baglandig: bildirilmistir (107). Bu yilizden, bu in vitro
caligmalar likopenin melanoma gelisimini kontrol etmeye yardimeci olabilecegini
gostermektedir (107).

2.2.2.6. Hiicre invazyonu ve metastaz

Yiiksek derecede invaziv insan hepatoma hiicre dizisi SK-Hep-1 ile yapilan
caligmalarda likopenin antimetastatik ve anti-invazyon aktivitesine sahip oldugu
gosterilmistir. Likopenin 5 ve 10 pM’lik dozlarinin matriks metalloproteinazlar
MMP-2 ve MMP-9’un jelatinolitik aktivitelerini azalttig1 ve SK-Hepl hiicrelerinin
adhezyon, invazyon ve migrasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir (40). Benzer likopen
konsantrasyonlarinin SK-Hepl hiicrelerinde MMP-9 ekspresyonlarini baskiladigi
baska bir calismada dogrulanmis (150) ve nm23-H1 metastaz baskilayict geni
indiikledigi bulunmustur (41). Bu c¢alismalar, hepatokarsinoma hiicrelerinin
invazyonu ve metastazinin likopen tarafindan inhibe edilebilecegini gostermektedir.

Bunlara ek olarak oksidatif olmayan mekanizmalar arasinda, likopenin
antikarsinojenik etkilerinin fare embryo fibroblast hiicrelerinde gap-junction
iletisiminin regililasyonundan dolayr oldugu gosterilmistir (151, 152). Rat
karacigerinde karsinojenin uyardigi preneoplastik lezyonlara karsi koruyucu
mekanizmanin, karaciger metabolize edici enzim olan sitokrom P450 2E1’in likopen
indiikli modiilasyonu oldugu onerilmistir (153). Likopen ¢esitli kanser hiicre
dizilerinde gii¢lii mitojenlerden olan insulin-benzeri biiylime faktorleri ile indiiklenen
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hiicresel proliferasyonu azaltir (21). Intratimik T-hiicre farklilasmasindaki
regiilasyonunun (immiino-modiilasyon), farelerde likopen muamelesi ile meme
timor biiylimesinin baskilanmasi i¢in bir mekanizma olabilecegini gostermektedir
(154, 155). Likopenin ayrica HMG-CoA (3-hidroksi-3-metilglutaril-koenzim A)
rediiktazi inhibe etmek suretiyle hipokolesterolemik bir ajan olarak davrandigi da
gosterilmistir (156).

2.2.3. Epidemiyolojik kamitlar

2.2.3.1. Kanser

Aralarinda domatesin de bulundugu, sebze ve meyveden zengin akdeniz
diyetinin bolgedeki daha diisiik kanser oranlarindan sorumlu oldugu gosterilmistir
(157). Domates ve domates iiriinlerinin diyetle alinmasinin daha diisiik kanser riski
ile iliskili olugu bazi epidemiyolojik ¢aligmalarda bulunmustur (24). Yiiksek oranda
domates alinmasinin bir vaka-kontrol ¢aligmasinda sindirim yolu kanserlerine kars1
koruyucu etkileri oldugu (158) ve yash bir ABD popiilasyonunun kanserden 6lim
oraninda %50’lik bir azalma gosterdigi bildirilmistir (159). En etkileyici sonug¢ ‘ABD
Health Professionals Follow-up Study’den (25) gelmis olup ¢esitli karotenoidler ve
retinol aliminin prostat kanser riskiyle iligkisini degerlendirmistir. Cesitli domates
tiriinlerinden tahmini likopen alimi prostat kanser riskiyle zit bir sekilde iligkilidir ve
bu sonug herhangi diger karotenoid ile gozlenmemistir. Haftada 10 veya daha sik bir
domates tirlinii tikketimi sonucu riskte neredeyse %35°lik bir azalma gozlenmistir ve
hatta koruyucu etki daha ileri veya agresif prostat kanserinde daha kuvvetlidir (101).
Likopenin serum ve doku diizeylerinin meme kanseri (160) ve prostat kanseri (23,
161) riskiyle de zit olarak iligkili oldugu ve B-karoteni de iceren diger Onemli
karotenoidlerle ise Oonemli bir baglanti olmadig gdsterilmistir (23, 161). Prostat
kanserli hastalarda likopen diizeyinin diisiik oldugu ve serum lipidleri ve proteinlerin
oksidasyonunun yiiksek diizeylerde oldugu bulunmustur (161).

Domates ve domates kaynakli iirlinlerin, likopen ve kanserin incelendigi,
aralarinda ekolojik, vaka-kontrol, diyet ve kan 6rnegini baz alan 72 epidemiyolojik
calismay1 konu alan bir raporda (24) ortaya su sonuglar ¢ikmistir: 57 calismada
domates alimi veya dolasimdaki likopen diizeyi ile bazi kanser tiirlerinin riski
arasinda zit bir durum s6z konusudur; 35 vakada iliski istatistiksel olarak anlamlidir.
Fazla miktarda domates tiiketimi veya yiiksek likopen diizeylerinin yan etkilerini
gosteren bir c¢alisma yoktur. Domates ekstraktinin oleoresin kapstilleri olarak
takviyesinin prostat kanserli hastalarda prostat spesifik antijen diizeylerini azalttig
bildirilmistir (101).

Likopenin kanserin onlenmesindeki roliine dair epidemiyolojik kanitlarin ikna
edici olmasina ragmen, bu rol ispatlanmamistir. Arastiricilarin cogu domates veya
trtinii olan likopenin lipidlerin, proteinlerin ve DNA’nin oksidatif hasariina
etkilerini incelemiglerdir (162-164). Likopenin bu kritik hiicresel biyomolekiilleri
koruyarak, karsinogenezi ve aterosklerozisi 6nledigi iddia edilmektedir (162-164).
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Saglikli insanlarda, likopen veya domates icermeyen diyetler likopen kaybina ve
lipid oksidasyonunda artisa sebep olurken (165), diyet yoluyla 1 haftalik likopen
alimi1 serum likopen diizeylerini arttirmaktadir ve lipidler, proteinler, lipoproteinler
ve DNA’nin endojen oksidasyon diizeylerini azaltmaktadir (162, 163).

2.2.3.2. Kardiyovaskiiler hastaliklar

Kan dolagiminda kolesterol tasiyan diisiik dansiteli lipoproteinlerin oksidasyonu
aterosklerozis olusumunda 6nemli bir rol oynamaktadir (166, 167). Antioksidan
gidalarin oksidatif hasar1 inhibe etme yeteneginden dolay1 ateroskleroz gelisimini
yavaslattigima inanilmaktadir (167, 168). Bazi kontrollii klinik deney ve
epidemiyolojik caligmalarda antioksidan o6zelliklerine atif yapilan E vitamininin
koruyucu etkileri oldugu belirtilmistir (169, 170). Bununla birlikte, Heart Outcomes
Prevention Evaluation (HOPE) ¢alismasinda 400 IU/d E vitamininin yiiksek riskli
hastalara 4.5 yil verilmesinin kardiyovaskiiler durum iizerine herhangi bir faydal
etkisinin olmadig1 gdsterilmistir (171). Buna karsin, likopen igeren domates ve
domates iirlinlerinin tiikketimini gosteren ¢alismalar kardiyovaskiiler hastalik riskinin
azaldigim gostermistir (156, 162, 172). Cok merkezli bir vaka-kontrol ¢alismasinda,
akut miyokard enfarktiisii ile antioksidan durum arasindaki iligski degerlendirilmistir
(172). Bu ¢alismada, maruz kalmadaki degiskenligi maksimize etmek icin kisiler 10
avrupa llkesinden toplanmistir. Ayrica, uzun siireli maruziyette kan antioksidan
diizeylerinden daha iyi bir indikatér olan adipoz doku antioksidan diizeyleri,
antioksidan durum belirteci olarak kullanilmistir. Adipoz dokunun biopsi 6rnekleri
enfarktiisten sonra direkt alinmis ve ¢esitli karotenoidler analiz edilmis ve -karoten
diizeylerinin degil ama sadece likopen diizeylerinin koruyucu oldugu bulunmustur.
Bir bagka calismada, daha diistik kan likopen diizeylerinin artmis risk ve koroner
arter hastaligindan 6liim ile iligkili oldugu bulunmustur (173).

2.2.4. Gida kaynaklar ve biyoeldeedilebilirlik

Domates, karpuz, pembe greyfurt, kayis1 ve pembe guava’yi iceren kirmizi
meyve ve sebzeler likopen icermektedir (101). Domates suyu, ketcap, ezme, salga,
sos ve c¢orba gibi iglenmis domates liriinlerindeki hepsi de likopenin iyi birer diyet
kaynagidir. Farkli domates {iirlinlerinden likopenin karsilastimali biyoeldeedilebilirlik
degerleri bilinmemesine ragmen, islenmis domates iriinlerindeki likopenin ¢ig
domatese gore daha biyoeldeedilebilir oldugu gériilmektedir (174, 175). Islenmeden
dolay1 likopenin gida matriksinden salinimi, diyet lipidlerinin varligi ve bir all-
trans’dan bir cis konformasyonuna 1s1 ile indiiklenen izomerizasyonu likopenin
biyoeldeedilebiligini arttirir (101). Likopenin biyoeldeedilebilirligi ayrica dozajdan
ve B-karoten gibi diger karotenoidlerin varligindan da etkilenmektedir. Likopenin B-
karoten ile birlikte alinmasindaki biyoeldedilebilirligi tek basina alinmasina gore
onemli dl¢iide daha yiiksektir (176).
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2.3. Apigenin

Kansere karsi korunmayi sagladigi diisiiniilen bitkisel kaynakli temel ajanlar
arasinda flavonoidler ve diyetsel lifler bulunmaktadir. Flavonoidler en yaygin ve
genis dagilim gosteren polifenolik bilesikler olup her tarafta rastlanilabilen bitki
orjinli gidalarda mevcuttur (177).

Flavonoidler, kimyasal tanimlama olarak bir veya daha ¢ok hidroksil gruba sahip
miisterek bir fenilkromanon yapisindan (C6-C3-C6) olusan maddeler olup yaklasik
5000 bilesigi kapsar (177). Bunlar genel olarak, flavonlar, flavanoller (katesinler),
izoflavonlar, flavonoller, flavanonlar ve antosiyaninler olarak siniflandirilirlar (Tablo
2.3.1).

Tablo 2.3.1. Yaygin olarak bulunan bazi1 bitki flavoidlerinin kimyasal yapisi ve kaynagi (177).

Structure Representative flavonoids Source
=h o A,
lavones R R1=H, R2=0H: Apigenin Celery, parsley, thyme, onions etc.
@ R1=R2=0H: Lutcolin Red pepper, onions, lettuce, berries ele.
RO U
[
Flavorols R2=0M, R1=R3=H: Kaempferol Black tea ele.
R1=R2=0H, R3=H: Quercetin Qlive oil, apple peels, kale etc.

" R1=R2=R3=0H: Myricelin

gl ¥
L 2 W
_p_.,_ﬂ

Isoflavones

R1=H: Daidzein Soybeans, legumes elc.
HO. 0
g‘ R1=0H: Genistein Soybeans, legumes etc.
T
A, 0
™
“lavanols R,
Flavanols = B o | R1=R2=0H, R3=H: Catechins Green tea cic.
Ik R1=R2=R3=0H: Gallocatechin Green tea etc.
2=
. R
oH
L
Slave os R
Flavanones . ", R1=H, R2=0H: Naringenin Citrus {ruits, grape fruits etc.
O R1=R2=0H: Eriodictyol Tomatoes, mint, citrus fruits etc.
O~ O. R R1=0H, R2=0CH3: Hesperetin Citrus fruits, grape fruits etc.
™ o0
Anthocyanins - R1=H. R2=H: Pelargonidin Aubergines, radishes cte.
RI1=0H, R2=H: Cyanidin Red wine, beans, berries etc
H = L R R1=R2=0H: Delphinidin Pomegranate, cherries, berries ete.
I - R1=0CH3, R2=0H: Petunidin Cherries, strawberries etc.
35 o RI1=R2=0CH23: Malvidin Cherries, berries, blackcurrants etc.
o1

Flavonlar ve flavonoller yapisal olarak benzer olup, flavonoller 3. karbon
pozisyonunda ekstra bir hidroksile sahiptir. Flavonoidlerin bir¢ok memeli sisteminde
in vitro ve in vivo ¢esitli biyolojik etkiler sergiledigi gosterilmistir. Bu molekiiller
serbest radikal tutucusu ve antioksidan olarak davranir ve antimutajenik,
antienflamatuar, antiviral ve purgatif etkiler gosterirler. Ayrica, flavonoidler
tarafindan indiiklenen diger biyolojik etkilerden bazilari, diisiik dansiteli
lipoproteinlerin azaltilmasi, trombosit agregasyonunun inhibe edilmesi ve hiicre
proliferasyonunun azaltilmasi olarak sdylenebilir (177-181). Bu etkiler onlarin hiicre
dongiisiinii inhibe etme, oksidatif stresi azaltma, detoksifikasyon enzimlerinin
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etkinligini arttirma, apoptozisi indiikleme ve immiin sistemi stimiile etme faaliyeti ile
iligkilidir (177, 178, 180, 181). Flavonoidlerin yapisindaki bu 6zellikler onlarin,
saglik-arttirict ve kanser Onlenmesindeki etkinligini de iceren hastalik-Onleyici
diyetsel etkilere sahip yararli bilesikler sinifinda olarak kategorize edilmesini saglar.
Bu molekiillerin ek bir yarar1 da c¢ok az toksik olmasidir ki bu onlan
kemoprevensiyon protokolleri i¢in dnemli bir segcenek yapar (177).

Apigenin; maydonoz, soganlar, portakal, cay, papatya, bazi1 baharatlar ve bugday
filizleri gibi yaygin meyve ve sebzelerde bol miktarda bulunmaktadir (177). En fazla
apigenin iceren bitkiler Tablo 2.3.2°de gdsterilmektedir. Apigeninin kemopreventif
ozellikleri ilk olarak Birt ve ark. (182) tarafindan gosterilmistir. Yapilan ¢alismada,
apigeninin fare derisinde TPA ile indiiklenen ornitin dekarboksilaz aktivitesinin
inhibisyonu yoluyla antimutajenik ve anti-promosyon oOzellikleri gosterilmistir.
Apigenin ile yapilan bu baglangi¢ c¢alismalar1 bir kemopreventif ve/veya
kemoterapoétik olarak apigeninin gelisiminde daha fazla bir ilgi olusturmustur.

Tablo 2.3.2. En yiiksek miktarda apigenin i¢eren bazi bitki tiirleri ve parcalart (177).

Achillea millefolium Yarrow (plant)

Apium graveolens Celery (plant)

Artemisia dracunculus Tarragon (plant)

Camellia sinensis Tea (leaf)

Chamaemelum nobile Perennial chammomile (plant)
Coriandrum sativium Cilantro (fruit)

Digitalis purpurea Purple foxglove ({lower)
Echinacea spp Coneflower (leaf)

Gingko biloba Biloba (leaf)

Glveyrrhiza glabra Licorice (root)

Linwm usitatissimum Flax (plant)

Marrubium vulgare Horehound (plant)
Matricaria retcutita Annual chamomile (plant)
Mentha spicara Spearmint (leaf)

Ocimum basilicum Basil (plant)

Origanum vulgare Oregano (plant)

2.3.1. Apigeninin kimyasal yapis1 ve 6zellikleri

Apigenin flavon yapisal sinifina ait bir flavonoid olup kimyasal olarak 4°, 5, 7,-
trihidroksiflavon olarak bilinmektedir (Sekil 2.3.1). Apigenin diisiik molekiil agirlikli
bir flavonoid (MA: 270.24) olup saf formu saridir. Apigenin suda neredeyse hic
¢Oziinmezken sicak alkolde orta derecede, diliie KOH ve DMSO’da ¢oziiniir (177).
Saf apigenin yiiksek derecede stabil degildir ve -20°C’de saklanmasi onerilmektedir
(177). Yiizyillardir apigeninden faydalanilmaktadir. Ornegin, yiiksek seviyede
apigenin iceren passion flower bitkisi astim, intransigent insomnia, Parkinson
hastaligl, nevralji ve zona gibi hastaliklar1 tedavi etmek ic¢in etkili bir sekilde
kullanilmaktadir (177). Apigenin antispazmodik, antiflojistik ve antibakteriyel
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etkileriyle bilinen papatyanin major bir bilesenidir. Papatya cayr asirlardir
hazimsizli§1 azaltma veya gastriti rahatlatmak icin halk arasinda kullanilmaktadir
(177). Ayrica papatya preparatlari cilt bakim {iiriinlerinde kiitandz enflamasyonu ve
diger dermatolojik hastaliklar1 azaltmak ic¢in de yaygin olarak faydalanilmaktadir
(183). Tiim papatya bitkisinin alkolik tentiirii gargara, krem veya merhem gibi
sekillerde topikal olarak ve ayrica vapor inhalant olarak da kullanilmaktadir (177).
Son yillarda ise apigenin bir kanser kemopreventif ajani olarak taninmaktadir.

OH

HO O

OH O

Sekil 2.3.1. Apigeninin kimyasal yapist (177), (http://en.wikipedia.org/wiki/Apigenin).

