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Meme kanseri, kadinlar arasinda kanser nedenli oliimlerin basinda yer
almaktadir. Meme kanseri, semptomlarini gdstermeden metastaz yapabilir.
Ozellikle, nonsteroidal anti-dstrojen tedavide kullanilan tamoksifenin, meme
kanser hastalarinin yalnizca 1/3’linde etkili oldugu agiklanmistir. Bu gozlemler,
meme kanserinin tedavisinde ve Onlenmesinde yeni alternatif ajanlarin
arastirtlmasina ihtiyag gostermektedir. Son zamanlarda, tiim dikkatler, Aspergillus
fumigatustan izole edilmis fumagillin gibi sekonder metabolitler {izerine
yogunlasmustir. Ozellikle anjiyojenez basta olmak iizere, fumagillin in vivo timér
biliylimesi ve bircok kanser metastazinda gii¢lii inhibitor etkiye sahip oldugu
bilinmektedir.

Bu tez calismasinda; fumagillinin (25, 50, 75 ve 100 uM) sitotoksik,
apoptotik ve anjiyojenik etkileri, MCF7 insan meme kanseri hiicreleri lizerinde
arastiritlmistir. Fumagillinin MCF7 hiicreleri lizerindeki sitotoksik aktiviteleri 24,
48 ve T72. saatte WST-1 (stabil tetrazolyum tuzu) yontemi kullanilarak
belirlenmistir. 24 saatlik inkiibasyon sonunda da, apoptotik etkiyi belirlemek i¢in
Poli (ADP-Riboz) Polimeraz (PARP) yariklanma ELIZA kiti ve anjiyojenik etkiyi
belirlemek igin de vaskiiler endotel bilyiime faktorii (VEGF) ELIZA Kkiti
kullanilmistir. Calismanin sonunda, zamana ve konsantrasyona bagimli olarak
fumagillinin, MCF7 hiicreleri lizerinde onemli derecede sitotoksik etkiye sahip
oldugu, ozellikle yiiksek fumagillin konsantrasyonlarinda PARP yariklanma
miktarlar1 6nemli diizeyde artarken, VEGF miktarlarinda ise onemli diizeyde
azalma oldugu belirlenmistir. Sonu¢ olarak bu c¢alismada, fumagillinin
konsantrasyon ve inkiibasyon siiresine bagimli olarak, MCF7 hiicrelerinde 6nemli
diizeyde sitotoksik, apoptotik ve antianjiojenik etki yaptigi belirlenmistir. Bu
nedenle  fumagillinin, MCF7 hiicrelerinde  molekiiler  antikanserojenik
mekanizmalari, tekli ya da kemoterapotik ajanlarla kombine calisilarak, meme
kanseri tedavisi i¢in yeni kemoterapotik ve kemopreventif ajanlarin gelisimine
onemli katki saglayacagi kanaatindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Fumagillin, VEGF, PARP, WST-1, MCF7
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Breast cancer is the most common cancer among women. Breast cancer can
be metastasis without showing any symptoms. It’s shown that especially no
steroidal anti-estrogen drugs can affect solely 1/3 of patients. These findings lead
us alternative ways to prevent and cure to breast cancer. Recently, fumagillin, one
of the secondary metabolites isolated from Aspergillus fumigatus, catches all the
attention on it. Angiogenesis inhibitor, fumagillin, has strong inhibitory activities
against in vivo tumor growth and metastasis in a wide variety of tumors.

In this study, we investigated cytotoxic, apoptotic and antiangiogenic effects
of fumagillin (25, 50, 75 and 100 uM) on MCF7 human breast adenocarcinoma
cells. Cytotoxic activities of fumagillin on MCF7 cells were measured by Cell
Proliferation Reagent WST-1 (stable tetrazolium salt) for 24, 48 and 72h. After 24h
incubation, apoptotic and antiangiogenic effects were determined by using the Poly
(ADP-Ribose) Polymerase (PARP) cleavage ELISA kit and the levels of vascular
endothelial growth factor (VEGF) Human ELISA Kit, respectively. We found that
fumagillin had significant time- and concentration-dependent cytotoxic effects.
Especially, while fumagillin concentrations were increased, PARP level was
increased, VEGF level was decreased. In conclusion, a significant cytotoxic,
apoptotic, and antiangiogenic effects were observed on the MCF7 human breast
cancer cell lines. Therefore, the molecular mechanisms of fumagillin should be
studied as a single or combination chemotherapeutic agents, we believe these
studies will provide an important contribution to the development of new
chemotherapeutic and chemopreventive agents for the treatment of breast cancer.

Keywords: Fumagillin, VEGF, PARP, WST-1, MCF7
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1. GIRIS

Meme kanseri, kadinlar arasinda kanser nedenli 6liimlerinin baginda yer
almaktadir. Meme kanseri, semptomlarini gostermeden metastaz yapabilir.
Ozellikle, nonsteroidal anti-6strojen tedavide kullamlan tamoksifenin, meme
kanser hastalarinin yalnizca 1/3’linde etkili oldugu agiklanmistir. Bu gozlemler,
meme Kkanserinin tedavisinde ve Onlenmesinde yeni alternatif ajanlarin
arastirtlmasina ihtiyag gostermektedir. Son zamanlarda, tiim dikkatler, fumagillin
gibi sekonder metabolitler {lizerine yogunlagsmistir. Bir¢gok kemoterapdtik ajan,
kanser hiicrelerinde apoptozun indiiksiyonu ve hiicre dongiisiiniin devamliliginin
bozulmas1 olayinda, fitokimyasal bilesiklerle ayni etkileri gostermektedir. Bu
nedenle bizde bu tez calismasinda; fumagillinin konsantrasyon ve zamana bagl
olarak, MCF7 insan meme kanser hiicrelerinde sitotoksik etki olarak hiicre
canliligina etkilerini aragtirmayi, PARP yariklanmasin1 belirleyerek MCF7
hiicrelerinde  apoptozu indiikleyip indiiklemedigini, VEGF miktarlarim
belirleyerek de MCF7 hiicrelerinde antianjiyojenik etkilerini, deney sonuglarinin
anlamliligima bagh olarak da, meme kanserine kars1 tedavide, fumagillinin
potansiyel anti kanser ajan olabilme 6zelligine yeni bir bakis agisi getirmeyi

amagladik.

1.1. Kanser

Diinya saglik orgiitiine gore kanser; viicudun tiimiinii ya da bir boliimiinti
etkileyen hastaliklar i¢in kullanilan genel bir terim olarak ifade edilir. Habis
timorler ve neoplazmlar da kanser yerine kullanilan isimlerdir. Kanserlerin
belirleyici 6zelligi hiicrelerin her zamanki sinirlari diginda biiylimesi, yakininda
bulunan hiicreleri istila etmesi ve diger organlara da yayilmasidir. Bu tiir siirecler
metastaz olarak ifade edilmektedir ve metastaz; kanserden &liimlerin en 6nemli
nedenidir (Diinya Saglik Orgiitii, WHO, 2011).
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Kanser, kontrolsiiz biiyiime ve anormal hiicrelerin yayilmayla ilgili hastalik
gruplarindandir. Eger yayilma kontrol edilmezse 6liimle sonuglanabilmektedir.
Kanser hem tiitlin, ¢esitli kimyasallar ve radyasyon gibi dissal faktorlerden; hem
de genetik mutasyonlar, hormonlar, bagisiklik durumu ve metabolizmada olusan
mutasyonlar gibi igsel faktorlerden kaynaklanabilmektedir. Bazi faktorler
birleserek ya da sira ile kanser olusumunu baslatabilir. Kansere neden olan dissal
faktorlere maruz kalma suresi azaltilarak ya da muhtemel ig¢sel kanser riskinin
belirlenmesiyle kansere erken tedavi uygulanabilir. Kanser cerrahi operasyonlar,
radyoterapi, kemoterapi, hormon yardimi ve immunoterapi yardimiyla tedavi

edilebilmektedir (Amerikan Kanser Dernegi, 2011).

1.2. Kanser Olusumu, Gelisimi ve Yayilmasi

Kanser baslangici; kansere neden olan bir ajanin kisa siireli etkisiyle
olmaktadir, bu etki, mitotik dongiideki inaktif hiicre i¢inde degisiklige yol
acmaktadir. Sonra, tiimor olusumu geri dondiiriilememekte, baslangi¢c ajani bir
yildan sonra verilse bile yiiksek yiizdeyle tekrar elde edilebilmektedir. Yani,
kanserin baslangic asamasi ¢ok az bir siire gerektirmektedir, basladiktan sonra
tekrar geri doniisiimu olmadig1 ve yavru hiicrelere de aktarildig i¢in kalitsaldir.
Kanserin gelisme evresi, baslangi¢ evresinin aksine yavas, adim adim ilerleyen bir
stirectir ve hiicrede tiimoére neden olan ajana hiicrenin daha uzun siire maruz
kalmas1 gerekmektedir. Bu evre, kanser olusumundaki kulugka evresinin ¢ogunu
olusturmaktadir ve kismen geri dondiiriilebilir. Tiimor gelisme evresinde hiicre
¢ogalmaktadir, baslatilmis olan zarar yayilmaktadir ve bu kKlonal hiicreler belli bir
alanda birikmektedir. Kanser gelisiminin oldugu c¢ogu doku i¢in ¢ogu ajan
mitojendir (Pelengaris ve Khan, 2006). Timor gelisimi klonal hiicrelerin
cogalmasin1 gerektirmektedir ve bu asamada hiicre bdliinme kontrolii
bozulmustur. Timoér gelisiminden sonraki asama ilerleme asamasidir. Bu
asamanin da geri doniisiimii olmamaktadir ¢iinkii genomdaki degisiklikler bu faza
neden olmaktadir. Saf ajanlar ile ilerlemeye neden olan ajanlarin birbirinden ayirt

edilmesi zordur. Ancak, serbest radikal olusturan benzoyilperoksitin deneysel
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epidermal kanser olusumunu ilerlettigi gozlemlenmistir (O’Connell ve ark. 1986).
flerleme asamasinda, kanser hiicresi haline gelmis klonal hiicreler biiyiime
avantaj1 saglamiglardir, genetik olarak sabit degillerdir. Diizenli olmayan hiicre
cogalmasi, apoptozdan kacinma, farklilagma kaybi1 vardir. Hiicreler saldirgan hale
gelmislerdir, yeni damarlanmaya ihtiyaglar1 vardir. Hiicre klonlari genellikle
heterozigot genetik materyale sahiptirler (Sekil 1.1) (Pelengaris ve Khan, 2006).

Sekil 1.1. Tek bir hiicrenin ¢gogalmasiyla kanser olusumu (http: 1)

1.3. Kanser ve Hiicre Dongiisii

Hiicre dongiisli, ¢ogalmak (prolifere olmak) iizere uyarilmis bir hiicrede
gerceklesen ve bir dizi gegici biyokimyasal aktivitelerin ve morfolojik
degisikliklerin goriildiigii bir siirectir. Bir dongiliye giren hiicre, morfolojik ve
genetik olarak birbirine tipa tip benzeyen iki hiicre olusumuyla dongiiyii
tamamlar. Hiicre proliferasyonu hiicre dongiisii i¢inde yer alan bazi kontrol
noktalar1 (“check-points™) tarafindan diizenli olarak kontrol edilir (Ulukaya,
2006). Kanserde, hiicre boliinmesinin genetik kontroliindeki degisiklikler, hiicre
boliinmesinin sonsuz olmasini saglamaktadir. Genel olarak genetik ve epigenetik
degisimler iki siif genle olusturulmaktadir. Bunlar; Proto onkogenler ve Timor
baskilayic1 genlerdir. Normal hiicrelerde proto onkogenler tarafindan kodlanan
proteinler hiicre c¢ogalmasini uyaran sinyal yollarinda gorev yapmaktadirlar.

Mutasyona ugramigs proto onkogenler veya onkogenler timér olusumunu
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saglarlar. Rb ve p53 genleri gibi tiimor baskilayict genlerin inaktif olmasi; hiicre
dongiisiinii engelleyen diizenleyici yollarin kaybina neden olmaktadir (Pelengaris
ve Khan, 2006). Hiicreler bir bolinme sinyali almadiklart siirece hiicre
dongiisiinlin aktif (G1, G2, S ve M) fazlarina girmezler ve istirahat faz1 denilen
GO0 fazinda beklerler. Hiicrelerin ikiye bolinmesi mitoz (veya gonadlarda
mayoz)’la gerceklesir. Hiicreler mitoza girmeden oOnce bir hazirlik safhasi
gecirirler ve bu safhada hiicreler hacimce biiyiirler. Bu hazirlik safhasinda
boliinme icin gerekli olan cesitli diizenleyici proteinler (Orn. Siklin’ler) ve
makromolekiiller (Orn. Deoksiriboniikleik asit’ler) sentezlenir. Bu hazirhk
sathasina da interfaz denir. Interfaz kendi icinde G1, S, ve G2 olmak iizere gesitli
alt boliimlerden (fazlardan) olusur(Ulukaya, 2006). Mitoz ve interfaz beraberce
hiicre dongiisii olarak bilinen bir siireci olustururlar. Dolayisiyla, bir hiicre
dongiisti, fazlarin isleyis sirasina gore; G1, S, G2 ve M fazlarindan olusur. G1 ve
G2 kisaltmalar1 “gap” (ara, bosluk) sézcliglinden gelmektedir. S ise DNA sentezi

(replikasyonu) fazini1 gosterir. M ise mitoz anlamina gelmektedir (Sekil 1.2).

interfaz
| |

Mitoz

! G1 S G2 | G1
e | (.
PN
. G sitoplazma ( . \
® @~ g )
3 <=

boliinmesi —
Sitoplazma

cekirdek S~

Sekil 1.2. Hiicre dongiistiniin bolimleri

1.3.1. Onkogenler

Deneysel kosullarda tiimor olusumuna neden olan genlere onkogenler denir
ve birgok dkaryotik hiicrede mevcutturlar. Ilk kez, tiimér yapici viriislerden elde

edilmistir. Protoonkogenler, hiicre farklilasmasi, hiicre diizenlenmesi ve
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gelisiminde gorev yaparlar. Protoonkogenler, onkogenlere doniisiirken
mutasyonlar, kromozomlarmn karsilikli degisimleri ve gen amplifikasyonlari
sonucunda olusmaktadirlar (Ugkuyu, 2000). Hiicre ¢ogalmasi ve yasaminda ¢ok
onemli role sahip normal genler olan protoonkogenlerden olusan birgok onkogen
kesfedilmigtir. Hiicre boliinmesinin uyarilmasi i¢in biliyiime faktoriine ihtiyact
vardir. Aktiflestigi zaman, sis onkogeni siirekli olarak biiytime faktoriiniin
salgilanmasimi kodlar. Sonugta, aktif sis onkogenli hiicre kendi gogalmasi igin
biiyiime faktoriinii salgilar, yani kendi hiicre bdliinmesini uyarir. Ikinci olarak,
erb-B onkogeni, biiyiime faktor reseptoriiniin anormal versiyonunu kodlar. Bu
anormal reseptor, biiylime faktorii olmasa bile biiyiime faktoriine her zaman
bagliymis gibi davranir. Ugiincii olarak, biiyiime faktorii ve reseptdr baglandiktan
sonra, hiicre i¢indeki molekiiller iletisime devam ederler. Srs ve ras onkogenleri
anormal miktarda intraselliiler sinyal molekiilleri iretirler bu molekiiller sinyal
almadiklar1 halde diger molekiilleri tiretmeye devam ederler. Sonunda kimyasal
yoldaki sinyal kromozomlara ulasir ve gen ekspresyonu etkilenir. c-myc ve c-fos
onkogenleri dogrudan DNA’ya baglanan ve genlerin fonksiyonlarini diizenleyen
transkripsiyon faktorleri tiretmektedirler. Bu faktorler gen ekspresyonunu fazla
uyarir Ve ¢ok fazla ¢ogalma gergeklesir. Sonugta, hiicreler boliinerek yeni hiicre
olusturma ya da 6lme arasinda ¢ok narin bir ¢izgi i¢inde yasarlar. Bcl-1 onkogeni
hiicre 6liimiine neden olan bir proteini kodlar. Bcl-1 aktifken, zarar gormiis
hiicreler 6lmesi gerekirken bolinmeye devam ederler ve zarar goérmiis hiicre
popiilasyonu artar. Proto onkogenler, hiicre c¢ogalmasinda ¢ok kritik bir
diizenleme fonksiyonu iistlenirler. Onkogen haline geldiklerinde, anormal olarak

calistiginda, hiicrenin asir1 miktarda boliinmesini uyarirlar (Bozzone, 2007).

