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OZET
4T1 ve 4THMpc FARE MEME KANSER HUCRE HATLARINDA,
ANTIANJIOGENIK ANTITUMORAL ILAC OLAN TAL iDOMIT IN TEK
BASINA ve RADYOTERAPT ile KOMB INE OLARAK, ANJ IOGENIK
FAKTORLERDEN P MADDES i ile P MADDESINI PARCALAYAN
NEPRILiZIN ve ADAM-10 ENZIMLER I UZERINE ETKILERININ
ARASTIRILMASI
EceSIMSEK 6z
Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr Kayahan FISKIN
Haziran 2010, 121 Sayfa

Bu calsmada amacimiz, anti-anjiogenik ve anti-timoral 6zellikteki Talidcadii
ilacin, fare meme kanseri hiicre hatlarinda, anjiogenezde rotligyainen iki enzim
ve bu iki enzimin substrati olan P maddesi Uzerine etkilerinin ingesidir. Yapilan
dort farkh sitotoksisite testinin sonuclarina goére, 40 pg/ml’liidomit dozu, tek
basina ve 45 Gy radyoterapi ile kombine olarak, 72 saatlik inkiibasyon siorasinda,
4T1 ve 4THMpc fare meme kanseri hicre hatlari Gzerine sitotolsilg@stermstir.
Belirlenen dozlarda Talidomit ve radyoterapinin birlikte, kaspézaktive ettgi, 4T1
ve 4THMpc hucrelerinin proliferasyonunu inhibe @tADAM 10 ve Neprilizin enzim
aktivitelerindeki arya bali olarak, P maddesi seviyelerinin kontrol gruplarina oranla
dismesine yol ac¢d in vitro bir calsmada ilk kez gosterilrgiir.

Sonug olarak, talidomit ve radyoterapi kombinasyonu 4T1 ve 4THMpc faree mem
kanser hucre hatlarinda tedavilerin telgiba denengiinde yarattgindan daha fazla
sitotoksik etkiler yaratmgtir. Elde ettgimiz veriler, tumor hucrelerinde her iki
tedavinin de etkinfiini artirmay! hedef alan yeni kombinasyon stratejileri icimire
olusturabilir.
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ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF
THALIDOMIDE
AN ANTIANGIOGENIC AND ANTITUMORAL DRUG, ALONE AND IN
COMBINATION WITH RADIOTHERAPY ON SUBSTANCE P LEVEL AS WELL
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4T1 AND 4THMpc MOUSE BREAST CANCER CELL LINES
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In this study, our aim was to investigate the effect of Thalidemknown as
antiangiogenic and antitumoral drug, alone or in combination with radaptireon the
amount of substance-P, an angiogenic factor, and on the substanceeihdefsAM-
10 and Neprilysin Enzyme Activities in 4T1 and 4THMpc mouse breaster cell
lines. According to four different cytotoxicity test resultsite end of the 72 hour, 40
ng/ml thalidomide and 45 Gy Ebirradiation alone showed significant cytotoxic
effects on 4T1 and 4THMpc mouse breast cancer cell linedéif®nstrate for the first
time that at specified doses, thalidomide and irradiation togettterates caspase-3,
inhibits in vitro proliferation of 4T1 and 4THMpc breast cancer cells directly,
potentiates the activity of ADAM 10 and Neprilysin enzymes. Moreover, asshk o
changes in ADAM 10 and Neprilysin activity, measured SP levele decreased when
compared to the relative controls. We suggest that thalidomide amdioadiogether,
lead hydrolysis of SP to its bioactive fragments and thus indumgt@sis. These data
may provide the basis for strategies, in which it is possiblese thalidomide and
irradiation together to enhance the apoptosis of tumor cells for inmgrtive efficiancy
of each independent therapy.
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ONSOZz
Kanser, sik gorilmesi ve 6lum oraninin ¢ok yuksek olmasi nedeniyle lytizgn
korkulan, en tehlikeli hastaliklarindan birisidir. Kisaca, higragki DNA'nin mutasyona
ugramasl ve bu hicrelerin kontrolsgekilde bdlunip ¢galmasi sonucu oyan kanserin
molekuler temeli aydinlatildik¢a, tedavisi ile ilgili urfart artmaktadir. Ginimuzde gbk
alanindaki camalarin buydk bir kismi kanserin 6nlenmesi ve tedavisi Uzerine

yogunlasmaktadir.

Kanserin tedavisi ile ilgili en yeni yaklanlardan birisi de kanserli hiicreye metastaz
yolunu acgan anjiogenez mekanizmasinin bloke edilmesidir. Kansgedniin primer
yerinden, kan ve/veya lenf dglenina katilma yolu ile sekonder bir alana go¢ etmesi olarak
tanimlanan metastaz kanser tedavisinde olduk¢a 6nemli donim noklata birisidir.
Kanser nedeniyle meydana gelen olimlerin asil nedeninin fagdntarda meydana gelen
sekonder timorler olgw gercgi goz 6nune alinginda anjiogenezin bloke edilmesi,

kanserle miicadelenin temel hedeflerinden en énemlisi halinestielmi

Onceden var olan kicik kan damarlardan yenilerinignasi anlamina gelen
anjiogenez, embriyogenez ve yara igfgesinin yani sira, diabetik retinopati, artrit gibi
yeni damar olgumuyla seyreden pek ¢cok hastalikta @dlgibi, timor blyumesi icin
de 6nem tamaktadir. VEGF: damar endoteli buyime faktori, FGF: fibrolidégtime
faktorl, TGF-beta: transforme edici buyume faktérli gibi baariayar anjiogenezi
tetiklemektedir. Anjiogenezin baskilanmasina yol acan endojen fakiénleren
onemlileri ise interferonlar, bazi interlokinler, proteaz inhilbgr ve angiostatin,
endostatin gibi endojen bazi peptitlerdir. Biyglamnda anjiogenez inhibitérleri olarak
adlandirilan pek cok ilacin preklinik ve klinikamada cajmalari devam etmektedir.
Talidomit de antianjiogenik 0Ozefi nedeniyle tedavide kullanilan fakat etki

mekanizmasi henliz tam olarak aydinlatilamgataclardan bir tanesidir.

Bu bilgilerin yani sira, fizyolojik stres durumu ilesKili olarak malignansinin
gelisiminde merkezi sinir sisteminin de potansiyel bir roll olabigedéstnilmektedir.
Ozellikle stres ile tetiklenmgi néroendokrin ve immin fonksiyonlarin kansereslba
olumlere katkida bulunabilegiedistinulmektedir. Kanserle #kilendirilen en dnemli

noropeptitlerden bir tanesi de P maddesidir. P maddesi ile kanserdadd ilski henliz



netlik kazanmasa da aralarinda bigkinin oldusu yadsinamaz bir gergektir. Tim bu
gerceklerin giginda, biz de tez kapsaminda Talidomit'in antianjiogenik @GzelliP
maddesi ve onu parcalama yet@ndeki iki enzim Uzerinden gosterip gosterngaai
test etmek istedik. Elde etimiz verilerin kanser tedavisinde bilim insanlarini bir adim

daha ileriye gotiregeni umut etmekteyiz.

Oncelikle, tez cajmami, 107T204 no’lu agarma projesiyle destekleyen Tirkiye
Bilimsel ve Teknolojik Aratirma Kurumu (TUBTAK)'na tesekkiir ediyorum.

Akademik hayatimin devaminigsayan, Doktora grencisi olabilme onurunu dmrimdin
sonuna kadar buyik bgerefle tgiyacgzim, attgim her adimda destek olan,stigiimde
elimden tutup kaldiran ve bana bu konudasgah olangl veren damanim Sayin Prof.
Dr. Kayahan FJKIN’a, proje kapsamindaki ¢camalarin buyuk kismini yuratgiimaz
Akdeniz Universitesi Saik Bilimleri Arastirma Uygulama Merkezi ¢cganlarina ve Dog.
Dr. Nuray ERN’e, sevgili meslektam, partnerim, kardgm Ars. Gor. Esra AYDENR ve
ailesine, meslektam, canim arkadam, kardgim Dr. Elif ODABAS KOSE ve ailesine,
1996 yilinda bgladigim Biyoloji egitimimim boyunca bilgileri ve ilgileri ile tGzerimde

emesi olan tum Bolum Hocalarima ve Asistan arkgdama tgekktr ediyorum.

Hayatimin anlami, en gerli hazinem, sevgili ailem, annem BediREMSEK, babam
ElhemSIMSEK ve kardgim Ata FiratSIMSEK'e, can yoldaim, hayat arkadam, sevgili
esim Oner OZ'e ve beligme sonsuzsilkran ve sevgilerimi sunuyor ve DOKTORA
TEZI'mi AILEME ithaf ediyorum.
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rpm: Dakikadaki Devir Sayisi

RT: Radyoterapi

SAPP: Salinabilir form APP
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TAL: Talidomit
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1. GIiRiS

Oluime neden olan hastaliklar arasinda, kalp ve damar hastaliklasmtanikinci
sirada yer alan kanser, ylzyilin en blyuk bitcelitemnaa projelerinin ana hedefi haline
gelmistir. Onlenmesi, tghisi ve tedavisi icin diinyanin hemen her ulkesinde pek cok
bilim adami ¢akmalarini hizla sirdirmektedir. Bu gahalar sayesinde ve kanserin
molekuler temeli aydinlatildik¢a tedavisine dair umutlar artmaktadir.

Klinik asamada kanserin tedavisinde kullanilan ¢ ana yontem bunmaktadir.
Sitotoksik etkiye sahip etken maddelerin ve oldurict etkiye sahipasgdgun
kullaniimasiyla primer timoér hucrelerinin 6ldurdlmesini hedefleyemdterapi ve
radyoterapi en cok tercih edilen yontemlerirgibda yer almaktadir. Bu yontemlerin
caresiz kaldii durumlarda ise bazi kanser turleri icin kesin ¢6zUm olmaigiredlsahip
cerrahi mudahale yontemi kullaniimaktadir. Bu U¢ yontem, teknaaedavi amagch
kullanilsa da, pek cok kanser tipindesdva sglanamadil icin ikili ya da uclu
kombinasyonlarin kullanimi giin gectik¢e artmaktadir (Weinberg 1996).

Kanser tedavisinde w1 sglanamamasinin temel nedenlerinden biri de, kansere
bagli oOlumlerin primer tumoérden c¢ok, uzak organlardaki sekonder timoérlerden
kaynaklaniyor olmasidir. Bu gefga gun sigina ¢cikmasiyla birlikte kanser hastalari
icin yeni umutlar da filizlenmektedir. Primer timdrle micadsderken, dier yandan
sekonder timoér oklwmunun engellenmesi tedavisbaisini artiracaktir. Yani tedavideki
yeni hedeflerden bir tanesi, kanser hicrelerinin bulunduklari dokudan kayaédénf
dolasimini gecgerek sekonder doku ve organlggai etmesi anlamina gelen metastazin

bloke edilmesidir (Mareel ve Leroy 2003).

Bir tumor hicresinin, karmggk ve c¢ok basamakli bir sire¢ olan metastazi
basarabilmesi icin gmasi gereken pek c¢ok bariyer vardir. Bu bariyerlerden ilki
tumorden bir kanser hicresinin ayrilmasidirgi@siz hale gelen kanser hicresi daha
sonra stromadan gecerek kan ya da lenf sdol@a katilmali, bu sayede farkl

organlarin kapiller kan damarlarigilaa gecebilmeli ve uagl organin parankim



dokusunu ggal ederek orada galabilmelidir (Erenpreisa ve Cragg 2007). Bu noktada
kanser tedavisi igin temel hedeflerden biri daha gun yuzine gikmiumor
mikrogevresinde bulunan epitel, endotel ve immin huicreler tarafindguasan bir
takim mitojenik faktorler aracgiyla var olan kan damarlarindan yenilerinin sphasi
sureci olan anjiogenez tetiklenmektedir. Tiumdre buyidmesi icin geskd besin ve
oksijenin tginmasindan sorumlu yeni damarlar anjiogenez surecindgnaktadir.
Anjiogenezin, kanser tedavisindeki temel hedefler icerisinde jmasandaki ana
prensip ise anjiogenezin metastazi kolgtytenasidir. Bu bglamda, anjiogenezin bloke

edilmesi de kanser tedavisindeki populer tedavi waklarindan biridir (Ingber 2008).

Tez kapsaminda etken madde olarak secilen Talidomit adli ilachdmtda hem
sitotoksik hem de antianjiogenik ©zellikleri nedeniyle kanser tedwlasisikca
kullanilan ilaglardan birisidir. Ancak, sahip olglu bu sitotoksik ve antianjiogenik
Ozellikleri hangi yolaklar tUzerinden gercefiedigi hentiz netlik kazanmasgtir. Bu
nedenle biz de Talidomit'inn vitro kosullarda antianjiogenik etkisini kanserle en sik
ili skilendirilen néropeptitlerden biri olan P maddesi ve P maddesini pgagalaDAM
10 ve Neprilizin enzimleri Gzerinden gosterip goOster@iadi test etmek istedik.
Bununla birlikte son donemde yine oldukc¢a revacgta olan kemoterapady@terapi
kombine tedavisinin, bu yolak tizerinde bir etki yaratip yaratmayacartaya koymay!
amacladik $ekil 1.1).