2.3.2. Apigeninin biyolojik ozellikleri

Apigenin, son yillarda yararli ve saglik arttiric1 bir ajan olarak 6zel bir ilgi
kazanmustir. Yapisal olarak iliskili diger flavonoidler ile karsilastirildiginda, kanser
hiicrelerine gore normal hiicrelerde diisilik toksisiteye sahiptir (49). Cesitli ¢alismalar
apigeninin  antioksidan,  antimutajenik,  antikarsinojenik,  antienflamatuar,
antiproliferatif ve antiprogresyon oOzelliklerine sahip oldugunu teyit etmistir.
Apigeninin, Chinese hamster ovaryum hiicrelerinde nitropiren ile indiiklenen
genotoksisiteye karsi antimutajenik ozelliklere sahip oldugu gosterilmistir (184).
Ayrica benzopiren ve 2-aminoantrasen ile indiiklenen bakterial mutagenezi de inhibe
ettigi gosterilmistir (184). Cesitli laboratuar ¢alismalar: hiicre kiiltiiriinde ve in vivo
timor modellerinde apigeninin metal selasyonunu arttirdigi, serbest radikalleri
tuttugunu ve faz II detoksifikasyon enzimlerini stimiile ettigini gostermistir (185).
Karsinojenik miidahaleden 6nce apigenin muamelesinin hayvan deri ve kolon kanser
modellerinde koruyucu bir etki gosterdigi bildirilmistir (186, 187). Apigenin, timdr
promosyonunda major rol oynayan bir enzim olan ornitin dekarboksilazin gii¢lii bir
inhibitoriidiir  (45). Bunlara ek olarak, apigenin glutatyonun hiicre ici
konsantrasyonunu arttirir ve oksidatif strese karst endojen savunmayr gili¢lendirir
(188). Apigeninin antikarsinojenik etkisi bir cilt karsinogenez modelinde de
gosterilmigtir. Apigeninin topikal uygulanmasi dimetil benzantrasen ile indiiklenen
cilt timorlerini inhibe etmektedir (45). Apigenin ayrica UV ile indiiklenen kanser
insidansini azalttig1 ve benzer deneylerde tiimorsiiz canliligi arttirdigr gosterilmistir
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(186). LPS ile indiiklenen siklooksijenaz-2 ve nitrik oksit sentaz-2 aktivitesinin ve
fare makrofajlarindaki ekspresyonun baskilanmasi, apigeninin antienflamatuar
ozelliklerini gostermektedir (189). Bagka bir ¢alismada, apigenin muamelesi, yapisal
ve timor nekrozis faktor-o (TNF-o) ile indiiklenen niiklear faktér (NF)- «B
aktivasyonunu endotelyal hiicrelerde baskiladigr bildirilmistir (190). Baz1 calismalar
apigeninin genis Ol¢lide molekiiler sinyal etkileri sergiledigini de gdstermistir (191).
Apigenin, protein kinaz C aktivitesinii, MAP kinazi, C3HI fare embriyonik
fibroblastlarin1 ve v-H-ras ile transforme edilen NIH3T3 hiicrelerinde downstream
onkogenleri inhibe etmektedir (192, 193). Apigenin, protein-tirozin kinazlarin iyi
bilinen bir inhibitdrii olup izole edilen hepatositlerde bir MAPK olan peroksizom
proliferasyon ile regiile edilen kinazi bloke ettigi gosterilmistir (194). Ayrica
apigenin neonatal rat kardiak miyositlerinde, kalsiyumun disa dogru itilmesini
saglayan onemli bir protein olan Na+/Ca2+ dOniistiiriiciisiiniin ekpresyonunu
azaltmaktadir (195). Apigenin muamelesi sonucunda fosforillenmis EGFR tirozin
kinaz ve diger MAPK’lar ile onlarin nuklear substrati olan c-myc’nin diizeylerini
azaltir ve anaplastik tiroid kanser hiicrelerinde apoptozise sebep oldugu bilinmektedir
(196). Bunlara ek olarak, apigeninin hem insan prostat hem de meme kanser
hiicrelerinde kazein kinaz-2’nin ekspresyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (197,
198).

Apigenin etkilerini hiicre dongiisii iizerinde de gostermektedir. Bir dizi malign
hiicrelerin apigenin ile muamelesi, artan p53 protein stabilitesi ile birlikte, p34 (cdc2)
kinaz aktivitesini inhibe ederek geri dontisiimlii G2/M ve G0/G1 durmasini indiikler
(199, 200). Apigenin, LNCaP ve DU145 hiicrelerinde, WAF1/p21 diizeylerini
indiikleyerek hiicre dongiisiiniin durmasini indiikler (201, 202). Ayrica, ¢esitli malign
hiicrelerde de apigeninin apoptozisi indiikledigi gosterilmistir (48, 203, 204).
Apigenin muamelesi Bax/Bcl-2 oranini apoptozisten yana degistirmektedir ve bu
durum kaspaz aktivasyonu ve PARP kesimine onciiliik eden sitokrom c¢’nin salinimi
ve Apaf-1’in indiiksiyonu ile iliskilidir (202). Apigenin, proteaz iiretimini regiile
ederek tiimor hiicre invazyonu ve metastazini inhibe etmede de etkilidir (205).
Apigenin ayrica TNFa ile indiiklenen intraseliller adhezyon molekiilii-1
upregiilasyonunu da inhibe etmektedir (206). Baz1 in vivo caligmalarda, apigeninin
endotelyum ile tiimor hiicrelerinin etkilesimini bozarak, melanoma akciger
metastazlarini inhibe ettigi gosterilmistir (207). Buna ek olarak, endotelyal hiicrelerin
apigenin ile muamelesi, HIF-1a’nin degradasyonu yoluyla, anjiyogenezde dnemli bir
faktdr olan VEGF ekspresyonunun baskilanmasi ile sonuglanmaktadir (208). Insan
ovaryum kanser hiicrelerinde apigeninin, PI3K/Akt/p70S6K1 ve HDM2/p53 yolag
araciligiyla, HIF-la ve VEGF ekspresyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (209).
Apigenin, insan plasental mikrozomlarda, aromataz ve 17-B-hidroksisteroid
dehidrogenaz aktivitelerinin de etkili bir inhibitoriidiir ve sonugta steroid
metabolizmasini etkiler (210). Disi farelere apigenin verilmesinin uterin agirlikta ve
Ostrojen reseptorii-o’nin uterin konsantrasyonunda onemli bir artisa neden oldugu
gosterilmistir (211). Androjen bagimli insan prostat kanser hiicreleri olan LNCaP
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hiicrelerinde PSA’nin intraseliiler ve sekrete edilen diizeyleri apigenin ile
azalmaktadir (201). Oral yol ile apigenin verilmesi, prostat timor zenograftlarinda
IGF-1 diizeylerini baskilar ve IGF-1’in vaskiiler dolasimda tutulmasini saglayan bir
baglayici protein olan IGFBP-3 diizeylerini arttirir (212). Bu c¢aligmalar apigeninin
hormon-iliskili kanserlerde de inhibe edici bir potansiyeli oldugunu géstermektedir.

Apigeninin diger 6nemli hedefleri ise her biri kanser gelisimi ve progresyonu ile
ilskili olan, 1s1 sok proteinleri (208), telomeraz (213), yag asit sentaz (214), matriks
metalloproteinaz (215), aril hidrokarbon reseptor aktivitesi (216) ve HER2/neu
(217)’dur.

2.3.3. Apigenin ve kanser

Potansiyel antioksidan ve antienflamatuar aktiviteleri, apigeninin olast saglk
faydalarina olan ilgiyi arttirmaktadir. Epidemiyolojik ve  vaka-kontrol
calismalarindan artan sayida elde edilen kanitlar bitki flavonoidlerinin daha fazla
aliminin kanseri de iceren kronik hastalik riskini azalttigini gostermektedir (218,
219).

Kemopreventif ozelliklere sahip oldugu cesitli epidemiyolojik calismalarda
gosterilen (220, 221) flavonoidlerin, aralarinda akciger, meme ve prostat kanser
hiicrelerinin de bulundugu tiimor hiicrelerinin in vitro ¢ogalmasint inhibe ettigi
bildirilmistir (222-224).

Buna ek olarak flavonoidlerin ¢esitli in vitro calismalarda antianjiyogenik
ozelliklere sahip oldugu bilinmektedir (44, 225). Fotsis ve ark. apigenin ve 3-
hidroksiflavonun, sigir kapiller endotelyal hiicrelerin proliferasyonunu ve in vitro
anjiyogenezini genistein molekiilinden daha giiglii bir sekilde inhibe -ettigini
gostermislerdir (44, 226).

Not: Genel bilgilerin yazilmasinda ana kaynak olarak 7, 95, 101, 107, 177. yayinlar
kullanildi.
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GERECLER VE YONTEMLER

3.1. Hiicre kiiltiirii

Endotelyal hiicreler olarak HUVEC (Human Umblical Vein Endothelial Cells)
kullanildi. Hiicreler 1 mL’lik sekonder kiiltiir halinde ve EGM-2 besiyerinde
dondurulmus olarak BD’ den temin edildi ve sivi azotta saklandi. Bir tlipte yaklagik
500.000 hiicre bulunmaktadir. Hiicreler, jelatin ile kaplanmis 75 cm*lik flasklarda
¢oziildii. EGM-2 besiyeri glinasir1 yenilendi. Hiicreler flaski tam olarak kaplamadan
once yeni flasklara pasajlandi.

4-6. pasajlardaki hiicreler deneylerde kullanildi. Deneyler i¢in hiicreler 75 cm®
lik, 25 cm® lik flasklarda veya 6, 12 veya 24 kuyucuklu petrilerde hazirlanmis olan
EGM-2 besiyeri iginde, 37 °C sicaklik, % 5 CO, ve % 95 nem igeren ortamda
tiretildi.

3.1.1. Flasklarin ve ¢cok kuyucuklu petrilerin hazirlanmasi

Jelatin soliisyonu 37 °C’ lik su banyosunda berraklasana kadar bekletildikten
sonra 1:1 oraninda steril fofat tamponlu tuz (PBS) ile karistirildi ve filtreden
gecirildi. Hicre kiiltiiriiniin yapilacagi flasklara veya kuyucuklu petrilere yeterli
miktarda ilave edildikten sonra etiivde 37 °C” de yaklasik 30 dakika bekletildi. Fazla
miktardaki jelatinin alinmasmin ardindan endotelyal hiicre kiiltiirline uygun hale
gelmis oldu.

3.1.2. Hiicrelerin pasajlanmasi

[lk alman hiicreler deneylerde kullanilmadan pasajlama islemlerine gegildi.
Flasklarda besiyeri uzaklastirildiktan sonra 10 mL HEPES tamponlanmis tuz
solusyonu ile yikandi. Tripsini inhibe edebilecek serumu uzaklastirmak i¢in yapilan
bu islemden sonra 75 cm?’lik flask icin 5 mL tripsin eklendi. Ardindan 2-3 dakika 37
°C’ de inkiibe edilen hiicreler kaldirildi. Flaskin igerisine 10 mL tripsin nétralize
edici soliisyon eklendi, steril 50 mL’lik tiiplere konuldu ve 180 x g’ de 7 dakika
santrifiij edildi. Santrifiijden alinan hiicrelerin iizerindeki medyum yenilendi ve
hiicreler pipet ile yukari-asagi isleminden sonra esit miktar jelatinize edilmis
flasklara boliindii.

3.1.3. Hiicrelerin dondurulmasi

Pasajlanan flasklarin bir boliimii donduruldu. Bunun i¢in 50 mL’lik steril tiipe
asagidaki sekilde dondurma soliisyonu hazirlandi ve santrifiijden alinan hiicrelerin
tizerine eklenerek 2 mL lik dondurma tiiplerine pipetlendi. Bu tiipler, daha 6nce
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izopropanol konulan kademeli dondurma kabina yerlestirilerek — 80 °C’ de yaklasik
1 giin bekletildi. Buradan alinan hiicreler hizlica siv1 nitrojen tankina yerlestirildi.

Hiicre dondurma soliisyonu:

>
>
>

% 80 EBM-2 besiyeri
%10 FBS
%10 DMSO

3.1.4. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan soliisyonlar

Endotelyal iiretme besiyeri (EGM-2: Endothelial Growth Medium) (Lonza):
EGM-2 sivi besiyeri hazirlanirken asagidaki bilesenler steril kosullarda

besiyerine eklendi.

>

Endotelyal hiicre bazal besiyeri (EBM-2: Endothelial Cell Basal medium-2):
500 mL’lik s1v1 besiyeri + 2-8 °C’de saklanir.

Fetal Sigir serumu (FBS): 10 mL FBS besiyerine eklenir. Son konsantrasyonu
% 2’ dir.

Antibiyotik- Antimikotik soliisyon: 5 mL’lik soliisyon besiyerine eklenir.
Medyumun total hacminin % 1’ini olusturmaktadir.

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF): 0.5 mL’lik soliisyon besiyerine
eklenir.

Fibroblast biiytime faktorii (FGF): 2 mL’lik soliisyon besiyerine eklenir.
Hidrokortizon: 0.2 mL’lik soliisyon besiyerine eklenir.

Insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-1): 0.5 mL’lik soliisyon besiyerine
eklenir.

Epidermal biiyiime faktorii (EGF): 0.5 mL’lik soliisyon besiyerine eklenir.
Askorbik asit: 0.5 mL’lik soliisyon besiyerine eklenir.
Heparin: 0.5 mL’lik soliisyon besiyerine eklenir.

Gentamisin siilfat: 0.5 mL’lik soliisyon besiyerine eklenir.
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Yukarida siralanan maddeler karistirildiktan sonra hazirlanan sivi besiyeri 100
mL’lik steril siselere esit olarak paylastirildi ve kullanilmadigi siirece +4 °C’de
saklandi (pH: 7.2-7.4).

Antibiyotik-antimikotik cozelti (Biological Industries): 100 mL’lik sisede sivi
olarak temin edilmistir. Icerisinde 10000 U/mL penisilin siilfat, 10 mg/mL
streptomisin siilfat ve 25 pg/mL amfoterisin B antibiyotik-antimikotik kokteyli
bulunmaktadir. Son kullanma tarihine kadar -20°C’de saklanir.

Jelatin soliisyonu (Sigma): 100 mL’lik siselerde hazir soliisyon olarak temin edildi.
+ 2-8 °C’de saklanr.

Fetal sigir serumu (FBS) (Biochrom): 100 mL’lik siselerde ve 1siyla inaktive
edilmis halde temin edilmistir. Son kullanma tarihine kadar -20°C’de saklanir.

Fosfat tamponlu tuz (PBS) (pH: 7.2-7.3): 2.68 mM KCl, 136.9 mM NaCl, 1.47
mM KH;PO, ve 8.06 mM Na,HPO, igerir.

Hazirlanisi: 0.2 g KCI, 8.0 g NaCl, 0.2 g KH,PO4 ve 2.88 g Na,HPO,4.12H,0
tartilir ve 1 L’lik beher icinde bidistile su ile ¢oziiliir. pH’s1 ayarlandiktan sonra
balon jojede hacim 1 L’ye tamamlanir. 121 °C’de 20 dakika otoklav edilir ve +4
°C’de saklanir.

Tripsin-EDTA (Lonza): 0.25 mg/mL tripsin iceren 100 mL’lik soliisyon olarak
temin edildi. Orijinal sisesinden kullanilmistir. Son kullanma tarihine kadar -20°C’de
saklanir.

Tripsin nétralize edici soliisyon (TNS) (Lonza): 100 mL’lik soliisyon olarak temin
edildi. Orijinal sisesinden kullanilmistir. Son kullanma tarihine kadar -20°C’de
saklanir. TNS ¢oziildiikten sonra +4°C’de 1 ay saklanabilmektedir.

HEPES ile tamponlanmis tuz soliisyonu (Lonza): 100 mL’lik soliisyon olarak
temin edildi. Orijinal sisesinden kullanilmistir. Son kullanma tarihine kadar -20°C’de
saklanir. TNS ¢6ziildiikten sonra +4°C’de 1 ay saklanabilmektedir.

Tripan mavisi cozeltisi (Amresco): % 0.4’liik konsantrasyonda temin edilmistir.

Oda sicakliginda saklanir. Hiicre sayimi sirasinda 1:1 oraninda hiicre ile karistirilarak
kullanildi.
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3.2. Likopen ve apigeninin hazirlanmasi
Gerekli soliisyonlar

Dimetil siilfoksit (DMSO) (Merck): 1 L’lik sisede temin edilmistir. Oda
sicakliginda saklanir.

Tetrahidrofuran (THF) (AppliChem): 1 L’lik sisede temin edilmistir. igerisinde
% 0.025 biitillenmis hidroksitoluen (BHT) icermektedir. Oda sicakliginda saklanir.

3.2.1. Likopenin hazirlanmasi

Likopen (Sigma) 151k gecirmeyen tiipte u¢ kismi ince cam c¢eperli olarak toz
halinde temin edildi ve —80°C’de sakland1. Likopen stok ¢ozeltisi hazirlanirken ug
kismindaki cam ince enjektor ignesi ile kirildi ve 10 mM’lik stok soliisyonu olarak
THEF/BHT c¢ozeltisi igerisinde ¢oziildii. Agz1 parafilmle kapatildi ve kullanilmadig
siirece —80°C’de muhafaza edildi. Likopen ekstrakte haldeyken hassas oldugu igin
uzun siire disarida tutulmadi. Likopenin stabilitesini ve hiicre tarafindan alimini
arttirmak i¢in Martin ve ark. (227) ile Lin ve ark.’nin (228) yontemi kullanildi. Bu
yontem dogrultusunda stok c¢ozeltisi hazirlandiktan sonra dillisyon islemi FBS
igerisinde yapildi. Yaklasik 1 dakika vortekslendi ve son konsantrasyonlar1 0 uM, 1
uM, 5 uM ve 10 uM (yaklasik olarak 0.5 pg/ml, 2.5 pg/ml ve 5 pg/ml) olacak
sekilde hiicrelere uygulandi. Kontrol grubunda da, likopen icermeyen THF/BHT FBS
icerisinde ¢oziildii ve diliie edildi. Hiicrelere uygulanan THF konsantrasyonu
maksimum % 0,1’dir.

3.2.2. Apigeninin hazirlanmasi

Toz halinde alinan apigenin —20 °C’de saklandi. Stok soliisyonu DMSO
icerisinde 5 mg/ml olarak hazirlandi. Bu ¢ozelti de —20°C’de muhafaza edildi.
Gerekli diliisyonlar EGM-2 besiyerinde yapildi. Deneylerde son konsantrasyonu 5
pg/ml ve 10 pg/ml (18.5 uM ve 37 uM) olacak sekilde kullanmildi. Hiicrelere
uygulanan DMSO’nun son konsantrasyonu en fazla % 0.2’ dir.