1.3.2. Tiimoér baskilayici genler

Kanser gelisiminde iki c¢esit gen rol almaktadir buranlardan birisi
onkogenler digeri ise tiimor baskilayici genlerdir. Onkogen aktivitesi genelde
hiicre boliinmesini yonetirken, timor baskilayici genler hiicre c¢ogalmasini
durdurmak igin galisirlar. Fonksiyonel tiimor baskilayici genler, hiicrenin yasayip

yasamayacagini eger yasarsa ¢ogalip ¢ogalmayacagini kontrol eden proteinleri
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kodlarlar. Her bir insan hiicresinde yaklasik 30,000 gen olmasina ragmen, ancak
birkag diizinesi tiimor baskilayici gen kodlamaktadir. Ama yine de sadece bir tane
baskilayici genin bile kaybi ¢ok ciddi saglik sonuglarina neden olmaktadir. Timor
baskilayic1 genler kapr bekgisi olarak diistiniilmekte ve kapilarin agilmasi asiri
hiicre ¢ogalmasina neden olmaktadir. Timor baskilayict genlerin etkisini hiicreler
tizerinde gosterdigi bir¢ok yontem vardir. Baskilayicit gen tarafindan kodlanan
proteinin dort fonksiyonel kategoriye ayrilmaktadir. Birincisi, hiicre boliinmesi ve
biiyiimesinin evrelerinde hiicre dongiistiniin ilerlemesini engelleyen proteinlerdir.
Bunlar, hiicre boliinmesini hiicre i¢inde olusan gerekli olaylarin gergeklesmesini
durdururlar. ikincisi, hiicreye boliinmemesi gerektigini sdyleyen ve hormonlara
veya kimyasal sinyallere baglanarak reseptor olarak gérev yapan proteinlerdir.
Ugiinciisii, DNA’nin hasar gérmesi veya kromozomlarin anormalliginde hiicre
boliinmesini durduran proteinlerdir. Sonuncusu ise; apoptozda hiicre 6liimiine ya
da tamir edilemeyecek derecedeki kromozom hatalarini1 baslatan proteinlerdir. Bu
timor baskilayic1 genler tarafindan yapilan dort gesit protein; hiicrenin yasayip
yasamamasini Veya boliiniip bélinmemesini degerlendirirler (Bozzone, 2007). ki
adet 6nemli timor baskilayict gen vardir. Bunlar; p53 geni ve Rb genleridir.
Tiumor baskilayicr genler hiicre proliferasyonu ve doku homeostazisi i¢in 6nemli
bir¢ok islevi yerine getirmektedirler. En c¢ok c¢alisilan genlerden bir tanesi p53
genidir ve bu gen hiicre transformasoyununun engellenmesi ve hiicre dongiisiinde
kanser hiicrelerinin baskilanmasinda rol alir (Hollstein ve ark. 1994). Rb geni,
kaybinda retinoblastoma ve osteosarkoma hastaliklarina neden olmaktadir ve
tiimor baskilayict genlerin en ¢ok calisilmis olanlarindandir. 1979 yilinda, retina
blastomalardaki kromozom 13ql4 bolgesindeki niikleotid delesyonundan
kaynaklandig1 belirtilmistir. Bazi insan tiimorlerinde Rb mutasyonlarinin sikligi
oldukea yiiksektir. Ornegin, mesane kanseri % 33, meme kanseri % 10, akciger

karsinomlarinda % 85 oraninda goriilmektedir (Weinberg, 1989).

1.4. Meme Kanseri

Tiim kanser 6lim vakalarinin % 18’ini olusturur ve akciger kanserinden

sonra ikinci siradadir. Ulkemizde meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen kanser
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tiridir (Ulgey, 1999; Dincol, 1991). Meme kanseri, kadinlar arasinda kanser
nedenli Oliimlerinin baginda yer almaktadir. Meme kanseri, semptomlarini
gostermeden metastaz yapabilir. Ozellikle, nonsteroidal anti-dstrojen tedavide
kullanilan tamoksifen’nin, meme kanser hastalarinin yalnizca 1/3’linde etkili
oldugu agiklanmigtir. Bu gozlemler, meme kanserinin tedavisinde ve
Onlenmesinde yeni alternatif ajanlarin arastirillmasina ihtiyag gostermektedir
(Dikmen, 2008). Meme kanserinin sebebi tam bilinmemektedir, ancak bu
hastaliga yakalanma riskini, radyasyona maruz kalma, ailede meme kanserine
yakalanmig bireyin olmasi, yasin ilerlemis olmasi, hormonal faktorler, gebelik
yasi, kadmlarda menstruyal yasamin uzunlugu gibi faktorler artirmaktadir
(Amerikan Kanser Dernegi, 2011). Meme kanserinin tedavisi olduk¢a zordur,
clinkii tedaviye farkli cevaplar sergileyen, farkli tiimor siniflari s6z konusudur.
Normal meme gelisiminde, hiicre ¢ogalmasi ve apoptoz arasinda kontrolli bir
denge vardir. Bu denge, kemoterapiye, radyoterapiye ve hormonal tedaviye
cevapta tiimdriin bilylimesi ve genislemesinde hayati 6neme sahiptir (Sun ve Liu,
2005; Lowe ve Lin, 2000; Patron ve ark. 2001; Yu ve ark. 2005).

Meme kanserinin risk faktorleri; yetersiz beslenme, az miktarda fiziksel
aktivite, meme gelisimi sirasinda radyasyona maruz kalma, cinsel hormonlar ve
genetik yatkinligi icermektedir. Erken teshis, meme kanserinden kurtulmanin
anahtaridir denilebilir. Mamografi ile goriintileme en cok kullanilan teshis
yontemlerindendir. MRI taninin konulmasinda ¢ok 6neli rol oynamaktadir. Brcal
ve brca2’nin de i¢inde bulundugu germline mutasyonlar1 ancak aileden gelen
kanser vakalarimin % 15 - % 20’sini olusturmaktadir ve tim meme kanseri
vakalarmin % 5’ini olusturmaktadir. Bu genetik yatkinlik genleri, farkli bireylerde
hormon metabolize genlerinin ekspresyonu, DNA onarim genleri, androjen
reseptor genlerinden dolayr farkli dagilim gostermektedir. Popiilasyon
caligmalarinda brcal mutasyonunun meme kanseri gelisiminde % 36 ile % 80
oraninda etkili oldugu gozlenmistir. Meme kanseri riski, yasla birlikte
artmaktadir. Meme kanseri ilerlemesi ve patogenezinde bazi anahtar genler
belirlenmistir. Bunlar; kromozomun 13q, 9p bolgesindeki heterozigotluk ve Rb

geninin de bulundugu 16q bolgesidir (King ve Robins, 2006).
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Meme kanserinde lizerinde en fazla galisilan genler, Bcl-2 ailesi (apoptoz
inhibitdr ve promotorlerini igeren) ve p5S3 tiimor baskilayici genidir. Meme
kanserinde Bcl-2, yaklasik % 80 oraninda sentez (ekspresse) edilir ve bu sentez,
Ostrojen ve progesteron reseptorleriyle iliskilidir. Ayrica azalan Bax sentezi,
metastatik meme kanserlerinde, zayif kemoterapotik cevapla iligkilidir. Son
yillarda, ¢ok islevli bir protein olan BAG-1’in, erken satha meme kanserlerinde
apoptozu durdurdugu agiklanmustir (Jeune ve ark. 2005).

Erken teshis ve terapiye ragmen, meme kanserlerinde ila¢ direncinin
olusmasi, hastanin tedavisini engelleyen en dnemli mekanizmalardan biridir. Son
yillardaki c¢aligmalar, kullanilan terapotik ajanlarin, apoptotik hiicre 6limii ve
dolayisiyla da apoptotik sinyal yollar1 lizerindeki etki mekanizmalar1 iizerinde
yogunlagsmistir. Bu nedenle kanser terapisinde yeni stratejilerin gelismesi igin,
normal ve kanser hiicrelerinde farkli sekilde diizenlenen apoptotik yollardaki
molekiiler hedeflerin  belirlenmesi  gerekmektedir. Insan meme kanser
hiicrelerinde, Bax gibi timor hiicrelerini apoptoza siiriikleyen proapoptotik
proteinlerin yiiksek seviyede, Bcl-2 ailesinin Bcl-2 ve Bcl-XL gibi antiapoptotik
proteinlerin ise diisiik seviyelerde sentez edildigi agiklanmistir. Ancak, Bcl-2
ailesinin antiapoptotik proteinlerinin asir1 sentezi ise kemoterapotik ajanlara karsi
kemorezistans gelistigini gostermektedir. Bu nedenle kanser tedavisinde, yeni
terapotik hedefler ve tedaviler gelistirmek icin, meme kanser hiicrelerini
apoptoza gotliren mekanizmalar iizerinde yeni ¢aligmalara ihtiya¢ vardir (Grzmil

ve ark. 2006).

1.4.1. BRCA1 ve BRCAZ2 genleri

Meme kanser genleri olarak bilinen BRCA1 ve BRCA2, 1994 ve 1995°te
keyfedilmislerdir, kalitsal meme kanserli hastalarin tedavileri konusunda bir¢ok
soru ortaya atilmasina ve risk altindaki popiilasyon i¢in kanser goriintiileme
yontemlerinin gelismesinde patlamaya sebep olmustur. Gergekte normal genetik
yapinin bir parcasi olarak herkes bu genleri tasimaktadir, meme kanseri agisindan
risk altindaki kisiler ise bu genlerde mutasyona sahip olanlardir. BRCA1l ve

BRCA2 genlerindeki mutasyonlar, heterozigot tastyicilar icin meme ve ovaryum
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kanseri agisindan kuvvetli risk faktorlerindendir (Chodosh, 1998). BRCAL ve
BRCA2 genleri, DNA hasarina karst olusan hiicresel yanitta rol oynayan
proteinleri kodlar. BRCA genleri DNA tamir mekanizmasinda rol oynadigi igin bu
genlerdeki herhangi bir arizadan dolay1 bu genin iirlinii olan BRCA proteini hatali
olusur veya olusamaz ve tamir mekanizmasinda {stlendigi gorevi yerine
getiremez. Yani homolog rekombinasyon yoluyla onarilan DNA onarilamayacagi

i¢in ¢ift zincir kirig1 orada kalir ve bu hasar meme kanserine sebep olur.

BRCAL geni kromozom 1721 kromozomu iizerinde yerlesiktir. 24 ekzonu
vardir (22 kodlama ekzonu, alternatif 5S’UTR ekzonlari, 1a ve 1b). BRCAL’in
ekzon 11°1 (3.4 kb), 1863 amino asitlik proteinin % 61’ini kodlar (Lee ve ark.
1999). BRCA2, kromozom 13g12.3 iizerinde yerlesiktir. 27 ekzondan olugmustur,
en biyligl (4.9 kb) ekzon 11°dir. Genis bir dizi insan dokusu, en yiiksek oranda
meme Ve timiis olmak {izere, BRCA1’inkine ¢ok benzer bir sekilde, BRCA2’yi
eksprese ederler. Daha az oranda ise akciger, ovaryum ve dalakta bulunur
(Tavtigian ve ark. 1996). Normal hiicrelerde, BRCA2, 6zellikle hiicre dongiisiiniin
gec-Gl/erken-S fazinda eksprese edilen niikleer bir proteindir (Chodosh, 1998).

1.5. Apoptoz

Diinya saglik Orgiitiiniin tanimina goére apoptoz; DNA degradasyonu
sirasinda gerceklesen hiicre 6liimiine denir ve hiicre veya DNA hasar1 sirasinda
normal olarak gerceklesmektedir (Amerikan Kanser Dernegi, 2011). Apoptoz,
yaslanmis, fonksiyonunu yitirmis, fazla iiretilmis, diizensiz gelismis veya genetik
olarak hasarli hiicrelerin, organizma i¢in giivenli bir sekilde yok edilmelerini
saglayan ve genetik olarak kontrol edilen bir programli hiicre Oliimiidiir.
Fizyolojik olarak olusan hiicre oOliimii uzun yillardir bilinmesine ragmen
“apoptoz” terimi ilk kez 1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie adindaki patologlar
tarafindan kullanilmistir. Yunancada ‘apo’ =ayri, ‘ptosis’ =diisen anlamindadir
(Lowe ve Lin, 2000; Oztiirk, 2002; Sunguroglu ve ark. 1996; Zimmermann ve
ark. 2001; Zimmermann ve Gren, 2001).
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Apoptoz mekanizmast dort agamada gerceklesmektedir. Bunlar; Apoptozun
baslatilmasi, hiicre i¢i proteazlarin (kaspazlarin) aktivasyonu, hiicrede g¢esitli
morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerin olusmasi ve fagositoz. Hiicrenin
apoptoza gidebilmesi icin ilgili genetik mekanizmanin hiicre tarafindan harekete
gecirilmesi gereklidir. Bu mekanizma hiicrenin i¢inden ya da disindan gelen
sinyaller yardimiyla harekete gecer. Hiicre i¢i proteazlarin (kaspazlarin)
aktivasyonu, hiicre i¢i ve dis1 birtakim sinyaller yardimiyla aktive olur, aktive
olan bu proteazlara kaspaz denir.

Her saniye yaklagik bir milyon hiicremiz, apoptozla viicuttan
uzaklagtirllmakta ve bunlarin yerine yenileri yapilmaktadir. Yapim (mitoz) ile
yikim (apoptoz) arasinda kontrollii bir denge vardir. iste bu dengenin apoptozun
lehine veya aleyhine bozulmasi birgok 6nemli hastaligin patogenezine katkida
bulunur. Olmamas1 gerekirken gerceklesen apoptoz (hizlanmis ya da yavaslamis
apoptoz), organizma icin tehlikelidir. Apoptozun gereksiz olustugu veya
hizlandig1 hastaliklara 6rnek olarak; AIDS, norodejeneratif hastaliklar, insiiline
bagimli diyabet, hepatit C enfeksiyonu, miyokard enfarktiisii, ateroskleroz gibi
hastaliklar; apoptozun yavasladigi hastaliklara 6rnek olarak ise; otoimmiin
hastaliklar ve kanser verilebilir. Dolayisiyla apoptoz; yenilenme (rejenerasyon) ve
tamir olaylarinda, hiicresel dengenin (homeostazin) saglanmasinda ve organ
biiyiikliiklerinin korunmasinda énem tagimaktadir (Oztiirk, 2002; Sunguroglu ve
ark. 1996).

Timor gelisimi sirasinda apoptozu biliyiime/hayatta kalma faktdr oraninin
bozulmasi, hipoksi, radyasyon ve hiicre matriks etkilesimlerinin kayb1 tetikler.
DNA hasari, telomer yapisinin bozulmasi, onkojenik mutasyonlar tarafindan
olusturulan uygunsuz cogalma sinyalleri de hiicre icindeki dengesizliklere
ornektir ve sonugta apoptozu tetikler (Lowe ve Lin, 2000).