Var olan ilaglarin etki mekanizmalarinin aydinlatiimasiylagldrin daha etkili
sekilde kullaniimasi ve tedavide dazau s&lanmasi hedeflenmektedir. Bu nedenle, elde
ettigimiz bulgularin bgarili bir tedaviye uzanan karanlik basamaklardan birine ddba i

tutacagini umut etmekteyiz.



RADYOTERAP{ ' TALIDOMIT

Sekil 1.1. Tezin Amaci



2. KURAMSAL BiLGILER ve KAYNAK TARAMALARI

2.1. Kanser

Kanser gunumuizin en o©Onemli ghle sorunlarindan biridir. Kalp ve damar
hastaliklarindan sonra 6Olime neden olan hastaliklar arasinda ikiada syer alan
kanser, kisaca genomda meydana gelgmsi#tékler sonucu olgan bir hastaliktir. Bu
gin bilinen 100'den fazla kansersgh vardir. Kanserlgme sireci, karmak, cok
basamakli bir stirectir ve her bir kanser tipinin farkli biyolojiklékleri vardir. Ancak,
bu kadar farkl tipte kanser olsa da, temelde tim kanser tiglariki 6nemli ortak
Ozellik bulunmaktadir. Bu o6zelliklerden ilki, kanserin tipi ne olursa oldigresel
genlerin ekspresyonlarinda yada baz dizilimlerindéstieelerin olmasidirikinci ortak
Ozellik ise, mutasyona gmams ve kanserlgmis hlcrelerin sinirsiz  @galma

potansiyeline sahip olmalaridir (Ponder 2001).

Genlerde meydana gelen mutasyonlar hiicrede iki temel olaya neden olur:

a) kanserin meydana gelmesi ve b) kanserin ilerlemesi.c@dyrbir hicrenin
kanserlgmesi icin iki grup gende mutasyon olmalidir. Bu genler ise proto-onkogenler
ve tumor baskilayici genlerdir. Bu @amda proto-onkogenleri onkogene déttiien
mutasyonlar fonksiyon kazanimi mutasyonlari, tumdor baskilayici genfeeyelana
gelen mutasyonlar ise fonksiyon kaybettirici mutasyonlar olarakntanir (Weir vd
2004). Bu mutasyonlar hemen her kanser tipinde ortakgoldgin kanserlgmenin
birinci basamg olarak kabul edilmektedirler (Mareel ve Leroy 20039Kil 2.1.).

Buglne kadar yapilan gahalarda, kanser hiicrelerinden ylizden fazla onkogende,
otuzdan fazla timor baskilayici gende mutasyongidiaptanngtir. Bununla birlikte,
hiicrede DNA hasarinin onarilmasindan sorumlu genlerde de mutasyasidaadg
bildirilmi stir. DNA'da meydana gelen hasar, DNA'nin tamirinden sorumlu geelerd

meydana gelen mutasyon sonucu tamir edilemezse, bir sonrgdk kuicrelerinde



mutasyon oraninin artmasina neden dladgin kanser hicresine mutator bir fenotip

kazandirmaktadir (Fearon 1997).

Bir kanser hicresinin malignant 6zellik kazanmasiglagan alti farkh 6zellik
vardir. Bunlar:

1- Buyume sinyalleri bakimindan kendi kendilerine yetebilme

2-Blyumeyi durdurucu sinyallere kaduyarsiz olma

3-Apoptozdan kacabilme

4-Sinirsiz Ureme potansiyeline sahip olma

5-Anjiogenezi tetikleyebilme

6-Dokulara saldirma ve metastaz yeggie (Sekil 2.2.).

GENOMIK KARARSIZLIGA YOL AGAN ENDOJEN VE EKSOJEN FAKTORLER

W

PROMOTOR GENLERIN AKTIVASYONU
BASKILAYICI GENLERIN iNAKTIVASYONU

S

GOGALMA FONKSIYONLARINDA BOZULMA VE KLONAL GELISME -

FARKLILASMANIN KAYBOLMAS| =3
iNVAZYON —p
ANORMAL COGALMA —p

NORMAL E> HIPERPLAZI

DiSPLAZI IZ:> iNVAZIV ve  METASTAZ
EPITEL ADENOMA

KARSINOMA KARSINOMA

>
>

{ INHIBITORLER LOKAL VE SISTEMIK KONAK ELEMANLARI STIMULATORLER
I

Sekil 2.1. Kanser geliiminin genetik, epigenik ve fenotipik ggilini (Mareel ve Leroy 2003'den
alinmstir)



Kendi biiyiime sinyallerini tiretebilme

Apoptozdan kagabilme

Anjiogenezi tetikleme Dokulara saldirma ve metastaz

Sinirsiz replikasyon patansiyeli

Sekil 2.2. Kanser hiicrelerinde saptanan alti genetik 6z@Hé&nahan ve Weinberg 2000’den alighm)

2.1.1. Meme kanseri

Bati Ulkelerinde, kadinlar arasinda kanserkkiiii6limlerin birinci nedeni olmaya
devam eden meme kanserinin, tipkgedi kanserlerde oldw gibi, kesin bir tedavisi
yoktur. Meme kanseri, meme dokusundaki sut bezleri ve sit kanallagayetd
hiicrelerin kanseryenesi sonucu okur ve dort evresi vardir. Dérdincli evre meme
kanseri artik metastaz yapmdurumdadir. Meme kanserinin en ¢ok metastaz gapti
bolgeler ise; lenf nodilleri, kemik dokusu, gten, karacker, beyin ve bobrek Ustl

bezleridir (Hortobagyi ve Buzdar 1995).

Her kanser tipinde gorilen onkogen amplifikasyonlari ya da tunsklégci gen
delesyonlari meme kanserinde de goérilmektedir. Bunun yani sira, ekgaamatriks
(ECM)’e ya da hiicre membraninaghablyime faktorleri ve sitokinlerin salinimi ve
aktivasyonu, ayrica karsinomlasHili fibroblast, inflamatuar ve immuan htcreler gibi
ECM'nin hicresel bilgenleri meme stromasinin timoérijenik potansiyeli Uzerinde
oldukca 6nemlidir (Wiseman ve Werb 2002, Fata vd 2004, Hojilla vd 2008).

Tez cajmasi kapsaminda kullanilan 4T1 hucreleri, Balb/c farelerde kgnd#n
olusan meme kanserinden elde editmi 4THMpc hucreleri ise kapsaisin verilgni



farelerde olgan kalp metastazlarindan elde edginve adlandirilmgtir (4T1 Heart

M etastaseBost Capsaicin). 4THMpc hicrelerinde 4T1 hicreleri ileskastirildiginda,

siki balanti ve yapma baglantt komplekslerinde gorevli kugik bir grup gen
dezismistir. Ozellikle, siki baglanti kompleksi proteinlerinden Klaudin 4 ve 7 ile
yapsma bdlgesi proteinlerinden gama-katenin proteininin genleri downregulstal.

Bu U¢ genin downregile olmasi kanser hiicresinin daha agresif olmasinaohed&u
nedenle, 4THMpc hucreleri 4T1 hicrelerine kiyasla daha agrediftir.hicreleri ile
karsilastirildiginda, 4THMpc hicrelerinde 9 genin upregile, 245 genin ise down regile
oldugu gosterilmgtir (Erin vd 2009).

2.2 Apoptoz

1920 yilinda stk mikroskobunun kgi ile birlikte hicre o6lumu kavrami ilk kez
kullaniimistir. 1970’li yillarda ise sitotoksik ajanlar, yuksek sicaklik, ragigasgibi
faktorlerin  timor hcrelerini  apoptoza yonlend@idi kesfedilmistir.  Apoptoz
mekanizmasinin aydinlatiimasiyla birlikte ortaya ¢ikan herrbakaapoptoz-hedefli
terapilerin temelini olgturmus ve kanser tedavisi acisindangddendirilmistir (Zornig
vd 2001).

Caenorhabditis elegatan insana kadar tim cok hicreli canhilarda gorilen,
evrimsel olarak ¢ok iyi korunmguprogramli hicre 6limi olarak tanimlanan apoptoz,
gereksiz, zararli ya da hasarli somatik hicrelerigdoali ve dizenlisekilde dlmesini
salayan bir bir mekanizmadir (Cummings vd 2004, Heemst vd 2007).

Genel olarak apoptozagnayan bir hicrede, plazma membraninda bulunan iyon
kanallari ve pompalarinda aktivasyonun bozulmasigh bkarak hiicre hacminin 1/3'U
kaybedilir. Bunu takiben, plazma membraninda tomurcuklanmalguroke hiicre,
sitoplazma ile cevrili kromatin parcalarindan ibaret olan apoptotgimciklere
parcalanir (Oktem vd 2001). Apoptoz hiicrede 6zellikle de niikleusda onemdilojikrf
degisiklikler yaratmasi ile karakterize edilir. Tipik apoptotik gikgklikler; hicrelerde
bizisme, kabarciklanma ve kromatin kondensasyonudur. Apoptotik huicrelerdeki

niklear DNA, endonikleaz ile oldukga 6zgul bir bicimde kesilerek integnizkimal



bdlgelerden 180-200 baz cifti blyuklinde fragmentlere ayrilir (Chinnaiyan vd 1996,
Narula vd 1997).

Apoptoz sirasinda hicre membrani asimetrisini kaybeder ve fdstiitihicre
yuzeyinden salinmaya {ar. Bu, makrofajlara génderilen “beni ye!” sinyalidir. Qdun
apoptotik cisimlerdeki fosfatidil serin, fagositik hiicrelerde bulunaronéktin, lektin
yapidaki reseptorlere tutunur ve fagositik hicrelerce yok edilir. nBdenle cevre

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

Apoptozun fizyolojik rolleri arasinda, embriyogenez sirasinda ltanlilarda
parmaklar arasindaki perdenin ve damak sgeli sonrasi epitel hicre kalintilarinin
ortadan kaldirilmasi, organ geitnhi sirasinda fazla Udretilen hucrelerin ortadan
kaldirilmasi, metamorfoza gtamg veya yalanmg ve bu ylzden fonksiyonlarini
kaybetms hicrelerin ortadan kaldiriimasi, hormonaibai bir sekilde goriilen organ
gerilemeleri, sirekli bélinen dokularda hiicre sayisinin azakilre immun hicrelerin
yok edilmesi yer almaktadir (Wyllie 1986, Gavrieli vd 1992, CarsoRleiro 1993,
Soini vd 1998).

Memeli hicrelerde apoptoz, hicre ici ve hicke bircok sinyal tarafindan kontrol
edilen intrinsik (mitokondriyel) ya da ekstrinsik (6lum reseptdrigolaklardan biri ile
aktive edilir Sekil 2.3.). Ekstrinsik yolak daridan gelen sinyaller sonucundglbave
membranda bulunan Fas gibi o6lum reseptoérlerini aktive eder. Aktive @iam
reseptori kaspaz 8'i, kaspaz 8 ise kaspaz 3'U aktive ederigdéntParcalanmasi
sonucunda mitokondriden sitokrom C salinimi gerg@kle&Sitokrom C'nin salinimi
sadece mitokondri membraninin parcalanmasi@d, dai ssamadan sonra kaspazlarin

pes pese aktive olmasina da yol acar.
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Sekil 2.3. Apoptoz yolaklari (Heemst vd 2007’den aligtir)

Apoptoz mekanizmasi igerisinde kaspazlar (sistein aspartifikg@siteazlar) olarak
adlandirilan proteaz enzimlerinin anahtar rolleri vardir. Bu inliikeseproteaz enzim
grubu substratlarini aspartik asit (Asp) uclarindan keser. Orecéfiktif zimojenler
halinde sentezlenirler ve daha sonra hepsinde korgnotan Asp bélgelerinden
proteolitik olarak kesilerek aktifjerler. Buradan da anjdacaz kaspazlar birbirlerini
aktive edebilirler. Apoptoz surecinde, pek cok hicresel protein kaspgarédmdan
parcalanir. Parcalanan proteinler aktin ve laminler gibi yagms#einler olabilecgi
gibi bazi sinyal proteinler de olabilir. Bu proteinlerin parcalasnsonucunda apoptoz
belirtecleri olarak dgerlendirilen DNA’nin fragmantasyonu, hucre c¢ekiiien
parcalanmasi ve sitoplazma membraninin kabarciklanmasi gibil temaglar
gerceklemektedir. DNA’nin fragmentasyonunu gayan DNaz enzimi de kaspazlar
tarafindan kesilerek aktif§érilir (Zheng vd 1998).