3.3. Likopen ve apigeninin hiicre proliferasyonuna etkilerinin incelenmesi

Endotelyal hiicreler 24-kuyucuklu hiicre kiiltir kaplarinda  ~2.5x10*
hiicre/kuyucuk olacak sekilde kiiltiire edildi. Hiicreler % 70-80 yogunluga ulasana
kadar EGM-2 medyumu ile beslendi. Istenilen yogunluga ulasan hiicreler % 0.1 FBS
iceren EBM-2 medyumu ile yaklasik 24 saat inkiibe edildi. Bu siire sonunda asagida
gosterildigi gibi 1lag uygulamalari yapildi.
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Kontrol I grubu: Uretilen hiicrelerin besiyeri, % 0.2 DMSO igeren yeni
besiyeri ile degistirildi ve 37 °C’de % 5 CO, ve % 90 nem igeren etiivde 24
saat inkiibe edildi.

. Kontrol II grubu: Uretilen hiicrelerin besiyeri, % 0.1 THF iceren yeni besiyeri

ile degistirildi ve 37 °C’de % 5 CO; ve % 90 nem igeren etiivde 24 saat
inkiibe edildi.

Likopen grubu: EBM-2 besiyerinde inkiibe edilmis hiicrelerin besiyeri,
THF/BHT’de ¢oziilmiis 1, 5 ve 10 uM’lik konsantrasyonlarda likopen igeren
yeni besiyeri ile degistirildi ve 37 °C’de % 5 CO; ve % 90 nem igeren etiivde
24 saat inkiibe edildi.

Apigenin grubu: EBM-2 besiyerinde inkiibe edilmis hiicrelerin besiyeri,
DMSO’da ¢oziilmiis 5 ve 10 pg/ml’lik konsantrasyonlarda Apigenin igeren
EGM-2 besiyeri ile degistirildi ve 37 °C’de % 5 CO, ve % 90 nem igeren
etiivde inkiibe edildi.

Ilag uygulanan hiicreler inkiibatorde 24 saat bekletildikten sonra, Mosmann’in
(229) MTT yontemi modifiye edilerek proliferasyon deneyi yapildi.

3.3.1. MTT deneyi

Gerekli malzemeler

1.

MTT (3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide)
(AppliChem): 5 g’lik sisede toz olarak temin edildi. 2-8 °C’de saklanir.

Sodyum bikarbonat (NaHCO3) (Sigma): Toz halinde temin edildi. Oda
sicakliginda saklanir.

RPMI toz besiyeri (Sigma): Toz halinde ve steril olarak temin edildi. 2-8
°C’de son kullanma tarihine kadar muhafaza edilir.

Hidroklorik asit (Merck): Stvi halde oda sicakliginda saklanir.
Izopropanol (Merck): Sivi halde oda sicakliginda saklanir.

24-kuyucuklu petri (BD-Falcon)

32



MTT stok: 5 mg/ml MTT, fenol red icermeyen serumsuz RPMI-1640 icinde
hazirlanir ve 0.2 pm’lik filtreden gegirilir.

MTT calisma soliisyonu: Stok soliisyonu 1:10 oraninda sulandirilmis MTT iceren

RPMI medyumu hazirlanir.

Fenol red icermeyen RPMI toz besiyeri hazirlanmasi:

1.

Fenol red icermeyen RPMI toz besiyeri (Sigma-R8755)’nin bir sisesi, 1L
steril distile su yavas yavas eklenerek c¢oziiliir. Suyun sicakligr 15-20 °C
olmalidir.

Medyumun tamamen ¢dziinmesi i¢in pH, IN HCl ile 4.0’e ayarlanir.
Cozeltinin ilizerine 2 g NaHCO;3; (veya 26.7 mL NaHCO;3; (% 7.5 w/v))
eklenir. Coziinene kadar yavasca karistirilir. Son pH 7.1 olmalidir (Filtrasyon

pH’y1 0.1-0.3 birim yiikseltebilir).

Cozeltinin pH’s1 1 M HCl veya 1 M NaOH ile 7.2-7.5’e ayarlanir.

5. Son olarak, hazirlanan medyum 0.2 pm’lik filtreden gegirilir.
Prosediir
1. Kiiltiire edilen hiicreler RPMI ile yikandi.

MTT c¢aligsma soliisyonu hazirlandi.

500 puL (24 kuyucuklu petri i¢cin) MTT soliisyonu kuyucuklara eklendi.
37°C’de 30 dakika ila 3 saat aras1 inkiibe edildi.

Inkiibasyondan sonra, MTT’li medyumlar uzaklastirildi.

Olusan formazan kristalleri, 500 pL (24 kuyucuklu petri icin) asidik
izopropanol (mutlak izopropanolda hazirlanmis 0.04 M HCl [10 mL
izopropanolden 33 pL atilip yerine 33 pL HCI eklenerek hazirlanir])
coOzeltisiyle ¢oziiniir hale getirildi. Birkag kez pipetle alt iist edildi.

Olusan renk, 570 nm dalga boyunda, 650 nm referans dalga boyu ayarlanarak
kolorimetrik petri okuyucuda olgiildii.

Hiicre proliferasyon deneyi 5 kez tekrar edildi.
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3.4. Likopen ve apigeninin kapiller benzeri tiibiiler ag olusumuna etkilerinin
incelenmesi

Gerekli Malzemeler:
1. 24-kuyucuklu petriler: BD-Falcon’ dan steril olarak temin edildi.

2. Matrijel Bazal Membran Matriks: Matrigel™ Matriks, BD Bioscience’ dan

10 ml’lik cam siselerde temin edildi. —20°C’de son kullanma tarihine kadar
muhafaza edilebilmektedir. Matrigel™ Matriks, 22 °C’de hizlica jel
oldugundan dolay1 oda sicakliginda bekletilmez.
Anjiyogenez deneyleri i¢in olduk¢a 6nemli olan Matrijel bazal membran
matriks, zengin ekstraseliiler matriks proteinleri igeren bir tiimor olan
Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) fare sarkomadan elde edilen bir maddedir.
Major bilesenleri basta laminin olmak {izere kollajen IV, heparan siilfat
proteoglikanlari, entaktin ve nidojendir. Matrigel™ Matriks ayrica TGF-j,
FGF, doku plazminojen aktivator ve EHS tiimoriinde dogal olarak meydana
gelen diger biiylime faktorlerini igermektedir (Kaynak: BD Bioscience,
Matrigel™ Matriks Data Sheet) .

3.4.1. Matrijelin hazirlanmasi ve uygulanmasi
1. Tiim islemler steril kosullarda gergeklestirildi.

2. Matrijel bazal membran matriks buz lizerinde 4°C’de gece boyu ¢oziilerek
s1v1 hale gegmesi saglandu. Tlk kez ¢oziilen Matrigel™ aliquatland.

3. Bu deneyler i¢in kullanilan 24 kuyucuklu petriler ve pipetler i¢in 6n sogutma
yapildi. Aliquatlama 6ncesinde de tiipler buzda bekletildi.

4. Her bir kuyucuga 250 pl Matrijel Bazal Membran Matriks pipetlendi.
5. Yaklasik 60 dakika 37 °C’de inkiibe edildi ve jel kivamina gelmesi saglandi.

Prosediir

Anjiyogenezin in vitro gostergesi olan tiip olusturma deneyleri i¢in, EGM-2
medyumunda beslenen endotelyal hiicreler % 0.1 FBS igeren ve biiylime faktorleri
icermeyen EBM-2 besiyerinde yaklasik 24 saat 37 °C’de inkiibe edildi. Bu siire
sonunda tripsinize edilen hiicreler 180 x g’de santrifiij edildi. Siipernatan
dokiildiikten sonra 1lik EGM-2 medyumunda siispanse edildi. 24 kuyucuklu petrilerin
her bir kuyucugunda 25.000 hiicre olacak sekilde matrijel matriksin lizerine eklendi.
[lag uygulamalar asagidaki sekilde yapildi.
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1. Kontrol I grubu: Eklenen hiicrelerin besiyerine son konsantrasyonu % 0.2
olacak sekilde DMSO eklendi. 37 °C’de % 5 CO, ve % 90 nem igeren etiivde
24 saat inkiibe edildi.

2. Kontrol II grubu: Eklenen hiicrelerin besiyerine son konsantrasyonu % 0.1
olacak sekilde THF eklendi. 37 °C’de % 5 CO, ve % 90 nem igeren etiivde 24
saat inkiibe edildi.

3. Likopen grubu: Daha onceden anlatilan sekilde hazirlanan, THF/BHT de
¢ozlilmiis likopenin son konsantrasyonu 1, 5 ve 10 uM olacak sekilde
besiyerine eklendi. 37 °C’de % 5 CO, ve % 90 nem igeren etiivde 24 saat
inkiibe edildi.

4. Apigenin grubu: DMSO’da ¢6ziilmiis apigeninin son konsantrasyonu 5 ve 10
ng/ml olacak sekilde besiyerine eklendi. 37 °C’de % 5 CO; ve % 90 nem
iceren etiivde 24 saat inkiibe edildi.

llag uygulanan hiicreler inkiibatérde 24 saat bekletildikten sonra binokiiler
inverted mikroskop altinda 4x objektif kullanilarak goriintilendi ve fotograflari
cekildi. 3 farkli bolgenin tiip uzunluklari, UTHSCSA ImageTool Version 3.0
programi kullanilarak hesaplandi ve ortalamalari alindi. Deney 5 kez tekrar edildi.

3.5. Likopen ve apigeninin HUVEC endotelyal hiicre migrasyonuna etkilerinin

incelenmesi

Anjiyogenezin olusumu esnasinda endotelyal hiicrelerin kemoattraktan
maddelere dogru gocii s6z konusudur. Bu deney i¢in, EGM-2 medyumunda beslenen
endotelyal hiicreler % 0.5 albumin (BSA) igeren ve biiylime faktorleri icermeyen
EBM-2 besiyerinde yaklasik 18 saat 37 °C’de inkiibe edildi. Bu siire sonunda
Akkutaz ile kaldirilan hiicreler 1500 rpm’de santrifiij edildi. Siipernatan dokiildiikten
sonra 1lik EGM-2 medyumunda siispanse edildi. Hiicreler, 1.0 x 10° hiicre/m] olacak
sekilde ayarlandi. 24 kuyucuklu petrilerin igerisindeki ek petrilerin herbir
kuyucuguna 200 pl hiicre siispansiyonundan eklendi. Ilag uygulamalari bu
kuyucuklara asagidaki sekilde uygulandi.

1. Kontrol I grubu: Eklenen hiicrelerin besiyerine son konsantrasyonu % 0.2
olacak sekilde DMSO eklendi. 37 °C’de % 5 CO; ve % 90 nem igeren etiivde
24 saat inkiibe edildi.

2. Kontrol II grubu: Eklenen hiicrelerin besiyerine son konsantrasyonu % 0.1

olacak sekilde THF eklendi. 37 °C’de % 5 CO, ve % 90 nem igeren etiivde 24
saat inkiibe edildi.
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3. Likopen grubu: Daha onceden anlatilan sekilde hazirlanan, THF/BHT de
¢Oziilmiis likopenin son konsantrasyonu 10 pM olacak sekilde besiyerine
eklendi. 37 °C’de % 5 CO; ve % 90 nem igeren etiivde 24 saat inkiibe edildi.

4. Apigenin grubu: DMSO’da ¢6ziilmiis apigeninin son konsantrasyonu 10
png/ml olacak sekilde besiyerine eklendi. 37 °C’de % 5 CO; ve % 90 nem
iceren etiivde 24 saat inkiibe edildi.

Bu deney gruplar1 hem test hemde kontrol petrilerine uygulandi.
flag uygulanan hiicreler inkiibatérde 24 saat bekletildikten sonra, florometrede
480/520 nm filtre setinde ol¢iimleri yapildi. Deney 5 kez tekrar edildi.

3.5.1. Endotelyal hiicre migrasyon deneyinin uygulanmasi

Endotelyal migrasyon Ol¢iimi i¢in Millipore QCM™ 3 um Endotelyal
Migrasyon kiti (ECM201) kullanildi. Teknik olarak bu yontemde migrasyon icin en
yaygin olarak kullanilan Boyden Chamber 6l¢limii modifiye edilerek kullanilmistir.
Boyden Chamber sistemi iki-odal1 bir sistem olup bu odaciklar arasinda bir ara yiizey
olarak porlu bir membran kullanmaktadir. Hiicreler, altinda porlu membran bulanan
{ist odaciga ekilirler. Alt odaciga ise kemoattraktanlar yerlestirilirler. Ust odaciktaki
hiicreler porlu membran1 gecerek kemoattraktanlara dogru gocerler ve alt odaciga
dogru hareket ederler. Bu sekilde migrasyona ugrayan hiicreler boyanarak sayilirlar.
CyQUANT® GR yesil floresan boyast hiicresel niikleik asitlere baglandiginda giiglii
bir floresan artis1 sergilerler.

Standart bir Boyden 6l¢limiinde tipik olarak 3’den 12 pm’ ye kadar membran
por cap1 kullanilir. Daha kiigiik por ¢ap1 hiicrelerin migrasyona ugramasina daha
fazla direng¢ gosterirler. Bu deneyde 3 um membran por ¢api kullanilmistir. Bu por
capi fibroblastlarin migrasyonu i¢in uygun olmamasina ragmen endotelyal hiicrelerin
optimal migrasyonunu destekler.

Ek odacigin alt1 fibronektin ile kapli oldugundan endotelyal hiicre migrasyonu
ve adhezyonu i¢in optimal kosullar saglamaktadir.

Gerekli malzemeler
Kit bilesenleri:
1. Fibronektin Test Petrisi: Insan fibronektini ile kaplanmis Boyden
Chamber’lar1 igeren 24-kuyucuklu kiiltiir petrileridir. 2-8 °C” de saklanir.

2. BSA Kontrol Petrisi: BSA ile kapli Boyden Chamber’lar1 igeren 24-
kuyucuklu kiiltiir petrileridir. Deneyin kontrolii olarak kullanilir. 2-8 °C” de
saklanir.

3. 4 X Hiicre lizis tamponu. 2-8 °C” de saklanur.

4. CyQuant GR Dye®. 2-8 °C’ de saklanur.
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5.

6.

7.

96-kuyucuklu petri
24-kuyucuklu kiiltiir petrileri.

Akkutaz: Tripsin benzeri hiicre kaldirma soliisyonudur. -20 °C’de saklanir.

Diger materyaller:

I.

5.

6.

Steril PBS

Serumsuz %0.5 BSA iceren EBM-2 medyumu.
FBS

Hemasitometre

Tripan mavisi

Floresan plate okuyucu

Olciim prensibi
Fibronektin kapli insertler ve BSA ile kaplanmis migrasyon kontrol insertleri

florometrik araglar yoluyla hiicre migrasyonu i¢in kantitatif sonuglar saglamaktadir.
Membrandaki 3um’lik porlar aracilifiyla migrate olan hiicreler membranin altina
gecerler. Membranin altindan ¢oziilen ve ardindan lizis edilen hiicreler CyQuant GR
boyasi kullanilarak boyanir (Sekil 3.3.1).

Hiicre harvesti

1.

HUVEC hiicreleri serum ve biiyiime faktorleri iceren EGM-2 besiyerinde
biiytitiiliir.

Hiicreler denyden 6nce serum ve biiylime faktorleri icermeyen, % 0.5 BSA
iceren bazal besiyerinde yaklagik 18 saat inkiibe edilir.

Hiicreler bir kez yaklasik 5 ml steril Akkutaz solusyonu ile yikanir.

Hiicrelerin kaldirilmasi i¢in yeni 5 ml Akutaz soliisyonu eklenir ve 37 °C’de
5 dk inktibe edilir.

Hiicreler dikkatlice petriden alinir ve % 0.5 BSA igeren serumsuz medyumda
iki kez yikanir.

1500 rpm’de 10 dk santrifiij edilir.

Pellet, 5 ml % 0.5 BSA iceren serumsuz medyumda resiispanse edilir.
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8. Hiicreler sayilir ve hacim ml’de 1.0 x 10° hiicre olacak sekilde ayarlanir.

Ol¢iim metodu
1. Petriler deneyden 6nce buzdolabindan ¢ikarilarak oda sicakligina getirildi.

2. Yukarida anlatildigi gibi, hiicre siispansiyonu ml’de 1.0 x 10° hiicre olacak
sekilde ayarlandi.

3. Steril kabin igerisinde test ve kontrol petrileri agildi.

4. Boyden chamber’larin alt bélmesine igerisinde biiylime faktorleri + % 10
FBS olan ve olmayan besiyerinden 300 pl eklendi. Araylizde hava
olmamasina dikkat edildi ve Boyden chamber membraninin alt kuyucuktaki
medyum ile temasi saglandi.

5. Hem fibronektin kapli test petrilerinin Boyden chamber’larina hem de BSA
kapli kontrol petrilerinin Boyden chamber’larina hiicre siispansiyonundan
200 pl eklendi. BSA kapli olanlar test 6rneklerinin migrasyon kontrolleridir.

6. Petrilerin kapaklari kapatildi ve CO, inkiibatériinde 37°C’de 24 saat inkiibe
edildi.

Boyama prosediirii
1. Yeni 24-kuyucuklu petriler acildu.

2. Bu kuyucuklara 1lik Akkutaz soliisyonundan 225 pl eklendi.
3. CO, inkiibatoriinden alinan migrasyon petrilerindeki migrasyon odacigi
dikkatlice ¢ikarild1 ve igerisindeki hiicreler/medyumlar dikkatli bir sekilde

aspire edildi.

4. Odaciklar daha sonra igerisinde Akkutaz soliisyonu olan 24-kuyucuklu
petrilere konuldu.

5. 37°C’de 30 dk inkiibe edildi.

6. Inkiibasyon esnasinda hiicrelerin tamamen koparilmasi i¢in migrasyon
odaciklar1 birkag kez ileriye ve geriye dogru yatirildi.

7. Tim Ornekler i¢in yeterli lizis tamponu/boya soliisyonu hazirlandi. CyQuant
GR boyas1 4x lizis tamponu ile 1:75 diliie edilmektedir. Lizis tamponu/boya
soliisyonundan, icerisinde 225 ul hiicre kaldirma soliisyonu olan her bir
kuyucuga, 75 ul eklendi.
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8. 15 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.
9. 96-kuyucuklu petrilerin her bir kuyucuguna 200 pl transfer edildi.