Apoptoz, ¢ok sayida ve cesitte aracilar tarafindan diizenlenir. Bunlar
arasinda, bazi iyonlar (kalsiyum), molekiiller (seramid), genler (c-myc), proteinler
(p53) ve hatta organeller (mitokondri) bulunmaktadir. Bazi1 aract molekiiller hiicre
tipine 6zglindiir, bazilar1 da apoptotik uyarinin ¢esidine gore farklilik gosterebilir
(Lowe ve Lin, 2000; Oztiirk, 2002; Sunguroglu ve ark. 1996; Zimmermann ve
ark. 2001; Zimmermann ve Gren, 2001) .
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Apoptoz; kemoterapi, Oliim reseptorlerinin uyarilmasi, biiylime faktorii
eksikligi, adezyon kaybi, radyasyon, asir1 oksidatif stres gibi ajanlar tarafindan
baglatilir. Hiicre tarafindan alinan bu apoptotik sinyal, hiicresel p53, Bcl-2
familyasi, sitokrom-c, FADD (Fas associated death domain), TRADD (Tumor
necrosis factor receptor associated death domain), FLIP (Fadd-like ICE inhibitory
protein = Caspase-8), Mdm2, seramid gibi diizenleyiciler tarafindan, ‘kaspazlar’
adinm1 alan ilgili proteinlere iletilir. Kaspazlar da, hiicredeki ilgili substratlarini
(proteinler, DNA gibi) etkiler ve apoptotik 6liim gergeklesir. Memeli hiicrelerinde
sonu apoptoz ile sonuglanan iki 6nemli kaspaz yolu tanimlanmistir. Mitokondrial
yolda, Bax ve Bid, hiicre o6lim faktorleridir (apoptotik sinyal iletim kaskadini
iletirler). Bu oOliim faktorleri mitokondri zarinin gegirgenligini arttirarak,
sitokrom-c¢’nin sitozole salinimina neden olurlar. Bcl-2 (B hiicre lenfoma-2: B-cell
lymphoma 2: Bcl-2 family proteins), Bcl-XL (Bcl-x’in uzun formu: Long form of
Bcl-x) ve BAG-1 (Bcl-2 antagonisti) adin1 alan antiapoptotik faktorler (sinyal
iletim kaskadini engellerler), mitokondri iizerindeki Bax (Bcl-2 iligkili x proteini)
ve Bid (BH-3 Interacting Domain Death agonist)’in etkisini inhibe eder. Apoptoz
bir geri iletim (downstream) diizenleyicisi olan Apaf-1, sitokrom c ile birlikte,
sitoplazmadaki kaspaz-9°la iliski kurar ve kaspaz-9’un aktivasyonuyla apoptozom
olusumu gerceklesir. Olusan apoptozom, efektor kaspazlarin (kaspaz 3, 6 ve 7)
kaskadin1 baglatir. Kaspaz-3, DNA fragmentasyon faktoriinii aktive eder ve
bdylece, DNA’nin niikleozomal yariklanmasi1 ve ardindan da hiicre olimii
gergeklesir. Oliim reseptdr yolu ise, hiicre 6liim reseptdrleri olarak bilinen Fas
(diger isimleriyle APO-1, CD95) ve tiimér nekroz faktor reseptorii-1(TNFR-1)’in
ilgili ligandlar1 ile etkilesime girmesi sonucu tetiklenir. Boylece bir Olim
sinyalinin, hiicre Oliim reseptorleri ile etkilesime girmesi sonucu kaspaz-8
aktivasyonuna neden olur, boylece kaspaz kaskadi ve apoptoz gergeklesir (Patron
ve ark. 2001; Yu ve ark. 2005). Ilag etkili apoptozda, ya hiicre yiizey reseptdrlerin
aktivasyonuyla ya da dogrudan mitokondrinin hedeflenmesiyle baslatilir (Soto-

Cerrato ve ark. 2005).
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1.5.1. Apoptoz ve Nekroz

Sonuglar1 ayn1 olsa da apoptoz ve nekrozla hiicre Oliimlerinin
isleyislerinde onemli derece farklar vardir. Apoptozda hiicre, hiicre oliim
yolundaki biyokimyasal reaksiyonlara aktif olarak katilmaktadir ve bundan
dolay1 hiicre intihar1 da denilmektedir. Nekrozda ise hiicre 6liimii hiicre i¢in
uygun olmayan ortamlardaki degisiklikler sonucu gerceklesmektedir. Bundan
dolay1r nekrozda hiicre, ‘biyolojik bir kaza’ sonucu ‘6liimle sonuglanan’
‘masum bir kurban’ olarak goriilebilir (Rosser ve Gores, 1995). Apoptoz ve
nekrozun hem yapt hem de metabolik isleyisleri bakimindan karakteristik
farkliliklar1 vardir. Nekrozda hiicre siser, mitokondri genisler, organeller
¢oziinilir, plazma membran1 yirtilir. Sitoplazma materyali hiicre disina gecerek
inflamasyona neden olur. Apoptoz sirasinda ise plazma membrani yirtilmaz.
Apoptozun gerceklesebilmesi i¢in yiiksek ATP seviyelerine ihtiya¢ vardir.
Hiicre ici ATP seviyesi hiicrenin apoptoz veya nekroz ile 6lecegine yon verir.
Bu da mitokondrinin énemini apoptozun erken fazinda gostermektedir. Eger
hiicre ciddi olarak yaralanirsa apoptotik yol i¢in gerekli olan enerjiyi
saglayamayacak ve nekroz ile 6lecektir (Yilmaz, 2005). Nekroz patolojik bir
olaydir. Apoptoz ise fizyolojik veya patolojik uyaranlarla olusabilir. Nekrozda,
hiicre igine asir1 sivi girmesi sonucu hiicre siserken, apoptozda tam tersine
hiicre kiiciiliir. Nekrozda, kromatin paterni hemen hemen normal hiicredeki
gorilintiiye benzerdir ancak apoptotik hiicrenin kromatini niikleus membraninin
cevresinde toplanir ve yogunlasir (Erdogan, 2003). Nekrotik hiicrenin plazma
membrani, biitiinliigiinii kaybeder ve hiicre i¢inden disina dogru hiicre ici
materyalinin ¢ikisi gerceklesir. Oysa apoptotik hiicre membrani iizerinde kiiciik
cepcikler olusur. Nekrotik hiicre lizize ugrarken apoptotik hiicre kiiciik
cisimciklere pargalanir. Bunlar zar ile kaphdir, degisken miktarlarda niikleus
veya diger hiicre i¢i yapilar igerir (Cooper, 1994). Nekrozda hiicre igerigi dis
ortama salindigindan inflamasyon reaksiyonu uyarilir. Apoptozda ise apoptotik
hiicre veya cisimcikler komsu hiicreler veya makrofajlar tarafindan fagosite

edildiklerinden inflamasyon olugsmaz (Erdogan, 2003) (Sekil 1.3).
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1.6. Poli (ADP-Riboz) Polimeraz (PARP)’in Yapisi
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Poli (ADP-Riboz) Polimeraz (PARP)lar, DNA tamirine ek olarak ¢oklu

hiicresel islemleri yerine getiren enzim ailesindendir. PARP1 en iyi karakterize
edilmistir ve iki DNA hasar ile aktive olan PARP’lardan birisidir. Poli (ADP-
Riboz) Polimeraz (PARP, MW: 116 kDa) c¢ekirdekteki en fazla bulunan

proteinlerden birisidir. Hedef hiicresel proteinlerdeki NAD+ molekiillerinden

ADP-riboz’un polimerizasyonunu dogrusal ya da dallanmis polimerlere tutunarak

katalizlemektedir. Bu 116 kDa protein, {i¢ ana domainden olugmaktadir. Bunlar;
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amino N-terminal DNA- bagli domain (DBD), otomodifikasyon domain ve bir de
karboksi C-terminal katalitik domaindir. PARP ¢ogu molekiilde ve hiicresel
siireclerde birgok rol tistlenmektedir, bunlar; DNA hasar belirlenmesi ve onarimi,
kromatin modifikasyonlari, transkripsiyon ve hiicresel Oliim yollaridir. Bu
siiregcler; genom onarimi, karsinogenez, yaslanma, iltthaplanma ve noron
fonksiyonlar1 gibi fizyolojik ve patolojik sonuglarda c¢ok kritiktir (Invitrogen
ELISA PARP Kit, 2011).

PARPI1 ti¢ fonksiyonel gruptan olusan hiicresel bir proteindir (Sekil 1.4).
Amino terminal DNA baglanma bolgesi ve iki adet ‘zinc finger bolgesi’
icermektedir ve bunlar PARP1’in DNA’nin tek ve ¢ift zincir hasarlarina
baglanmada 6nemli rol {istlenmektedir. Merkezi oto modifikasyon bolgesi ADP-
Riboz’u cekerek, enzimler tarafindan poli(ADP ribozil)’in kendini sindirmesini
saglar. C- terminal bolgesi, NAD"’nm alt birimindeki ADPRiboz’u protein
alicilarina gonderir (Rouleau ve ark. 2010).

Otonvodifi-

DMA Baglanma Bolgesi kazyon e e
Bilgesi Katalitik Bolgze

100%
PArP-1 HIEIEZ B8 E==1 SN =

L B f

Zinc fingers NLS BRCT Altif Biilge

Sekil 1.4. Poli (ADP-Riboz) Polimeraz (PARP)1’in yapisi

1.6.1. Poli (ADP-Riboz) polimeraz (PARP)’1n apoptozdaki rolii

Kaspazin ilk belirlenmis substratlarindan olan PARP; 6zellikle, apoptoz ve
nekrozda gorev almaktadir ve biyologlar tarafindan “6liim substrati” olarak

taninmaktadir, ¢ilinkii kaspaz substratlarinin ilk tespit edilenlerindendir. Apoptoz
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stirecinde, kaspaz 7 ve kaspaz 3, Asp214 ve Gly215 arasinda PARP’1 yarmaktadir
ve p85 ve p25 pargalarina ayirmaktadir. PARP yariklanmasi DBD ile katalitik
domaini birbirinden ayirir ve enzimleri inaktif hale getirir. Bu islem apoptoz
sirasinda  DNA parcalanmasina karsilik olarak PARP aktivasyonunu yok
etmektedir ve nekrotik hiicre 6liimiinde gerekli ATP tiikketimi ve DNA onarim i¢in
gerekli bosuna g¢abalara engel olmaktadir. Bundan dolayi, PARP yariklanmasi
hiicrenin, apoptotik yola girmesi i¢in yardimci olur ve apoptozun ayirt edici
ozelligi olarak kabul edilmektedir (Sekil 1.5) (Chiarugi ve ark. 2002; Invitrogen
ELISA PARP Kit, 2011).
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Sekil 1.5. Poli (ADP-Riboz) Polimeraz (PARP)’1n apoptozdaki rolii ve sematik gosterimi
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DNA’daki hasar miktarina gore PARP gorev yapmaktadir. Eger DNA’daki hasar
cok yiiksek ise PARP, ATP/NAD tiiketimiyle hiicreyi nekroza gotiiriir. Eger
DNA’daki hasar az miktarda ise diger DNA onarim enzimleriyle birlikte PARP
DNA onarmminda gorev alarak hiicrenin yasamasini saglar, kaspaz ailesinden
apoptozda ¢ok kritik rol iistlenen ve PARP’1n yariklanmasinin ana sorumlusu olan
kaspaz 3 (Boulares ve ark. 1999) aktiflesmis ise PARP yariklanmasi
gerceklestirilerek, hiicre apoptoza gitmektedir (Sekil 1.6).

Nicotinamide
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Sekil 1.6. PARP’1n hiicre 6liimiindeki rolii (Agarwal ve ark. 2009)


http://www.rbej.com/content/7/1/143/figure/F3?highres=y
http://www.rbej.com/content/7/1/143/figure/F3?highres=y

@ ANADOLU UNIVERSITESI

17

1.7. Anjiyojenez (Yeni Kan Damar1 Olusumu)

Anjiyojenez, daha onceden bulunan damardaki yeni formasyonlarla yeni
damarlanmanin olmasidir. Yara iyilesmesi gibi c¢ogu fizyolojik durumlarda
anjiyojenez gegicidir ve gorevini yerine getirdikten sonra yeni damarlanma geri
cekilmektedir. Ancak, ikincil tiimdrlerin yerlesmesinde damarlanma devam eder.
Mikro dolasim, hiicre zarmin alt kismindaki endotel hiicrelerinin tiipleri olan
kilcal damarlardan olusmustur. Anjiyojenez ilk olarak hiicre gogii ve endotel
hiicre ¢ogalmasinin uyarilmasini igerir. Sonra da diiz kas hiicreleri gibi diger
hiicrelerinde olaya dahil olmasiyla morfogenez ve yeni damar tamiriyle
olmaktadir. Tiimor gelisimi ve metastaz i¢in bir¢ok anjiyojenik faktor vardir ve en
onemli tedavi yontemi de anjiyojenezdir (Sasaki ve ark. 1998).

Anjiyojenez, insan viicudunda dogal fizyolojik bir olay olabildigi gibi
patolojik de olabilen bir olaydir. Anjiyojenezin molekiiler mekanizmasi
¢oziilebilirse, tiimorler basta olmak iizere bir¢ok hastalik i¢in yeni tedavi
yaklasimlar1 gelistirilebilecek ve bu hastaliklarin tedavisinde basarili sonuglar
alinabilecektir.  Anjiyojenez biiylime faktorleri, sitokinler ve bunlarin
reseptOrlerinin rol oynadigi karmagsik bir olaydir. Endotel hiicreleri bu olayda
temel rol oynamaktadir (Konukoglu ve ark. 2005). Antianjiojenik yaklagimlarin
hedefi ise homojen ve neoplastik olmadig: i¢cin daha az direngli olan endotel
hiicreleri ve damar duvarina ait diger yardimci hiicrelerdir. Bunun disinda baska
bir¢ok 6zellik anti-anjiyojenik terapiyi kemoterapiye gore iistiin kilmaktadir.

Anjiyojenez, timér kiitlesi 1-2 mm® oldugunda ¢ok Gnemli rol
uistlenmektedir. Timor metastaz1 kanser hastalarindaki 6liim oraninin en 6nemli
nedenidir. TimoOr metastazi bes ana adimdan olusan karmasik bir islemler dizisi
sonucunda olusur. Bu adimlar; anjiyojenez, endotel hiicrenin zarina tutunma,
hiicre zarmin lokal proteolitik yikimi, ikincil bolgeye gog, ikincil bolgenin
proliferasyonu ve tekrar yeni kan damarinin olusumu metastaz igin gerekli olur
(Sekil 1.7). Iste bu yiizden anjiyojenez inhibisyonu kanser cesitleri igin giiclii ve
secici bir tedavi sekli olmaktadir (Singh ve ark. 1997).
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Sekil 1.7. Anjiyojenez olusumunun asamalari. Endotel hiicre reseptérlerine biyiime faktorii
baglandiktan sonra aktiflesirler (A). Bu durum proteazlar tarafindan kan damarlarinin
bazal membranin bozulmasiyla devam eder (B), Artik endotel hiicreler anjiyojenik
uyar1 yapilmis bolgeye goc¢ edebilir ve orada ¢ogalabilirler, bazal membran {izerinde
prematiire damarlar olusur (C), yeni olusmus iki damar birlesir ve timdér damar
sistemine katilmig olur (D) (Diemer ve Rétey, 2011)

Anjiyojenez, c¢ogunlukla peptitlerden olusan anjiyojenik faktorlerle
uyartlmaktadir. Cogu anjiyojenik faktor ayni zamanda fibroblast bitylime faktorii
(FGF), vaskular endotel biliylime faktorii (VEGF) gibi biliylime faktoriidiirler.
Anjiyojenik faktorler birgok normal dokudan ¢ok az miktarda iiretilmektedirler.
Uretilmeleri oksijen yetersizligi ve tiimorler tarafindan diizenlenmektedir. Oksijen
yetmezligi (Hypoxia) serin/threonin protein kinazlarini (stres aktiviteli protein
kinazlari, SAPK) aktive eder ve bunlar hipoksi indiiklenmis transkripsiyon
faktorleri (HIF) tarafindan 6zel bir geni uyarir. Tiimor baskilayici gen, VHL (von
Hippel-Lindau), diger proteinlerden olusan bir kompleks pVHL proteinini kodlar.

Bu kompleks oksijene bagimli durumlarda HIF’i indirger. pVHL proteini az olan
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hiicreler oksijene bagimli olarak HIF’i indirgeyemez. HIF, VEGF gibi anjiyojenik
faktorlerin  tiretimini  kontrol ettiginden, indirgenme ger¢eklesmediginde
kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi ve timdr kan damar1 olusumu gergeklesir. VEGF,
bliyiik bir glikoprotein olarak salgilanir. FGF gibi VEGF de ECM (heparin gibi
proteoglikanlar) proteoglikanlarla birlikte inaktif kompleksler olarak depolanir.

VEGF’in parakrin etkisi, sadece endotel hiicrelerde bulunan transmembran
reseptorleri tarafindan iletilir ve VEGF sadece bu bolgede mitojenik etkiye
sahiptir. FGF reseptorleri daha genis bir alana yayilmistir. VEGF ve FGF endotel
hiicrelerinde karsilikli etkiye sahiptirler. VEGF reseptorleri, dimerizasyon,
sitoplazmik domainde tirozin fosforilasyonu ve SH domain proteinlerinin alimini
gerektiren tipik kinaz reseptorleridir. Alinan SH domain proteinleri, fosfolipaz C,
GAP ve fosfatidil inozitol-3-kinaz  (phosphatidyl inositol-3-kinase)lari
icermektedir ve her biri endotel hiicre ¢ekirdegindeki ¢ogalma sinyalini
doniistiirme yetenegine sahiptirler. VEGF reseptor genleri, HIF cevab elementini
icerir ve hipoksi tarafindan aktive edilirler. Bu etkilerin yaninda VEGF ayrica
serin proteinazlari ve metalloproteinazlarin salgilanmasini organize eder,
integrinlerin salgilanmasini saglar. Bir¢cok deneyin sonucunda, hizli timor
gelisiminden Once timor igerisindeki damar gelisiminin 6nemli derecede arttigi
gozlenmistir. Ayn1 sekilde elde edilen kanser kitleleri igerisinde, kanserin
sathalaria bagli olarak kilcal damar yogunlugunun arttig1 gézlenmistir. Bunlar da
gostermektedir ki; anjiyojenez tiimor gelisimi igin gok 6nemlidir (King ve Robins,
2006).