Kaspaz ailesinin bilinen 14 Gyesi vardir. Biyolojik fonksiyonlari gadne alinarak
ac sinifa ayrilirlar:
1- Sitokin aktivatérleri: Kaspaz-1,-4,-5,-11,-12,13 ve -14
2- Apoptoz balaticilari: Kaspaz-2,-8,-9 ve -10
3- Apoptoz cellatlari: Kaspaz-3, -6 ve -7



Apoptoz kanser hicrelerinirgraasi gereken en dnemli bariyerdir. Ancak, tUmor
hiicreleri apoptoz mekanizmasina direng stjeineyi salayacak pek cok strateji
gelistirmistir. Ornesin, anti-apoptotik molekiillerin  sentezi artarken pro-apoptotik
molekdillerin sentezlenmesi baskilagnya da 6lim reseptor y@mdaki proteinlerin
miktari azalmy olabilir. Apoptoz mekanizmasinda eacak hatalar, timorin patogenezi
acisindan oldukca onemlidir. Cunkl bu hatalar sonucunda kamseye balayan
hiicreler tasarlanan y@am sirelerinden daha uzun sire canli kalacaklagridan
alinmasi gereken buyime faktorlerine olan ihtiyaclari ortadelkakak ve bdylece
hipoksiden (oksijen miktarinda azalma) ve de oksidatif stresten korecelkigrdir.
Sonug olarak tumor hacmi artmayaslaeken, hicre ggalmasi icin gereken biyime
sinyallerinde olgacak bozukluklar, anjiogenezin tetiklenmesi, hicrenin hareket
Ozgurliginde ve saldirgar@inda arty gibi gerekli genetik désikliklerin olmasi icin
yeterli zaman sdanacaktir (Reed 1999).

Apoptozun bozulmasi, epitel hicrelerin ekstraseltler matrikde ddmadan serbest
hareket edebilmelerine yol ac&madan metastazin da g@ini destekler (Frisch ve
Screaton 2001). Sonu¢ olarak apoptozda meydana gelecek hatalar, waulana
tedavilere direncli (kemoterapiye ve radyoterapiye) klonlmratacak ve tiumor
hicrelerini 6ldirmek icin daha yuksek dozlarin kullaniimasina yol aga¢kdkin ve
Hickman 2000). Bu nedenle kanser hiicrelerinde bozulohan apoptoz mekanizmasi
Uzerinde yapilacak ag@rmalar, kanser biyolojisi acisindan temel bir yakta olarak

degerlendiriimektedir.

Eger kanser hicreleri cerrahi midahale ile tamamen yok edilesaiytiim yollar
apoptoz ile onlar yok etmeygaret etmektedir. Gunumuzde klinikte kullanilan tim
sitotoksik anti-kanser ajanlart malignant hicrelerde apoptoz mekanimma
tetiklemektedir. Kanser tedavisinde mikrotubullergglaaan ilaclar ve DNA’da hasar
yaratan ajanlar dnemli silahlardir ancak apoptoz mekanizmasiniekiner temeli
anlssildikca, daha hedefli ve karih ilaclarin yaratiimasi uzun zaman almayacaktir
(Reed 2003).
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2.3 Anjiogenez

1700’10 yillarin bainda Leonardo da Vinci’'nin kan dglan sisteminin kalpten
merkez alarak gaedfiigini ileri sirmesini takiben bilim adamlarinin ilgisi kan daraarl
Uzerine odaklanmgtir (Risau 1997).

Anjiogenez terimini ilk kez 1787 yilinda John Hunter kullagtmi O ginden bu
glne, anjiogenez terimi sik¢ca kullanilsa da mekanizmasi hakkinda hataelyen ve
aydinlatiimay! bekleyen pek c¢ok nokta vardir (Folkman 1971xkd&8adir deysle
anjiogenez yuzyillardir kafalari kanran bir mekanizmadir.

Embriyoda damar geimi vaskulogenez, anjiogenez ve arteriogenez olmak tzere (¢
basamaktan obur (Calfa vd 2006, Carmeliet 2000). Bu terimlerden ilki, vaskulogenez,
endotel htcre oOnctlleri tarafindan kan damarlariningsuohw olarak tanimlanir
(Carmeliet 2003). Vaskulogenezde ilk olarak endotel hlcreler priraskular &l
olusturmak icin bir araya gelirler. Daha sonra diz kas hicreleri nsither ile is birligi
yaparak kan damarlarini gtururlar. Anjiogenez ise var olan damarlardan yeni kan
damarlarinin filizlenmesi demektir. Hem vaskulogenezde hemnjiteganezde endotel
hiicreler ve diz kas hucreleri birliktg gorar. Arteriogenezde ise vaskulat daha
blyuk kolleteral arterlerin ojumu icin yenidersekillenir. Bu sirecte damar boyunca
gerceklgen hicre gocleri, yeni filizlerin ojumu ve hicrelerin g@almalari gozlenir
(Calfa vd 2006).

Anjiogenez c¢o6zullebilir faktorler, ECM bgenleri ve hilcreler arasinda gercgkie
karmalk bir mekanizmadir ve dort temel basamak icerir. Bunlar sirasiyla;
1-Proteazlar tarafindan bazal membranin yikilmasi
2-Hucreler arasi tuga endotel hiicrelerin go¢u ve yayillmalari
3-Go¢ bolgesindeki endotel hiicrelerirgabmasi
4-Cogalan endotellerin yan yana dizilerek limenstlumasi, yeni bazal membranin
perisitler yardimi ile yapilanmasi, anastamozlarinstohu ve en sonunda eski bir
damara tutunmakarti ile kan akginin sg&lanmasi olarak siralanabilir (Bussolino vd
1997).
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Embriyonik gekim, yara iyilgmesi, organ hipertrofisi, menstural dénemin kontroli
gibi hayati 6neme sahip bazi olaylari dizenleyen anjiogenez meiamnian fizyolojik

ve patolojik olmak tzere iki tipi vardir (Carmeliet 2003).

Kanser, anjiogeneze glaolarak gelgen hastaliklar arasinda en dikkat cekenidir.
Judah Folkman’'in 1971 yilinda timo6r buydmesinin anjiogenegk bllugunu ileri
suren hipotezinden sonra pek ¢ok bilim adami kanser ve anjiogenez ddaigkist

argtirmaya yonelmitir (Folkman 1971).

2.3.1. Anjiogenez ve kanser

Bir hiicrenin kanser htcresine ditnl icin gerekli olan onkojenik mutasyonlar
sonrasinda, hiicrede hangi biyolojik 6zellikidese deissin, besin ve oksijene olan
ihtiyag ve atik maddelerin uzaktailmasi gereklilgi asla dgismez. Baka bir ifade ile
pek cok ozellikleri bakimindan normal hicrelerden ayrilan kanser hiicrefeki
normal hucreler gibi blyumek ve farkjtaak icin oksijene ve besine gereksinim
duymaktadir. Tumoér hidcresinin bu temel ihtiyacglarinisikayabilmesi icin yeni ve
kendine 6zgu damarlar glurmasi (anjiogenez) gerekmektediekil 2.4.).

PRIMER TUMOR

invazyon

METASTAZIK TUMOR

TUmériin kan damarlan

istila eden tiim&r
hiicresi

-

f ANJIOGENEZ Gogalan tumsr

hiicreleri

Sekil 2.4. Anjiogenezingematik resmi (Pandya vd 2006’dan aligtm)
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Egser timor, anjiogenez sayesinde yeni kan damarlagtushonay! baarir ise bu
damarlar kisa strede tumorusktarak cevreler. Bu sayede ihtiyaci olan besin ve
oksijeni sglayan tumor hizla biyumeye ¢ar (Folkman ve Ingber 1992, Bamias ve
Dimopoulos 2003, Neal ve Berry 2006).

TUmor hicrelerinde hicre-hiicre ve hicre-matriks arasindaki uyumun bszulma
sonucunda proteaz enzimleri salinmakta ve ekstraseltlar matriles ken damarlarinin
duvarlar gibi kendi cevresindeki dokularin yapisi bozulmaktadir. Badsagerbest
hareket edebilme yetegiekazanan primer timor hicreleri kan veya lenf gioha ile
uzak noktalara tanabilmektedir. Metastaz olarak adlandirlan bu olay, kanser
mekanizmasi icerisindeki en 6nemli basamaklardan birisidir. Metas
gerceklgebilmesi icin kanser hicreleri mutlak suretle kan damarlagetzbilmeli ve
bu sayede dogam sistemi ile uzak noktalarastaabilmelidir §ekil 2.5). Bu bglamda
anjiogenez mekanizmas! tumorun blyumesi ve metastazi igin c¢cbok Kmem
tasimaktadir (Folkman 1990, Kerbel ve Folkman 2002).

Primer tiimor Proliferasyon/Anjiogenez Hareket/invazyon

Metastazik kolonizasyon Damardangikis  Adezyon/Embolizm Damar igine Gegig

Sekil 2.5. Metastazirgematik olarak gdsterilmesi (Liizumi vd 2008'dennahistir)
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2.3.2. Anjiogenezde rol oynayan enzimler

Anjiogenezin ilk basangmnda; goéci ve kogu dokulari istilayl kolaylgtirmak icin
ECM'nin Ug bariyeri yenidegekillendiriimelidir (Johnson vd 1994).
1) Endotel ile diz kas hicreleri ya da perisitler arasindaki bazal membran,
2) Fibrinojenden olgmus fibrin jel,
3) Hedef dokudaki matriks.

ECM hakkindaki ilk gorgler doku ve organlardaki hiicrelerin tutunabilmesi icin
mekaniksel bir destek ajturdusu yonindeydi. Gunimuzde de bu rolin ECM’nin
en buyik roll oldgu hala kabul edilmektedir. ECM ve hicreler arasinda énemli bir
sinyal iletimi mevcuttur. Batln besinler, hormonlar ve sitokinler daara hiicreye
ECM'yi asarak ulgirlar. Dahasi, hicreler hareket edebilmek icin mutlaka ECM ile
baglantilarini  kesmek ve ECMYyi parcalamak zorundadir. Hucreler bunu
basarabilmek icin, biyume faktorleri salgilamalari ve hareketedtri icin, plazmin
sistem, lizozomal enzimler ve 6zellikle de matriks metallganiari (MMP)'da
iceren pek cok proteolitik enzimi salgilamak zorundadir (Roy vd 2006). B
enzimler;

1) Matriks metalloproteazlar (MMP)

2) Disintegrin ve metalloproteazlar (ADAM)

3) Trombospondin motifli disintegrin ve metalloproteazlar (ADAMT)
4) Serin proteazlar ve

5) Katepsin proteazlar'dir (Vandeputte-Rutten ve Gros 2002).

2.3.2.1. Matriks metallo proteazlar (MMP)

Matriks metalloproteazlar (MMP), Matriksinler, omurgall koltgelar ve matriks
metalloproteinazlar olarak da adlandirilan ¢ink@itvdi endopeptidazlarin ¢ok genli bir
ailesidir ve ekstraseliler matriks (ECM) parcalanmasindakismalayici basamakta
aktivite gostermektedirler. MMP’ler, ECM, bazal lamina ve endbtedrelerdeki siki
baglanti bdlgelerine saldirarak kan-beyin bariyeri gecirggmliartirirlar ve bu yolla,

akut néroinflamasyona neden olurlar (Rosenberg 2009). Bu proteolitik enbierizer
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yapilara sahiptirler ve ECM'nin bilinen tim hienlerini pargalayabilme
yetengindedirler. MMP aktivitesi transkripsiyonel seviyede ya da itgieoteazlarin
doku inhibitdrleri (TIMP) olarak bilinen bir grup endojen inhibitér tarafimdda
dizenlenebilirler (Moses 1997; Ala-Aho ve Kahari 2005).

MMP’lerin genel yapilariggidaki bolgeleri icerir $ekil 2.6.):
a) Sentez boyunca enzimin gondlli olarak endoplasmik retikulum’a gireneshberlik
eden birsinyal peptit kismi,
b) Uzaklgtiriincaya ya da yikilincaya kadar enzimin korunmasiplagan propeptit
bolgesi
c¢) Oldukca iyi korunmgive enzimin aktivitesi igin gerekdginko baglama bdlges;j
d) MMP’lerin substrat spesifikiini belirleyenhemopeksin bolgesi
e) Hemopeksin boélgesinin, katalitik bolgenin aktif merkezine subssw@tmasini

saglayankicik mentese (tutunma) boélgesi(Roy vd 2006).