10. Floresans petri okuyucuda 480/520 nm filtre seti kullanilarak okuma yapildi.

Hiicre stigpansiyonu odaciga viklenir Q00 )(HJ

L
O \// } ('\

Hiucreler membran boyunca goger
ve membranin altina tutunur.
Migrasyona ugramayan hiicreler
yukarida kalir

Migrasyona ugrayan hiicreler
akkutaz ile membrandan sokulir O

Hiucreler lizis tamponu ile
Pargalanur ve hiicre miktar

CyQUANT® GR
boyasi ile saptanir “

Sekil 3.3.1. Endotelyal hiicre migrasyon dl¢lim prensibinin sematik gosterimi. (Kaynak: Millipore kit
klavuzu).
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3.6. Yara iyilesmesi deneyi

Yara iyilegsmesi deneyi hiicre migrasyonunun gosterilmesi i¢in bir baska yontemdir.
Bu deney Schleef ve Birdwell’in (230) metodu modifiye edilerek yapildi. Cift
katmanli fosfolipid membrana baglanip kirmizi floresan 1s1ma veren 1,1°-
dioctadecyl-3,3,3°,3’- tetrametilindocarbocynanine perchlorate (Dil) boyasi
Sigma’dan 100 mg olarak toz halinde temin edildi. DMSO igerisinde 1 mg/ml stok
soliisyon olarak hazirlandi. Deney i¢in 1:200 oraninda normal biiyiime medyumu
icerisinde diliie edildi.

Deneyin yapilisi
12-kuyucuklu petrilerde EGM-2 besiyerinde biiyiitilen HUVEC endotelyal
hiicreler kuyucuklar1 yaklasik % 90 oraninda doldurdugunda EGM-2 medyumu

alinarak, icerisinde % 0.1 serum iceren EBM-2 besiyeri ile CO, inkiibatoriinde
37°C’de 24 saat inkiibe edildi. 24 saat sonra hiicreler merkezden ¢ap1 boyunca
steril 200 pl’lik pipet ucu ile ¢izildi. Steril PBS ile bir kez yikanan hiicrelere
asagidaki sekilde ila¢ uygulamalar1 yapildi.

l.

Kontrol I grubu: Hiicrelerin bulundugu kuyucuklara EGM-2 igerisinde son
konsantrasyonu % 0.2 olacak sekilde DMSO eklendi. 37 °C’de % 5 CO; ve
%90 nem igeren etiivde inkiibe edildi.

Kontrol II grubu: Hiicrelerin bulundugu kuyucuklara EGM-2 igerisinde son
konsantrasyonu % 0.1 olacak sekilde THF eklendi. 37 °C’de % 5 CO, ve %90
nem igeren etiivde inkiibe edildi.

. Likopen grubu: Daha Onceden anlatilan sekilde hazirlanan, THF/BHT de

¢Oziilmiis likopenin son konsantrasyonu 10 pM olacak sekilde besiyerine
eklendi. 37 °C’de % 5 CO; ve %90 nem iceren etiivde inkiibe edildi.

. Apigenin grubu: DMSO’da ¢ozililmiis apigeninin son konsantrasyonu 10

pg/ml olacak sekilde besiyerine eklendi. 37 °C’de % 5 CO; ve %90 nem
igeren etiivde inkiibe edildi.

Hiicreler 14 saat izlendi. Kontrol gruplarindaki hiicrelerin migrasyonu sonucunda
karsilikli olarak birbirlerine yaklasmalar1 gozlemlendiginde asagidaki uygulamalar

yapildi:

1.

2.

3.

Petrilerin besiyeri uzaklastirildi.
100 pl boyama medyumu tiim hiicrelere yedirildi.

37 °C’de yaklasik 20 dakika inkiibe edildi.
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. Boyama medyumu alind1.
. 3 kez 1lik biiylime medyumu ile yikandi.

10 dakika inkiibe edildi.

. Medyum uzaklastirildi.

. Binokiiler inverted floresan mikroskopta 40x biiyiitmede incelendi ve
fotograflari ¢ekildi.

. Hiicreler arasindaki bosluk (migrasyon uzakligl) UTHSCSA ImageTool
Version 3.0 programi kullanilarak hesaplandi. Migrasyon uzakligi i¢in 10
farkl1 noktadan Olglim alindi ve bunlarin ortalamasi hesaplandi. Yara
tyilesmesi deneyi 5 kez tekrar edildi.
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3.7. Istatistiksel analiz

Istatistiksel analizler igin GraphPad Software’in (San Diego, CA) Prism
Programi kullanildi. Verilerin ortalama + standart sapma (£ SD) degerlerinin analizi,
tanimlayici istatistiklerden Column Statistics testi ile yapildi. Deney gruplarinin
kargilastirilmast  i¢in nonparametrik testlerden student t-testi ve One-way
ANOVA’nin Tukey’s Multiple Comparison testi yapildi.
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BULGULAR

4.1. Apigeninin hiicre proliferasyonuna etkisi

Iki farkli dozda apigenin uygulanan HUVEC endotelyal hiicrelere ait hiicre
canlilik grafigi, Sekil 4.1.1°de gosterilmistir. 5 pg/ml ve 10 pg/ml’lik dozlarda
uygulanan apigenin endotelyal hiicrelerin proliferasyonunu veya canli hiicre
yiizdelerini kontrole gére anlamli olarak (p<0.001) azaltmistir. HUVEC hiicrelerinin
10 pg/ml’lik dozda apigenin ile muamelesi proliferasyonun baskilanmasi tizerine 5
pg/ml’lik doza gore daha etkili goriilmustiir (p<0.001).

120

100 -

60 -

40 +

Canli hiicre yiizdesi

20 -~

0 5 10

Apigenin konsantrasyonu (pg/ml)

Sekil 4.1.1. Apigenin uygulanan HUVEC hiicrelerine ait canli hiicre yiizdeleri. a: Kontrol ve 5 pg/ml
apigenin, b: Kontrol ve 10 pg/ml apigenin, c: 5 pg/ml apigenin ve 10 pg/ml apigeninin
istatistiksel karsilastirmasi.
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4.2. Likopenin hiicre proliferasyonuna etkisi

Ug farkli dozda likopen uygulanan HUVEC endotelyal hiicrelere ait hiicre
canlilik grafigi, Sekil 4.2.1°de gosterilmistir. 1 uM, 5 uM ve 10 uM’ lik dozlarda
uygulanan likopen, endotelyal hiicrelerin proliferasyonunu veya canli hiicre
yiizdelerini kontrole gére anlamli olarak (p<0.001) azaltmistir. HUVEC hiicrelerinin
10 uM’lik dozda likopen ile muamelesinin, proliferasyonun baskilanmasi {izerine
diger dozlara gore daha etkili oldugu bulunmustur (p<0.001). Ayrica, canlilik
yiizdesi dozlar arasinda da anlamli bulunmustur (p<0.001).
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Sekil 4.2.1. Likopen uygulanan HUVEC hiicrelerine ait canli hiicre yiizdeleri. a: Kontrol ve 1 uM
likopen, b: Kontrol ve 5 uM likopen, c: 1 uM likopen ve 5 uM likopen, d: Kontrol ve 10
puM likopen, e: 1 uM likopen ve 10 uM likopen, f: 5 uM likopen ve 10 uM likopenin
istatistiksel karsilagtirmasi.
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4.3. Apigeninin kapiller benzeri tiibiiler ag olusumuna etkisi

Iki farkli dozda apigenin uygulanan HUVEC endotelyal hiicrelere ait tiip
uzunluklarim gosteren grafik Sekil 4.3.1°de ve bu gruplara ait tiibiiler aglarin 151k
mikroskobundaki goriintiileri Sekil 4.3.2°de gdsterilmistir. 5 pug/ml ve 10 pg/ml’lik
dozlarda uygulanan apigenin endotelyal hiicrelerin matrijel matrikste tiip olusturma
ozelliklerini kontrole gore anlamli olarak (p<0.001) azaltmistir. HUVEC hiicrelerinin
10 pg/ml’lik dozda apigenin ile muamelesi proliferasyonun baskilanmasi tizerine 5
pg/ml’lik doza gore daha etkili goriilmiistiir (p<<0.001).
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Sekil 4.3.1. Apigenin uygulanan HUVEC hiicrelerine ait kapiller benzeri tiip olusturma grafigi. a:
Kontrol ve 5 pg/ml apigenin, b: Kontrol ve 10 pg/ml apigenin, c: 5 pg/ml apigenin ve 10
pg/ml apigeninin istatistiksel karsilagtirmasi.
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Sekil 4.3.2. Apigenin uygulanan HUVEC hiicrelerine ait kapiller benzeri tiip olusturma resimleri. A:
Kontrol (DMSO) 40x biiyiitme, B: Kontrol (DMSO) 400x biiyiitme, C: 5 pg/ml apigenin,
40x biiylitme, D: 10 pg/ml apigenin, 40x biiyiitme.

46



4.4. Likopenin kapiller benzeri tiibiiler ag olusumuna etkisi

U¢ farkli dozda likopen uygulanan HUVEC endotelyal hiicrelere ait tiip
uzunluklarim gosteren grafik Sekil 4.4.1°de ve bu gruplara ait tiibiiler aglarin 151k
mikroskobundaki goriintiileri Sekil 4.4.2°de gosterilmistir. 1 pM, 5 uM ve 10 uM” lik
dozlarda uygulanan likopen, endotelyal hiicrelerin matrijel matrikste tiip olusturma
ozelliklerini kontrole gore anlamli olarak (p<0.001) azaltmistir. HUVEC hiicrelerinin
10 uM’lik dozda likopen ile muamelesinin tiip olusumunun baskilanmasi iizerine
diger dozlara gore daha etkili oldugu bulunmustur. Ayrica, tiip uzunlugu bakimindan
da dozlar arasinda anlamli fark bulunmustur (p<0.001).
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Sekil 4.4.1. Likopen uygulanan HUVEC hiicrelerine ait kapiller benzeri tiip olusturma grafigi. a:
Kontrol ve 1 uM likopen, b: Kontrol ve 5 uM likopen, c: 1 uM likopen ve 5 uM likopen,
d: Kontrol ve 10 uM likopen, e: 1 uM likopen ve 10 uM likopen, f: 5 uM likopen ve 10
pM likopenin istatistiksel karsilagtirmast.
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Sekil 4.4.2. Likopen uygulanan HUVEC hiicrelerine ait kapiller benzeri tiip olusturma resimleri. A:
Kontrol (THF), B: 1 uM likopen, C: 5 uM likopen, D: 10 uM likopen uygulanan hiicreler.
40x biiyiitme.
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4.5. Apigeninin endotelyal hiicre migrasyonuna etkisi
Fibronektin kapli membranlardaki 3 pm ¢apindaki porlardan endotelyal hiicre
migrasyonu tizerine 10 pg/ml’lik dozdaki apigeninin, kontrole gore anlamli derecede

baskilayict etkisi bulunmustur (p<0.001). Apigeninin migrasyon lizerine etkisi Sekil
4.5.1°de gosterilmistir.
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Sekil 4.5.1. Apigenin uygulanan HUVEC hiicrelerine ait migrasyon grafigi. 10 pg/ml’lik apigenin,
kontrole (DMSO) gore floresans yiizdesini anlamli olarak baskilamistir (p<0.001).

Migrasyonun bir bagka gdsterim sekli olan yara iyilesmesi deneyinin sonuglari
Sekil 4.5.2 ve floresans mikroskop altinda c¢ekilen goriintiileri Sekil 4.5.3’de

gosterilmistir. 10 pg/ml’lik dozda apigenin kontrole gore anlamli olarak migrasyonu
baskilamistir (p<0.001).
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Sekil 4.5.2. Apigenin uygulanan hiicrelere ait migrasyon boslugu grafigi. 10 pg/ml’lik apigenin,
kontrole (DMSO) gore migrasyon boslugunu anlamli olarak arttirmustir (p<0.001).
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Sekil 4.5.3. Apigenin uygulanan HUVEC hiicrelerinin migrasyonuna ait floresans mikroskop
resimleri. A: Kontrol (DMSO), B: Apigenin (10 pg/ml). 40x biiyiitme.
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4.6. Likopenin endotelyal hiicre migrasyonuna etkisi
Fibronektin kapli membranlardaki 3 pm ¢apindaki porlardan endotelyal hiicre
migrasyonu iizerine, 10 uM’lik dozdaki likopenin kontrole gore anlamli derecede

baskilayict etkisi bulunmustur (p<0.001). Likopenin migrasyon {izerine etkisi Sekil
4.6.1°de gosterilmistir.
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Sekil 4.6.1. Likopen uygulanan HUVEC hiicrelerine ait migrasyon grafigi. 10 uM’lik likopen,
kontrole (THF) gore floresans yiizdesini anlamli olarak baskilamigtir (p<0.001).

Migrasyonun bir baska gosterim sekli olan yara iyilesmesi deneyinin grafigi
Sekil 4.6.2 ve floresans mikroskop altinda c¢ekilen goriintiileri Sekil 4.6.3’de

gosterilmigtir. 10 uM’lik dozda likopen kontrole gore anlamli olarak migrasyonu
baskilamistir (p<0.001).

52



700

600

500

400

300

200

Migrasyon boslugu (piksel)

100

. e

THF Likopen (10uM)

Sekil 4.6.2. Likopen uygulanan hiicrelere ait migrasyon boslugu grafigi. 10 uM’lik likopen, kontrole
(THF) gore hiicreler arasindaki boslugu anlamli olarak arttirmistir (p<0.001).
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Sekil 4.6.3. Likopen uygulanan HUVEC hiicrelerinin migrasyonuna ait floresans mikroskop resimleri.
A: Kontrol (THF), B: Likopen (10 pM). 40x biiyiitme.
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TARTISMA

Anjiyogenez var olan damarlardan yeni kan damarlarinin olusumu olup, siki bir
denetim altindadir ve yetiskinlerde nadiren gerceklesir. Yetiskinlerdeki bazi
fizyolojik olusumlar disinda genellikle ¢esitli patolojik durumunlarda meydana gelir
(2, 3). Bu patolojiler arasinda en 6nemlilerden biri kanserdir. Tiimér gelisimi igin
gerekli besin ve oksijenin tiimor hiicrelerine ulastirllmasina ek olarak, kanser
hiicrelerinin yayilmas1 da anjiyogenez araciligiyla gerceklesir (3). Kanser
hiicrelerinin baska doku veya organlara goc¢li olan metastaz i¢in anjiyogenez
gereklidir. Kanser diinya capinda yilda yaklasik 7 milyon insanin 6liimiine neden
olan major bir halk saglig1 sorunudur. Her y1l 11 milyondan daha fazla insana kanser
teshisi konulmaktadir ve 2020’ye kadar her yil 16 milyon yeni vakanin olacagi
tahmin edilmektedir (177).

Kanser hiicrelerinin hedeflenmesi ile karsilastirildiginda endotelyal hiicrelere
kars1 stratejiler gelistirmenin bazi avantajlari vardir. Soyle ki; yarim asr1 asan bir
siiredir biyomedikal arastirmalar kanser teshisi ve tedavisi i¢cin yeni enstriimanlari
ortaya koymakla birlikte, bugiin bir solid tiimor metastatik faza girdiginde hastanin
iyilesme sansi hala dramatik olarak diismektedir. Goriintirdeki tlimor kiitlesi cerrahi
miidahale ile yok edilmesine ragmen, kiiciik primer tiimorler ve mikrometastazlara
kars1 noninvaziv terapiler ile savasilmalidir. Bir¢ok klinik protokoller yiiksek doz
irradyasyon veya kemoterapi lizerine kurulu ¢ok agresif yaklasimlara dayanmaktadir.
Ayrica, her iki metod bazi tiimor tiplerine genellikle ciddi yan etkilerle birlikte kismi
etki gosterir (95). Timor anjiyogenezinin kanser gelisimindeki kritik rolii yaklasik 40
yil once Folkman ve ark. tarafindan Oncii caligmalar ile ortaya atilmis olmasina
ragmen (96), ancak son yillarda etkili anti-anjiyogenik strateji gelistirmek i¢in ve
endotelyal hiicre fizyoloji i¢in gerekli bilgi birikimi saglanmigtir.

Endotelyal hiicreler terapi i¢in ayricalikli bir hedeftir ciinkii, tiim solid
timorlerde miisterek bir hiicre tipidir. Her bir kanser aslinda kendine 6zgii ayr1 bir
hastalig1 gostermesine ragmen, tiimor endotelyumu nispeten tek bi¢cimli ve normal
bir hiicre tipidir (95). Bir baska avantaji; yetiskinlerde endotelyal hiicrelerin
proliferasyon hizinin diger bircok hiicre tipine gore ¢cok daha yavas olmasidir. Bu
sayede anormal proliferasyonu spesifik olarak engellendiginde diger normal hiicreler
etkilenmeyebilirler.

Kanser hiicreleri fibroblast biiyiime faktorii (bFGF), vaskiiler endotelyal biiylime
faktorii (VEGF), interlokin 8 (IL-8), transforme edici biiylime faktorii-B (TGF-B) ve
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endotelyal hiicre toplanmasina ve ¢ogalmasina sebep olan diger ¢esitli anjiyogenik
faktorler tiretebilirler. Bu uyaranlar siirekli oldugundan tiimor endotelyumunun olgun
bir damar agma farklilasmasi nadiren tamamlanir ve timor damarlari anormal bir
morfoloji gosterirler. Bu sablon, tiimdr tarafindan endotelyal hiicre toplanmasinin ve
¢ogalmasinin inhibisyonu yoluyla, spesifik olarak timdr anjiyogenezinin
hedeflenmesinin miimkiin olabilecegini gostermektedir.

Antianjiyogenik yaklasimin bir baska avantaji, bu normal hiicre tipinin diisiik
mutagenez oranindan dolayi, ¢oklu-ilag direng mekanizmalarinin gelisimi sayesinde
gerceklesen tedaviye karsi direncin, endotelyal hiicrelerde gerceklesmemesidir (97).
Tiimdr bliylimesinin blokaji, vaskiiler toplanmanin kronik inhibisyonunu gerektirir ki
bu durum Hanahan ve Folkman tarafindan ‘anjiyostazis’ olarak belirtilmistir (98).