1.7.1. Anjiyojenez mekanizmasi

Timoriin ~ biiylimesini  etkileyen faktorlerden biri  de tiimdriin
beslenebilmesi icin kanlanmadir. Cevre konak¢i doku tarafindan kapiller agin
yapilabilmesi ve anjiyojenezin gerceklesmesi igin farkli uyarict ve inhibitor
molekiiller sentezlenir. Tiimoriin biiylimesi avaskuler ve vaskular faz olmak iizere
iki asamadan olusur. Ayrica anjiyojenez igin ¢esitli uyarict maddeler gereklidir.
ve anjiyojenez siirecinde birgok uyarict ve baskilayici molekiiller gorev

almaktadir. Bunlar epitel hiicre gociinli ve poliferasyonunu diizenler. Fibroblast
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biiyiime faktorii ve vaskular endotel biliylime faktorii yeni ve duyarli markirlar
olarak degerlendirilmekte olup Onemli anjiyojenez indiikleyici, tiimoriin
progresyonu, metastazi ve prognozunu belirlemede kullanilmaktadir (Karaagac,
2006).

Anjiyojenez, yara iyilesmesi, fertilizasyondan sonra plasenta gelismesi,
menstruasyondan sonra uterus i¢ tabakasinin yenilenmesinde yer alir. Pro
anjiyojenik ve anti-anjiyojenik faktorler arasindaki denge bozuldugunda
anjiyojenez kontrol edilemez ve ozellikle de tiimor hiicrelerinin yayilmasina
neden olan bir mekanizma halini almaktadir (Konukoglu ve ark. 2005)

Anjiyojenezin engellenmesi kanser tedavilerinde dnemli bir rol oynadigi
icin son yillarda anjiyojeneze yol agan sinyal yollarmin ortaya cikarilmasi
arastirmacilarin ilgi alan1 olmustur. Tiimor hiicrelerinde, yliksek metabolik hizin
yol agtig1 diistiik oksijenli ortam (hipoksiya) sonucu hiicresel dengeler bozulur.
Diisiik oksijenli ortam tiimor gelisiminin ilk safhalarindan itibaren goriilmektedir.
Tiimor biiylimesi ve yayilmasina yol agan yeni damar olusumlarindan sonra da
timoriin  oksijen istegi yeterince karsilanamamakta, diisiik oksijenli ortam
varligimm siirdiirmektedir. Bu sebeple tiimor hiicresinin diisiik oksijenli ortama
gosterdigi tepkinin 6nemli basamaklarini, genler lizerinde etkili hiicre i¢i sinyal
yollarim etkileyerek karsilamaktadir. Hipoksiya bagimli transkripsiyon faktorii
(HIF), anjiyojenez ile iliskili sinyal iletiminde rol oynayan en 6nemli faktorlerden
biridir. HIF, hipoksiya yoluyla aktive olan bir transkripsiyon faktoriidiir ve
vaskiiler endotel biiytime faktorii (VEGF) gibi baz1 6zel gen faktorlerinin tiretimi
tizerinde etkiye sahiptir. VEGF, tiimor anjiyojenezindeki en 6nemli molekiillerden
biridir. VEGF, vaskiiler endotel hiicrelerinin sayica artmalarini, yeni olusan
damarda yasamlarini siirdiirmelerini, anjiyojeneze ve yayilmaya yol agcan matriks
metalloproteinaz  (MMP) gibi matriks pargalayict enzimlerin  artigini
saglamaktadir. Tiimor hiicrelerinin metastaz yapma 06zelligi kazanmalarinda bu
anjiyojenik etkinin 6nemli oldugu bildirilmistir (Durak ve ark. 2005). Anjiyojenez
sirasinda  birgok gen ve hiicresel mekanizma rol oynamaktadir. VEGF
reseptorlerinin aktivasyonu; fosfolipaz-C, fosfoinositol-3 kinaz ve ras GTPaz
aktivator proteinleri gibi bir dizi hiicre i¢i sinyal iletim proteinlerini fosforile

ederek endotel hiicrelerinin proliferasyon, migrasyon ve diferansiyasyonunu
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saglar. Nitrik oksit (NO) ise anjiyojenezin VEGF-bagimli bir mediyatoridiir.
VEGEF’in NO sentez enzimi tizerindeki uyarici etkisi sonucu olusan NO, endotel
hiicre migrasyonunda rol alir. Basta RAS, SRC ve HER-2 onkogenleri olmak iizere
VEGF diizeyi; p53 gen mutasyonu, IL-1p8, IL-6, IL-10, IL-13, FGF-4, PDGF,
TGF-B, IGF-1, TNF-a ve NO gibi bir¢ok endojen ajan ile diizenlenmekte ve
timor hiicrelerinde  VEGF ekspresyonu artmaktadir (Paul ve ark. 2009;
Kountouras ve ark. 2005). Disiik glikoz seviyesi, oksidatif stres ve ozellikle
hipoksik ortamda diizeyi hizla artan hypoxia-inducible transkripsiyon faktor-1
(HIF-1) de VEGF salimiminda etkili rol oynamaktadir. Ayrica, VEGF muhtemel
temel anjiyojenik faktor olma 6zelligi yaninda; VEGF’e maruz kalan damarlar da,
endotel hiicreleri arasinda penestrasyon, vesikiiler organeller ve transseliiler
bosluk olusumuna olanak saglayarak hiicresel gegirgenligini artirir. Endotel
hiicreleri igin migrasyon oOzelliginin yan1 sira VEGF; hiicredist matriks
yikimmdan sorumlu olan matriks metalloproteazlar ile iirokinaz ve doku-tipi
plazminojen aktivatorlerinin salintmimi1 da uyarir. Boylelikle invazyon ve
metastazi da kolaylastirir. Anti-anjiyojenik ilaglar yeni damar olusumunu
engelleyici iken, damar hedefli bilesikler var olan damarlar tahrip edicidir (Yiicel

ve ark. 2005).

1.7.2. Vaskiiler endotel biiyiime faktorii (VEGF), yapisi ve anjiyojenezdeki

roli

Vaskiiler endotel biiyiime faktorii (VEGF) anjiyojenezde ¢ok onemli bir
rol istlendiginden {izerinde bir¢ok calisma yapilmistir. VEGF biiylime
faktorlerindendir ve bes farkli izoformu bulunmaktadir. Bunlar; VEGF 121, 145,
165, 189 ve 206°dir (Sekil 1.8).
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Sekil 1.8. VEGF ve izoformlari

Bu izoformlarin hepsi heparine baglanir ve VEGF 121 hari¢ dimerik
yapiya sahiptirler. Insan VEGF 165, 46 kDa homodimer ve 23 kDa monomer
olarak sentezlenir. Biitlin izoformlar uyar1 dizisine sahiptir VEGF 189 ve 206
salgilatilirken; VEGF 121, 145 ve 165 hem salgilatilir hem de gegirgen bir yapiya
sahiptir. VEGF 121 ve 165’de bulunmayan ekzon 6 amino grup asit¢e zengin bir
bolgedir. Bu izoformlarin biyolojik aktiviteleri ve reseptdr baglanma ozellikleri
birbirinden farklilik gdstermektedir ve bu farkliliklar heparin siilfat
proteoglikanlara olan farkli baglanma kapasitelerinden kaynaklanmaktadir. VEGF
monomerleri paralel olmayan ve kovalent bagl disulfit kopriilerinden
olusmaktadir. VEGF’in KDR (VEGF reseptor 2) reseptorlerine baglanma
bolgeleri, digerlerin sonunda bulunan iki adet baglanma yilizeyinde yerlesmistir.
VEGEF i¢in yiiksek afiniteli iki adet (Flt-1/ VEGF-RI, KDR/VEGF-R2) protein
tirozin kinaz (PTK) reseptorii belirlenmistir. Bu iki reseptor birbiriyle % 44

oraninda aminoasit benzerligi bulunmaktadir. VEGF reseptorlerinin  domain
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yapisi, PTK (class III) reseptorleriyle benzer 6zellik gostermektedir (Zachary,
1998).

VEGF ve reseptorii tirozin kinaz anjiyojenezde ¢ok Onemli rol
istlenmektedir. En ¢ok c¢alisilmis VEGF izoformu VEGF-A’dir ve hiicre goci,
proliferasyonu, yasamasinda ¢ok dnemli rol oynamaktadir. VEGF-A’nin bilinen
izoformlar1 VEGF 121, VEGF 165, VEGF 189 ve VEGF 206’dir ve bu izoformlar
arasinda en cok calisilmis olan1 da VEGF165°dir. VEGF-A’nin ilk kez vaskuler
gecirgenlik yetenegini artirict Ozelligi calisilmistir ve bundan dolay1 vaskular
gecirgenlik faktorii (VPF)31 denilmistir. Daha sonra vaskuler endotel hiicrelerinin
biiyiimesini artirdig1 belirlenmistir. VEGF tiimdr hiicrelerinden salgilandiginda
vaskuler endotel hiicrelerinde bulunan hiicre yiizey reseptorleriyle (VEGFR-1 ve
2) etkilesmektedir. VEGFR-1’in ¢06ziinebilir formu VEGF-A’nin VEGFR-2
tizerindeki sinyal yolunu engelleyerek yalanci reseptor olarak caligsmaktadir.
VEGF-A165 bir¢ok insan tiimoriinde fazla salgilanmaktadir ve bu salgilanma
kanser ilerlemesi, invazyonu, metastazi, mikro damar yogunlasmasi ve hastanin
yasam sansinin azalmasi ile dogrudan iliskilendirilmektedir (Cook ve Figg, 2010).

Sekil 1.9’da VEGF’in, vaskiiler gecirgenligi artirarak; iyonlarin gegisini
diizenledigi, hiicre gocli ve proliferasyonunu artirdigi, ayrica tiimor invazyonunu
saglayan proteazlarin salimimina yardimei olduguna dair asamalar 6zetlenmistir

(Calik, 2008).
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Sekil 1.9. Tiimdr anjiyojenezindeki asamalar ve VEGF’in anjiyojenezdeki rolii (Calik, 2008)

Anjiyojenez, daha onceden bulunan damardaki yeni formasyonlarla yeni
damarlanmanin olmasidir. Yara iyilesmesi gibi ¢ogu fizyolojik durumlarda
anjiyojenez gegicidir ve gorevini yerine getirdikten sonra yeni damarlanma geri
¢ekilmektedir. Ancak, ikincil timorlerin yerlesmesinde damarlanma devam eder.
Mikro dolasim, hiicre zarinin alt kismindaki endotel hiicrelerinin tiipleri olan
kilcal damarlardan olusmustur. Anjiyojenez ilk olarak hiicre gocii ve endotel
hiicre ¢ogalmasinin uyarilmasini igerir. Sonra da diiz kas hiicreleri gibi diger
hiicrelerinde olaya dahil olmasiyla morfogenez ve yeni damar tamiriyle
olmaktadir. Tiimor gelisimi ve metastaz igin bir¢ok anjiyojenik faktor vardir ve en

onemli tedavi yontemi de anjiyojenezdir (Sasaki ve ark. 1998).
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Anjiyojenez, insan viicudunda dogal fizyolojik bir olay olabildigi gibi
patolojik de olabilen bir olaydir. Anjiyojenezin molekiiler mekanizmasi
¢oziilebilirse, tiimorler basta olmak tizere bir¢ok hastalik igin yeni tedavi
yaklasimlar1 gelistirilebilecek ve bu hastaliklarin tedavisinde basarili sonuglar
alinabilecektir.  Anjiyojenez biliylime faktorleri, sitokinler ve bunlarin
reseptoOrlerinin rol oynadigi karmasik bir olaydir. Endotel hiicreleri bu olayda
temel rol oynamaktadir (Konukoglu ve ark. 2005). Antianjiojenik yaklasimlarin
hedefi ise homojen ve neoplastik olmadigr i¢in daha az direngli olan endotel
hiicreleri ve damar duvarina ait diger yardimci hiicrelerdir. Bunun disinda baska
bircok 6zellik anti-anjiyojenik terapiyi kemoterapiye gore iistiin kilmaktadir.

Anjiyojenez, timér kiitlesi 1-2 mm® oldugunda ¢ok &énemli rol
iistlenmektedir. Tiimor metastaz1 kanser hastalarindaki 6liim oraninin en 6nemli
nedenidir. Tiimor metastazi bes ana adimdan olusan karmasik bir islemler dizisi
sonucunda olusur. Bu adimlar; anjiyojenez, endotel hiicrenin zarmna tutunma,
hiicre zarmin lokal proteolitik yikimi, ikincil bolgeye gog, ikincil bdlgenin
proliferasyonu ve tekrar yeni kan damarmin olusumu metastaz i¢in gerekli olur.
Iste bu yiizden anjiyojenez inhibisyonu kanser cesitleri i¢in giiclii ve segici bir
tedavi sekli olmaktadir (Singh ve ark. 1997).

1.7.3. Tiimor anjiyojenezinde 6nemli terapotik hedef molekiiller

Timor anjiyojenezini engelleyen bir¢ok potansiyel terapotik hedef
belirlenmistir. Bunlar birgok alt sinifa ayrilirlar.
1. Proto anjiyojenik faktorler veya reseptorleri (VEGF, Ang-1, bFGF, PDGF).
2. Proteaz inhibitorleri (MMP).
3. ECM iiretim inhibitorleri ya da hiicre-ECM yapismasina ihtiya¢ duyan damar
stabilizasyonu ve reseptorleri (TGF-b, aVb3 ve avb5 integrinler);
4. Dogal inhibitorler (thrombospondin, angiostatin, endostatin)

5. HIF-1a iiretimini durduran ajanlar (King ve Robins, 2006).
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1.8.  Funguslar ve Sekonder Metabolitler

Mantarlar essiz biyokimyasal yollara sahip birgok tiir icermektedir. Bu
biyokimyasal yollarin {irtinleri; penisilin, siklosporin, statinler, aflotoksin,
fumagillin gibi triinlerdir. Diger diisiik molekiil agirlikli fungal metabolitlerle
birlikte bu dogal {iriinlere, sekonder metabolitler denilmektedir. Sekonder
metabolitler, funguslarin temel metabolizmalar1 i¢in gerekli degildir. Genellikle
biyoaktif, diisiik molekiil agirliktadirlar ve tiretimleri morfolojik degismenin belli
bir déneminde gergeklesir (Keller ve ark. 2005). Aspergillus fumigatus birgok
bilim adami tarafindan arastirilmis ve birgok sekonder metabolit iirettigi
bildirilmistir (Turner, 1971; Turner ve Aldrich, 1983; Cole ve Cox, 1981; Cole ve
Schweikert, 2003a ve 2003b; Cole ve ark. 2003; Rementeria ve ark. 2005).
Fumagillin de, Aspergillus fumigatus fresenius’dan elde edilmis olan bir
antibiyotik tiirevidir (sekonder metabolit) (Ataergin ve ark. 1999).

Funguslar, klorofil igcermeyen heterotrofik, Okaryotik bir organizma
grubudur. Hiicre ¢eperine sahip olmalari, hareketsiz olmalart ve sporlar
aracilifiyla cogalmalar1 gibi Ozellikleriyle bitkilere benzerler. Ancak, yliksek
bitkilerdeki gibi gévde, kok ve yapraklara sahip degildirler ve karmagik bir
vaskiiler sistem gelismemistir, baslica karbonhidrat depo {iriinleri glikojendir.
Funguslar genel olarak ipliksi (filamentli) bir yapiya sahiptirler. Cekirdekleri
kiiciik olmasina ragmen ayirtedilebilmektedir. Fungal metabolitlerden anjiyojenez
inhibitérii yeni metabolitlerin kesfedilmesi, kanser tedavilerinde kemoterapiyi
zorlagtiran ve hastanin yasam siiresini kisaltan metastaz ve invazyon
mekanizmalarim1 ortadan kaldirmak igin son yillarin ¢alisma konusu haline

gelmistir (Ingber ve ark. 1990).