KOLLAJENAZLAR
N ﬁ%c (P 1,5, 13)

STROMELIZINLER
(MMP -3, -10)

MATRILIZINLER
(MMP -7, -26)

C MEMBRAN TiP MMP’ler
(MT-MMP -1, -6)

JELATINAZLAR

(MMP -2, -9)
‘ Hemopeksin bélge N E] Sinyal dizisi
S Propeptit === Membrana tutunma bolgesi

cummmmm Kuyruk

@Zn baglayici katalitik bolge S Sitosolik bsige

T—— Baglayici * Fibronektin tekrarlari

Sekil 2.6. MMP’ lerin yapisal bolgeleri. Tum MMP’ lerde benmzgekilde bir organizasyon goéralur. N-
terminal bdlgeleri bir sinyal peptittir (pro-peptitKatalitik boélgelerinde korunmgubir Zn
baglama bdlgesi bulunur. Jelatinazlarda jelatingldaabilmek icin 3 adet fibronektin tekrari
bulunur. Farkh uzunlukta olan glayici kisim N-terminal bolgeyi hemopeksinin C-ténaline
baglar (bu durum MMP7 de yoktur). MMP’ler membrana,embran bglanma bélgesinin C-
terminalinden tutunur (Sela vd 2009'dan aliginn)
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MMP’ler tumor gekiminde rol oynamaktadirlar. ECM’nin MMP’ler tarafindan
parcalanmasi, timér ve endotel hicrelerin gocuni kolaylg gibi, ECM'de
depolanan, VEGF ve bFGF (bazik Fibroblast bulyime faktort) gibi amikg
faktorlerin salinimini gdayarak da anjiogenezi kolaytarir. MMP’lerin aktivitesi
lehine proteolitik dengedeki @simler normal ve patolojik durumlarda anjiogenezin
dizenlenmesinde ©Onemli bir rol oynar. Bu yuzdergatloya da sentetik MMP
inhibitorlerinin  anjiogenezdeki 6nemi olduk¢ca fazladir (Van Wart vekedgial
Hansen1990).

Bu gune kadar 24 tane MMP skedilmistir ve bunlardan 23 tanesi insanda
bulunmaktadir. Her bir MMP kéedildigi sirayla isimlendiriimgtir ve aagida
gosterildgi gibi alti biyuk gruba ayrilirlar:

1) Kollejenazlar: MMP-1, 8, 13

2) Jelatinazlar: MMP-2, 9

3) Stromelisinler: MMP-3, 10,11

4) Matrilisinler: MMP-7, 26

5) Membran tip MMP’ler: MMP-14, 15, 16, 17, 24, 26 ve

6) Diger MMP’ler: MMP-12, 19, 20, 23, 27, 28'dir (Egeblad ve Werb 2002).

MMP’ler, zimojen olarak uretilirler ve immuan hicreler, inflasgan hicreleri,
fibroblastlar, stromal hicreler ile epitel hiicrelerden salgieEm(Wiseman ve Werb
2002). MMP’lerin pek ¢cdu ekstraselller proteolitik yikimla aktive edilir. Enzimlerin
yapisindaki korunmyu sistein aminoasidi, enzimin aktif bolgesindeki katalitik ¢inko
atomu ile kovalent olarak etkiie. Boylece, aktif merkezin bir su molekudll ile
etkilesimi onlenmis olur. ister propeptidin proteazlar tarafindan kesilmesiyle, isterse
sistein aminoasidinin SH grubunun kimyasal modifikasyonu ile olsun, cinkouatom
sistein etkilgiminin kesilmesi, katalitik ¢inko atomunun su molekull ile ettene

neden olur. MMP’ler bu molekdller arasi reaksiyonla aktive edilirler (Nag897).

Bir kez aktive edildikten sonra, MMP’lerin aktiviteleri TIMPaohk bilinen endojen
inhibitorler tarafindan duzenlenir. TIMP’ler, MMP’leri spesifik aohk ve geri-
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donisimlu inhibe ederler. Bu guine kadar 4 tip TIMP tanimlagtmiTIMP-1, TIMP-2,
TIMP-3 ve TIMP—4 (Murphy ve Willenbrock 1995, Woessner 2001).

MMP’lerin rol oynadiklari olaylar; ireme, embriyonik gagh, organ morfogenezi,
yara iyilsmesi, anjiogenez, kemik yapilanmasi, sinir blylimesi, inflamasyon ve
apoptozdur. Normal fizyolojik durumlarin stinda; Kanser, artrit, deri hastaliklari,
kronik yara iyilemesi, karagier fibrosisi, kardiovaskiler hastaliklar, bébrek
hastaliklari, periodontitis ve gastrik Ulser gibi pek cok hastalikdéeiliskilidirler.
MMP’ler ayrica anjiogenez ve norojenezi aktive ederek doku tamimgiedénemli rol
oynarlar. (Folgueras vd 2004, Ala-Aho ve Kahari 2005).

2.3.2.2. Disintegrin ve metalloproteazlar (ADAM’lar)

ADAM’lar disintegrin ve metalloproteaz bdlgelerine sahip, cok domasalgilanan,
tip—1 membran gluko-proteinleridir ve yilan zehiri metalloproteaz&aMMMP’ler ile
ili skilidir. ADAM’lar endoplasmik retikulum’da sentezlenir ve golgirtimns bolgesinin
son kisminda olgunga. Proteinin katlanmasi ve disulfid garinin olgumu, proteinin
saperon Ozelfii gbsteren N-terminal propeptiti tarafindan gercgkidéir. Translasyon
sonrasi geRicapli glikolizasyon gercelkder (Murphy ve Willenbrock 1995).

ADAM’lar genel olarak bg bélgeye sahiptir§ekil 2.7.).

Pro MP Dis Cys TMIC

il =

Sekil 2.7. ADAM’lardaki yapisal bélgeler ve fonksiyonlarl. Ssinyal dizi; Pro, probdlge; MP,

metalloproteaz bdolgesi (proteolizi gercefiar); Dis, disintegrin bdlgesi (adezyonu
gerceklatirir); Cys; sisteince zengin bélge (fuzyonuska); TM, transmembran bélgesi; IC,
intraselular bolge (sinyal iletimini gkar). Her bdlgenin uzunfu o bdlgede bulunan

aminoasit sayisini yansitmaktadir (Fahrenhoiz \@D2{&n alinmytir)
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Bu boélgeler;
1) Propeptit
2) Metalloproteaz
3) Disintegrin benzeri bolge
4) Sisteince zengin bolge
5) Epidermal bayume faktorl benzeri bolgelerdir.

ADAM’lar disintegrin bolgeleriyle integrinlere Bkanirken, sisteince zengin
bblgeleri aracifityla proteoglukanlarla etkijgler. ADAM’larin katalitik bdolgesi
ECM’ye ya da hicre membraninagbgroteinlerin salinmasini gkar. Membrana bzl
ADAM’lar transmembran ve sitoplazmik bélgelere de sahiptir. Buegkedar insanda
ADAM ailesinin 29 dyesi tanimlangtir. Bu Uyelerden bazilar ganlukla testislerde
eksprese edilir ve Ureme ile ilgili fonksiyonlara sahiptir. Aife diger Gyeleri ise
cogunlukla memeli dokularinda eksprese edilmektedir (Seals ve Courtn2i
Rosenberg 2009).

ADAM’lar mayoz bolinme, Ureme ve ndrogenez gibi normalsigelboyunca ve
alzheimer, artrit, kanser ve kardiak hipertrofisi gibi bazi patoldyrumlarda, ayrica
hiicre yuzeyinin yenidersekillenmesinde, @i bolgelerin yenilenmesinde, biyime
faktorl salinmasinda ve hucre-hicre ile hicre-matriks gtkilerinde farkl roller
sergilemektedirler (Chubinskaya vd 2001). MMP’lerin aksine ADAKHagelsimsel
ve patolojik anjiogenezdeki rolleri yeni galmaya balanmstir (Apte 2004).

ADAM-10, TNF-alfa dgistirici enzim (TACE) ile oldukca anlamli sekans
homolojisine sahiptir ve ADAM ailesinin bir Uyesidir (Yamazaki @07). Her ikisi de
a-sekretaz aktivitesine sahip olan ADAM-10 ve TACE, amiloyid Onpidtein
(APP)'den salinabilir form APP’nin (sAPP) glurulmasinda ve hicresel prion
proteinin parcalanmasinda gorevli iki enzimdir. ADAM-10'ursekretaz aktivitesine
sahip oldgu, bu aktivitenin enzimin prodomain bdlgesinden kaynakiande airi
ekspresyonunun sAPP miktarini artgndgdsterilmgtir (Lammich vd 1999, Colciaghi
vd 2002). ADAM-10 mRNA’sinin bobrek, dalak, lenf nodu, timus, ka@ecikemik
iligi ve beyinde eksprese edidigosteriimitir (Rosendhall vd 1997, Millichip vd
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1998). ADAM-10 ekspresyonunun pek cok kanser tipinde Ozellikle de meme
kanserinde artsi gosterilmgtir (Mochizuki ve Okada 2007). Ayrica, memelilerde
Notch sinyal yolginda, aksonal iletimde, klea bir ifade ile sinirsel galimde ve
beyindeki fizyolojik bazi olaylarda rol algh bilinmektedir. Ayrica birikimi sonrasinda

Alzheimer hastagini yaratan amiloid 6ncul proteinleri de parcagadiosterilmstir.

ADAM-10 enziminin timdorigenezde, invazyonda ve metastazda rol @yrmek cok
tumor hicresi Uzerinde gosteriktii. Pek ¢ok hiicresel sinyal iletim yolaklarinda gorev
alan ADAM lyeleri membran proteinlerini parcalayarak c¢oziilelolgun formlara
donistararler. ADAM-10'un biyolojik substratlari arasinda epidermal biigifaktoru,

betasellulin, Notch ve amiloid éncul protein bulunmaktadir (Hall ve Erickson 2003).

2.3.3. Anjiogenez modulatorleri

Anjiogenez bir §alter” ile kontrol altinda tutulur. Bualterin “acilmasi” ya da
“kapanmasi” bazi 6zgil molekiller tarafindan kontrol edilmektedir. Aajieg
salterini acarak anjiogenezin tetiklenmesiniglagan molektllere anjiogenik ya da
proanjiogenik ajanlar, bunun aksigeteri kapatmak kqulu ile anjiogenezi inhibe eden
molekdllere ise antianjiogenik ajanlar ya da anjiogenez inhibitGaledy verilir. Eser
proanjiogenik ajanlar herhangi bir nedenle antianjiogenik ajanlarddra dazla
Uretilmis ise salter acilir ve hizla yeni kan damarlar @lu (Pandya vd 2006). Bu
salterin acilmasi veya kapanmasi tumor buyumesigruttan etkiler. Hipoksi (yetersiz
oksijen), hipoglisemi, mekanik stres ve buna benzer uyarilara &anor hicresi
anjiogenik faktorler salar. Tumor hicresi anjiogenik faktor salgdamma yani sira
herhangi bir anjiogenik faktoriin ekstraseliler matriksten harejetenesine, kendi
anjiogenik faktorlerini salgiladiklar bilinen makrofaj gibi bdaaicrelerin bir araya
gelmesine ya da hepsinin birden gercgklesine de neden olabilir (Rosen 2002,

Bamias ve Dimopoulos 2003, Gupta ve Ren-Yi 2003).
Anjiogenik uyarimin gerceldmesini s@layan pro-anjiogenik faktorler 1980’lerin

basinda tanimlanmaya banmstir. O zamandan bu yana kabul edilen en 6nemli
anjiogenik faktorler; vaskular endotelyal biyume faktorti (VEGFYilasia da bazik
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fibroblast biyume faktori (aFGF, bFGF), Platelet kokenli endotelehbétyiime
faktorudur (PD-ECGF) (Gupta ve Ren-Yi 2003, Papaiakovou vd 2004).

Bircok deneysel calma primer tumorin uzakta bulunan sekonder bir timaorin
blaylumesini baskilayabilgini gdstermgtir. Bu sonuca dayanarak primer timoérden
salinan bazi faktorlerin metastazi inhibegebylenebilir. O halde timor hicreleri pro-
anjiogenik faktorlerin yani sira antianjiogenik faktorler de s@faehn 1993). TUmor
hiicresinin anjiogenik olabilmesi icin sadece anjiogenik faktorlesimsnin artmasi
yeterli desildir, ayni zamanda antianjiogenik faktdrlerin salinimi baskilardmal
Cunku antianjiogenik faktorlerin farkh hedefler ile anjiogenezi inhémkecek bazi
mekanizmalari tetikledi bilinmektedir. Antianjiogenik faktérlerin bilinen hedefleri
arasinda;

1- Endotel hicrelerin ggalmasini tgvik eden bliyume faktorlerini inhibe etmek,

2- Endotel hicrelerin bazal membrani gegcmesigiegan proteazlari inhibe etmek,

3- Hucre i¢i sinyal transdiksiyon y@ani bozmak,

4- Endotel hicrelerin apoptoza yonelmesiniglamak ya da onlarl hicre

dongusitnde hapsetmek

5- Endotelleri olgturan kemik ilgi dncullerini inhibe etmek,

6- Yeni damar olgumu sirasinda endotellerin ekstraseltlar matrikse tutunmasini

sglayan avp3-integrin-vitronekt etkilgmini ortadan kaldirmak yer almaktadir
(Eckhardt 1999, Oehler ve Bicknell 2000).