Bu yiizden uzun siireli tedavi gerekli olup, diisiik toksisiteli veya toksik olmayan
molekiillerin tanimlanmas1 ve karakterize edilmesi Onemlidir. Primer tiimorlerin
kansere doniisme riski yiiksek olan kisilerdeki bu durumu engellemede veya cerrahi
midahaleden sonra tiimoriin yeniden c¢ikmasini Onlemede, dogal ve sentetik
bilesiklerin saptanmast i¢in Onemli c¢abalar sarfedilmektedir. Kansere karsi
kemopreventif ajanlarin kullaniminin amaci karsinogenez ilerlemesini yavaslatmak,
geri donlisimii saglamak veya inhibe etmektir. Uzun peryotlarda kullanilmasi
gerektiginden dolayi, kemopreventif ilaglarin toksisitesi olmamali ve iyi tolere
edilmelidir (95).

Biz bu calismada, dogada bulunan yaklasik 600 karotenoidden biri olan
likopenin endotelyal hiicreler lizerine etkilerini arastirdik. Likopen kimyasi geregi
cok giiclii antioksidan aktiviteye sahip bir molekiildiir. Cesitli epidemiyolojik ve
deneysel calismalar sonucunda likopenin kanseri dnlemede Onemli ajan oldugu
ortaya ¢ikmistir. Bununla birlikte, likopenin direkt endotelyal hiicrelere ve
anjiyogeneze etkilerinin arastirildigi bir calismaya literatiirde rastlanmamistir. Bu
amagla yapilan ¢alismamizda, likopenin endotelyal hiicrelere ve anjiyogenez iizerine
etkilerini arastirdik. Bu ¢aligma literatiirdeki bu boslugu doldurmak adina ilk olma
ozelligini tagimaktadir.

Daha oOnceden bahsettigimiz gibi, endotelyal hiicreler yetigskinlerde normal
olarak siki bir regiilasyonla kontrol edilmesine ragmen, kanser hiicrelerinin
olusturdugu ¢evresel sartlar altinda regiilasyon dengesi yeni damar olusumu lehine
kayar. Bu sayede endotelyal hiicrelerin proliferasyonu artar, tiimorliic dokunun
olusturdugu kemoattraktanlara dogru migrasyona ugrarlar ve kapiller ag olusturmak
lizere bir ag olustururlar. Calismamizda bu basamaklari incelemek amaciyla: 1-
literatiirde in vitro anjiyogenezin gdstergesi olarak kabul edilen, hiicrelerin Matrijel
Matrikste kapiller benzeri tiibiiler ag olusturma, 2- hiicre proliferasyonu ve 3- hiicre
migrasyonu yeteneklerinin likopenden etkilenip etkilenmedigine baktik.
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Matrijel Matriks bir kanser tiirtinden elde edilen bir ektraseliiler matriks olup
icerisinde anjiyogenez olusumu i¢in gerekli maddeleri igermektedir. Ayrica, in vivo
anjiyogenez i¢in gerekli VEGF ve FGF gibi kanser hiicreleri tarafindan ortama
salinan bazi biiylime faktorleri ¢alismamizda endotelyal hiicrelerin besiyerine
eklenmistir. Bu sartlar altinda kontrol hiicrelerinde yaygin tiip olusumu goézledik.
Ayni sartlar altinda likopen uygulanan gruplarda tiip olusumu azalmaistir.

Deneyimizde 0, 1, 5 ve 10 puM’lik konsantrasyonlarda likopen gruplari
olusturduk. Likopen konsantrasyona bagli olarak anlamli sekilde anjiyogenezi inhibe
etmektedir. Her bir doz kontrole gore ve dozlar birbiri arasinda anlamli fark
gostermistir.

Anjiyogenezi baskilayict etkileri, ¢esitli calismalarla gosterilen (215, 231, 232)
apigenin pozitif kontrol olarak kullanmilmistir. Calismamizda, 5 ve 10 pg/ml’lik
konsantrasyonlarda deney grubu olusturuldu. Apigeninin doza bagl olarak tiip
olusumunu kontrole gore anlamli olarak inhibe ettigini gosterdik. 5 pg/ml ve 10
pg/ml apigeninler arasindaki fark da anlamli bulunmustur.

Endotelyal hiicrelerin proliferasyonu anjiyogenez esnasinda artmaktadir. Bu
nedenle, deneyimizde MTT metodu kullanarak hiicre proliferasyonu incelenmistir.
Serum ve biiyiime faktorlerinin bulundugu ortamda likopenin tiim dozlarda
endotelyal hiicre proliferasyonunu anlamli olarak inhibe ettigini gozlemledik.
Meydana gelen inhibisyon doza bagl olarak gerceklesmistir. En etkili goriinen 10
uM’lik doz proliferasyonu % 69.76 azaltirken, 5 uM likopen % 58.47 ve 1 uM’lik
dozun % 36,66 oraninda proliferasyon iizerinde baskilayici etkileri goriilmiistiir.
Biitiin konsantrasyonlarin birbiri arasindaki fark istatiksel olarak anlamlidir. LNCaP
prostat karsinoma hiicre dizilerinde yapilan bir calismada likopen muamelesinin
hiicre proliferasyonunu azalttigini gosterilmistir (141).

Bagka bir calismada, insan kolon karsinoma (HuCC), myeloid 16semi (K562) ve
lenfoma (Raji) hiicre dizilerinde likopenin hiicre proliferasyon kapasitesini
baskiladig1 gosterilmistir (140).

Likopenin, hiicre kiiltiir sisteminde insan endometrial, meme ve akciger kanser
hiicrelerinin  IGF-1 aracili proliferasyonunu giiclii bir sekilde inhibe ettigi
gosterilmistir (28). Bunlara ek olarak, likopenin MCF-7 ve MDA-MB-231 insan
meme kanser hiicrelerinin biiyiimesini inhibe ettigi de gosterilmistir (35). Insan agiz
boslugu tiimdrii kaynakli KB-1 hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada, likopen ile inkiibe
edilen hiicrelerin gap junctional iletisimin olugsmasinda anahtar bir protein olan
konneksin 43’tin hem transkripsiyonunu hem de ekspresyonunu 6nemli derecede
arttirdig1 ve KB-1 tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu giiclii bir sekilde inhibe ettigi
gosterilmistir (38). Gorildiigli gibi, hiicre tipleri farkli olsa da likopenin hiicre
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proliferasyonu tizerine genel olarak gosterdigi baskilayici etkiler calismamizla
uyumludur.

Apigenin hem 5 pg/ml hem de 10 pg/ml olarak uygulanmis ve her iki dozun da
kontrole gore anlamli olarak, sirasiyla % 45.76 ve % 61.85 oraninda endotelyal hiicre
proliferasyonunu anlamli olarak inhibe edici etkileri gozlemlenmistir. Apigeninin 10
pg/ml’ lik dozu daha etkilidir ve 5 pg/ml’lik konsantrasyondaki apigenine gore
anlaml olarak farkli bulunmustur.

Bir diger 6nemli parametre olan endotelyal hiicrelerin migrasyonu, 2 farkli
metod kullanilarak Olgiilmiistiir. Hiicreler in vivo olarak ekstraseliiler matriksten
invaze olarak hedefe dogru veya kemoattraktanlara dogru migrate olurlar.
Kullandigimiz ilk metotta bu sartlar1 in vitro gerceklestirmeye olanak saglayan kit
kullanilmistir. Hiicrelerin fibronektin kapli porlu mebranlardan migrate olma oranlari
Olciilmiistir. Deneyin kontrolii olarak ayni sartlar altinda BSA kapli porlu
membranlar kullanilmistir. Bu metotta hiicrelerin migrasyonu i¢in kullanilan por ¢ap1
3 um’dir. Bu ydntem i¢in likopenin en etkin dozu olan 10 uM’lik doz incelenmistir.
10 uM likopen kontrole gore anlamli olarak yaklasik % 57.94 oraninda endotelyal
hiicre migrasyonunu baskilamistir.

Migrasyon i¢in apigenin 10 pg/ml’lik dozda uygulanmistir. Apigeninin porlu
membranlardan endotelyal hiicre migrasyonunu anlamli olarak % 50.28 oraninda
inhibe ettigi gdzlenmistir.

Uyguladigimiz diger metot, in vivo yara iyilesmesi esnasindaki hiicre
migrasyonunun, in vitro sartlarda taklit edilmesi esasina dayanmaktadir. Bu metot
yonle ilgili migrasyonu gostermektedir. Bunun icin petride monolayer hiicreler
cizilerek bir bosluk meydana getirilir. Bu yontem i¢in de likopenin en etkin dozu
olan 10 uM’lik doz incelenmistir. 10 uM’lik dozdaki likopenin kontrole gore anlamh
olarak endotelyal hiicre gociinii baskiladigr goriilmistiir. Apigenin de deneyde
kullandigimiz daha etkin doz olan 10 pg/ml olarak uygulanmistir. Apigenin
endotelyal hiicrelerin yon ile ilgili migrasyonunu kontrole gore anlamli olarak
baskilamistir.

Hwang ve ark. (40), SK-Hepl insan hepatoma hiicrelerinde likopenin hiicre
biiylimesini doza bagli olarak inhibe ettigini ve hiicrelerin adhezyon, invazyon ve
migrasyonunu inhibe ederek antimetastatik Ozellikler sergiledigini gostermislerdir.
Ayrica, SK-Hep-1 hiicrelerinin likopen ile muamelesi sonucunda, metastaz
baskilayict bir gen olan Nm?23-H1 ekspresyonunun indiiklendigi ve hiicrelerin
migrasyonu ve invazyonunun baskilandig1 gosterilmistir (41). Yiiksek derecede
invaziv olan SK-Hepl ile yapilan calismalarda da gosterilen, likopenin anti-
migrasyon etkisi ¢alismamizin sonuglarini desteklemektedir.
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Calismamiz, flavonoid ve karotenoidlerin kronik hastaliklara karsi savunulan
koruyucu etkileriyle uyum gostermistir ve bu savlart desteklemektedir. Ayrica,
calismamizda tam olarak bir doz karsilagtirmasi olmasa da, apigenin ve likopenin
ayni deney sartlar1 altinda anjiyogenezi inhibe ettigi gosterilmistir.

Sonug olarak; bu calisma kansere karsi koruyucu etkileri ¢esitli caligmalar ile
gosterilen likopenin, literatiirde rastlanmayan endotelyal hiicrelere ve anjiyogenez
tizerine etkilerini gostermesi bakimindan 6nemlidir. Yapilan bu deneyler literatiirdeki
bu boslugu doldurmak adina ilk olma 6zelligini tasimaktadir. Bununla birlikte, daha
ileri calismalara ihtiya¢ vardir. Bu c¢alisma, likopen ile endotelyal hiicreler ve
anjiyogenez ile iliskili ileriki olasi deneylere Oncii bir c¢alisma olarak 151k
tutabilecektir.
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SONUCLAR

Calismamizin sonuglarini su sekilde 6zetleyebiliriz:

1. Likopen, ilk defa bizim ¢alismamizda endotelyal hiicrelerde uygulandigi igin,
calismamiz literatiire 6nemli bir katkida bulunacaktir.

2. Calismamizda kullandigimiz HUVEC endotelyal hiicrelerinin likopen ve
apigenin ile muamelesinin, doza bagl bir sekilde hiicre proliferasyonunu
azalttig goriilmiistiir.

3. Bu calismada, likopen ve apigeninin endotelyal hiicrelerin kapiller benzeri
tiibiiler ag olusturma 6zelliklerini doza bagli olarak azalttig1 gosterilmistir.

4. Yaptigimiz bu calismada, hiicre migrasyonu 2 farkli metotta incelenmis olup
hem apigenin hem de likopenin anlamli olarak endotelyal hiicre
migrasyonunu baskiladiklar1 bulunmustur.

5. Calismamizda likopenin 10uM’lik dozunun daha etkili oldugu gosterilmistir.
6. Bu calisma, kansere karsi koruyucu etkileri ¢esitli calismalar ile gdsterilen
likopenin, anjiyogenez lizerine etkilerini gdstermesi bakimindan Oncii bir

calisma olarak literatiire katkida bulunacaktir.

7. Calismamiz, flavonoid ve karotenoidlerin kronik hastaliklara karsi savunulan
koruyucu etkilerini desteklemektedir.

8. Bu calisma, likopen ve apigenin i¢in tam olarak bir doz karsilastirmasi
olmasa da, apigenin ve likopenin ayni deney sartlarinda anjiyogenezi inhibe

ettigini gostermistir.

9. Yaptigimiz bu ¢alisma, likopen ile endotelyal hiicrelerde yapilacak ileriki
anjiyogenez ¢aligmalarina 151k tutabilecektir.
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Tumor angiogenesis is a process where new blood ves-
sels are formed from preexisting ones, resulting in sev-
eral pathologies. Solid tumors induce angiogenesis to
obtain the required nutrients and oxygen. Otherwise,
tumors do not grow beyond 2 to 3 mm in diameter.
Cyclooxygenase-2, an inducible enzyme important in
inflammation, catalyzes the production of prostanoids
from arachidonic acid. Cyclooxygenase-2 plays an
important role in several cancer types, including col-
orectal, gastric, prostate, breast, lung, and endometrial

cancer. Besides, cyclooxygenase-2 has been implicated
in the progression and angiogenesis of cancers.
Cyclooxygenase-2 inhibitors have been used to block
angiogenesis and tumor proliferation. In this review,
the recent studies related to the role of cyclooxygenase-
2 in several cancer types and tumor-induced angiogen-
esis were compiled.

Keywords: cyclooxygenase-2; angiogenesis; cancer;
endothelial cells

ngiogenesis, the formation of new blood ves-
sels from the existing vasculature, is essential
for tumor growth and metastasis.' In addition
to tumor growth, angiogenesis plays a role in other
human pathologies, including rheumatoid arthritis,?
diabetic retinopathy,® atherosclerosis,* psoriasis,” and
chronic airway inflammation.® In human physiology,
angiogenesis is also known to occur during reproduc-
tion and wound healing.” As first suggested by Folkman
in 1971,° tumor growth is dependent on nutritional
support derived from the local blood supply. Tumors
smaller than 2 mm are generally considered capable
of maintaining their nutritional needs through diffu-
sion of oxygen and nutrients from surrounding vas-
culature and remain relatively dormant because of
these nutritional and oxygen restrictions.’
Cyclooxygenase-2 (COX-2) was first identified
as an oncogene-responsive COX.'"'" Laboratory
and animal studies have shown that COX-2 may be
involved in carcinogenesis, tumor promotion and
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progression.'*'* Recently, COX-2 was also found to
play a role in tumor angiogenesis.'* Cyclooxygenase-
2, present at a basal level in certain tissues, is an
early response gene and induced by oncogenes, car-
cinogens, tumor promoters, and some angiogenesis
inducers, such as vascular endothelial growth factor
(VEGF)," basic fibroblast growth factor (bFGF),'®
and hypoxia.'” For example, COX-2 is undetectable
in normal intestinal mucosa,'>'® whereas increased
COX-2 expression has been found in up to 85% of
colorectal adenocarcinomas. Although this percent-
age (85%) in a cancer type may be sufficient to focus
on COX-2, we may wonder which cancer types are
also affected by this enzyme. Role of COX-2 in sev-
eral cancer types is demonstrated in this review.
The most important strategy in studies that aim
to show roles of COX-2 in cancer and angiogenesis
is the use of COX-2 inhibitors in studies. Nonsteroidal
anti-inflammatory drugs (NSAIDs) have been used
clinically for more than 100 years, and there have
been studies about their anticancer effects in rodent
animals for over 2 decades.'” Waddell and Loughry*°
began to administrate sulindac to Gardner patients
in 1983 to treat colon polyposis and gained a cura-
tive effect. For a long time, it has been assumed that
the antiproliferative effects of NSAIDs are depend-
ent on inhibition of COX activity and prostaglandin
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synthesis. Likewise, COX-2 selective inhibitors are
also able to induce cell differentiation and cell apop-
tosis?' and inhibit angiogenesis** and cell invasion/
migration.****

In this review, after briefly introducing the COX-2
and its product, we discuss the studies that assessed
COX-2 in some cancer types. In brief, importance of
COX-2 in cancer and angiogenesis will be collec-
tively expressed in this review. In addition, this
review will report which mechanisms are used by
COX-2 in angiogenesis.

What is COX-2?

The COXs (prostaglandin H, syntheses [EC 1.14.99.1]),
which are membrane-bound enzymes, are members
of the mammalian heme-dependent peroxidase fam-
ily.? Cyclooxygenases are the rate-limiting enzymes
that catalyze the conversion of arachidonic acid released
from membrane phospholipids to prostaglandin H,
(PGH,) and reactive oxygen species.? Mainly 2 COX
isoforms, COX-1 and COX-2, have been identified.?”
Both are homodimeric, glycosylated, and heme-
containing proteins with 2 catalytic sites.?’

The proteins actually share ~60% homology at
the amino acid level.”® The primary structures of
nascent COX-1 and COX-2 are 600-602 (depending
on the species) and 604 amino acids, respectively,*
and both isoforms are then processed into mature
forms by removal of signal peptides. In spite of the
similarities, the isoenzymes exhibit differences in
patterns of tissue expression and cellular function.
Although COX-1 is a constitutively expressed enzyme
in most mammalian tissues and maintains normal
cellular physiological functions, such as platelet
aggregation and gastric cytoprotection,’® COX-2 is
normally expressed at a very low level in most tissues
and is highly inducible by growth factors, cytokines,
and tumor promoters.?”?!

Recently, another COX enzyme, COX-3, was
reported to be a splice variant of COX-1.*> COX-3 is
made from the COX-1 gene but retains intron 1 in its
messenger RNA (mRNA). In humans, COX-3 mRNA
was found to be expressed as a 5.2 kilobase transcript
that was most abundant in cerebral cortex and heart.*®

An increasing amount of evidence suggests that
the COX isozymes have direct roles in many human
pathological processes. These include thrombosis,*
inflammation, pain and fever,** various cancers,*>*’
and neurological disorders, such as Alzheimer®® and
Parkinson®® diseases.
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Figure 1. Metabolic products of cyclooxygenase-2.

PGD, indicates prostaglandin D,; PGE,, prostaglandin E;
PGF20, prostaglandin F2a; PGG,, prostaglandin G,; PGH,,
prostaglandin H,; PGIL,, prostaglandin I,; TxA,, thromboxane A,.