1.8.1. Fumagillin

Anjiyojenik terapétikleri, tiimor damarlarint bulmada ¢ok cazip bir yontem
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. En 6nemli potansiyel anjiyojenik ajan ise Folkman
laboratuarlarinda  Aspergillus  fumigatus’den izole edilmis fumagillindir.

Fumagillin kimyasal olarak ilag aday1 olmasi i¢in modifiye edilmis (TNP-470) ve
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Kaposi’s sarkoma, renal hiicre karsinoma, beyin kanseri, meme kanseri, bogaz
kanseri ve prostat kanseri i¢in faz I/II denemeleri yapilmistir. Yi Zhang ve ark.
kimyasal genetik yontemleri kullanarak, metiyonin aminopeptidazin fumagilline
dogrudan baglandigin1 gostermis ve yayimlamiglardir. Hem fumagillin hem de
TNP-470, MetAP-2’ye baglanmakta ve aktivitesini inhibe etmektedir (Zhang ve
ark. 2006).

Fumagillin, 1951 yilinda Aspergillus fumigatus’den izole edilmistir bir¢ok
ilging biyolojik aktivite gostermektedir. Fumagillin ilk basta antimikrobiyal ajan
olarak tanimlanmistir ancak, son zamanlarda Folkman ve ark. tarafindan yapilan
calismalar bu maddenin potansiyel ve Segici anjiyojenez inhibitorii oldugunu
ortaya c¢ikarmiglardir. Yakin zamanda fumagillinin analogu olan TNP-470,
fumagillinden daha iyi terapotik etki gosterdigi kesfedilmistir Bu son caligma
fumagillinin  metiyonin aminopeptidazi inhibe ettigini ortaya ¢ikarmustir.
Fumagillin ve MetAp-2 kompleksinin X-ray yapist fumagillin ve analoglarinin
sentez ilgisini artirmistir (Picoul ve ark. 2003).

Fumagillinin, molekiiler formiilii CysH3407 ve molekiiler agirlign 458,5
gr/mol’diir. Endotel hiicrelerin proliferasyonunda, anti timoér aktiviteli ve
metiyonin-aminopeptidaz ~ MetAp-2’ye kovalent baglanabilme 6zellikleri
gostermektedir. Fumagillin, Aspergillus fumigatus fresenius’dan elde edilmis olan
bir antibiyotik tiirevidir (sekonder metabolit). /n vitro olarak endotel
proliferasyonunu, in vivo olarak ise anjiyojenezi inhibe eder. TNP-470 (AGM-
1470), fumagillinden daha etkin ve daha az toksin 6zelligi olan bir fumagillin
analogudur (Sekil 1.10). Anti-anjiyojenez aktivitesi ve endotel hiicre
proliferasyonunu inhibe etme o6zelligi fumagillinden daha fazladir. Pikomolar
konsantrasyonlarda ¢ogalmis endotel hiicrelerini inhibe ederken, 100-10.000 kat
yiiksek konsantrasyonlarda pek c¢ok tiimor hiicresinin biiylimesi inhibe olur.
Anjiyostatin gibi spesifik bir inhibitor olmamasina ragmen, endotel hiicrelerine
kars1 oldukga segici bir anjiyojenez inhibitoriidiir. Kolon kanseri ve diger bazi
solid tiimdrlerde calismalar1 devam etmektedir (Ataergin ve ark. 1999). AGM-
1470 sistemik olarak verildiginde implante edilmis gliomlarda anjiyojenezin
azaltilarak biiyiimenin durduruldugu (Taki ve ark. 1994), intrakranial gliomlarin

inhibe oldugu ve hastalarin yasam siiresinin uzadig1 gozlenmistir (Takamiya ve
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ark. 1994). Fumagillinden bagka azaspiren metaboliti de Neosartorya tiirlerinden

izole edilmistir.

¢ "ocn, Fumagillin I OCHs  TNP-470
6 Bl
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Sekil 1.10. Fumagillin ve analogu TNP-470’in kimyasal yapisi

Aspergillus fumigatus antianjiyojenik etki potansiyeli olan bir¢ok sekonder
metabolit liretmektedir. Bunlardan en iy1 ¢alisilmis olan1 fumagillindir. Fumagillin
vaskular endotel biiylime faktoriinii azaltici etki gdstermektedir (Kontoyiannis,
2010).

Bir fungal metabolit olan fumagillin yeni kan damari olusumunu
baskilamaktadir. Sentetik analogu TNP-470 ve fumagillol, antikanser ajan olarak
klinik deneme asamasindadir. Fumagillinin spesifik molekiiler hedefi MetAp-
2°dir ve bu o6zellik genetigi degistirilmis mantar tiirleriyle de dogrulanmustir.
Fumagillin analoglarimin in vitro olarak MetAp-2’yi inhibe etme 6zelligi; MetAp-
2’nin fumagillin temelli terapotik ajanlarin hedefi oldugunu gostermektedir (Liu
ve ark. 1998).

Kanserlerde yeni tedavi yaklasimlarinda, biiylime faktorleri ve reseptorleri,
sinyal iletim yolaklari, anjiyojenez ve ECM hedef alinarak hedefe yonelik tedavi
yapilmaya c¢alisilmaktadir (Cao, 2001). Anjiyojenezde en oOnemli mediator
VEGEF’dir. Dolayisi ile anjiyojenez tedavisinde en 6nemli hedef VEGF ve VEGF
reseptorleridir. Avastin VEGF inhibitorii ve Sugen, VEGF reseptor inhibitorii
olup kanser tedavisi g¢aligmalarinda kullanilmaktadir (Turner ve ark. 1983).

Monoklonal EGF Reseptor antikorlari olan C225 (cetuximab) ile caligmalar
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devam etmektedir. Tek bir anjiyojenez inhibitorii ile yapilan tedaviler, daha fazla
inhibitorle yapilan ¢aligmalara gore daha kotii sonu¢ vermistir. Ciinkli tiimdr
hiicreleri bir¢cok anjiyojenik faktor salgilamaktadir (Brown, 1958). Yapilan
calismalar antianjiyojenik ilaglarin kemoterapi ile kullanildiginda daha iyi
sonuglar verdigini gostermistir. Dolayisi ile anjiyojenik ajanlarin kemoterapi ile
kombine edilerek kullanildigi ¢alismalar devam etmektedir (Cao, 2001).

Fungal metabolitlerden anjiyojenez inhibitorii yeni metabolitlerin
bulunmasi kanser tedavilerinde hep sorun yaratan ve hastalarin hayatta kalma
stiresini kisaltan metastaz, invazyon sorununu ortadan kaldirmak i¢in bir umut

olacaktir.

1.9. Hiicre Kiiltiiriinde Sitotoksisite Testlerinin Onemi

Son yillarda, hiicre kiiltiirlinde hiicrenin canliligint ve ¢ogalmasini
calisabilmek icin birgok yontem gelistirilmistir (Cook ve Mitchell, 1989). Bu
yontemlerden en kullanisli olanlar, 96 kuyucuklu plakalarin kullanildigi modern
deneylerdir. Bu yontemler bir¢cok 6rnegin seri ve hizli bir sekilde analizi imkanin
sunmaktadir. Kolorimetrik ve luminesans temelli yontemler, orneklerin
mikroplaka kullanarak dogrudan ELIZA plaka okuyucuda okunma imkani
saglamaktadir. Sitotoksitite yontemleri hiicre 6limi ve ¢ogalmasiyla ilgili olan
cesitli parametreler kullanilmak iizere gelistirilmistir (Dikmen, 2008; Barutca,
2006; Weyermann ve ark. 2005).

Sitotoksitite, kimyasallarin hiicre ve dokulardaki mekanizmalarini
anlayabilmek i¢in ¢ok onemlidir. Sitotoksitite, kanser olusumu ve iltihaplanma
gibi patolojik siireclerde ¢ok 6nemli rol iistlenmektedir ve serbest radikaller,
irritantlar ve genotoksinler gibi bircok ajanin aktivitelerini diizenleyebilmektedir
(Bombick ve ark. 1998).

Sitotoksisitenin in vitro testler ile Ol¢iilmesinin  birgok faydasi
bulunmaktadir. Bunlardan en 6nemlisi hayvan kullaniminin en aza indirmesidir.
Diger bir avantaji da hiicre ve organa 0zel toksin mekanizmanin

belirlenebilmesidir (Bridges ve ark. 1983).
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Yeni iiriinlerin toksisitesinin in vitro yontemlerle iretimin erken evrelerinde
belirlenebilmesi, harcanan para, zaman ve deney hayvanlarindan kazang

saglayabilir (Knox ve ark. 1986).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Roswell Park Memorial Institute Medyum (RPMI-1640 besiyeri)
(Invitrogen Fetal Bovine Serum (FBS) (Sigma-Aldrich, Almanya), penisilin-
streptomisin ~ (Invitrogen), 10X  Tripsin-EDTA  soliisyonu  (Sigma),
dimetilsiilfoksit (DMSO) (Sigma—Aldrich, Fransa); L-glutamin (Sigma-Aldrich,
Almanya); potasyum dihidrojen fosfat (KHPO,) (Merck, U.S.A); sodyum
karbonat (Merck, U.S.A); sodyum bikarbonat (Merck, U.S.A); sodyum dihidrojen
fosfat (NaH,PQO,) (Merck, U.S.A); sodyum hidroksit (Reidel deHaen, Almanya);
sodyum Kkloriir (Merck, U.S.A); sodyum piruvat (Biochrom, Almanya); tripan
mavisi (Sigma—Aldrich, Fransa), Vascular Endotel Growth Faktor (VEGF) kit
(Invitrogen - Katalog No: KHGO0111, Kalifornia), Cleaved PARP kit (Invitrogen -
Katalog No: KHOO0741, Kalifornia), WST-1(Water soluble Tetrazolium salts)
(Katalog No: 11644807001, Roche- Almanya), Fumagillin (BioChemica-A7737,
Almanya).

2.2. Kullanilan Malzemeler

Hiicre kiiltiir flaski (25 cm®-75 cm?’lik) (TPP, Almanya); kriyotiip (2 mL)
(TRP, Isvigre); kiiltiir plakas1 (6 ve 96 kuyucuklu) (TRP, Isvigre); Thoma lamu,
cesitli cam malzemeler, steril enjektdr (20 mL), filtre (0,22 uM milipor) (TRP-
Almanya); mikropipet ucu (silikonlu 10, 200, 1000 uL) (Eppendorf); santrifiij
tipleri (15, 50 mL) (TPP, Almanya); sarjli pipet (Isolab, Almanya); tek
kullanimlik dereceli pipet (5-10-25mL) (HBG, Almanya); 12 kanalli otomatik
pipet (Eppendorf, Kanada).
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2.3. Kullanilan Aletler

Cedex (Innovatis), xCELLigence (Roche), ELIZA cihaz1 (BioTek), inverted
mikroskop (Leica), su banyosu (Nuve), yiiksek devirli santrifiij (Eppendorf), kuru
hava sterilizatérii (Niive, FN 500), otoklav (Alp), derin dondurucu buzdolabi
(Altus), CO2 inkiibatorii (Thermo Scientific), steril kabin (Heal Force), sivi azot

kab1, otomatik pipetler, hassas terazi (Ohaus, Isvicre).

2.4. Deneylerde Kullanilan MCF7 Hiicreleri

2.4.1. MCFT7 hiicrelerinin kokeni

MCF7 hiicreleri ilk defa 1970 yilinda 69 yasindaki bir kadinin meme
dokusundan izole edilmistir. Kadinin her iki memesi de alinmustir, ilkinde

sOylenen kanserin iyi huylu oldugu; bes sene sonraki ikinci operasyonda alinan

MCEF7 hiicrelerinde kotii huylu kanser tespit edilmistir.

Sekil 2.1. MCF7 hiicrelerinin mikroskop goriintiisii (Mikroskop Biiyiitmesi 40X)
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2.4.2. MCFT7 hiicrelerinin kullanimm

MCEF7 hiicreleri, in vitro meme kanser ¢alismalarinda oldukga fazla tercih
edilmektedir. MCF7 hiicreleri hiicre sitoplazmasinda Ostrojeni Ostradiyol olarak
islemektedir ve bu 0Ozelllk MCF7 hiicrelerini 0Ostrojen pozitif reseptor
yapmaktadir. Buna ek olarak MCF7 hiicrelerinin in vitro iretiminde hiicreler

epitel hiicrelere benzeyen tek tabaka halinde tirerler (Sekil 2.1).

2.5. Kullanilan Arag¢ ve Gereclerin Hazirlanmasi

2.5.1. Kullanilan malzemelerin steril edilmesi

Calismalarda kullanilacak cam ve metal malzemeler aliiminyum folyolara
sarili olarak sterilizatorde 180°C’de 2 saat, sivi soliisyonlar ise 121°C, 1.5
atm/Hg’de 20 dakika steril edilmistir. Kullanilan tiim sivi kimyasallar seliiloz

nitrat filtreden gegirilerek steril edilmistir (Jakoby ve Pastan, 1979).

2.5.2. Fumagillinin dozlarinin hazirlanmasi

Toz halindeki fumagillin (BioChemica - A7737, Almanya) dimetilsiilfoksit
(DMSO; Sigma) icinde ¢oziilerek 100 mM konsantrasyonda ana stok
hazirlanmistir. Bu stok soliisyondan, kiiltir medyumu ile gesitli seyreltme
islemleri yapilarak, 25, 50, 75 ve 100 uM fumagillin konsantrasyonlari
hazirlanmistir. En yiiksek fumagillin konsantrasyonunda, DMSO orant % 0.1
oraninda oldugu i¢in, kontrol grubuna da besi yeri iginde % 0.1 oraninda DMSO
uygulanmistir. Fumagillinden hazirlanan ana stok -20°C’de saklanmustir.
Deneyde kullanilan fumagillin konsantrasyonlar1 da her deney tekrarinda taze

hazirlanarak kullanilmustir.
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2.6.  Invitro Calismalar

2.6.1. MCFT7 hiicre kiiltirii

Stoktan ¢ikarilan MCF7 hiicreleri, inaktif hale getirilmis % 10’luk Fetal
Bovine Serum ve % 1 Penisilin-Streptomisin igeren RPMI-1640 (% 1 L-glutamin,
% 1 sodyum piriivat ve sodyum bikarbonat iceren) besiyeri i¢cinde 25 cm?’lik
flasklarda % 95 hava ve % 5 CO;’li gaz ortaminda ve 37°C’deki inkiibatoriinde
(Thermo Scientific) kiiltiire edilmistir. Cogalan hiicreler yeni 25 ve 75 cm?’lik
flasklara pasajlanmis ve deneylerde kullanilmak iizere yeni hiicre stoklari

hazirlanmstir.

2.6.2. Hiicre sayimlari

Flasklarda bulunan MCF7 hiicreleri goriiniimleri kaldirim taslarini andirir
bicimde flasklar1 % 70 oraninda doldurduklarinda sirasiyla PBS ve PBS-EDTA
(Fosfat Tamponlu-Etilen Diamin Tetraasedik Asit) (PBS: 137 uM NaCl, 2.7 uM
KCl, 15 uM KH3PO,4, 8 uM NaHPO,, pH 7.3, EDTA: 1M) ile yikanmistir. Kiiltiir
kabiin biiyilikliigline ve hiicrenin yogunluguna bagli olarak, 250-450 pL 1X
tripsin EDTA konmus, bir iki dakika etiivde bekletilerek hiicrelerin yapistiklar
flasktan kalkmalar1 saglanmistir. Tripsinin etkisini notralize etmek icin, kalkan
hiicrelerin iizerine hemen besiyeri ilave edilerek, besiyeri-hiicre karigimi santrifiij
tiipline aktarilmistir. 1200 rpm’ de 5 dakika santrifiij sonrasinda, pelet lizerine
besiyeri eklenmis ve pipetleme yapilmistir. WST-1, PARP ve VEGF yontemleri
uygulanmadan 6nce MCF7 hiicreleri tripan mavisi solusyonu ile boyanarak, hem

Thoma lam1 hem de hiicre sayim cihazinda (Cedex) sayilmistir.

2.6.3. WST-1 yontemi ile sitotoksisitenin belirlenmesi

WST-1 bir tetrazolyum tuzu olup, canli hiicrelerin mitokondrilerinde
siiksinat-dehidrogenaz enzimine spesifik olararak baglanir ve suda ¢oziinmeyen

formazan tuzlar1 olusturur. WST-1 yonteminde spektrofotometrik olarak Olciilen
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absorbans degeri, kiiltiirdeki hiicrelerin metabolik aktivitelerini gosterir ve bu
deger de yasayan hiicre sayisi ile iliskilidir. Proliferasyon arttik¢a, formazan tuzu
olusumuna bagli olarak absorbans degeride artis gosterir (Carmicheal ve ark.
1987; Lian ve ark. 2003).