Anjiogenezin baskilanmasina yol acan endojen antianjiogenik faktdrlesde
onemlileri; interferonlar, bazi interl6kinler, proteaz inhibitdrlere angiostatin,
endostatin gibi endojen bazi peptitlerdir (Friesel vd 1987, Singh vd 1995 nBemed
1999, Strieter vd 1995).

Gerceklgtirdikleri fonksiyonlar géz 6nine alinginda anjiogenez inhibitorleri dort

gruba ayrilir (Gupta ve Ren-Yi 2003 ):

1-Anjiogenik buyume faktorlerini inhibe eden endojen ve ekzojen antianjiogeni

faktorler,
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2- Endotel hicrelerin canlghni veya buyimesini etkileyen anti-anjiogenik faktorler,
3-Bazal membrani ve ekstrasellular matriksi hedef alan antianjio gkl &,

4-Anjiogenik sinyal yolgini bozan antianjiogenik faktorler.

Antianjiogenik ajanlar etki ettikleri hicre tipinegheolarak g farkl sinifa ayrilir:
1- Dogrudan etki gosterenler: Endotel hucrelerini ve onlarin anjiogenezdeki
rollerini hedef alirlar,
2- Dolayli etki gosterenler: Tumor hdcrelerinin ve cevresindeki délgan
anjiogenik faktorler tretmelerine engel olurlar ve/veya ekstiseiekanizma
ile ilgili rol oynarlar,

3- Karisik etki gosterenler: Hem endotel hem de kanser hiicrelerine etki ederler.

2.3.4. Antianjiogenik terapi

Antianjiogenik ajanlarin anjiogenezi dnemli derecede basgitadi ortaya ¢ikmasi
bu ajanlan kullanarak kansere alternatif bir tedavi yaratmanifikiogurmustur. Bu
amacgla gunumuize kadar pek c¢ok gah yapiimgtir. Antianjiogenik ajanlar
kullanilarak dizayn edilen terapiler gimdan kanseri hedef alir ¢iinkti her ne kadar
heterojen yapida olsalar da tim kanser hicreleri anjiogenelakmautretle tetiklemek
zorundadir. Bu hlamda antianjiogenik terapiler, anjiogenezi inhibegeitin, kanser

tedavisi icin 6nemli avantajlar Sar:

1- Tek bir damarin binlerce timor hicresi icin gerekli besin ve oksggladig
distnularse, bu damarin baskilanmasi timér hicrelerinin besin ve oksijensiz
kalmasina dolayisiyla ya 6lmelerine ya da dormant hale gegcmeledee akir,

2- Bu terapi ile kan pihtilmasinin lokal bgangi¢cseklinin desisimi saglanabilir,

3- Endotel hiicreler normal diploit hicrelerdir ve genetik mutasyonlark ag
degillerdir dolayisiyla oldukca dayaniklidirlar. Bu nedenle sitotoksécldra
karsi kisa surede direng ggirirler,

4- Biyolojik aktiviteyi gosteren en 6nemli 6zellik olan kan allinikte dlcilebilir
bir kriterdir,
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5- Damarlarin fonksiyonlarinda gecici de olsa meydana getirilebddaler

endotellerin 6limiine neden olur.

Anti-anjiogenik ajanlar hentiz timoériin damara ihtiyaci yokken uygulanaloasa,
tumorun buydmesini engelleyesilar gibi rol oynar. Anti-anjiogenik terapilerde temel
olan anjiogenezi bloklamaktir. Anti-anjiogenik terapiler tumor solaunu  dgil
tumorun buylmesini ve metastazini baskilamayi ya da inhibe etradgiflemelidir.
Gunumuzde klinik denemelerde kullanilan pek ¢ok anti-anjiogenik ajan bulusainakt
ancak etki mekanizmasi heniiz tam olarak aydinlatilgimathn hala anti-anjiogenik ve
anti-timoral oOzellikleri hizla aséinlan Talidomit bu ajanlarin en dikkat cekici

olanlarindan biridir.

2.3.4.1. Talidomit

Kanser icin anjiogenezin 6nemi net RKiekilde ortaya konmw olsa da kanser
tedavisinde antianjiogenik ajanlarin kullaniimasiyla ilgili heniz ¢akla calsma
yoktur. Bununla birlikte kanser hastalarinin sg@ sdrelerini uzatmak igin
antianjiogenik terapinin geleneksel sitotoksik kemoterapi ve radymtéde kombine
edilmesi ile ilgili calsmalar son donemlerde olduk¢ca 6nem kazahmi

1954'te CIBA adlh farmosotik bigirket tarafindan sentezlengnve sakinlgtirici,
bulanti Onleyici ve uykusuzfia kagl etkili bir ila¢ olarak tanimlanngi olan
Talidomit’in 1950’li yillarin bginda sakinlgtirici 6zelligi nedeni ile 6zellikle hamilelik
doneminde kullanimi yaygirdanistir. Dinya capinda 37 farkli isimle piyasaya
suralmdtar. Talidomit bir glutamik asit tirevidir ve kimyasal olarak Hauratlara
benzer (Combe 2001).

Ekstremite eksik@i ile dinyaya gelen bebeklerin sayisindaki sadikkat cekici
boyutlara ulainca, hamilelikte Talidomit kullaniminin teratojenik etkiye neden @idu
acga cikmstir. Ozellikle hamilelgin 3-8. haftasi arasinda kullanimi oldukca risklidir.
Dunya capinda yakjgk 10 000 bebek hamilelik doneminde Talidomit kullanimina
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bagli olarak sakat dgmustur ve Urin 1961'de Avrupa, 1962 yilinda Kanada
pazarlarindan geri cekilgtir (Okafor 2003).

Talidomit @-(N-ftalimido) glutarimid) kiral bir bilgiktir ve S(-) enantiomeri gugcl
teratojenik ve antianjiogenik etki gosterir. Talidomitslbagicta hamile bayanlarda
kusmayi engellemek ve sedatif etkglsamak icin kullaniimakta idi. 1965 yilinda ilacin
bazi inflamatuar ve oto immuin hastaliklarin tedavisindgarda sonuclar verdgi
gosterildi. Ancak fetal malformasyonlara neden @gldwsaptaninca, 1961 yilinda bu

amagcla kullanimi yasaklanghr (Tseng vd 1996).

Antianjiogenik 06zellii hakkinda ilk bilgi D’Amato ve arkadgéarinin, tagan
korneasinda yaptiklari c¢gna sonucu ortaya cikgtir. Talidomit, bazik fibroblast
biyume faktoru (bFGF) ile indiklenen anjiogeneziséav korneasinda baskilamayi
basarmstir (D’amato vd 1994). Talidomit’in anjiogenezi inhibe etme fonksiyonunun
mekanizmasi hentiz aydinlatiimamiolsa da bazi yolaklar Uzerindeki etkisi
belirlenmitir:
1- VCAM-1 (CD106) ve E-selektin gibi bazi adhezyon molekiillerinin
ekspresyonlarini inhibe eder (Geitz vd 1996),

2- VEGF reseptorleri Uzerinde seramid argcilile etki gosterir ve VEGF
salinimini baskilar (Yabu vd 2005),

3- bFGF ve interlokin-10 (IL-10) gibi ©6nemli proanjiogenik proteinlerin
ekspresyonlarini baskilar (Bamias ve Dimopoulos 2003),

4- Tumor nekroz faktor-alfa (TNE)'y1 inhibe eder,

5- Sitokinlerin salinimini baskilar,

6- Immiin sistem tizerinde etki yaratir,

7- Hucre ylUzey reseptdrlerinden bazilari Gzerindgstleetkiler sergiler (Brock ve

Lee 2002).

Talidomit’in solid timorler Uzerine gostegdietki pek cok bilim adami tarafindan
calisiimistir. Bazi miyeloma ve glioma hastalarindan, Talidomit uygutamanrasinda
olumlu yanitlar elde edilngiir. Kaposi sarkomall ve prostat kanserli hastalarda ise tam

anlamiyla pozitif olarak kabul edilemese de umut verici sonuclar sagtanmi
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Talidomit'in bilinen toksisitesini ve antitimdor etkisini birlikte gdelendirmek icin
dizenlenen bir ¢alma, melanomali hastalar Gzerinde gergglklbmi stir. Talidomit tek
basina kullaniimg, hastalarda 6nemli bir toksisite sergilerken ortaya cikarmay
basardigl antitimoral etkinin olduk¢ca az olgu saptanmgtir. Renal kanserlerde ise
ancak yuksek dozlarda antianjiogenik etki sergifimi Ancak bu dozlarda toksisite
sergilemesi beklengh icin bu tip tumoérlerin tedavisinde denenmesi Onerilmez.
Metastazik meme kanserli hastalarda Talidomit uygulamasiirhigozitif etki
yaratmanmgtir (Quesada 2006). B@ teratojenite olmak Uzere, mide bulantisi,
notropeni, ciltte olgan dokuntiler, geri doguimli sensorik noropati, baldnmesi ve
doza bgh olarak ortaya c¢ikan uyku hali, Talidomit'in glurdugu en ciddi yan etkiler

arasinda yer almaktadir (Brock ve Lee 2002).

Son yillarda Talidomit klasik antikanser tedavileri ile kombineeeel, faz 1l ve faz
[Il calismalarinda denenmektedir (Quesada 2006). Talidomit, deksametabatikite
uygulandginda etkisinde bir miktar agtisaptanmtir (Bamias ve Dimopoulos 2003).
Talidomit’in tek bagina antikanser etkisi oldukca zayifken, kemoterapi ile birlikte
uygulandginda gliomalarda, metastazik melanomalarda ve hormon salgilagstapr
karsinomlarinda daha etkili oldu saptanmtir (Combe 2001).

2.3.5. Klasik kanser tedavileri

Klasik kanser tedavileri olarak cerrahi midahale, kemoterapidy®texapi 40 yil
askin suredir uygulanmaktadir (Kvols 2005).

2.3.6. Cerrahi mudahale ile timdorin uzaklgtiriimasi

Kanser icgin bilinen en eski tedavilerden birisi cerrahi mudahi@etiimorin
uzaklgtirnimasidir. Tumorin tamami alinarakshali bir sonuc elde edilebilir. Ancak
primer timdrden ayrilan hicreler kana ya da lenfe gegaiprimer timor alindiktan
sonra da vucudun herhangi bir bolgesinde timorsigeligozlenebilir. Bu nedenle
cerrahi mudahale yapilacaksa genellikle kanserin heniiz yayignodmmasi tercih edilir.
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Bunun dyinda, arstirmalar gostermektedir ki primer tumoérin alinmasi, timor
hicreleri kalmysa, ikinci bir kanser geiiminin hizlanmasina neden olmaktadir ¢unku
tumorun uzaklgtirilmasi neoplaztik hicrelerin proliferasyon, apoptoz ve meta#taz g
biyolojik 6zelliklerinin desismesine neden olmaktadir. Bu gibi gtkgklikler timor
olusum surecini hizlandirmaktadir. Primer timor uzgtiktddiktan sonra, vicutta kalan
kanser hicrelerinde apoptozun azaldie proliferasyonun arfil saptannytir. Farkli
argtirmacilar ise primer timorin uzakiailmasinin, hem primer hem de metastazik
tumor hicrelerinde DNA sentezini artigchi  gostermglerdir.  Primer  timor
uzaklgtirildiktan sonra, TNF- alfainterlokin-6 (IL-6) ve VEGF gibi bazi faktorlerin
salinimi hizlanmaktadir. Bu durum timorin buylimesine katidarsaktadir. Ber

kanser cok fazla yayiligsa cerrahi miidahale tedavide etkisiz olabilir (Coffey vd 2003).