Metabolic Products of COX-2

Prostanoids, COX metabolites of arachidonic acid,
consist of prostaglandin D, (PGD,), prostaglandin E,
(PGE,), prostaglandin F2o. (PGF2a), prostaglandin I,
(PGL,), and thromboxane A, (TXA,; Figure 1). They
activate cell and tissue specific receptors that belong
to a subfamily of the G-protein-coupled receptor
superfamily of 7 transmembrane spanning proteins.*’
There are at least 9 known prostaglandin receptors.
Prostaglandin E, exerts its effects through interac-
tions with EP1-EP4 (PGE, receptor subtypes).
Similarly, PGD, binds to own receptors, DP1-DP2
subtypes. In contrast, PGF2a, PGI,, and TXA, have
only single receptors FP, IP, and TP, respectively.*

Cyclooxygenase-2 metabolic products, including
PGE,, PGI,, and TXA,, increase endothelial cell
migration and experimental angiogenesis.*"** It is
reported that PGE, supports tumor growth by induc-
ing angiogenesis.**** Prostaglandin E,, the main
COX-2 product, induces matrix metalloproteinases
(MMPs), VEGF, and bFGF, which are important
mediators of angiogenesis.*>*

Although in a VEGF-induced mouse corneal
model of angiogenesis, the selective COX-2 inhibitor
NS-398 inhibited angiogenesis;*’ this inhibitory
effect was reversed by PGE, indicating that VEGF-
induced and COX-2-mediated experimental angio-
genesis was activated by PGE,. There is also data
suggesting that the angiogenic effects of PGE, are
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mediated by upregulation of chemokine receptor
(CXCR4) on human endothelial cells.*® Furthermore,
increased COX-2 expression and high levels of PGE,
appear to stimulate both the synthesis of several
angiogenic factors and migration/tube formation of
endothelial cells.?****° Gastric cancer cells in which
COX-2 inhibited by the antisense complementary
DNA (cDNA) or NS-398 showed antiangiogenic activ-
ity, but addition of PGE, up to 10 mM failed to com-
pletely restore the inhibitory effects, particularly on
human umbilical vein endothelial cell (HUVEC)
proliferation and migration. This result might sug-
gest that part of the antiangiogenic effects was medi-
ated by nonprostaglandin-dependent pathway.”!

In addition to PGE,, another important COX-2
product in angiogenesis is TXA,. However, TXA, recep-
tor null mice show no overt developmental vasculariza-
tion defects or disorders of pregnancy, gestation, or
delivery.®® It was reported that endothelial migration
and corneal angiogenesis can be inhibited by a TXA,
receptor antagonist, SQ29548, and that a TXA, ago-
nist, U46619, reconstituted both migration and angio-
genesis responses under COX-2-inhibited conditions.”?
These findings suggest that COX-2 exerts its effects
through prostaglandin, especially PGE,.

COX-2 in Cancers

Cancers develop through multiple mechanistic strate-
gies, including continuing replication, evading apop-
tosis, and promoting angiogenesis.”* Evidence is rapidly
accumulating that chronic inflammation may con-
tribute to carcinogenesis through upregulation of
growth, angiogenesis, and metastasis in a number of
neoplasms.>® It was reported that forced overexpres-
sion of COX-2 is sufficient to induce tumorigenesis
in transgenic mice’® and promote the growth and inva-
sion of tumors.?**” In contrast, anti-inflammatories
could reduce the incidence rate and mortality from
digestive tract carcinomas.”®**

COX-2 in Colorectal Cancers

Several studies concluded that COX-2 plays a critical
role in the development of colorectal cancer, and
COX-2 inhibitors have preventive effects on this type
of cancer.®*’

Matrix metalloproteinase is a necessary protein
for invasiveness of cancer cells.?**” Cyclooxygenase-
2 alters protein expression related with invasiveness,
tumorigenesis, apoptosis, and angiogenesis. For example,

overexpression of the COX-2 gene as a result of
transfection induces the expression of MMP-2 and
membrane-type  MMP, which promote invasive-
ness.”® Rat intestinal epithelial cells overexpressing
COX-2 protein were resistant to butyrate-induced
apoptosis and had elevated bcl-2 protein expression,
an apoptosis-repressor gene.?' Besides, forced COX-2
overexpression enhances the metastatic potential of
colon carcinoma cells (CaCo-2) through processes
that are sensitive to COX-2 inhibitors.”* A 40% to
50% reduction of colorectal cancer was reported in
individuals taking NSAIDs.®® Similarly, Yao et al®
recently demonstrated that ibuprofen, which is a
nonselective inhibitor, decreased both tumor growth
and the potential for liver metastasis, at least in part,
by modulating tumor angiogenesis in a mouse model
of colorectal cancer.

However, nonselective inhibitors are well known
to have side effects on the gastrointestinal system.
Selective COX-2 inhibition helps us to determine its
specific effect on the expression of cellular proteins.
It has been recently shown that rofecoxib, a COX-2
selective inhibitor, decreased not only the COX-2
expression but also cyclin D1, VEGF, MMP-2, and
MMP-9 expressions.”” Rofecoxib reduces the inci-
dence of colon cancer in rats treated with chemical
carcinogens,® and it is effective in preventing the
metastasis of colorectal cancer to the liver in mice.”
In addition to chemical suppression, genetic knock-
out of the COX-2 gene has also been shown to sup-
press tumorigenesis in rodent models of familial
adenomatous polyposis, a genetic disease leading to
colonic carcinoma.”

Therefore, blocking of COX-2 activity may be effec-
tive in the treatment of colorectal cancers. Besides,
clinical studies in patients with chronic inflamma-
tory disease demonstrated an effect on reducing col-
orectal cancer risk and mortality after long-term use
of aspirin or NSAIDs.”?

COX-2 in Gastric Cancers

Unlike COX-1, human gastric mucosa normally
expresses no detectable levels of COX-2 protein.” "
However, in gastric cancer, COX-2 expression was
significantly increased compared with that in the
paracancerous tissues.”” In addition to an associa-
tion between COX-2 overexpression and gastric
cancer occurrence,’® COX-2 expression closely cor-
related with the depth of tumor invasion and lymph
node metastasis in gastric cancer.”>””"?
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Colorectal and gastric cancers are alike regarding
their response to COX-2 inhibition. Cyclooxygenase-2
inhibitors significantly reduce both the volume and
weight values of tumors compared with controls.®
For example, COX-2 depletion by antisense cDNA
leads to growth suppression and reduces the malig-
nant phenotype of gastric cancer cells.®! The dramatic
studies performed on gastric cancer xenografts demon-
strated importance of COX-2 in this cancer type.
Inhibition of COX-2 protein with sulindac or cele-
coxib, a specific inhibitor of COX-2 (NS-398), in
gastric cancer xenografts that express COX-2 increases
apoptosis of the cancer cells in vivo.** Similarly,
celecoxib prevents cancer development in a rat
model of carcinogen-induced gastric cancer.” Taken
together, these findings strongly support the thera-
peutic potential of COX-2 inhibition in gastric can-
cer treatment and prevention.

COX-2 in Skin Cancers

Although COX-2 is absent in normal skin, in various
epithelial cancers, including those of the skin, its
expression is increased.**™ It is well known that
ultraviolet (UV) is mutagenic and carcinogenic. In
human skin, COX-2 expression and angiogenesis are
inducible by UV.** Cyclooxygenase-2 inhibition
reduces the incidence, volume, and multiplicity of
skin tumors induced by UV.?*”* A recent study per-
formed to clarify signaling pathways showed that in
a model of skin cancer cells, mitogen-activated pro-
tein kinases, specifically p38, and Jun N-terminal kinase
(JNK) appear to play a major role in the expression

of UV-A-induced COX-2.%*

COX-2 in Prostate Cancers

Cyclooxygenase-2 plays a significant role in prostate
cancer, a common malignancy. Increased expression of
COX-2 has been shown in human prostatic cancer tis-
sue, high-grade prostatic intraepithelial neoplasia,”>*’
and prostate cancer cell lines LNCaP and PC-3.1%%1%!

It is unclear whether blockade of COX-2 can arrest
all prostate tumors. However, in vivo growth of PC-3
tumors in nude mouse xenograft models can be blocked
by inhibition of COX-2.'"> Additionally, prostaglandin
synthesis inhibitors are known to reduce MMP release
and inhibit prostate tumor cell invasiveness.””

COX-2 in Breast Cancers

Despite no detectable expression in normal breast
tissue, COX-2 expression is detected in human
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breast tumors.'”® Immunohistochemical analysis of
86 breast tumors detected COX-2 protein expression
in 79% of all tumors studied.’” The inhibition of
COX-2 via specific COX-2 inhibitors is able to pre-
vent mammary tumor development in rat models.'”
In addition to this inhibition, COX-2 inhibitors
retard mammary tumor progression by affecting
tumor cell migration, invasion, and angiogenesis.'*

COX-2 in Endometrial Cancers

Immunohistochemical analysis revealed that COX-2
expression to be significantly elevated in endometrial
carcinoma compared with normal endometrium.'?”'%
Upregulated COX-2 expression in endometrial cancer
correlated with facilitation of tumor growth via angio-
genesis in association with VEGFE.'”

Poorly differentiated endometrial carcinomas
are more frequently COX-2 positive than moderately
or well-differentiated ones.'"” As a result of the
study, we could say COX-2 may be more involved in
local tumor spread than in the metastatic process.
However, Li et al'®” showed that there was higher
expression of COX-2 in the well-differentiated areas
compared with the poorly differentiated areas. In
another study, COX-2 expression remained high
at the early status and was downregulated after
myometrial invasion.'"!

COX-2 in Lung Cancers

Lung cancer is the most common cancer type. Similar
to other cancers, immunohistochemical staining
showed that COX-2 protein expression was elevated
in lung cancer cells, tumor-infiltrating inflammatory
cells, and microvessel endothelial cells.!'>!!3

Various epidemiological studies showed that
NSAIDs and celecoxib inhibit the growth of murine
and human lung cancer-derived cell lines both in vitro
and in vivo.""* High tumoral COX-2 mRNA expres-
sion is also significantly associated with early relapse
and short survival.'"

In addition to all data mentioned above, constitu-
tive overexpression of COX-2 has also been reported in
other types of human cancers, including hepatocellu-
lar carcinoma, pancreatic cancer, head and neck can-
cer, squamous cell cancer, malignant melanoma,
bladder cancer, ampullary carcinoma, renal cell carci-
nomas, and advanced ovarian serous carcinomas.!!>!3

In conclusion, the presence of COX-2 expression
has been reported in most cancer types. Overexpressed
COX-2 usually supports invasiveness and the growth
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of cancer cells by triggering cellular factors, which
plays a role in this process, such as MMPs.

COX-2 in Angiogenesis

Angiogenesis, a process that leads to formation of
new blood vessels, is a prerequisite for tumor growth
because the enlarging tumor requires oxygen and
nutrients.** In fact, initiation, promotion, progres-
sion, invasion, and metastasis of the tumor rely on
the angiogenic process that is generally accepted as
an indicator of prognosis."'** The angiogenic switch
is considered to be the result of an imbalance between
proangiogenic and antiangiogenic factors.'* In other
words, cancer-induced angiogenesis is the result of
increased expression of angiogenic factors, or decreased
expression of antiangiogenic factors, or a combina-
tion of both events.'?

Cyclooxygenase-2 is expressed in newly formed
blood vessels within tumors grown in animals,
whereas under normal physiological conditions the
quiescent vasculature only expresses the COX-1
enzyme.'?” Therefore, one of the mechanisms by
which COX-2 acts as a tumor promoter is through
the stimulation of angiogenesis.** Previous studies
found that COX-2 expression correlates significantly
with metastasis and have suggested that COX-2
overexpression may enhance tumorigenic potential
by promoting angiogenesis.'”'?® For example, when
endothelial cells were cultured with cancer cells
overexpressing COX-2, angiogenesis occurred,** and
this event was inhibited by selective COX-2 inhibitors
in endothelial cells in vitro.'” Cyclooxygenase-2
modulates angiogenesis by augmenting the release
of angiogenic peptides, such as VEGF, thymidine
phosphorylase, bFGF, and nitric oxide, by the tumor
cells.**'” The relationship between VEGF, as a main
angiogenesis stimulator, and COX-2 is clarified below.

VEGF and Hypoxia-Inducible
Factor-1 in COX-2-Related
Angiogenesis

Several factors, including bFGF, acidic fibroblast
growth factor, PGE,, VEGF, transforming growth fac-
tor (TGF)-a, TGF-B, and tumor necrosis factor, are
involved in tumor angiogenesis.'*® Vascular endothe-
lial growth factor, a highly specific mitogen of vessel
endothelial cells, is the most potent tumor angiogenic
factor and is capable of promoting proliferation and

migration of endothelial cells and increasing vascu-
lar permeability.”*! This growth factor plays an
important role in determining the biological aggres-
siveness of neoplastic cells and thus their metastatic
potential.'3*133

Most of the studies demonstrate that COX-2
overexpression correlates with VEGF mRNA or pro-
tein production.'?"'3*!3 The activity of COX-2 in
interstitial cells is necessary for secretion of VEGF,
proliferation of endothelial cells, and new vessel for-
mation.?’ Neoplasms overexpressing COX-2 often
express VEGF and FGF at the same time"**'*” sug-
gesting that their coordinated expression in cancer-
induced angiogenesis may facilitate tumor growth via
angiogenesis.'**'** Cyclooxygenase-2 expression has
been detected in the angiogenic vasculature present
within the tumors and preexisting vasculature adja-
cent to cancer lesions, suggesting COX-2 may induce
newly formed blood vessels to sustain tumor cell via-
bility and growth.” In colorectal carcinoma, strong
COX-2 expression, as evidenced by immunostaining,
is highly correlated with tumor microvascular den-
sity, that is, a large number of small vessels form
around the areas that express COX-2.'*

The expression rate of VEGF is high in patients
with positive COX-2 expression (25/28), whereas low
in COX-2 negative patients (2/7)."*! Moreover, COX-27"
mouse fibroblasts show a 94% reduction in VEGF pro-
tein levels compared with wild-type fibroblasts.'*

It has been recently suggested that VEGF-activated
pathways of p38 and JNKs are necessary for COX-2
expression in endothelial cells."”” Interestingly, activa-
tion of protein kinase C and inducible nitric oxide
synthase is also found to be required for VEGF-
induced COX-2 expression,'* indicating that there
are multiple pathways involved in the induction of
COX-2 expression by VEGF.

Inhibition of COX-2 by NSAIDs leads to
restricted angiogenesis and downregulates produc-
tion of proangiogenic factors, such as VEGF and
bFGF.'** Cheng et al'*> demonstrated that treatment
of the COX-2 overexpressing cells with a COX-2
selective inhibitor, NS-398 (10 mM), decreased PGE,
level and attenuated VEGF expression.

The main stimulus for VEGF expression is hypoxia,
which activates the VEGF gene through increas-
ing hypoxia-inducible factor (HIF)-10.'* Hypoxia-
inducible factor-1a dimerizes with HIF-1f3 and then
binds to the hypoxic response element of the target
genes, including VEGF.'*” Recent studies discovered
that HIF-1a is also regulated by oxygen-independent
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mechanisms, including activation of oncogenes, muta-
tion of tumor suppressor genes, transition metals,
nitric oxide, reactive oxygen species, growth factors,
and mechanical stress.'**'*

Jones et al"*® reported that NSAIDs increased the
expression of the von Hippel Lindau tumor suppres-
sor, which targets proteins for ubiquitination and
leads to reduced amounts of HIF-1a, and this event
results in suppression of VEGF expression. Moreover,
recently, it has been proposed that the proangiogenic
effect of COX-2-generated PGE, may be due to an
increased rate of HIF-1a protein synthesis.’*"!

The effects of COX-2 and other mediators, VEGF
and HIF-1, may be explained by recent findings.
Huang et al'>* demonstrated that cell lines transfected
with a COX-2 expressing vector showed increases in
both proliferation and tube formation of endothelial
cells and showed that these in vitro angiogenic effects
on HUVECs were reduced by blocking VEGF with
either an anti-VEGF antibody or a NS-398, a COX-2
inhibitor. They reported that concomitant upregula-
tion of HIF-1oo and VEGF occurred in these cells.
This work also showed that HIF-1oe and VEGF were
simultaneously increased by exogenous PGE, stimu-
lation and reversed by blocking the PGE, receptor.
Moreover, VEGF production was markedly reduced
in those cells treated either by a NS-398 or by an anti-
sense to HIF-1o.

Briefly, VEGF can induce COX-2 via multiple
mechanisms and that COX-2 can increase VEGF via
HIF-1. The blockade of COX-2 can suppress VEGF
(the most potent angiogenesis activator), which is
clinically relevant. A variety of in vivo and in vitro
studies showed the potency of the COX-2 inhibition.
SC-236, a COX-2 selective inhibitor, is effective in
reducing angiogenesis driven by bFGF, whereas SC-
560, a COX-1 selective inhibitor, is ineffective in the
matrigel rat model."”® Conditioned media obtained
from gastric cancer cells that are stably transfected
with COX-2 antisense cDNA or treated with NS-
398 can inhibit the in vitro proliferation, migration,
and tube formation of HUVECs. In addition, the
Matrigel plug assay also shows that a COX-2 anti-
sense transfectant can block the in vivo angiogene-
sis induced by gastric cancer cells.’’ A similar study
and result was also reported by Wu et al.”> Celecoxib
and another COX-2 inhibitor, sulindac, decrease the
level of microvessel density and VEGF at the mRNA
level in gastric cancer xenografts.*® In addition,
increased production of proangiogenic factors,

including VEGF, bFGF, TGF-B and platelet-derived
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growth factor, and overexpressed COX-2, can be
blocked by aspirin and NS-398 in an endothelial
cell/colon cancer coculture system.? However, selec-
tion of the COX inhibitors is considerable. Because
nonspecific COX inhibitors inhibit COX-2 and
COX-1 at the same time, they may have fatal side
effects. Therefore, they are not ideal for long-term
treatments. However, recently developed selective
COX-2 inhibitors might be more suitable to treat
tumorigenesis and tumor angiogenesis.