MCF7 hiicreleri % 10’luk Fetal Bovine Serum ve % 1 Penisilin-
Streptomisin iceren RPMI-1640 ortaminda, 37°C° de % 5 CO; inkiibatoriinde
kiiltiire edilmistir. Hiicrelerin yeterince ¢ogalinca hiicre sayim1 yapilarak, hiicreler
96 kuyucuklu plakalara her bir kuyucukta 5.000 hiicre olacak sekilde besiyeri
ortaminda ekilmis ve yapismalart icin 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
DMSO’da ¢oziilerek hazirlanmis olan fumagillin stok soliisyonundan hiicre kiiltiir
besiyeri  i¢inde  gerekli  seyreltmeler  yapilarak uygun  fumagillin
konsansantrasyonlar1 (25, 50, 75 ve 100 pM) hazirlanmistir. Daha sonra
plakalarin igindeki eski besiyeri atilmis ve kuyucuklara taze olarak kiiltiir
besiyerinde hazirlanan fumagillin konsansantrasyonlar1 uygulanmistir. Kontrol
grubundaki hiicrelere de % 0,1 oraninda DMSO igeren besiyeri uygulanmustir.
Daha sonra plakalar 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonlara birakilmistir. Inkiibasyon
stireleri sonunda her bir 96’lik kuyucuktaki hiicreler tizerine, WST-1 Kit
(Invitrogen) prosediirii talimatlarina gére 10 pL WST-1 reaktifi ilave edilerek,
hiicreler 3 saat inkiibatorde inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonunda absorbanslar
420 nm dalga boyunda ELIZA cihazinda, her bir grupta 7 kuyucuk olacak sekilde
okunmustur. Deneyler bir birinden bagimsiz 3 tekrar olarak caligilmistir. Renk
olusumuna gore almman absorbans degerleri, hiicre canliligi ile direkt olarak

iliskilendirilmistir (ELIZA Insan VEGF Kit, Katalog No: KHGO0111, 2011).

2.6.4. Apoptoz ile iliskili olarak PARP yariklanmasimn belirlenmesi

PARP, DNA onarimi, hasarmin belirlenmesi, kromatin degisimleri, hiicre
Oliim reaksiyonlar1 gibi bircok molekiiler ve hiicresel olayda ¢ok &nemli role
sahiptir. PARP, kaspazin ilk belirlenmis substratlarindandir; apoptoz sirasinda
kaspaz 7 ve kaspaz 3, PARP (Asp214/Gly215) proteinleri arasinda yariklanmaya
neden olur ve bunun sonucunda 85 ve 25 kDa’luk fragmentler olusur. PARP

yariklanmasi katalitik domainden DBD’yi1 (DNA baglanma bdlgesi) ayirir ve
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enzimi inaktif hale getirir. Bdylece PARP yariklanmasi, hiicrelerin apoptoz
reaksiyonlarina girmesine neden olur (Neufeld ve ark. 1999).

ELIiZA PARP yariklanma kitinde, kuyucuklar1 6zel bir antikor (116 kDa ve
85 kDa) ile kaplanmis plakalar kullanilmaktadir. Plakada kit igerisinde bulunan
standart konsatrasyonlar ve ornekler calisilmaktadir. Ilk inkiibasyon sirasinda
PARP yariklanma antijeni, deteksiyon antikoruna tutunur. Yikamadan sonra,
anti-rabbit IgG (anti-rabbit IgG-HRP) eklenerek, deteksiyon antikoruna tutunur ve
dort katli bir sandivi¢ olusturulur. Ikinci inkubasyondan ve yikamadan sonra bir
substrat c¢ozeltisi eklenir ve anti-rabbit IgG enzime baglanip renk olusturur. Bu
rengin yogunlugu (okunan absorbans) dogrudan PARP yariklanmasinin
konsantrasyonu ile orantilidir (Elisa Cleaved PARP Kit, 2011).

24 saat fumagillin konsantrasyonu ile inkiibe edilmis MCF7 hiicreleri tripsin
kullanarak kalkmalar1 saglanmis ve her bir 6rnek ayri ayri tiiplere toplanmustir.
Hiicreler iki kere soguk 1X PBS ile yikanmistir. Hiicreleri iceren her bir drnek
tiipline ekstraksiyon tamponu (Sigma-Aldrich, Almanya) ilave edilmis ve 6rnekler
30 dakika buz i¢inde bekletilmistir. Bu siire i¢inde 10 dakika araliklarla tiipler
vortekslenmistir. Konulan hiicre ekstraksiyon tamponu, hiicre miktarina gore
degismektedir. Ornegin; 10° hiicre i¢in 1 mL ekstraksiyon tamponu kullanilir.

30 dakika ekstraksiyon siiresinin sonunda, hiicre ekstraksiyon ornekleri
(lizat) mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmis ve 13.000 rpm de 4°C’de 10 dakika
santrifiij edilmistir. Her bir 6rnegin hiicre lizat1 yeni tliplere konmus ve -80
derecede depolanmastir.

Kit icerisinde bulunan standartlardan tampon i¢in ayiracagimiz kuyucuga 50
pL standart seyreltme tamponu eklenmistir. Kromojen i¢in ayrilan kuyucuklar bos
birakilmistir. Her bir standartin 50 pL’si kendisi i¢in ayrilan standart kuyucuklara
eklenmistir. Ornek kuyucuklarina ise, 50 pL o6rnek (hiicre lizat1) eklenerek
karismas1 saglanmistir. Kromojen i¢in ayrilan kuyucuk haricindeki kuyucuklara
50 uL PARP yariklanma deteksiyon antikoru eklenmistir. Plakanin uzeri filmle
kaplanir ve 3 saat orbital karistiricida 400-600 rpm’de oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Bu inkiibasyon sonunda plaka ters g¢evrilerek ve igindeki sivinin
dokiilmesi saglanmistir. Daha oOnceden hazirlanmis oldugumuz yikama

tamponuyla 4 kere yikanmistir. Kromojen i¢in bos birakilan kuyucuk haricindeki
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kuyucuklara 100 puL. Anti-Rabbit IgG HRP calisma ¢ozeltisi eklenmistir. Tekrar
plaka ince filmle kaplanarak 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Siirenin
sonunda plaka ters cevrilerek ve igindeki sivi kurutma kagidina emdirilmistir.
Yikama tamponuyla 4 kere yikanarak herbir kuyucuga 100 pL stabilize edilmis
kromojen eklenmistir, kuyucuklardaki sivinin rengi maviye donmeye
baglamalidir. Daha sonra 30 dakika karanlikta, oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Siirenin  sonunda biitiin  kuyucuklara durdurma (stop) ¢ozeltisi eklenmistir.
Yavasca karistirilarak ve kuyucuklardaki rengin, sariya donmesi beklenmis ve
hemen plaka 450 nm dalga boyunda ELIZA cihazinda okunmustur. Tablo 2.1°de
kit igerisinde verilen PARP standartlarina ait absorbans ve miktarlar

goriilmektedir.
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Tablo 2.1. PARP Yariklanma kitine gore standart absorbans degerlerine karsilik gelen standart
PARP yariklanma miktarlar1 (ng/mL).

Standart PARP 450 nm Dalga

Yariklanma Miktarlar1 | Boyundaki Absorbans
(ng/mL) Degeri

10 3.01

5 2.19

2.5 1.43

1.25 0.85

0.625 0.49

0.312 0.3

0.156 0.2

0 0.09

2.6.5. Anjiyojenezle iliskili olarak VEGF miktarimin belirlenmesi

Kanser tedavisinde yeni ufuklar vaat eden anjiyojenez inhibitorleriyle
tedavide,  kapiller ~ endotel  hiicrelerinin  proliferasyonunu  6nlemek
amaclanmaktadir. Anjiyojenezde en O6nemli aract molekiil VEGF’dir. VEGF,
vaskiiler endotel hiicrelerinin sayica artmalarini, yeni olusan damarda yasamlarini
stirdiirmelerini, anjiyojeneze ve yayillmaya yol agan matriks metalloproteinaz
(MMP) gibi matriks parcalayict enzimlerin artisin1  saglamaktadir. Timor
hiicrelerinin metastaz yapma 0zelligi kazanmalarinda bu anjiyojenik etkinin
onemli oldugu bildirilmistir (Durak ve ark. 2005). Anjiyojenez sirasinda birgok
gen ve hiicresel mekanizma rol oynamaktadir. VEGF reseptorlerinin aktivasyonu;

fosfolipaz-C, fosfoinositol-3 kinaz ve ras GTPaz aktivator proteinleri gibi bir dizi
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hiicre i¢i sinyal iletim proteinlerini fosforile ederek endotel hiicrelerinin
proliferasyon, migrasyon, ve diferansiyasyonunu saglar (Ataergin ve ark. 1999;
Chiarugi ve ark. 2002).

Bu tez ¢alismasinda, MCF7 hiicreleri fumagillinin belirli konsantrasyonlari
ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda, her bir gruba ait hiicre kiiltiir
siipernatantlarinda VEGF miktarlari, insan-VEGF ELIZA kit ydntemine gore
Olclilmiistir. Bu yontemde kuyucuklart insan VEGF proteinine 06zgii bir
poliklonal antikorla kapli plaka kuyucuklari kullanilmistir ve gruplara ait
absorbans degerleri ELIZA da kolorimetrik yontemle 6lciilmiis ve 6rneklere ait
VEGF miktarlari, VEGF standart grafigi kullanilarak pg/mL  olarak

hesaplanmustir.

2.6.5.1. VEGEF olciimiimde ELiZA yonteminin prensibi

ELIZA VEGF kitinde, kuyucuklar1 6zel bir poliklonal antikor ile kaplanmis
plakalar kullanilmaktadir. Plakada kit igerisinde bulunan standart konsatrasyonlar
ve ornekler calisilmaktadir. Ilk inkubasyon sirasinda insan kit igerisindeki
kullanmis oldugumuz VEGF antijeni, antikora tutunur. Yikamadan sonra, insan
VEGEF i¢in spesifik olan biotinlenmis monoklonal bir antikor eklenir, yikama
isleminden sonra Streptavidin-Peroxidaz (enzim) eklenir bu enzimde
biyotinlenmis antikora baglanarak dort katli sandvi¢ tamamlamus olur. Ugiincii
inkiibasyondan ve baglanmamis enzimleri yikadiktan sonra, renk tiretebilmek i¢in
enzime baglanmis bir substrat soliisyonu eklenir. Bu rengin yogunlugu dogrudan
ilk 6rnekte bulunan insan VEGF konsantrasyonu ile orantilidir (ELISA Human
VEGF Kit, 2011).

2.6.5.2.  Vaskiiler endotel biiyiime faktorii ELIZA kit yonteminin

uygulanmasi

Plakanin ¢aligilacak biitiin kuyucuklarina 50 pL inkiibasyon tamponu

eklenmistir. Kit igerisinde bulunan standartlarin uygulanacagi kuyucuklara 100
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pL standart seyreltme tamponu eklenmistir. Kromojen i¢in ayrilan kuyucuklar
bos birakilmistir. Her bir standartin 100 pL’si kendisine ayrilan standart
kuyucuklara eklenmistir. Ornek kuyucuklarina ise, 50 pL standart seyreltme
tamponu ve 50 uL 6rnek (hiicre slipernatanti) olacak sekilde her bir 6rnegin kendi
kuyucuklarina eklenmistir. Plakanin tizeri filmle kaplanarak ve 2 saat oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Bu inkiibasyon sonunda plaka ters ¢evrilmis ve
icindeki sivinin dokiilmesi saglanmistir. Daha Once hazirlanmis olan yikama
tamponuyla 4 kere yikanmis, kromojen i¢in bos birakilan kuyucuk haricindeki
kuyucuklara 100 pL biyotinlenmis Hu-VEGF (Biotin Konjugat) ¢alisma ¢ozeltisi
eklenmistir. Yavasga sarsarak iyice karigmasi saglanmugtir. Tekrar plaka ince
filmle kaplanarak 1 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Siirenin sonunda
plaka ters gevrilerek ve igindeki sivi kurutma kagidina emdirilmistir. Yikama
tamponuyla 4 kere yikanmis. Daha sonra kromojen i¢in ayrilan kuyucuklar
haricinde diger kuyularin herbirine (standartlar ve 6rnekler) 100 pL Streptavidin-
HRP calisma ¢ozeltisi eklenerek ve plaka kapatilarak oda sicakliginda 30 dakika
inkiibe edilmistir. Siirenin sonunda plaka ters c¢evrilerek ve igindeki sivinin
dokiilmesi saglanmis, yikama tampouyla 4 kere yikanmistir. Her bir kuyucuga
100 pL stabilize kromojen eklenmistir. Kuyucuklardaki sivinin rengi maviye
donmeye baslamalidir. 30 dakika karanlikta, oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Siirenin sonunda biitiin kuyucuklara 100 pL. durdurma(stop) ¢ozeltisi eklenmistir.
Yavagca karistirilarak ve kuyucuklardaki rengin renginin sariya dénmesi
beklenmis ve hemen plaka 450 nm dalga boyunda ELIZA cihazinda okunmustur.
Tablo 2.2°de kit icerisinde verilen VEGF standartlarina ait absorbans ve

miktarlar1 goriilmektedir.
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Tablo 2.2. VEGF kitine gore standart absorbans degerlerine kargilik gelen standart VEGF
miktarlar1 (pg/mL)

Standart VEGF 450 nm Dalga Boyundaki

Miktarlar: Absorbans Degeri

(pg/mL) Enaz En fazla

0 0.06 0.063

23.4 0.105 0.11
46.9 0.147 0.153
93.8 0.251 0.257
188 0.48 0.472
375 0.879 0.847
750 1.633 1.608
1500 2.617 2.634

2.7.  Istatistiksel Degerlendirmeler

[statistiksel degerlendirmeler icin SPSS16.0 programi kullamlmistir. Elde
edilen verilerin tek yonli ANOVA ile post-hoc olarak Tukey testi uygulanarak
anlamliklar1 belirlenmistir. Anlamlilik degerleri; p>0,05 fark yok, p<0,05* fark
var, p<0,01** 6nemli derecede fark var, p<0,001*** ¢cok onemli derecede fark

var olarak degerlendirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Deney Gruplarna Ait MCF7 Hiicrelerinin invert-Mikroskop

Goriintiileri

Sekil 3.1, 3.2, 3.3.”de kontrol ve 25, 50, 75, 100 uM fumagillin konsantrasyonlari
uygulanan MCF7 hiicrelerinin 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon sonundaki
morfolojik gorilintlileri verilmigtir. Fumagillin konsantrasyon ve inkiibasyon

zamani arttik¢a hiicre canlilifinin ve proliferasyonun azaldigi goriilmektedir.