2.3.7. Kemoterapi

Kemoterapi, 6zellikle g@lan hicrelere karsecici oldurtci etkileri olan, gal veya
sentetik kimyasal, biyolojik ajanlar ve hormonlarla yapilan tedakiidir. 1960l
yillardan bu yana kullanilgr bilinmektedir. Kemoterapide kullanilan ajanlar sitostatik
ya da sitotoksik olabilirSitostatik ajanlar, hiicre gginini hiicre dongusunin spesifik

fazinda durdurmak icin kullantlirlar. Sitotoksik ajanlar ise hicreleri élductrler

Kemoterapi etkili bir tedavi olsa da bazi olumsuz sonuclagurdoaktadir.
Kemoterapide kullanilan ilaglara karkanser hicrelerinde direng gehi s6z konusu
olabilir. Bu direncin i¢ diren¢ (intrinsic resistance) veyadambms diren¢ (acquired
resistance) olabilege dustintlmistir. Bu direng mekanizmasi hiicre membraninda yer
alan ve bir protein olan ‘P glikoproteini'nin ekspresyonunglibalarak gelgir. P
glikoproteini tipki bir pompa gibi c¢alarak hicre icerisinden kemoterapdtik ajanlari
hizla dsari atmaktadir. Coklu ila¢ direnci (multiple drug resistand@Ryl olan
hiicrelerde MDR geninin @lmis olmasi P glikoproteininin bu hicrelerde fazlaca
eksprese edildini isaret etmektedir. Bazi ajanlarin bu proteine daha fazla duyarli
olduzu bilinmektedir. Bunlar igerisinde antitumor ilaglar, antibiyotikler,
epipodofilotoksinler, doksorubisin, bleomisin ve vinka alkoloidleri yer almaktadir.
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Kemoterdpatik ajanlarin secici olmayan etfiderinden timor hicreleri kadar
normal hicrelerde etkilenebilir ve toksisite gozlenebilir. s@futoksik yanitlar siklikla
ilaclarda kullanilacak dozu sinirlar, bazi durumlarda hastanyai tehdit edebilir ya
da ygam kalitesini bozabilir. Klinik uygulamalarda en sik goézlenen toksinitlar;
kemik iliginde baskilanmaya Bh I0kopeni, trombositopeni, gastrointestinal sistemde
mukozit, stomatit, bulanti, kusma, diyare ya da sa¢ dokulmesidir (Akyol 2004).

2.3.8. Radyoterapi

Fotonlar elektromanyetik dalgalardir. Normal dokular ile efikile girdiklerinde
bircok biyolojik etki yaratan elektronlar @@ cikar; elektronlar hiicrede bulunan su ile
birlesir ve sonucta hidroksil radikali §& olmak Uzere bircok radikal alur. Bilindigi
gibi radikaller DNA Uzerinde tek ve cift iplik kiriklarn yaragk hicrenin 6lmesine
(apoptoza) neden olur. Apoptozun tetiklenmesi tumor baskilayict bir g@biB) (
ekspresyonundaki aga balidir. Ayrica radyasyon hiicre membrani ile de egkibalir.
Iyonize radyasyonun transforme edici biyume faktorinin (FGRalinimin
tetikledigi de bilinmektedir(Nguyen vd 2002).

1895 yilinda Roentgen tarafindan X-ray tanimlgnin@men ardindan 1898 yilinda
Marie ve Pierre Curie radyumu #etmislerdir. Bu tarihten sonra iyonize radyasyon
etkileri hizla aratirlmaya balanmg ve pek cok fizik¢i cerrahi midahaleye alternatif
bir yol yaratabilmek ve bu yeni teknolojiyi kanser tedavisine adagbteek icin
calismistir. Radyasyon tedavileri ilk zamanlarda tek ve yikseksd&linde uygulannsi
ancak tumorlerde beklenen inhibisyorglsaamamgtir. Ardindan ¢cakmalar hizlanmy
ve moderngin radyoterapi tekgi gelistirilmistir. 20.yy’'In balarinda Claude Regaud,
tekrarlanan kiguk dozlageklinde uyguladii radyoterapinin deride hasar yaratmadan
etki gosterdgini bildirmistir. Bircok argtirmaci timorleri yok etmek igin radyoterapiyi

kucuk fraksiyonlar halinde uygulagtir (Connell vd 2004).
Radyoterapi, palyatif ve kuratif olmak Uzere gkkilde uygulanir. Palyatif tedavi

tumoran yol ack hasarlari azaltmak ya da ortadan kaldirmak amaci ile

uygulanmaktadir. Bunun icin gliik radyasyon dozlar (tipik olarak 30 Gray (Gy), en az
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2 hafta) yeterlidir ve normal dokulara zarar verme riski oldukcharaKuratif tedavide
tumorun yok edilmesi amaclanir ve bu nedenle daha yuksek dozlar kull@&#v5 Gy

ve 6-8 hafta). Dozdaki agtinormal dokularda hasar meydana gelme riskini de
beraberinde artirmaktadir. Komplikasyonlar; uygulanan fraksiyonun hiijil ,
radyasyon uygulanan doku tipine, toplamda uygulanan doza ve organin hangi kismina
uygulandgina bal olarak gelsir. Radyoterapinin yol agil yan etkiler, bazen hemen

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

Normal hucreler, belirli zaman araliklari ile tekrarlakawggulanan d§ilk dozdaki
radyasyonu daha iyi tolere edebilmektedir. Bu nedenle radyotera@adéas olarak
kullanilan uygulamasekli haftada bg kez diguk dozlar kullanilarak (1.2-3 Gy)
yapilmaktadir. Ancak, bu dozlarin timoér hicrelerini yok etmek iciarjjedlmadgl da
bilinmektedir. Normal hticrelerde hasar yaratma riski %5’in alttatd@dmaya cakildig
icin bu dozlar ve sire standardize edsni(Connell vd 2004).

Radyoterapi sonrasi ghn hipoksik keullar, timaérlerde hipoksi indukleyici faktor
(HIF-1a) ve buna bgi olarak VEGF ekspresyonunu artirmaktadir (Semenza 2001).
Radyoterapi sonrasinda VEGF’nin miktarindakisanemin vitro hem dean vivo olarak
gOsterilmitir (Ellis vd 1998, Gidley vd 1998). Radyoterapi sonrasinda timoérde

gozlenen blyime anjiogenezin tetiklenmesi sonucu ortayascdtatuilir.

2.3.9. Kombine kanser tedavileri

Uzun yillardir klasik kanser tedavileri cok yaygin olarak kulraaktadir. Ancak, her
birinin yarattgl yan etkiler ve /veya beklenmedik sonuclar géz onine &lmdh
tedavilerin gehtirilerek daha etkili hale getiriimesi gereitide yadsinmayacak bir
gercektir. Bu nedenle bilim adamlari bu tedavileri birliktgguiayarak etkilerini

artirmaya yonelik caymalar yapmaktadirlar.
Bu amagcla ilk kez Heidlberg yagtipreklinik calsmada, radyasyon terapisini

takiben kemoterapik ilaglar uygulagnve radyoterapinin tek bama sgladigl etkinin,

ilacla birlikte uygulandiktan sonra apitni saptayarak kombine tedavilerin uygulanmasi

27



icin ilk umut verici sonucu bilim dinyasina aciklgtm 1960’1 yillarda Mayo klinikte
Moertel ve arkaddarinin yaptgl calsmada radyoterapi ve kemoterapi birlikte
kullaniimis, mide ve pankreas kanserlerinden hastalarin kurtulma oraninda énemli bi
artis elde edilmgtir (Mcelwain 1973). 1974 yilinda nigro 5-florourasil ve mitomisin C
kombinasyonunu radyasyon ile birlite uygulame elde etfii sonuglar hem medikal

hem de radyasyon onkologlarinin dikkatini ¢cefgmi(Kvols 2005). Bu tarihten sonra,

bas ve boyun, 6zafagus, aker, mide, pankreas, anal kanal ve rahim kanseri gibi pek
cok kanser uzerinde kombine tedavilerin etkilerisaramistir (Herskovic vd 1992,
Adelstein 1998, Cooper vd 1999, Furuse vd 1999, Thomas 1999, Ryan vd 2000, Evans
vd 2001, Macdonald vd 2001, Cooper vd 2004, Penberthy vd 2001).

2.3.10. Anti-anjiogenik terapi kombinasyonlari

Klasik kanser tedavilerinde amac tumor hicrelerini 6ldurmektir. Bilteanatif bir
yaklasim olan antianjiogenik terapilerdeki hedef ise, tumor yatda toplanan ve
bolinmekte olan endotelleri yok etmek ve bu sayede timori anjiogenezden yoksun
birakmaktir. Bazi tubulin kiayici ajanlar, combrestatin A—4 gilon, vitro'da ¢azaltilan
hiicrelerde secici bir toksisiteye yol acarkem,vivo timdr modellerinde apoptozu
indukleyerek damarsal bir tahribata yol agne bu sayede daha fazla sayida tumor
hiicresinin dlmesine neden olgtwr. Buradan da argdacagl gibi dogru tasarlanngi bir
antianjiogenik terapi gastrointestinal septomlar ya da miyelosypnéar gibi toksisite

kaynakli yan etkiler yaratmaz.

Kemoterapi ve radyoterapi gibi klasik kanser tedavilerinintygrayan etkiler g6z
onune alindiinda antianjiogenik terapinin, kanser tedavileringlassmca| avantaj g6z
ardi edilemez. Antianjiogenik terapide kullanilan ajanin timoér hiegrme ya da
kan beyin bariyerini gegcme gibi bir zorunlglu yoktur. Bu nedenle guk dozlarda
kullanilabilir. Disuk dozlar kullanmak, uygulama siresinin kisa araliklarla sik sik
olmasina olanak tanir. Oysa kemoterapik ajanlar timosenalaorunlulgu nedeni ile
maksimum tolere edilebilen dozda kullaniimalidir. Bir kez yiksek d&ed#oterapik
ajan uygulandiinda ikinci uygulama igin bu dozun yargttiyan etkilerin ortadan

kalkmasini sglayacak kadar sirenin ge¢cmesi beklenmelidir. Bu da, tedaearibani
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azaltan bir etmendir ¢iinkl arada gecen sure, hasar yaratilan litorésinin kendini
dizeltmesine imkan tanimaya yetecek kadardir. Pek c¢ok kemotergmk agini
zamanda antianjiogenik 6zgli de sahip olabilir. ger bir ilag, sitotoksik etki yaragi
dozdan daha @ik konsantrasyonlarda damar lzerine etki yaratiyorsa antiamikoge
Ozellige sahiptir denebilir (Bamias ve Dimopoulos 2003, Miller vd 2001). Maksimum

anjiogenik etki sglamak icin ajan dgiik konsantrasyonlarda uzun sire uygulanmalidir.

Bu nedenle kronik-diik doz kemoterapinin (metronomik terapi) gucla
antianjiogenik etkiler sergilemesisasirtici  desildir. Metronomik terapiler bir
antianjiogenik ajanla kombine olarak uygulaghdda, ortaya c¢ikan antikanser
potansiyelin dnemli olctide agti saptanmytir (Browder vd 2000). Antianjiogenik ve
kemoterapik ajanlar birbirlerinin etkilerini artirmaya yonelikesjizm yaratirlar. Son
yillarda gercekigtirilen farkh calsmalar sik sik ve diilk dozlarda uygulanan
kemoterapiye, endotel hicrelerini hedef alan bir antianjiogenik teeldendginde
ortaya cikan antikanser etkinin, sitotoksik ajanin tekraagdsterdiinden daha fazla
oldugu dikkat cekmektedir (Bamias ve Dimopoulos 2003, Teicher vd 1992, Klement vd
2000). Bu sinerjizmin mekanizmasi hentiz tam bir netlik kazangartsa da
mekanizma ile ilgili en guclu hipotexidur; “anti-anjiogenik ajan kan akni normalize
eder ve bu sayede hem dokulara giden oksijen miktari hem de sitotjaksm cdeilimi
artar” (Jain 2001).

Antianjiogenik ajan timor hicresini hedef alngadgin timorler arasinda gozlenen
heterojenlik bgariy1 etkilemez. Bgka bir deysle timorin biylumesini, tipine pla
olmaksizin, inhibe eder. Oysa klasik tedaviler her timar hiicresi Gzdairkdiesonuclar
yaratmaktadir. Tumoér hicresini  dldurmeyi  hedeflergiedicin,  antianjiogenik
terapilerin hicrede sitostatik etki yargttn soylemek dgru olur. Bu gune kadar
gerceklgtirilen pre-klinik (n vitro ve in vivo) calsmalardan bazilarinda tumor
hicrelerinin, mutasyonlara $la olarak dgisen genetik yapilari yizinden, anti
anjiogenik ilaclara kar disik de olsa diren¢ geatirme olasilginin bulundgu

gosterilmitir (Marx vd 2002).
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Anti-anjiogenik ilaglari tek Bana ve geleneksel tedaviler ile kombine ederek
kullanmak ne gibi avantajlar ya da dezavantajlar yaratir? Gladenikombine
tedavilerden elde edilen antikanser potansiyeli pek cok kapsamigmaalile
arastinimaktadir. Kombine tedavilerde sadece DNA sentezi ve hiciaim@si dgil
tumor hucrelerinin pek cok biyolojik davrgnida hedef alinir. Tumoér hicreleri kan
damarlari tarafindan beslenseler de kendilerine oldukc¢a guveBideredenle mutlak
basari ile sonuclanmasi umut edilen tedaviler, hem timérd hem de kanlalamar
tehdit edebilir nitelikte olmaldir. Tumérin kendisini hedef alan kerapie ve
radyoterapi ile kan damarlarini tehdit eden antianjiogenilpitéridikte kullanildginda
elde edilmesi umulan karinin artmasi kacinilmazdir. Yumurtalik, pankreas, prostat,
kolon kanser modellerinde rekombinant anti-anjiogenik proteinler, standadté&epi

ile kombine birsekilde kullaniimg ve kombine tedavi etkiyi bir derece daha arttgtmi

Teicher ve arkagkari 1995 yilinda yaptiklari ¢camalarinda ilk kez anti-anjiogenik
bir ajan1 dguk-tek doz radyoterapi ile birlikte uygulagtar ve radyoterapinin etkisinin
arttigini gostermglerdir (Teicher vd 1995). Daha sonraki yillarda bu kombinasyon pek
cok aratirmaci tarafindan uygulangve anti-anjiogenik ajanin, tumorin radyasyona
kargi verdigi yanitta arty sagladigl saptannytir (Murata vd 1997, Gorski vd 1999, Lee
vd 2000, Lund vd 2000, Hess vd 2001, Kozin vd 2001, Griffin vd 2002, Huang vd
2002). Ancak elde edilen bulgulari kedastirmak ve kombine tedavinin etkisini tam
olarak ortaya cikarmak zordur cunkl yapilan sgadilarda kullanilan timdor modeli,
baslangictaki timo6r boyutu, 6lctlen final timoér boyutu, uygulanan doz ve uygulam
sekli gibi pek cok faktor da&skendir. Tahmin edilebile@ gibi farkh tumorler
antianjiogenik tedaviye farkli yanitlar verir. Tumorlerde saptamamarkhlik desisken
anjiogenik buyime faktdrlerinin seviyesine ve tumor buyimesi, aamiegne etki eden
bircok anjiogenik faktore @dir (Wachsberger vd 2003).