Conclusions

The COXs are membrane-bound enzymes that catalyze
the conversion of arachidonic acid to PGH,. COX-1
and COX-2 are homodimeric, glycosylated, and heme-
containing proteins. Constitutively expressed COX-1
maintains normal cellular physiological functions. But
COX-2 is expressed at a very low level and can be
induced by tumor promoters, growth factors, and
cytokines. The products of the COX-2 reaction are
PGD,, PGE,, PGF20, PGIL,, and TXA,. These metabo-
lites of the COX-2 have cell specific receptors.
Cyclooxygenase-2 exerts its effects through its reaction
products. If COX-2 activity increases in cells, its
metabolites, such as PGE,, affect metabolic pathways
via specific receptor subtypes (eg, EP1-EP4 for PGE,).

We tried to explain the role of COX-2 in cancer
and angiogenesis related with tumors. Angiogenesis
shows aggressiveness of tumors. If a new vascular for-
mation does not develop, existing tumor do not grow.
Important progress has occurred in tumor angiogene-
sis research. Trials on targeted therapy against angio-
genesis are ongoing to block or postpone tumor
angiogenesis to cure cancer. Several studies demon-
strated that COX-2 protein and mRNA levels increase
in several cancer types, including colorectal cancer,
gastric cancer, prostate cancer, breast cancer, lung
cancer, and endometrial cancer.

That COX-2 is observed in nearly all cancer types
does not mean that any cancer type is COX-2 depend-
ent in all people. However, these observations might
be important to identify cancer prognosis and to
determine therapy strategies.

In vitro or in vivo studies have shown that COX-
2 inhibitors are effective against the formation of
tumors and angiogenesis. Inhibition of COX-2 is
associated with marked in vitro and in vivo tumor
suppressive effects. Epidemiologic studies have shown
that there was a 40% to 50% reduction in mortality
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from colorectal cancer in individuals taking NSAIDs,
which presumably reduce the risk of colorectal can-
cer at least in part by inhibiting COX-2. Traditional
NSAIDs inhibit both enzymes, whereas the new
class of COX-2 selective inhibitors preferentially
inhibits COX-2. The use of nonselective COX inhibitors
is associated with adverse gastrointestinal events,
such as upper gastrointestinal bleeding, whereas
COX-2 selective inhibitors are thought to exert their
anti-inflammatory and antineoplastic properties with
diminished toxicity. The side effect of nonspecific
NSAIDs on gastric mucosa is due to the inhibition
of COX-1 enzyme, which is thought to play a role in
gastric protection via prostanoids. Thus, currently,
many clinical trials are underway to evaluate selec-
tive COX-2 inhibitors as agents for preventing or
treating human cancers and inflammatory. However,
the clinical use of COX-2 inhibitors combined with
other chemotherapeutic agents may be more effec-
tive than the use of COX-2 inhibitors alone. Further
studies must be performed to confirm, and possibly
improve, optimal treatment strategies.

Vascular endothelial growth factor is the most
potent angiogenesis stimulator. Thus, the blockage of
the VEGF is necessary to fight tumor angiogenesis.
Besides, the first antiangiogenic agent approved by
the US Food and Drug Administration is a human-
ized anti-VEGF monoclonal antibody (bevacizumab).
In this review, we discussed the relationship between
VEGF and COX-2. Briefly, VEGF and bFGF induce
COX-2 expression in endothelial cells. Prostaglandins
production by COX-2 could stimulate VEGF and
bFGF expression in cancer cells. These data suggest
that COX-2 may play critical role in tumor angiogen-
esis as a positive feedback cycle between cancer cells
and endothelial cells (Figure 2). As determined above,
inhibition of this communication by COX-2 inhibitors
may be curative against angiogenesis-dependent tumor
growth.

Although several in vitro studies have shown
that COX-2 expression in cancer cell lines causes
inhibition of apoptosis, increased cell proliferation,
stimulation of angiogenesis, and suppression of
immunosurveillance, the exact mechanism responsi-
ble for the association between COX-2 overexpres-
sion and tumorigenesis remains unclear.

In summary, both isoforms, constitutive COX-1
and inducible COX-2, catalyze the production of
prostanoids from arachidonic acid. Enhanced COX-2-
induced synthesis of prostaglandins stimulates cancer
cell proliferation, promotes angiogenesis, inhibits
apoptosis, and increases metastatic potential. However,
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Figure 2. Positive feedback cycle in tumor angiogenesis.
bFGF basic fibroblast growth factor; COX-2,

cyclooxygenase-2; VEGF, vascular endothelial growth factor.

indicates

overexpression of COX-2 is likely to be a conse-
quence of multiple effects during carcinogenesis.
Although preliminary studies are promising, there is
still a long way to go. Upstream and downstream
metabolic pathways of COX-2 by which it plays a
role in tumor angiogenesis must be the subject of
further research.

Acknowledgement

This study was supported by Akdeniz University
Research Projects Unit.

References

1. Folkman J. Angiogenesis in cancer, vascular, rheumatoid
and other disease. Nat Med. 1995;1:27-31.

2. Colville-Nash PR, Scott DL. Angiogenesis and rheuma-
toid arthritis; pathogenic and therapeutic implications.
Ann Rheum Dis. 1992;51:919-925.

3. Ishibashi T, Murata T, Kohno T, et al. Peripheral chori-
ovitreal neovascularization in proliferative diabetic
retinopathy: histopathologic and ultrastructural study.
Ophthalmology. 1999;213:154-158.

4. Sueishi K, Yonemitsu Y, Nakagawa K, et al. Atherosclerosis
and angiogenesis. Its pathophysiological significance in
humans as well as in an animal model induced by the
gene transfer of vascular endothelial growth factor. Ann
N Y Acad Sci. 1997;811:311-322.

Downloaded from http://ang.sagepub.com at Akdeniz Universitesi on April 28, 2009


http://ang.sagepub.com

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

. Li VW, Li WW. Cyclosporine and angiogenesis in psori-

asis. ] Am Acad Dermatol. 1996;35:1019-1021.
Thurston G, Murphy TJ, Baluk P, et al. Angiogenesis in
mice with chronic airway inflammation: strain-dependent
differences. Am J Pathol. 1998;153:1099-1112.
Folkman ], Shing Y. Angiogenesis. | Biol Chem. 1992;
267:10931-10934.

Folkman J. Tumor angiogenesis: therapeutic implica-
tions. N Engl ] Med. 1971;285:1182-1186.

. Ryan CJ, Lin AM, Small EJ. Angiogenesis inhibition

plus chemotherapy for metastatic hormone refractory
prostate cancer: history and rationale. Urol Oncol. 2006;
24:250-253.

Xie WL, Chipman ]G, Robertson DL, et al. Expression
of a mitogen-responsive gene encoding prostaglandin
synthase is regulated by mRNA splicing. Proc Natl Acad
Sci U SA. 1991;88:2692-2696.

Kujubu DA, Fletcher BS, Varnum BC, et al. TIS10, a
phorbol ester tumor promoter-inducible mRNA from
Swiss 37T3 cells, encodes a novel prostaglandin synthase/
cyclooxygenase homologue. | Biol Chem. 1991;266:
12866-12872.

Taketo MM. Cyclooxygenase-2 inhibitors in tumorigen-
esis (part II). J Natl Cancer Inst. 1998;90:1609-1620.
Kune GA, Kune S, Watson LF. Colorectal cancer risk,
chronic illnesses, operations, and medications: case
control results from the Melbourne colorectal cancer
study. Cancer Res. 1998;48:4399-4404.

MA, Rodriguez A, Volpert OV, et al.
Cyclooxygenase-2: a therapeutic target in angiogenesis.
Trends Mol Med. 2003;9:73-78.

Wu G, Luo J, Rana JS, et al. Involvement of COX-2 in
VEGF-induced angiogenesis via P38 and JNK pathways
in vascular endothelial cells. Cardiovasc Res. 2006;69:
512-519.

Kage K, Fujita N, Oh-hara T, et al. Basic fibroblast
growth factor induces cyclooxygenase-2 expression in

Iniguez

endothelial cells derived from bone. Biochem Biophys
Res Commun. 1999;254:259-263.

Schmedtje JFJ, Ji YS, Liu WL, et al. Hypoxia induces
cyclooxygenase-2 via the NF-kB p65 transcription factor
in human vascular endothelial cells. J Biol Chem.
1997;272:601-608.

Taketo MM. Cyclooxygenase-2 inhibitors in tumorigen-
esis (part I). J Natl Cancer Inst. 1998;90:1529-1536.
Pollard M, Luckert PH. Effect of indomethacin on
intestinal tumors induced in rats by the acetate deriva-
tive of dimethylnitrosamine. Science. 1981;214:558-559.
Waddell WR, Loughry RW. Sulindac for polyposis of the
colon. J Surg Oncol. 1983;24:83-87.

Tsujii M, DuBois RN. Alterations in cellular adhesion and
apoptosis in epithelial cells overexpressing prostaglandin
endoperoxide synthase 2. Cell. 1995;83:493-501.
Tsujii M, Kawano S, Tsuji S, et al. Cyclooxygenase reg-
ulates angiogenesis induced by colon cancer cells. Cell.
1998;93:705-716.

Cyclooxygenase-2 and Tumor Angiogenesis / Sahin et al

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.
30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

249

Tsujii M, Kawano S, DuBois RN. Cyclooxygenase-2
expression in human colon cancer cells increases metasta-
tic potential. Proc Natl Acad Sci U S A. 1997;94:3336-3340.
Cheng J, Imanishi H, Amuro Y, et al. NS-398, a selective
cyclooxygenase 2 inhibitor, inhibited cell growth and
induced cell cycle arrest in human hepatocellular carci-
noma cell lines. Int | Cancer. 2002;99:755-761.
Garavito RM, Mulichak AM. The structure of mam-
malian cyclooxygenases. Annu Rev Biophys Biomol
Struct. 2003;32:183-206.

Rao AM, Hatcher JF, Dempsey R]. Lipid alterations in
transient forebrain ischemia: possible new mechanisms
of CDP-choline neuroprotection. | Neurochem. 2000;
75:2528-2535.

Smith WL, Garavito RM, DeWitt DL. Prostaglandin
endoperoxide H synthases (cyclooxygenases)-1 and -2. |
Biol Chem. 1996;271:33157-33160.

Warner TD, Mitchell JA. Cyclooxygenases: new forms,
new inhibitors, and lessons from the clinic. FASEB J.
2004;18:790-804.

Smith WL, DeWitt DL. Advances in Immunology. San
Diego, CA: Academic Press; 1996.

Vane JR, Bakhle YS, Botting RM. Cyclooxygenases 1 and
2. Annu Rev Pharmacol Toxicol. 1998;38:97-120.
Dubois RN, Abramson SB, Crofford L, et
Cyclooxygenase in biology and disease. FASEB J. 1998;
12:1063-1073.

Chandrasekharan NV, Dai H, Roos KL, et al. COX-3, a
cyclooxygenase-1 variant inhibited by acetaminophen

al.

and other analgesic/antipyretic drugs: cloning, struc-
ture, and expression. Proc Natl Acad Sci U S A. 2002;
99:13926-13931.

Patrono C. Aspirin as an antiplatelet drug. N Engl |
Med. 1994;330:1287-1294.

Crofford L], Lipsky PE, Brooks P, Abramson SB, Simon
LS, van de Putte LB. Basic biology and clinical applica-
tion of specific cyclooxygenase-2 inhibitors. Arthritis
Rheum. 2000;43:4-13.

Kalgutkar AS, Zhao Z. Discovery and design of selective
cyclooxygenase-2 inhibitors as non-ulcerogenic, antiin-
flammatory drugs with potential utility as anti-cancer
agents. Curr Drug Targets. 2001;2:79-106.

Moore BC, Simmons DL. COX-2 inhibition, apoptosis,
and chemoprevention by nonsteroidal anti-inflammatory
drugs. Curr Med Chem. 2000;7:1131-1144.

Song X, Lin HP, Johnson AJ, et al. Cyclooxygenase-2,
player or spectator in cyclooxygenase-2 inhibitor-
induced apoptosis in prostate cancer cells. ] Natl Cancer
Inst. 2002;94:585-591.

McGeer PL, McGeer EG. Inflammation of the brain in
Alzheimer’s disease: implications for therapy. | Leukoc
Biol. 1999;65:409-415.

Smythies J. On the function of neuromelanin. Proc Biol
Sci. 1996;263:487-489.

Funk CD. Prostaglandins and leukotrienes: advances in
eicosanoid biology. Science. 2001;294:1871-1875.

Downloaded from http://ang.sagepub.com at Akdeniz Universitesi on April 28, 2009


http://ang.sagepub.com

250 Angiology / Vol. 60, No. 2, April/May 2009

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

Gullino PM. Prostaglandins and gangliosides of tumor
microenvironment: their role in angiogenesis. Acta
Oncol. 1995;34:439-441.

Nie D, Lamberti M, Zacharek A, et al. Thromboxane A2
regulation of endothelial cell migration, angiogenesis
and tumor metastasis. Biochem Biophys Res Commun.
2000;267:245-251.

Form DM, Auerbach R. PGE2 and angiogenesis. Proc
Soc Exp Biol Med. 1983;172:214-218.

Hanahan D, Folkman ]. Patterns and emerging mecha-
nisms of the angiogenic swithch during tumorigenesis.
Cell. 1996;86:353-364.

Cheng T, Cao W, Wen R, et al. Prostaglandin E2
induces vascular endothelial growth factor and basic
fibroblast growth factor mRNA expression in cultured
rat muller cells. Invest Ophthalmol Vis Sci. 1998;39:
581-591.

Ben-Av P, Crofford L], Wilder RL, et al. Induction of
vascular endothelial growth factor expression in synovial
fibroblasts by prostaglandin E and interleukin-1: a
potential mechanism for inflammatory angiogenesis.
FEBS Lett. 1995;372:83-87.

Hernandez GL, Volpert OV, Iniguez MA, et al. Selective
inhibition of vascular endothelial growth factor-mediated
angiogenesis by cyclosporin a: roles of the nuclear fac-
tor of activated T cells and cyclooxygenase 2. ] Exp Med.
2001;193:607-620.

Salcedo R, Zhang X, Young HA, et al. Angiogenic effects
of prostaglandin E2 are mediated by up-regulation of
CXCR4 on human microvascular endothelial cells.
Blood. 2003;102:1966-1977.

Jones MK, Wang H, Peskar BM, et al. Inhibition of
angiogenesis by nonsteroidal anti-inflammatory drugs:
insight into mechanisms and implications for cancer
growth and ulcer healing. Nat Med. 1999;5:1348-1349.
Fukuda R, Kelly B, Semenza GL. Vascular endothelial
growth factor gene expression in colon cancer cells
exposed to prostaglandin E2 is mediated by hypoxia-
inducible factor 1. Cancer Res. 2003;63:2330-2334.
FuYG, Sung JJ, Wu KC, et al. Inhibition of gastric cancer-
associated angiogenesis by antisense COX-2 transfec-
tants. Cancer Lett. 2005;224:243-252.

DW, Mannon RB, Mannon PJ, et al
Coagulation defects and altered hemodynamic responses

Thomas

in mice lacking receptors for thromboxane A2. J Clin
Invest. 1998;102:1994-2001.

Daniel TO, Liu H, Morrow JD, et al. Thromboxane A2 is a
mediator of cyclooxygenase-2-dependent endothelial migra-
tion and angiogenesis. Cancer Res. 1999;59:4574-4577.
Hanahan D, Weinberg RA. The hallmarks of cancer.
Cell. 2000;100:57-70.

Coussens LM, Werb Z. Inflammation and cancer.
Nature. 2002;420:860-867.

Liu CH, Chang SH, Narko K, et al. Overexpression of
cyclooxygenase-2 is sufficient to induce tumorigenesis in
transgenic mice. | Biol Chem. 2001;276:18563-18569.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

Attiga FA, Fernandez PM, Weeraratna AT, et al. Inhibitors
of prostaglandin synthesis inhibit human prostate tumor
cell invasiveness and reduce the release of matrix metallo-
proteinases. Cancer Res. 2000;60:4629-4637.

Farrow DC, Vaughan TL, Hansten PD, et al. Use of
aspirin and other nonsteroidal antiinflammatory drugs and
risk of esophageal and gastric cancer. Cancer Epidemiol
Biomarkers Prev. 1998;7:97-102.

Garcia-Rodriguez LA, Huerta-Alvarez C. Reduced risk
of colorectal cancer among long-term users of aspirin
and nonsteroidal antiinflammatory drugs. Epidemiology.
2001;12:88-93.

Morgan G. Non-steroidal anti-inflammatory drugs and
the chemoprevention of colorectal and nonaspirin
oesophageal cancers. Gut. 1996;38:646-648.

Reeves M]J, Newcomb PA, Trentham-Dietz A, et al.
Nonsteroidal anti-inflammatory drug use and protection
against colorectal cancer in women. Cancer Epidemiol
Biomarkers Prev. 1996;5:955-960.

Thun M]. NSAID use and decreased risk of gastrointestinal
cancers. Gastroenterol Clin North Am. 1996;25:333-348.
Funkhouser EM, Sharp GB. Aspirin and reduced risk of
esophageal carcinoma. Cancer. 1995;76:1116-1119.
Zhuang ZH, Wang LD. NSAID and digestive tract carcino-
mas. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi. 2001;9:1050-1053.
Thun M], Hennekenn CH. Cancer: Principles and
Practice of Oncology. Philadelphia, PA: Lippincott
Williams Wilkins Press; 2001.

Kawamori T, Rao CV, Seibert K, et al. Chemopreventive
activity of celecoxib, a specific cyclooxygenase-2 inhibitor,
against colon carcinogenesis. Cancer Res. 1998;58:409-412.
Reddy BS, Rao CV, Seibert K. Evaluation of cyclooxygenase-2
inhibitor for potential chemopreventive properties in
colon carcinogenesis. Cancer Res. 1996;56:4566-4569.
Smalley W, DuBios RN. Colorectal cancer and nons-
teroidal anti-inflammatory drug. Adv Pharmacol. 1997,
39:1-20.

Yao M, Zhou W, Sangha S, et al. Effects of nonselective
cyclooxygenase inhibition with low-dose ibuprofen on
tumor growth, angiogenesis, metastasis, and survival in
a mouse model of colorectal cancer. Clin Cancer Res.
2005;11:1618-1628.