(@)

Sekil 3.1. Kontrol (a) grubuna uygulanan MCF7 hiicrelerinin 24 saatlik inkiibasyon sonundaki
morfolojik goriintiileri (Mikroskop Biiyiitmesi 40X)
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(b)

(©)

Sekil 3.1. (Devam) 25(b) ve 50 puM (c) fumagillinin konsantrasyonu uygulanan MCF7
hiicrelerinin 24 saatlik inkiibasyon sonundaki morfolojik goriintileri (Mikroskop
Biiyiitmesi 40X)
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(€)

Sekil 3.1. (Devam) 75 (d) ve 100 puM (e) fumagillin konsantrasyonu uygulanan MCF7
hiicrelerinin 24 saatlik inkiibasyon sonundaki morfolojik goriintileri (Mikroskop
Biiyiitmesi 40X)
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(b)

Sekil 3.2. Kontrol (a) ve 25 uM (b) fumagillinin konsantrasyonu uygulanan MCF7 hiicrelerinin 48
saatlik inkiibasyon sonundaki morfolojik goriintiileri (Mikroskop Biiyiitmesi 40X)
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(d)

Sekil 3.2. (Devam) 50 (¢) ve 75 puM (d) fumagillinin konsantrasyonu uygulanan MCF7
hiicrelerinin 48 saatlik inkiibasyon sonundaki morfolojik goriintiileri (Mikroskop
Biiyiitmesi 40X)
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(€)

Sekil 3.2. (Devam) 100 pM (e) fumagillin konsantrasyonu uygulanan MCF7 hiicrelerinin 48
saatlik inkiibasyon sonundaki morfolojik goriintiileri (Mikroskop Bitytitmesi 40X)

IVERSITESI

(a)

Sekil 3.3. Kontrol (a) grubu MCF7 hiicrelerinin 72 saatlik inkiibasyon sonundaki morfolojik
gorintiileri (Mikroskop Biiyiitmesi 40X)

@) ANADOLU UN
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(©)

Sekil 3.3. (Devam) 25 (b) ve 50 puM (c) fumagillinin konsantrasyonu uygulanan MCF7
hiicrelerinin 72 saatlik inkiibasyon sonundaki morfolojik goriintiileri (Mikroskop
Biiyiitmesi 40X)
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(d)

O

Sekil 3.3. (Devam) 75 (d) ve 100 uM (e) fumagillinin konsantrasyonu uygulanan MCF7
hiicrelerinin 72 saatlik inkiibasyon sonundaki morfolojik goriintiilleri (Mikroskop
Biiyiitmesi 40X)
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3.2.  Fumagillinin MCF7 Hiicrelerinde Sitotoksik Etkisinin WST-1

Yontemi ile Degerlendirilmesi

Fumagillinin 25, 50, 75 ve 100 uM konsantrasyonlar1 uygulanan MCF7
hiicreleri 24, 48 ve 72. saatlik inkiibasyona birakilmistir. Her bir inkiibasyon
sonunda fumagillinin MCF7 hiicreleri tizerinde sitotoksik etkileri WST-1 yontemi
ile belirlenmistir. Kontrol ve 25, 50, 75, 100 uM fumagillin gruplarmna ait WST-1
(mitokondriyal absorbans) sonuglari ELIZA (Enzim Baglantili Immiinosorbent
Yontemi) cihazinda 420 nm dalga boyunda okutulmustur. Daha sonra her bir
gruba ait 24, 48 ve 72. saatlik % hiicre canlilik degerleri hesaplanmistir. Renk
olusumuna gore alinan absorbans degerleri, hiicre canlilig1 ile direkt olarak
iligkilendirilmektedir. Gruplara ait % canlilik degerleri sonuglar1 Sekil 3.4. ve
Tablo 3.1” de verilmistir.

Fumagillin konsantrasyonlarinin MCF7 hiicrelerinde, konsantrasyon ve
zamana bagli olarak Onemli sitotoksik etkileri belirlenmistir. WST-1 analizi
sonucunda, Sekil 3.4’de goriildiigii gibi fumagillin konsantrasyon ve inkiibasyon
artisina paralel olarak % hiicre canlilik degerlerinde 6nemli derecede azalmalar

goriilmektedir (p<0.001"").
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Fumagillinin MCF-7 Hucrelerinde Sitotoksik Etkileri
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Sekil 3.4 Fumagillin Konsantrasyonlarinin, MCF7 Hiicre Dizisinde WST-1 Yd&ntemine Gore
Hesaplanan 24, 48 ve 72. Saat % Canlilik Degerleri ve Istatistiksel olarak
degerlendirilmesi (Ortalama + Standart Sapma) ( n=7) (p<0,01** Snemli derecede fark
var, p<0,001*** cok 6nemli derecede fark var)

24 saatlik % hiicre canlilik degeri kontrol grubuna gore 25, 50, 75 ve 100
uM fumagillin konsantrasyonlarinda sirasiyla % 87.50, 75.07, 61.58 ve 50.00
olarak hesaplanmustir. Istatistiksel anlamlilik degeri, kontrol grubuna gore 25 pM
fumagillin konsantrasyonunda p<0.01"", 50, 75 ve 100 uM konsantrasyonlarda da
p<0.001"" belirlenmistir.

48 saatlik % canlilik degeri kontrol grubuna gore 25, 50, 75 ve 100 uM
fumagillin konsantrasyonlarinda sirasiyla % 84.36, 66.81, 58.17 ve 49.87 olarak
hesaplanmustir. Istatistiksel anlamlilik degeri, kontrol grubuna gore tiim
fumagillin konsantrasyonunda p<0.001"" belirlenmistir.

72 saatlik % canlilik degeri kontrol grubuna goére 25, 50, 75 ve 100 uM
fumagillin konsantrasyonlarinda sirasiyla % 81.88, 63.60, 45.93 ve 27.30 olarak
hesaplanmustir. Istatistiksel anlamlilik degeri, kontrol grubuna gore tiim

fumagillin konsantrasyonunda p<0.001"" belirlenmistir.
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Tablo 3.1. Fumagillin konsantrasyonlarinin, MCF7 hiicre dizisinde WST-1 yontemine gore

hesaplanan % hiicre canlilik degerleri (n=7)

% HUCRE CANLILIK DEGERLERI (% Kontrol)

GRUPLAR 24. Saat 48. Saat 72. Saat

(Ort. £+ St.Sapma) (Ort. = St. Sapma) (Ort. = St. Sapma)

Kontrol 100 +0.223 100 £ 0.256 100 + 0.444

(% 0.1 DMSO)

25 pM Fumagillin 87.5+0.263 84.36 £0.292 81.88+£0.217
50 uM Fumagillin 75.07 £0.355 66.81 £0.483 63.6 +£0.243

75 uM Fumagillin 61.58 = 0.401 58.17 £0.366 45.93 +0.149
100 pM Fumagillin  50.00 + 0.249 49.87 + 0.490 27.30+£0.110

3.3.  Fumagillinin MCF7 Hiicrelerinde Apoptotik Etkisinin PARP

Yariklanma Miktarina Gore Degerlendirilmesi

Fumagillinin, apoptoz ile iliskisini ac¢iklamak i¢in bu tez ¢aligmasinda,
farkli fumagillin konsantrasyonu uygulanan (25, 50, 75 ve 100 uM) MCF7 hiicre
ekstraktlarinda, PARP proteinin yariklanma miktarlari ELIZA  ydntemi
kullanilarak belirlenmistir. PARP yariklanma miktarint belirlemek i¢in 6nce Kit
iceriginde bulunan belirli PARP standartlar1 ile yontemde detayr agiklanmis olan
kit presediiriine gore ¢alisilmis ve bir standart egri hazirlanmistir (Sekil 3.5). Bu
egrinin hazirlanmasinda kit iceriginde yer alan ve PARP yariklanmasi bilinen
standartlar kullanilmistir. Calismamiz sonucunda standartlara ait okudugumuz
absorbans sonuglart ile kit igceriginde verilen standartlara ait absorbans sonuglari
karsilastirilarak, c¢alismanin  dogrulugu belirlenmistir. Daha sonra PARP

yariklanmasi bilinen standartlardan hazirlanan standart grafikten (Sekil 3.5),
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fumagillin konsantrasyonlar1 uygulanan MCF7 hiicre ekstraktlarina ait drneklerin
absorbanslarina karsilik gelen PARP yariklanma miktarlart hesaplanmistir (Sekil
3.6). Fumagillin konsantrasyonlarinin MCF7 hiicreleriyle yapilan 24 saatlik
inkiibasyonu sonunda, konsantrasyona artigina bagli olarak PARP
yariklanmasinda artisin meydana geldigi belirlenmistir. PARP yariklanma
miktarlar1, kontrol grubunda 2.19 ng/mL , fumagillin konsantrasyonunda (25, 50,
75 ve 100 uM) da sirasiyla 2.47, 2.54, 3.22 ve 4.49 ng/mL olarak hesaplanmuistir.
PARP yariklanma miktarlar1 bakimindan istatistiksel anlamlilik degerleri, kontrol
grubuna gore 25 ve 50 uM fumagillin konsantrasyonunda p>0,05 iken, 75 uM ve
100 uM konsantrasyonlarda p<0,001*** olarak belirlenmistir.

PARP Standart Grafigi
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Sekil 3. 5. PARP standartlariin ELIZA da 6lgiilen absorbans degerleri (450 nm) ve PARP
yariklanma miktarlar1 (ng/mL) (Ortalama + Standart Sapma) (n=5)
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Sekil 3.6. Fumagillin konsantrasyonlarinin MCF7 hiicre dizisi {izerinde PARP yariklanmasina
etkisi (ELIZA da olgiilen absorbans degerleri (450 nm) ne karsilik gelen PARP
yariklanma miktarlari (ng/mL) (Ortalama + Standart Sapma) (n=5) (p<0,001*** :¢cok
onemli derecede fark var)

3.4. Fumagillinin MCF7 Hiicrelerinde Antianjiojenik Etkisinin
VEGF Miktarina Gore Degerlendirilmesi

Fumagillinin, anjiyojenez ile iligkisini agiklamak i¢in bu tez ¢aligmasinda,
farkli fumagillin konsantrasyonu igeren (25, 50, 75 ve 100 uM) MCF7 hiicre
siipernatantinda VEGF miktarlar1 ELIZA yéntemi kullanilarak belirlenmistir.
VEGF miktarini belirlemek i¢in dnce belirli VEGF standartlarina gore bir standart
egri hazirlanmistir (Sekil 3.7). Bu egrinin hazirlanmasinda kit igeriginde yer alan
ve VEGF miktar1 bilinen standartlar kullanilmistir. Calismamiz sonucunda

standartlara ait okudugumuz absorbans sonuclar1 ile kit igeriginde verilen
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standartlara ait absorbans sonuclari karsilagtirilarak, c¢aligmanin dogrulugu
belirlenmistir. Daha sonra VEGF miktar1 bilinen standartlardan hazirlanan
grafikten, fumagillin konsantrasyonlar1 uygulanan MCF7 hiicre ekstraktlarina ait
orneklerin absorbanslarina karsilik gelen VEGF miktarlar1 hesaplanmistir (Sekil
3.8). Fumagillin konsantrasyonlarinin MCF7 hiicrelerinde 24 saatlik inkiibasyonu
sonunda, konsantrasyona ve zamana bagli olarak VEGF miktarinda azalma
oldugu belirlenmistir. VEGF miktarlari, kontrol grubunda 435.75 pg/mL,
fumagillin konsantrasyonlarinda (25, 50, 75 ve 100 uM) da sirasiyla 338.83,
166.03, 121.22 ve 89.93 pg/mL olarak hesaplanmistir. VEGF azalma miktarlar
bakimindan istatistiksel anlamlilik degerleri, kontrole grubuna gore tiim gruplarda

p<0,001*** olarak belirlenmistir.

VEGF Standartlarinin Absorbans Degerleri
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Sekil 3.7. VEGF standartlarmin ELIZA da 6lgiilen absorbans degerleri (450 nm) ve VEGF
miktarlar1 (pg/mL) (Ortalama + Standart Sapma) (n=5)
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VEGF miktar1 (pg/mL)
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Sekil 3. 8. Fumagillinin konsantrasyonlarinin MCF7 hiicre dizisi lizerinde VEGF miktarina etkisi
(ELIZA da élgiilen absorbans degerlerine (450 nm) karsilik gelen VEGF miktarlart
(pg/mL) (Ortalama + Standart Sapma) (n=5) (p<0,001%** :

var)
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4, TARTISMA, SONUC ve ONERILER

Bu tez calismasi, in vitro deneyler igeren bir hiicre kiiltiirii ¢alismasidir.
Hiicre kiiltiirii yontemleri deney hayvani Kullanilan yontemlerine gére, kullanilan
maddenin etkisini kisa siirede ve dogrudan dogruya gdstermektedir. Hiicre kiiltiir
caligmalarinda, hayvan deneyleri gibi etik kurul gereksinimi olmaksizin ¢ok fazla
sayida hiicrenin kullanimi s6z konusu oldugundan diinya genelinde ¢ok yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Bu nedenle molekiiler biyoloji calismalari, kanser
arastirmalar1, sitogenetik, biyokimya, kok hiicre c¢alismalarinda sik sik
kullanilmaktadir (Gad, 2000; Putnam, 2002).

In vitro sitotoksitite testleri, toksik kimyasallarin hiicrelerin temel
fonksiyonlarin1 nasil ve ne kadar etkiledigi temeline dayanmaktadir. Olgiimler
hiicresel zararin degerlendirilmesine gore yapilmaktadir. Bu testlerin
gelistirilmesi, bir¢ok bilesigin toksik etkilerini arastirmak amaciyla yapilmistir
(Barile ve ark. 1994; Davila ve ark. 1990; Todd ve ark. 1999). Kiiltiire edilen
hiicreler kullanilarak yapilan in vitro calismalari, bilesiklerin toksisitesinin
belirlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir (Monteiro-Riviere ve ark. 2009). Bu tiir
caligmalarda, kiiltiir edilmis hiicrelerde sitotoksisiteyi belirlemek i¢in ¢esitli testler
kullanilmaktadir. Bunlar, membranin biitiinliliglinii degerlendirerek hiicre
canliligiin belirlenmesini saglayan MTT, XTT ve WST-1 vb. testleridir (Isik,
2010, Monteiro-Riviere ve ark. 2009). MTT, Notral Red ve WST-1 testleri en
fazla kullanilan yontemler arasindadir (Fotakis ve Timbrell,2005; Kroll ve ark.
2009).

Calismamiza ait, Sekil 3.1, 3.2 ve 3.3’deki mikroskobik goriintiiler ve
Sekil 3.4 ve Tablo 3.1 incelendiginde, MCF7 hiicreleri iizerine fumagillinin
uygulanmasindan sonra, artan konsantrasyonlarina bagli olarak, MCF7
hiicrelerinin canliliginda énemli azalmalar goriilmiistiir.

Bu tez ¢alismasinda, fumagillinin sitotoksik etkileri, WST-1 yontemi
kullanilarak arastirilmis ve fumagillinin zaman ve konsantrasyona bagimli olarak
insan MCF7 meme kanser hiicreleri {izerinde sitotoksik etkiler meydana getirdigi
belirlenmistir. WST-1 absorbans sonuglart kullanilarak, kontrol grubuna gore, her

bir grubun % hiicre canlilik degerleri hesaplanmigtir. 25 ve 50 uM fumagillin
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konsantrasyonlar1 arasinda inkiibasyon zamanina gore % hiicre canlilik
degerlerindeki azalma ¢ok Onemli olmasa da, her bir inkiibasyon siiresi iginde
kontrole gore, 25 ve 50 uM fumagillin konsantrasyonlarindaki % hiicre canlilik
degerindeki azalmalar onem tasimaktadir (Sekil 3.4). Fumagillin konsantrasyon
miktari arttikca sitotoksik etkinin de dogru orantili olarak arttigi, ancak 75 ve 100
uM’lik konsantrasyonlarda onemli derecede bir hiicre Oliimiiniin gergeklestigi
goriilmektedir. 48 ve 72. saatlerde de sitotoksik etkinin 50, 75 ve 100 uM
fumagillin  konsantrasyonlarinda 6nemli diizeyde artmis oldugu dikkati
cekmektedir. Ozellikle 24. saatte kontrole gore % hiicre canliliginin, 75 ve100 uM
fumagillin konsantrasyonunda sirastyla % 61.58 ve 50.00, 48. saatte % 58.17 ve
49.87 ve 72. saatte de % 45.93 ve 27.30 olarak bulunmustur.

Bizim bulgularimiza paralel olarak, fumagillinin ve analoglarinin farkli
kanser hiicreleri {izerine anti kanserojen etkilerinin arastirildigi farkli ¢aligsmalar
mevcuttur. Stevanovic ve ark. (2008), fumagillinin sitotoksik etkisini insan
periferal kan lenfositleri iizerinde incelemisler ve degerlendirmek igin mitotik
indeks, proliferasyon indeksi ve hiicre bdliinme indeksini hesaplamiglardir. Bunun
i¢cin fumagillinin bes konsantrasyonunu (0.34, 0.68, 1.02, 3.07 ve 9.20 pg/mL)
kullanmiglardir. Sonug olarak, hiicreler tizerinde kullanilan en yiiksek ii¢
konsantrasyonun sitotoksik etki gosterdigini rapor etmislerdir.

Miller ve ark. (2004), fumagillin ile HUVEC hiicreleri iizerinde, hiicre
proliferasyonunu belirlemek i¢in yapmis oldugu bir ¢caligmada XTT metodunu
kullanmiglardir. Sonugta fumagillinin hiicreler {izerinde O©nemli derecede
proliferasyonu azalttigini1 gostermislerdir.