Radyoterapi tumoérin merkezindeki hicrelerin oldirtlmesini hedef aliuzue
yillardir Klinikte etkili bir antikanser terapisi olarak kullanil Ancak radyoterapide
kullanilan radyoaktif madde hipoksi yaratir ve bu sayedgabdEGF olmak Ulzere
bircok anjiogenik faktor tetiklenir. Radyoterapi ile kombine edilerglgulanan

antianjiogenik ajanlarin kullanilgh denemelerden pozitif yanitlar alirgtr.
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Tim bu avantajlar géz Onine algdda kanser tedavisi igcin antianjiogenik
uygulamalarin olduk¢ca 6nemli olgu distintlmektedir. Ancak, antianjiogenik terapinin
kanser tedavisi icin kullaniimasini sinirlandirilan etmenler gidda bir gercektir
(Bamias ve Dimopoulos 2003).

1- Klasik anti-kanser tedavilerindeki en biyuk sorun olan hicre heteesgenit
burada da stz konusu olabilir. Anti-anjiogenik terapide hedef endotellerdir
farkli oncullerden koken aldiklar giintldigiinde endoteller arasinda bir
heterojenitenin olmasi kag¢inilmazdir. Bu durumda ajan htcrelerin | fgurk
bagli olarak farkl etkilerin ortaya ¢ikmasina neden olabilir.

2- Metastazik tumorlerde bulunan hicreler birbirlerinden oldukca farklidibwe
nedenle salgiladiklari pro-anjiogenik ajanlarin hem yapilari hemniki@rlar
arasinda bazi @esikler gozlenebilir. Bu tip dgisiklikler verilen anti-anjiogenik
ajana kag1 farkli bir klonun direncg gedtirmesine neden olabilir. (Kim vd 2001,
Durand ve Raleigh 1998).

3- Tumoran mikro cevresinin, anjiogeneze kaolusturulacak yaniti dgrudan
etkiledigi son yillarda bazi calmalarla gosterilngtir. TUmor mikro cevresi
endotelyal kompartmanlari korur, bazi sgmsal sinyallerin endotellere
iletiminde rol oynar. TUumor bldyumesi icin kritik bir 6nengije@an diger faktor
ise ekstraselular matriksin bataglinin  korunmasidir. Bircok pro ve
antianjiogenik ajan ekstraselller matrikste depolanir ve parcatani@aalinir.
Ekstraselular matriksin ve depolgdmodulatérlerin icegii tumore b&h olarak
degisir. Bu nedenle her timor tek bir ajana ayni yaniti vermez. (Sood vd 2001,
Thomas vd 2003, Miller vd 2001).

Antianjiogenik ajanlar kullanilarak gerceytielen in vitro ve in vivo deneylerden
elde edilen umut verici sonuglar bu ajanlarin klinik gahlarda da denenmesini
sglamistir.  Yeni terapilerin dizayn edilmesi, bu ajanlarin kendi fonksiyonia ve
etkiledikleri mekanizmalarin aydinlatiimasi, benzer 6zellik géstgeni antianjiogenik

ajanlarin tanimlanmasi ile mimkin olacaktir.
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2.3.11. P maddesi

Periferal dokularda ve merkezi sinir sisteminde nérojenik infgora ve immun
yanitin olgumunda P maddesi rol oynamaktadir geiran algilanmasinda da énemili
gorevler Ustlenmektedir. Pek c¢ok periferal dokuda, P maddesinin damaletci
Ozelligi oldugu bilinmektedir. P maddesi iceren sinir uclari genellikle kan attam
yakininda lokalize olmyiur ve bu uclardan P maddesi salinimi, akut inflamasyonda
gorulen pek cok fizyolojik olayin BEmasina neden olur. P maddesi sadece sinir
hiicresi kaynakli dgldir. Eozonofil ve makrofajlar gibi sinirsel olmayan hucrelerde d
P maddesi bulunmaktadir. G-proteirghaeseptorine @ganinca aktive olan P maddesi
mitojenle aktive edilny protein kinazlari aktive ederek apoptoza neden olur. Ayrica ras
onkogeninini aktive etsi ve reseptore andginda TAPI-duyarli matriks
metalloproteazlari 6zellikle de TACE'i aktive ederek membriaazh TGF-o’'nin aktif
formda salinmasina neden olur. TGAVMIAPK yolagini aktive ederek kolon epitel
hiicrelerinin ve astrostoma huicre proliferasyonunu artirir (Pabna999, Friess vd
2003, Munoz vd 2004, Singh vd 2000).

P maddesi kanserle en fazlaskiliendirilen noropeptittir. P maddesinin kanser
gelisimindeki rola ile ilgili calsmalarin sonuglari birbirleriyle ¢gkili bulunmustur.
Calismalarin bir kismi, P maddesinin timor gefhini hizlandirdgini, yeni damar
olusumunu arttirdiini ve bu yolla metastazi kolaytadigini gostermektedir. @er
yandan P maddesi geninin kaybi, kolon kanserininsiggliile iliskilendirilmistir.
Benzersekilde farelerin P maddesi ile 6nceden tedavi edilmesinin, timageikanin
yaniti artirarak, melanoma gg@ini yavaslattigi gosterilmgtir. Sonuclar ne kadar
celiskili olursa olsun bu bulgular duyusal sinirlerden salinan noéropeptitleginser
gelisimini etkileyeceini gostermektedir. P maddesi ilk defa gecen yuzyilin ilk
yarisinda at beyni ve pasazindan toz olarak elde edilgtir.

Daha sonraki ¢aginalarda P maddesinin tansiyorsdtuci 6zellginin oldugu ve diz
kas hucrelerinin kasiimasina yol &ctibelirtiimistir. Goddum ve Schild bu yeni
maddeyi “P maddesi” olarak tanimlaggardir. “P” harfi maddenin ekstraksiyon

protokoll sonucu toz (Powder) olarak elde edilmesine itafen vetilmiembeck bu
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maddenin omurifiin dorsal kékinde ¢ok miktarda bulurgdunu tespit etngi ve &ri
iletimi ile ilgili bir fonksiyonu olabilecgini 6ne sturmétir. P maddesinin rolu ile ilgili
daha geni bilgiler Otsuka ve Konishi’'nin calmalarindan elde edilgtir (Otsuka ve
Konishi 1976). 1971'de Chang ve arkgldar P maddesinin aminoasit yapisini “H-Arg-
Pro-Lys-Pro-GIn-GIn-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-Nidlarak belirlemglerdir. P maddesinin
molekiler girligi 1347,6 kDa'dur (Herrison ve Gepetti 2001). 1981 yilinda P maddesi
norokinin A ve B ile birlikte takikinin ailesinin bir Uyesi olaraknitiimstir. Her t¢l de

ayni karboksil terminal diziye sahiptir: “Phe-X-gly-Leu-MetHN (X; Phe veya Val
olabilir). P maddesinin konformasyonu tamamen kullanilan ¢o6ziclye ve icinde
bulund@gu lipit cevresine bgidir. Ornezin, P maddesi metanolde beta-d$nii

konformasyonuna sahipken suda diz zigekiinde bir yapisi vardir (Sumner vd 1990).

Yeni dgan ratlara elektrik akimi verildikten sonra omuriliklerinde P maohie
Immun reaktivitesinin artsn gbzlenmgtir. Buna bg&li olarak da P maddesi ekspresyonu
merkezi sinir sistemi ve periferal sinir sistemi ileskllendirilmistir. Bugln ¢ok iyi
bilinmektedir ki P maddesi primer afferent néronlarin merkezpeeferal uclarindan
salgilanan bir norotransmitterdir. Memelilerdeki P maddesi prakikohin A (PPT-A)
geninden eksprese edilir. PPT-A yaygin atasal bir genin duplikasyamongalenir ve
ayni zamanda norokinin A, noéropeptit K ve ndropeptit-gama’yr da kodlar. APPT-
geninin mMRNA modifikasyonlari sonucu alfa, beta ve gama olmak (irgradet P
maddesi Oncili kodlanir. P maddesi, 6ncil molekillerinden konvertazlar olarak
adlandirilan proteazlar tarafindan kopartilir (Carter ve Krd@88). Deneysel olarak
duyusal sinirlerin inaktive edilmesi, var olan P maddesinin an&K$tin azalmasina
yol acmstir. Bu sonuca dayanarak, P maddesinin yalniz duyusal noronlargdn de
monositler, makrofajlar ve timaor hicreleri gibi farkl hicre tipléen de salingi ileri
surtlmitar. Bu hiucrelerde PTT-A geninin ve bu genin mRNA'sinin gagdosterilerek
hipotez dgrulanmstir. Yapilan farkli cakmalarda, hangi hicreden sentezlgmo
bagli olarak, P maddesinin kanser ve anjiogenez Uzerinde farklh rolkendigi
gosterilmitir (Erin vd 2008).

P maddesi metabolizmasinda rol oynayan pek ¢cok enzim vardir. Ancakdannder

onemlileri neprilizin (NEP) ve angiotensin datiiricii enzim (ACE) dir. Neprilizin
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beyinde, omurilikte ve periferal dokularda, ACE ise plazmada P miadgescalar.
Hem NEP hem de ACE P maddesini Rdy® ya da Gly-Leu'® baglari arasindan keser
(Harrison ve Blackwell 2001). NEP enziminirgdr bir substrati d@-amiloid peptittir.
Bu peptiti parcalayabilen ger bir enzim ise ADAM-10 dur (lwata vd 2004f-amiloid
peptidi benzersekilde parcaladiklari icin ADAM-10'un P maddesini de parcalama
potansiyeline sahip olabilegiedUstintlmis ve yapilan ¢agmalar sonucunda ADAM-10
enziminin P maddesini Neprilizin ile ayni bélgelerden lgeggiosterilmitir (Erin vd
2006). P maddesinin hidrolizi sonucu g@n fragmentlerin timor hcrelerinin
blylumesini azaltgn gosterilmgtir (Heasley 2001). P maddesi vegeh takikininlerin
kapsaisine duyarli duyusal noronlarin periferik uclarindan salinmiésojenik
inflamasyona garet eder. Duyusal noropeptitler genellikle damar sistemrinee

etkilidir ve arterlerin geslemesine neden olur (Harrison ve Blackwell 2001).

Fizyolojik stres durumu ile #kili olarak, malignansinin galiminde merkezi sinir
sisteminin potansiyel bir rolii olabilggie distunilmektedir. Ozellikle stres ile
tetiklenmg néroendokrin ve immin fonksiyonlarin kansereslbalumlere katkida

bulunabilecgi dustintlmektedir.

Duyusal noropatilere sahip hastalarda farkli tipte kanserleritlngér sikiginin
arttigl da bilinen bir gercektir. Stres sonucunda salgilanan néropeptdimiar Gzerine
yaptiklari etkiler gbze alinginda, bu peptitlerin anjiogenez mekanizmasi Uzerinde de
etkili olabileceggine inanilmaktadir (Erin vd 2004). Daha sonra yapilansmaliar
noropeptitlerin,in vitro kosullarda fibroblast ve endotel hicreleriningadmasini,in

vivo kogullarda ise anjiogenezi uyagini gostermektedir (Salo vd 2007).