Yao M, Kargman S, Lam EC, et al. Inhibition of
cyclooxygenase-2 by rofecoxib attenuates the growth
and metastatic potential of colorectal carcinoma in
mice. Cancer Res. 2003;63:586-592.

Oshima M, Dinchuk JE, Kargman SL, et al. Suppression
of intestinal polyposis in APCD716 knockout mice by
inhibition of prostaglandin endoperoxide synthase-2
(COX-2). Cell. 1996;87:803-809.

Janne PA, Mayer R]. Chemoprevention of colorectal
cancer. N Engl ] Med. 2000;342:1960-1968.

Mizuno H, Sakamoto C, Matsuda K, et al. Induction of
cyclooxygenase 2 in gastric mucosal lesions and its inhi-
bition by the specific antagonigt delays healing in mice.
Gastroenterology. 1997;112:387-397.

Downloaded from http://ang.sagepub.com at Akdeniz Universitesi on April 28, 2009


http://ang.sagepub.com

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

Kargman S, Charleson S, Cartwright M, et al.
Characterization of prostaglandin G/H synthase 1 and 2
in rat, dog, monkey and human gastrointestinal tracts.
Gastroenterology. 1996;111:445-454.

Li HX, Chang XM, Song Z], et al. Correlation between
expression of cyclooxygenase-2 and angiogenesis in
human gastric adenocarcinoma. World | Gastroenterol.
2003;9:674-677.

K, Rintahaka J, Sivula A, et al
Cyclooxygenase-2 and gastric carcinogenesis. APMIS.
2003;111:915-925.

Ohno R, Yoshinaga K, Fujita T, et al. Depth of invasion
parallels increased cyclooxygenase-2 levels in patients
with gastric carcinoma. Cancer. 2001;91:1876-1881.
Uefuji K, Ichikura T, Mochizuki H. Expression of
cyclooxygenase-2 in human gastric adenomas and ade-
nocarcinomas. | Surg Oncol. 2001;76:26-30.

Murata H, Kawano S, Tsuji S, et al. Cyclooxygenase-2

Saukkonen

overexpression enhances lymphatic invasion and metas-
tasis in human gastric carcinoma. Am | Gastroenterol.
1999;94:451-455.

Wu YL, Fu SL, Zhang YP, et al. Cyclooxygenase-2
inhibitors suppress angiogenesis and growth of gastric
cancer xenografts. Biomed Pharmacother. 2005;59(suppl 2):
289S-2928S.

Wu H, Wu K, Yao L, et al. Antisense inhibition of
cyclooxygenase-2 reduces malignant phenotype of gas-
tric cancer cells. Zhonghua Nei Ke Za Zhi. 2002;41:
534-537.

Fu SL, Wu YL, Zhang YP, et al. Anti-cancer effects of
COX-2 inhibitors and their correlation with angiogene-
sis and invasion in gastric cancer. World ] Gastroenterol.
2004;10:1971-1974.

Elder D], Halton DE, Hague A, et al. Induction of apop-
totic cell death in human colorectal carcinoma cell lines
by a cyclooxygenase-2 (COX-2)-selective nonsteroidal
antiinflammatory drug: independence from COX-2 pro-
tein expression. Clin Cancer Res. 1997;3:1679-1683.
Thun M]J, Henley SJ, Patrano C. Nonsteroidal anti-
inflammatory drugs as anticancer agents: mechanistic,
pharmacologic, and clinical issues. | Natl Cancer Inst.
2002;94:252-266.

Muller-Decker K, Reinerth G, Krieg P, et al. Prostaglandin-
Hsynthase isozyme expression in normal and neoplastic
skin. Int | Cancer. 1999;82:648-656.

Kagoura M, Toyoda M, Matsui C, et al. Immuno-
histochemical expression of cyclooxygenase-2 in skin
cancers. | Cutan Pathol. 2001;28:298-302.

Buckman SY, Gresham A, Hale P, et al. COX-2 expres-
sion is induced by UVB exposure in human skin: impli-
cation for the development of skin cancer. Carcinogenesis.
1998;19:723-729.

Bielenberg DR, Bucana CD, Sanchez R, et
Molecular regulation of UVB-induced cutaneous angio-
genesis. | Invest Dermatol. 1998;111:864-872.

al.

Cyclooxygenase-2 and Tumor Angiogenesis / Sahin et al

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

251

Trompezinski S, Pernet I, Mayoux C, et al. Transforming
growth factor-betal and ultraviolet A1 radiation increase
production of vascular endothelial growth factor but
not endothelin-1 in human dermal fibroblasts. Br |
Dermatol. 2000;143:539-545.

Pentland AP, Schoggins JW, Scott GA, et al. Reduction
of UV induced skin tumors in hairless mice by selective
COX-2 inhibition. Carcinogenesis. 1999;20:1939-1944.
Fischer SM, Lo HH, Gordon GB, et al. Chemopreventive
activity of celecoxib, a specific cyclooxygenase-2 inhibitor,
and indomethacin against ultraviolet light-induced skin
carcinogenesis. Mol Carcinog. 1999;25:231-240.
Orengo IF, Gerguis J, Phillips R, et al. Celecoxib, a
cyclooxygenase 2 inhibitor as a potential chemopreven-
tative to UV-induced skin cancer: a study in the hairless
mouse model. Arch Dermatol. 2002;138:751-755.
Wilgus TA, Koki AT, Zweifel BS, et al. Inhibition of
cutaneous ultraviolet light B-mediated inflammation
and tumor formation with topical celecoxib treatment.
Mol Carcinog. 2003;38:49-58.

Bachelor MA, Bowden GT. UVA-mediated activation
of signaling pathways involved in skin tumor promotion
and progression. Semin Cancer Biol. 2004;14:131-138.
Kirschenbaum A, Klausner AP, Lee R, et al. Expression
of cyclooxygenase-1 and cyclooxygenase-2 in the
human prostate. Urology. 2000;56:671-676.

Uotila P, Valve E, Martikainen P, et al. Increased expres-
sion of cyclooxygenase-2 and nitric oxide synthase-2 in
human prostate cancer. Urol Res. 2001;29:25-28.
Gupta S, Srivastava M, Ahmad N, et al. Overexpression
of cyclooxygenase-2 in human prostate adenocarcinoma.
Prostate. 2000;42:73-78.

Madaan S, Abel PD, Chaudhary KS, et al. Cytoplasmic
induction and overexpression of cyclooxygenase-2 in
human prostate cancer: implications for prevention
and treatment. BJU Int. 2000;86:736-741.

Yoshimura R, Sano H, Masuda C, et al. Expression
of cyclooxygenase-2 in prostate carcinoma. Cancer.
2000;89:589-596.

Hwang D, Scollard D, Byrne ], et al. Expression of
cyclooxygenase-1 and cyclooxygenase-2 in human
breast cancer. J] Natl Cancer Inst. 1998;90:455-460.
Tjandrawinata RR, Dahiya R, Hughes-Fulford M.
Induction of cyclooxygenase-2 mRNA by prostaglandin
E-2 in human prostatic carcinoma cells. Br | Cancer.
1997;75:1111-1118.

Liu XH, Kirschenbaum A, Yao S, et al. Inhibition of
cyclooxygenase-2 suppresses angiogenesis and the growth
of prostate cancer in vivo. | Urol. 2000;164:820-825.
ML, Harris RE, Joarder FS, et al.
Cyclooxygenase-2 gene expression in human breast
cancer. Int | Oncol. 1997;10:503-507.

Davies G, Salter ], Hills M, et al. Correlation between
cyclooxygenase-2 expression and angiogenesis in human
breast cancer. Clin Cancer Res. 2003;9:2651-2656.

Parrett

Downloaded from http://ang.sagepub.com at Akdeniz Universitesi on April 28, 2009


http://ang.sagepub.com

252

105.

106.

107.

108.

109.

110.

I11.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

Angiology / Vol. 60, No. 2, April/May 2009

RE, Alshafie GA, Abou-Issa H, et al.
Chemoprevention of breast cancer in rats by celecoxib,

Harris

a cyclooxygenase 2 inhibitor. Cancer Res. 2000;60:
2101-2103.

Rozic ]G, Chakraborty C, Lala PK. Cyclooxygenase
inhibitors retard murine mammary tumor progression
by reducing tumor cell migration, invasiveness and
angiogenesis. Int | Cancer. 2001;93:497-506.

Li W, Xu RJ, Zhang HH, et al. Overexpression of
cyclooxygenase-2 correlates with tumor angiogenesis
in endometrial carcinoma. Int | Gynecol Cancer.
2006;16:1673-1678.

Tong BJ, Tan ], Tajeda L, et al. Heightened expression
of cyclooxygenase-2 and peroxisome proliferator-
activated receptordelta in human endometrial adeno-
carcinoma. Neoplasia. 2000;2:483-490.

Fujiwaki R, lida K, Kanasaki H, et al. Cyclooxygenase-
2 expression in endometrial cancer: correlation with
microvessel count and expression of vascular endothe-
lial growth factor and thymidine phosphorylase. Hum
Pathol. 2002;33:213-219.

Ferrandina G, Legge F, Ranelletti FO, et al.
Cyclooxygenase-2 expression in endometrial carci-
noma: correlation with clinicopathologic parameters
and clinical outcome. Cancer. 2002;95:801-807.
Toyoki H, Fujimoto ], Sato E, et al. Clinical implica-
tions of expression of cyclooxygenase-2 related to
angiogenesis in uterine endometrial cancers. Ann
Oncol. 2005;16:51-55.

Yuan A, Yu CJ, Shun CT, et al. Total cyclooxygenase-2
mRNA levels

growth factor mRNA levels, tumor angiogenesis and

correlate with vascular endothelial

prognosis in non-small cell lung cancer patients. Int |
Cancer. 2005;115:545-555.

Wolff H, Saukkonen K, Anttila S, et al. Expression of
cyclooxygenase-2 in human lung carcinoma. Cancer
Res. 1998;58:4997-5001.

Rioux N, Castonguay A. Prevention of NNK-induced
lung tumorigenesis in A/] mice by acetylsalicylic acid
and NS-398. Cancer Res. 1998;58:5354-5360.
Cervello M, Foderaa D, Florena AM, et al. Correlation
between expression of cyclooxygenase-2 and the presence
of inflammatory cells in human primary hepatocellular
carcinoma: possible role in tumor promotion and angio-
genesis. World ]| Gastroenterol. 2005;11:4638-4643.
Koga H, Sakisaka S, Ohishi M, et al. Expression of
cyclooxygenase-2 in human hepatocellular carcinoma:
relevance to tumor dedifferentiation. Hepatology. 1999;
29:688-689.

Tucker ON, Dannenberg AJ, Yang EK, et al.
Cyclooxygenase-2 expression is up-regulated in human
pancreatic cancer. Cancer Res. 1999;59:987-990.
Chan G, Boyle JO, Yang EK, et al. Cyclooxygenase-2
expression is up-regulated in squamous cell carcinoma
of the head and neck. Cancer Res. 1999;59:991-994.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

Denkert C, Kobel M, Berger S, et al. Expression of
cyclooxygenase 2 in human
Cancer Res. 2001;61:303-308.
Mohammed SI, Knapp DW, Bostwick DG, et al.
Expression of cyclooxygenase-2 (COX-2) in human

malignant melanoma.

invasive transitional cell carcinoma (TCC) of the uri-
nary bladder. Cancer Res. 1999;59:5647-5650.
Perrone G, Santini D, Verzi A, et al. COX-2 expression
in ampullary carcinoma: correlation with angiogenesis
process and clinicopathological variables. ] Clin
Pathol. 2006;59:492-496.

Miyata Y, Koga S, Kanda S, et al. Expression of
cyclooxygenase-2 in renal cell carcinoma: correlation
with tumor cell proliferation, apoptosis, angiogenesis,
expression of matrix metalloproteinase-2, and survival.
Clin Cancer Res. 2003;9:1741-1749.

Ali-Fehmi R, Che M, Khalifeh I, et al. The effect of
cyclooxygenase-2 expression on tumor vascularity in
advanced stage ovarian serous carcinoma. Cancer.
2003;98:1423-1429.

Carmeliet P, Jain RK. Angiogenesis in cancer and other
diseases. Nature. 2000;407:249-257.

Bergers G, Benjamin LE. Tumorigenesis and the
angiogenic switch. Nat Rev Cancer. 2003;3:401-410.
Folkman J, Klagsbrun M. Angiogenic factors. Science.
1987;235:442-447.

Masferrer JL, Leahy KM, Koki AT, et al. Antiangiogenic
and antitumor activities of cyclooxygenase-2 inhibitors.
Cancer Res. 2000;60:1306-1311.

Uefuji K, Ichikura T, Mochizuki H. Cyclooxygenase-2
expression is related to prostaglandin biosynthesis and
angiogenesis in human gastric cancer. Clin Cancer
Res. 2000;6:135-138.

Prescott SM. Is cyclooxygenase-2 the alpha and the
omega in cancer? | Clin Invest. 2000;105:1511-1513.
Fidler IJ. Cancer: Principles and Practice of Oncology.
Philadelphia, PA: Lippincott Raven Publishers; 1997.
Ferrara N, Gerber HP, LeCouter ]J. The biology of
VEGEF and its receptors. Nat Med. 2003;9:669-676.
Mandriota SJ, Seghezzi G, Vassalli JD, et al. Vascular
endothelial growth factor increases urokinase receptor
expression in vascular endothelia cells. J Biol Chem.
1995;270:9709-9716.

Nakata S, Ito K, Fujimori M, et al. Involvement of vascu-
lar endothelia growth factor and urokinase-type plasmino-
gen activator receptor in microvessel invasion in human
colorectal cancers. Int | Cancer. 1998;79:179-186.

Gallo O, Franchi A, Magnelli L, et al. Cyclooxygenase-
2 pathway correlates with VEGF expression in head
and neck cancer. Implications for tumor angiogenesis
and metastasis. Neoplasia. 2001;3:53-61.

Zhi YH, Liu RS, Song MM, et al. Cyclooxygenase-2
promotes angiogenesis by increasing vascular endothe-
lial growth factor and predicts prognosis in gallbladder
carcinoma. World | Gastroenterol. 2005;11:3724-3728.

Downloaded from http://ang.sagepub.com at Akdeniz Universitesi on April 28, 2009


http://ang.sagepub.com

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

Koga T, Shibahara K, Kabashima A, et al. Overexpres-
sion of cyclooxygenase-2 and tumor angiogenesis in
human gastric cancer. Hepatogastroenterology. 2004;51:
1626-1630.

Fosslien E. Molecular pathology of cyclooxygenase-2
in neoplasia. Ann Clin Lab Sci. 2000;30:3-21.
Fosslien E. Review: molecular pathology of cyclooxygenase-
2 in cancer-induced angiogenesis. Ann Clin Lab Sci.
2001;31:325-348.

Kim HS, Youm HR, Lee JS, et al. Correlation between
cyclooxygenase-2 and tumor angiogenesis in non-small
cell lung cancer. Lung Cancer. 2003;42:163-170.

R, Kohno H, Dhar DK, et al
Cyclooxygenase-2 expression correlates with tumor

Masunaga

neovascularization and prognosis in human colorectal

carcinoma patients. Clin  Cancer Res. 2000;6:
4064-4068.

Wu AW, Gu ], Li ZF, et al. COX-2 expression and
tumor angiogenesis in colorectal cancer. World ]
Gastroenterol. 2004;10:2323-2326.

Williams CS, Tsujii M, Reese ], et al. Host cyclooxygenase-
2 modulates carcinoma growth. ] Clin Invest.
2000;105:1589-1594.

Wu G, Mannam AP, Wu ], et al. Hypoxia induces
myocyte-dependent COX-2 regulation in endothelial
cells: role of VEGF. Am J Physiol Heart Circ Physiol.
2003;285:H2420-H2429.

Gately S, Li WW. Multiple roles of COX-2 in tumor

angiogenesis: a target for antiangiogenic therapy.
Semin Oncol. 2004;31:2-11.

Cyclooxygenase-2 and Tumor Angiogenesis / Sahin et al

145.

146.

147.
148.

149.

150.

151.

152.

153.

253

Cheng AS, Chan HL, To KF, et al. Cyclooxygenase-2
pathway correlates with vascular endothelial growth
factor expression and tumor angiogenesis in hepatitis
B virus-associated hepatocellular carcinoma. Int J
Oncol. 2004;24:853-860.

Carmeliet P, Dor Y, Herbert JM, et al. Role of HIF-
lalpha in hypoxia-mediated apoptosis, cell proliferation
and tumour angiogenesis. Nature. 1998;394:485-490.
Semenza GL. HIF-1 and tumor progression: pathophysiol-
ogy and therapeutics. Trends Mol Med. 2002;8:562-S67.
Semenza GL. Targeting HIF-1 for cancer therapy. Nat
Rev Cancer. 2003;3:721-732.

Chun YS, Kim MS, Park JW. Oxygen-dependent and
-independent regulation of HIF-1alpha. | Korean Med
Sci. 2002;17:581-588.

Jones MK, Szabo IL, Kawanaka H, et al. Von Hippel
Lindau tumor suppressor and HIF-1alpha: new targets
of NSAIDs inhibition of hypoxiainduced angiogenesis.
FASEB J. 2002;16:264-266.

Liu XH, Kirschenbaum A, Lu M, et al. Prostaglandin
E2 induces hypoxia-inducible factor-lalpha stabiliza-
tion and nuclear localization in a human prostate can-
cer cell line. J Biol Chem. 2002;277:50081-50086.
Huang SP, Wu MS, Shun CT, et al. Cyclooxygenase-2
increases hypoxia-inducible factor-1 and vascular
endothelial growth factor to promote angiogenesis in
gastric carcinoma. | Biomed Sci. 2005;12:229-241.
Masferrer JL, Koki A, Seibert K. COX-2 inhibitors. A
new class of antiangiogentic agents. Aun N'Y Acad Sci.
1999;889:84-86.

For reprints and permissions queries, please visit SAGE'’s Web site at http://www.sagepub.com/journalsPermissions.nav.

Downloaded from http://ang.sagepub.com at Akdeniz Universitesi on April 28, 2009


http://ang.sagepub.com