Hotz ve ark. (2001), anjiyojenez inhibitorii olan fumagillinin analogu
TNP-470 ile HUVEC hiicreleri iizerinde in vivo ve in vitro ¢alismalarinda, TNP-
470’in 1 pg/mL’den 100 pg/mL’ye kadar konsantrasyonlarini kullanmislardir.
Hiicre proliferasyonunu degerlendirmek i¢in MTT sitotoksitite yOntemini
kullanmislardir. 100 png/mL’de HUVEC hiicre proliferasyonunun énemli derecede
azaldig1 goriilmiistiir.

Yamamoto ve ark. (1999), farkli insan meme kanser hiicreleri tizerinde
(MDA-MB-231, T-47D, MCF7, KPL-1 ve MKL-F), eikosapentaenoik asit (EPA)

ve TNP-470 ile kanser hiicrelerinin biiylimesini aragtirmak i¢in yapmis oldugu
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calismada, EPA ve TNP-470’nin yaklagik lpg/mL konsantrasyonda bagimsiz
olarak biitiin hiicre tiirlerinde hiicre biiyiimesini engelledigi, birlikte etkisinin ise
daha yiiksek konsantrasyonlara kaydigint MTT testi yaparak rapor etmislerdir.

Lin Xia ve ark. (1997), fumagillol (0.01, 0.1, 1, 10, 50 ve 100 ug/mL) ile
hepatoseluler karsinoma (HCC) hiicreleriyle yapmis oldugu MTT sitotoksitite
testi sonucunda, 43 pg/mL’nin fumagillin inhibitér konsantrasyon olarak
belirlemislerdir.

Ueda ve ark. (1999), antianjiyojenik ajan olan TNP-470 (0, 5, 10 ve 50
ng/mL) ile SCC hiicreleri lizerinde anti tiimor etkisini aragtirmak {izere yapmis
oldugu MTT testinde, inhibitér konsantrasyonunu (ICsp) 3-10 ug/mL olarak
belirlenmistir. Ayrica artan konsantrasyona bagli olarak tiimdr biiylimesinde
onemli derecede azalma oldugu gozlemlenmistir.

Hou ve ark. (2009), yaptiklar bir galismada fumagillinin farelerde, timor
agirlig, mikro damar yogunlugu ve pulmoner metastatik odak sayisi {izerine
etkileri ile insan gobek endotel hiicreleri tizerinde siklin E2, ICAM-1 (aktiflesmis
I6kosit hiicre adezyon molekiilii) ve ALCAM (hiicreler aras: adezyon molekiilii)
gen ekspresyonlar1 {izerine etkilerini aragtirmiglardir. Sonu¢ olarak fumagillin
verilmis farelerde daha kiiciik timor kiitlesi ile akcigerde daha az metastaz
oldugunu belirlemislerdir. Ayrica, HUVEC (insan gobek endotel hiicresi)
hiicreleri tizerinde fumagillinin (0.1mg/kg), in vitro hiicre proliferasyonunda ve
tiip formasyon olusumlarinda azalma meydana getirdigini agiklamislardir.

Pyun ve ark. (2004), fumagillinin analogu olan TNP-470’i MetAP-2
inhibitorii olarak kullandiklari bir ¢alismada, HUVEC hiicrelerinde fumagillinin
antianjiyojenik etki gosterdigini rapor etmislerdir.

Sasaki ve ark. (1998), TNP-470’in kemik metastaz1 tizerindeki etkisini,
nude farelerde intrakardiyak enjekte ederek insan meme kanseri hiicre dizisinde
MDA-MB-231 (MDA-231) incelemislerdir. Bir aylik siirede haftada ti¢ kez 30
mg/kg TNP-470 uyguladiktan sonra osteolitik kemik metastazini azalttigini
gbzlemlemislerdir.

Didier (1997)’de fumagillin, albendazol ve TNP-470 ile yaptigi in vitro
calismada, E. intestinalis ve Vittaforma corneae iizerindeki antiparazitlik

etkilerini MTT sitotoksitite testi kullanarak arastirmis ve sonugta ICsop TNP-470’in
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0.35-0.38, fumagillinin 0.515-0.81 ve albendazoliin ise 8.0 ng/mL olarak
bulunmustur.

Yasukawa ve ark. (1999) TNP-470-PVA konjugatinin, endotel hiicre
proliferasyonuna etkisini arastirmak iizere yapmis oldugu bir calismada, XTT
metodunu kullanmis ve HUVEC hiicrelerinin ¢ogalmasini énemli derecede inhibe
ettigini agiklamislardir.

Bizim calismamizda MCF7 hiicrelerinde fumagillin konsantrasyonlarinin
apoptotik etkileri PARP yariklanma miktarlar1 oOlgiilerek arastirilmistir. Bu
nedenle once, PARP standartlarina karsilik absorbans degerlerinden standart
grafigi olusturulmus (Sekil 3.5) ve bu grafikten yararlanarak fumagillin
konsantrasyonlarinin PARP absorbans degerlerine karsilik gelen PARP
yariklanma miktarlar1 hesaplanmistir (Sekil 3.6). WST-1 bulgularimizla da
uyumlu olarak, fumagillin; konsantrasyonuna bagli olarak hiicreler {izerinde
apoptotik etki yaptig1 belirlenmistir. Kontrole gore 25, 50, 75 ve 100 uM’lik
konsantrasyonlarda PARP yariklanma miktarinin belirgin derece artmis oldugu
goriilmistiir. Yapilan literatiir taramasma gore, fumagillinin MCF7 hiicreleri
lizerinde PARP yariklanmasinin ELIZA yoéntemi kullanilarak arastirildign benzer
bir calisma mevcut degildir.

Apoptoz sirasinda DNA pargalanmaktadir. Apoptoz sirasinda kaspaz-7 ve
kaspaz-3, PARP’1 iki parcaya ayirmaktadir. Bunlar p89 kDa’luk Kkatalitik
otomodifikasyon bolgesi ve p24 kDa’luk DNA baglanma bolgesidir. Bu ayrilma,
DNA baglanma bolgesini katalitik bolgeden ayirirlar, sonugta enzim inaktif hale
gelmektedir ve yariklanmig olan pargalar PARP aktivitesini bastirmaktadirlar
(Smulson ve ark. 1998; Vrag ve Szabo 2002; Tewari ve ark. 1995; Germain ve
ark. 1999; Lazebnik ve ark. 1994; Kim ve ark. 2000) PARP inaktivasyonu
apoptozun diizenli bir sekilde islemesi i¢in ¢ok Onemli bir rol iistlenmektedir.
PARP yariklanmasi, DNA pargalanmasi sayesinde PARP’in aktivasyonunu
engellemektedir. Bu da apoptozdaki ATP’ ye duyarli adimlarda hiicresel enerjinin
korunmasini saglamaktadir.

Literatiir bilgileri incelendiginde, PARP’in apoptozda rol aldigi,
yariklanmasinin DNA tamir enzimlerinin ¢aligmasini engellediginden, PARP’1n

da aktivasyonunu engelleyerek apoptozu artirdigr goriilmektedir. Kim ve ark.
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(2000), PARP’1n C-terminal ucunun biyokimyasal roliinii HeLa hiicrelerinde UV -
aracili apoptozla incelemislerdir. Sonuglar PARP’mm bu kisminin PARP
homodimerizasyonunu blokladig1 ve hiicresel aktivitesini engelledigi, PARP’1n
hiicresel aktivitesinin bloklanmasi sonucunda, hiicresel NAD" indirgenmesi ve
uyartlmasinin engellendigini gostermislerdir. Tentori ve ark. (2002), PARP’1n
DNA tamiri sirasinda hafif hasarli DNA onariminda gorev aldigini, DNA
hasarmin biiyiikk oldugu durumlarda ise PARP-1’in aktivasyonu hiicre o6limii
sirasindaki NAD+/ATP tiiketimini artirdigim1 ve nekroza neden oldugunu
belirtmislerdir. PARP-1’in asir1 aktivitesi; felg, miyokard enfarktiisii gibi birgok
Klinik durumda ortaya ¢iktigi ve bu yiizden PARP-1’in kemoterapide antitimor
amagtyla potansiyel hedef olarak kullanildig: belirtilmektedir.

Smulson ve ark. (1998) apoptoz sirasinda DNA’daki PARP’mn p24 ve p89
proteinlerine yariklanmasindan faydalanarak PARP’in kaspaz-3 tarafindan
pargalanan 24 kDa’luk parg¢asinin DNA onarim enzimlerini bloklayarak DNA’nin
onarimini engelledigini géstermislerdir.

Pink ve ark. (2000)’de b-Lapakon (b-lap) ile MCF7 ve T47D hiicre
dizilerinde yapmis oldugu bir c¢alismada diisiik konsantrasyonlarda, PARP
yariklanmas1 goriilmezken konsantrasyona bagimli olarak PARP yariklanma
miktarmin ve dolayistyla da apoptozun arttigini agiklamiglardir.

Benjamin ve ark. (1999) MCF7 hiicreleri tizerinde etoposidin kaspazlari
aktive edip etmedigini arastirdiklari ¢alismada, sonug olarak kullanilan maddenin
100 uM’1nin kaspazlan aktive ettigi, DNA hasariin endojen kaspaz substratlari
tarafindan  uyarildigint  dogrulamak i¢in de PARP yariklanmasim
goriintiilemiglerdir. PARP yariklanma firtinlerini 10 uM konsantrasyona kadar
Western Blot yontemiyle gostermislerdir.

Jo ve ark. (2004) licorice kokiiniin, MCF7 hiicreleri lizerinde zaman ve
konsantrasyona bagli olarak hiicrelerin proliferasyonunu azalttigini ve DNA
parcalanmasina neden oldugunu gostermislerdir. Western Blot analizi sonucunda
apoptoz sirasinda Bax ve Bcl gen ekspresyonlart ve PARP yariklanma miktarinin

anlamli oldugunu rapor etmislerdir.
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Li ve ark. (2006), resveratrol ile MCF7 hiicrelerinde yapmis oldugu
calismada PARP’in yariklandigi ve apoptozu 0-24 saat arast 200 ug/mL
konsantrasyonda 6nemli diizeyde arttirdigini géstermislerdir.

Timor anjiyojenezi, kanser tedavisi i¢in yeni hedefler olusturmaktadir.
Ciinkii anjiyojenezin bastirilmas1 gerekli besin ve oksijenin engellenmesiyle
saglanmaktadir. Antianjiyojenik tedavilerde, genelde anti kanser ilaglarda goriilen
toksitite kaynakli yan etkilerin olmadigi disiiniilmektedir ve aym1 zamanda bu
tedaviler sadece primer tiimorleri yok etmekle kalmayip, tiimor metastazini da
baskilamaktadirlar (Shimizu ve Oku, 2004).

Timor tarafindan tretilmis anjiyojenik faktorlerin toplu etkisine karsi
kullanilabilecek alternatif bir yontem de anjiyojenez inhibitorleridir. Bu
inhibitorler fumagillinin sentetik tiirevleri gibi sentetik endotel hiicre
proliferasyon inhibitorleri veya endojen anjiyojenez inhibitorleri olabilirler
(Hayes ve ark. 1999).

Tiimor gelisiminde damar gelisimini birgok faktoriin saglama ihtimali

olmasma ragmen, VEGF; damar gelisimini saglayan en iyi endojen aday olarak
goriilmektedir. VEGF ve VEGF reseptorlerinin timor anjiyojenezinde rol
aldigiyla iliskili olarak, farkli tiimor ¢esidinde VEGF ve VEGF reseptorlerinin
ekspresyonu ile agiklanan bir¢ok ¢alisma mevcuttur (Ferrara ve ark. 1991; Warren
ve ark. 1993)
Aspergillus fumigatus antianjiyojenik etki potansiyeli olan bircok sekonder
metabolit liretmektedir. Bunlardan en iyi ¢alisilmis olan1 fumagillindir. Fumagillin
vaskular endotel biiyiime faktoriinii azaltici etki gostermektedir (Kontoyiannis,
2010).

Bir fungal metabolit olan fumagillin yeni kan damari olusumunu
baskilamaktadir. Sentetik analogu TNP-470 ve fumagillol, antikanser ajan olarak
klinik deneme asamasindadir. Fumagillinin spesifik molekiiler hedefi MetAp-
2’dir ve bu ozellik genetigi degistirilmis mantar tiirleriyle de dogrulanmustir.
Fumagillin analoglarmin in vitro olarak MetAp-2’yi inhibe etme 6zelligi; MetAp-
2’nin fumagillin temelli terapotik ajanlarin hedefi oldugunu gostermektedir (Liu

ve ark. 1998).
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Bizim calismamizda, ¢esitli konsantrasyonlardaki fumagillin dozlar ile
muamele edilmis MCF7 hiicre siipernatantlarinda, fumagillin konsantrasyonu
arttikca VEGF miktarmin da 6nemli diizeyde azaldigi belirlenmistir. Bu bulgumuz
fumagillinin MCF7 meme kanser hiicreleri i¢in antianjiyojenik bir ajan oldugunu
gostermektedir.

Singh ve ark. (1998), JYG-A, JYG-B, DD-762, BALB/c-MC, KPL-1,
MDA-MB-231 ve MKL-F meme kanseri hiicre dizilerinde yapmis oldugu bir
calismada fumagillinin analogu olan fumagillol’iin, metastatik ve anti timor
aktivitesini  degerlendirmislerdir. Konsantrasyona bagimli olarak  timor
biiyiimesinin baskilandig1 ve metastazin kontrole gore azaldig1 goriilmiis ve TNP-
470’in meme kanser tedavisinde alternatif antikanserojen ila¢ olarak
kullanilabilecegi aciklanmaistir.

Fujimoto ve ark. (1994), fumagilloliin neovaskularizasyon, metastaz ve
invazyondaki etkisini fibroblast biiyiime faktor ekspresyonu ve mRNA
ekspresyonunu, endometrial kanser hiicrelerinde arastirmis ve fumagilloliin
tedavilerde etkili olabilecegini belirtilmistir.

Yoshida ve ark. (1998), TNP-470 ile karaciger kanserli fareler iizerinde
yapmig oldugu in vivo g¢alismada mikro damarlanmanin azaldigi, TNP-470’in
timor biiylimesi, goclinii ve vaskiilar endotel biiylime faktorii {retimini
engelledigi ifade edilmis ve apoptozu uyardig: belirtilmistir.

Kawano ve ark. (2001), KB (insan kafa ve boyun karsinom hiicre dizisi)
hiicrelerinde TNP470 ve anti-IL-8 (interlokin) ile kombine tedavi uyguladiklari
bir ¢aligmalarinda, hiicre proliferasyonunun azaldigini gostermislerdir. Fareler
tizerinde yaptiklar1 ¢aligmada da, kontrol grubuna gore tiimor hacminin onemli
derece azaldigini rapor etmislerdir.

Connolly, (1991); yaptig1 bir ¢alismada in situ hibridizasyon yontemiyle
VEGF mRNA’smin birgok doku ve organda yayilmasimi inceleyerek, VEGF’in
vaskiiler endotel hiicrelerinin biiylimesinde ¢ok Onemli rol istlendigini
acgiklamislardir.

Plate ve ark. (1992), endotel hiicre spesifik mitojeni olan VEGF’in
ekspresyonu, astrostroma hiicreleri tarafindan uyarilmistir fakat glioblastoma

hiicrelerinin farkli alt dizilerinde yeniden diizenlenmistir. VEGF, normal beyin
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hiicresinde sentezlenmezken; in vivo timor endotel hiicrelerinde sentezlendigi
gozlemlenmistir ve VEGF’in tiimor anjiyojenezinde potansiyel anjiyojenez
faktorii oldugunu gostermislerdir.

Sonug olarak biz bu ¢aligmada, fumagillinin konsantrasyon ve inkiibasyon
stiresine bagiml1 olarak, MCF7 hiicrelerinde 6nemli diizeyde sitotoksik, apoptotik
ve antianjiojenik etki yaptigin1 gosterdik. Bu tez calismasi, fumagillinin MCF7
hiicreleri tizerindeki WST-1 yontemi ile sitotoksik etkisinin oldugunu, apoptoz ile
iliskili olarak PARP yariklanma miktarindaki artis1 ve anjiyojenez ile iliskili
olarak VEGF miktarminda azalmayi acikladig1 i¢in; fumagillinin antikanserojenik
etkisini gostermek agisindan 6zgiin bir ¢aligmadir. Bu nedenle fumagillinin,
MCF7 hiicrelerinde molekiiler antikanserojenik mekanizmalari, tekli ya da
kemoterapotik ajanlarla kombine c¢alisilarak, meme kanseri tedavisi icin yeni
kemoterapotik ve kemopreventif ajanlarin gelisimine 6nemli katki saglayacagi

kanaatindeyiz.
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