2.3.11.1. P maddesini pargalayan neprilizin

Notral endopeptidaz 24.11 (Neprilizin, NEP, CALLA, Enkefalinaz, CD-10)ggwls
dagihm gosteren, membran ganli ¢cinko metalloendopeptidazdir ve pek cok farkl
peptidin  metabolik regiulasyonunda rol oynamaktadir. gme Kolitis-iliskili
inflamasyonu, P-maddesini parcalayarak modile eder. Ancak, beyild€eRIin

fizyolojik fonksiyonu tam olarak bilinmemektediilk defa tagan bobrginin firca
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sekilli membranlarindan izole edilgiive bu membranlardaki major antijen olarak
tanimlanmgtir (Turner ve Hooper 2002). NEP enzimi, insilinin b zincirini hidroliz
ettigi saptanan ilk enzimdir. 30 yilislan bir siredir aktivitesi detayl bigekilde
arastinimaktadir. Saflgtinimasinin ardindan tip Il integral membran proteini gldu
saptanmytir. NEP, hiicre ylzeyine lokalize olghbir enzimdir. Streptomyces’den elde
edilen fosforamidon ile inhibe edilmektedir. NEP’in tanimlanan ilk gablat1 arasinda
enkefalinler ve P maddesi yer almaktadir. NEP icin tanimldimyolojik bircok
substrat bulunmaktadir ancak en dikkat cekicileri P maddesi ve vadodilatilesik
olan atrial natritiretik peptit (ANP)'dir. NEP, ¢inko @lanma motifine sahip tipik bir
metallopeptidazdir, M13 peptidaz ailesi icinde, glusizinler olarakdsl gruba aittir.
NEP’in kovalent olmayan etkigemlerle bir arada tutulan homodimer yapisinda gidu

gosterilmise de, tasanlarda monomer olarak bulunmaktadir.

Bu gun bilinenlere gore, NEP-enzimi eksik olan farelerde, beyndeigi bilinen
tek peptit Amiloyid beta’dir. Bu durumda NEP’infAdegredasyonundaki en dnemli
enzim oldgu soylenebilir (Fukami vd 2002). NEP’in bening prostatik hiperplazi
patogenezi ile ikkili oldugu ve inflamasyonun regilasyonunda rol oygadi
disinulmektedir. Ayrica yara iyinesi ve immun sistem aktivasyonunda da yergaldi
tahmin edilmektedir. Farkli gruplar NEP’in APP’yi parcaladi gostermitir. Son
calismalara gore, NEP inhibisyonunun, kardiovaskuler hastaliklarin tedgnde yeni
stratejilerden biri olabileg ileri strdlmdstar. Klinik uygulamalarda kullaniimak tzere
NEP’in yeni inhibitorlerinin kefi oldukca ilgi cekmektedir (Oefner vd 2000).

Gunumuzde 6zellikle takikinin ailesine ait ndéropeptitlerin metabokamia da gorev
aldigi bilinmektedir. ADAM-10 enzimine benzesekilde beyinde biriken nérotoksik
amiloid peptitleri hidroliz eder. Enzimatik olarak NEP, P-madddsymbesin,
kalsitonin-gen ilgkili peptit, bradikinin ve ndrotensin gibi noéropeptitleri parcalar ve
bunlarin hedef hicre tzerindeki spesifik etkilerini ortadan kaldWaP 50 aminoasit
uzunlyza kadar olan oligopeptitleri, hidrofobik aminoasitlerin amino ucundan hidroliz
eder. Tipik substrati, I6sin-enkefalindir. NOoropeptitler duyusal sirddn salinirlar ve
mast hucreleri ile makrofajlarin fonksiyonlarini modile edeMdEP, néropepitleri
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parcalama Ozellinin yani sira, inflamasyonun regulasyonunda da onemli bir role
sahiptir (Albrecht vd 2004).

NEP, noroiletimde, inflamasyongra fizyolojisi, kan basinci, hicre blytumesi gibi
biyolojik olaylarda ve Alzheimer, kardiovaskular, neoplaztik hastatlkla rol
oynamaktadir. NEP’in bombesin ya da endotelin benzeri peptitlerden gatojenik
uyarlyl deistirip degistirmedigi pek cok argtirmaci tarafindan agariimaktadir. NEP
enziminin miktari sigara dumani ile azaltifmue sonucta akgerlerde ktcuk htcreli
akciger karsinomlarinin okiugu saptanngtir. NEP ekspresyonu bazi prostat
kanserlerinde azalgtir cinkli mitojenik peptitler androjen giansiz timor gegimini

tetiklemektedir.
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3. MATERYAL ve METOT

Tez kapsaminda yapilan ealalar; Talidomit icin, hicre kultlrUsartlarinin
belirlenmesi, radyoterapi dozunun belirlenmesi, ilaglarin sitotokdi{ gosterdii
dozun saptanmasi, sitotoksik etki gosteren dozlarda P maddesi ileMADA ve
Neprilizin enzim aktiviteleri tzerine go6sterdikleri etkinin blelinmesi ve son olarak
enzim miktarindaki d@simin Western blot tek ile kullanilarak gosterilmesi olmak

Uzere altl ana Bhk altinda toplanabilir.

3.1 Hucre Kiltarta Sartlarinin Belirlenmesi

Calsmada kullanilan 4T1 ve 4THMpc fare meme kanser hiicre hatlar Dwog.
Nuray Erin’den (Akdeniz Universitesi Tip FakiltesigBla Bilimleri Arastirma ve
Uygulama Merkezi) temin edildi. Hucreler % 5 FBS (fetal hoserum), 0.02 mM
esensial olmayan amino asid kani, 1 mM sodyum-pruvat, 4 mM L-glutamin ve 80
mg gentamisin ilave edilmiDMEM-F12 besi yeri kullanilarak 37 °C’ de % 5 €D
etiivde kultire edildi. Hucreler petrinin % 80-90'nini dold@ehda, steril petrilere
deney icin optimize edilen sayilarda bolundda.

3.2 Radyoterapi Dozunun belirlenmesi

4T1 ve 4THMpc hicreleri farkh sayilarda 96 kuyucuklu platelere 8éramlu besi
yeri ile bolundl. 24 saatlik inkiibasyon stresi sonrasinda hucrelerimdearibesi
yerleri uzaklatirildi ve yerine % 1 serum iceren besi yeri eklendi. 4 saata 2 cm
kalinhgindaki plate’ler Kobalt 60°¢Co) teleterapi cihazi kullanilarak 100 cm uzakliktan
5, 10, 20 ve 45 Gy ilesinlandi. Plate’ler, homojen bir etki @anabilmesi icin suya
esdeger Ozellikte bir dolgu maddesi ile hazirlanan 0,5 cm kaundlaki kaliplar
icerisine vyerlgtirilerek i1sinlandi. Deneyler 24, 48 ve 72 saatlik inkibasyon sureleri
sonrasinda sonlandirildi. Hucrelerin caplissagida anlatilan MTT testi ile belirlendi.

Deneyler 5 kez tekrarlandi.
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3.3 Sitotoksik Etkinin Belirlenmesi
3.3.1. Talidomit dozlarinin optimizasyonu ve standardizasyonu

Tez kapsaminda satin alinan Talidomit literatire uygekilde 14.08 mM’'lik
Dimetilsulfoksit (DMSO) igerisinde ¢ozilerek 100 mM’lik stok cliz@azirlandi ve
ependorflara bolinerek -20 °C’de saklandi. Talidomit dozlar literggiire 100uM, 10
uM, 1uM, 10" uM, 102 uM, 10° pM, 10* M, 10° uM, 10° pM, 107uM ve 10° uM
olarak belirlendi. 1.4uM DMSO (uygulanan en yuksek Talidomit dozunun icgrdi
DMSO miktar) kontrol olarak uygulandi. Ancak, DMSO her iki hiicréihda da bu
konsantrasyonda oldukca sitotoksik etki gosterdi. Bu nedenle, suda c¢6zinebilen

Talidomit satin alinarak deneyler tekrarlandi.

Daha onceki denemelerde kullanilan Talidomit dozlarinin (M010 uM, 1 pM,
101 uM, 102 uM, 10° uM) bu iki hiicre hattinda sitotoksik etki gosteidbagimsiz
deneylerle tekrarlanamadi. Bu nedenle, Talidomit'igedicalsmalarda kullanilan
dozlariyla ilgili tekrar literatir taramasi yapildi. Buaara sonucunda, bizim ¢ghada
kullandgimiz uM konsantarsyondaki dozlaringdir calsmalara kiyasla oldukca sliik
oldugu saptandi. Talidomit’inin vivo (100-400 mg/ml) vein vitro (1-50 pg/ml)
calismalarda belirlenen sitotoksik dozlarinin farkli hiicre tiplerindgstigi gz 6niinde
tutularak (Teo 2005) ilacin yeni dozlari 40 pg/ml, 20 pg/mi, 10 pgnmlg/ml, 2,5

png/ml olarak belirlendi.
3.3.2.MTT hicre canlilik testi

Tez cagmasinin bglangicinda, 4T1 ve 4THMpc huicrelerin 5000 hicre/kuyucuk
olarak boélinmesi ve sitotoksisitenin bu hiicre sayisi Gizerinden incelgolardanmsgti.
Hucreler, 1000, 2500, 3000, 5000 ve 10 000 hicre/kuyucuk okatdlkle bolinerek
deneyler tekrarlandi. Hucrelerin 5000 hicre/kuyucuk olagalklde bolinmesiyle
yapilan deneylerde tutarli sonuclar alfdicin sitotoksisite testlerinde bu sayinin
standardize edilmesine karar verildi.
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Besi yeri igerisine eklenen serumun ilaclarla egkite girebilecgi dustnuldisi igin
deneylerde Oncelikle serumsuz besi yerinin kullanilmasi planganmAncak
inkiibasyon surelerine pla olarak, serumsuz besi yerinde hucrelerin uzun sire canli
kalmalari sglanamadi. Bu ylzden tim deneylerde % 1 serumlu besi yeri kullambnas

karar verildi.

Yapilan optimizasyon camalari sonrasinda hiicreler 5%1ticre/kuyucuk olacak
sekilde 96 kuyucuklu plate’lere bélindi. 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda besi ye
uzaklgtirlarak optimizasyon sonrasinda karar verilen 40, 20, 10, 5 ve 2,5 ug/ml
Talidomit iceren 200 pl %1 serumlu besi yerleri uygulandi. Kontrobgrolarak
kullanilacak kuyucuklara yalnizca %1 serumlu besi yeri uygulandiavigen 4 saat
sonra radyoterapi grubu olarak etiketlenen plate’ler 45%Gy ile 1sinlandi. Deneyler
24, 48 ve 72 saatlik inkibasyon sireleri sonunda sonlandirildi ve besi yerleri
uzaklgtinldi. Kuyucuklara 180ul serumsuz besi yeri veromega Cell Titer Kkiti
icindeki MTT solusyonundan 2@ eklenerek 37°C de 2 saat inkiibe ediidkiibasyon
suresi sonunda 96 kuyucuklu-plate’ler spektrofotometrede 490 nm dalga boyunda

okundu.

3.3.3.Live-Dead canlilik/sitotoksisite testi

Daha o6nceki dozlarla yapilan deneylerde sitotoksik etki gorigineth Live-Dead
testi yapilmadi. Yeni belirlenen dozlarla yapilan MTT htcreliblk testi sonucunda
sitotoksik etki saptandi. Bu bulguyu desteklemek amaci ile ayni rdozgicreler

Uzerindeki etkisi Live-Dead testi ile degdzlendirildi.

Hiicreler 1x1® hiicre/kuyucuk olacakekilde 12 kuyucuklu plate’lere boliindi. 24
saatlik inkiibasyon sonrasinda besi yerleri uzaklarak 40, 20, 10, 5 ve 2,5 pg/mi
Talidomit iceren 1 ml %1 serumlu besi yerleri uygulandi. Kontraolbg olarak
kullanilacak kuyucuklara yalnizca %1 serumlu besi yeri uygulandiavigen 4 saat
sonra radyoterapi grubu olarak etiketlenen plate’ler 45%Gyile sinlandi. 24, 48 ve
72 saatlik inkilbasyon siireleri sonunda deneyler sonlandirildi. Ornigldiscular

Probes Live-Dead Viability/cytotoxicity Kit protokolu izlenerek cahldi.
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3.3.4.Tripan mavis testi

Yukarida belirtilen test sonuclarini desteklemek amaci ilentnipavisi testinin de
yapllmasina karar verildi. Huicreler 1x1Bucre/kuyucuk olacakekilde 12 kuyucuklu
platelere bolindi. 24 saatlik inkibasyon sonrasinda besi yerleri stralklieak 40, 20,
10, 5 ve 2,5 pg/ml Talidomit iceren 1 ml %1 serumlu besi yerlegulayndi. Kontrol
grubu olarak kullanilacak kuyucuklara yalnizca %1 serumlu besi wggulandi.
Tedaviden 4 saat sonra radyoterapi grubu olarak etiketlenenlgiatd’ Gy°°Co ile
Isinlandi. 24, 48 ve 72 saatlik inkibasyon sireleri sonunda deneyler sonlandirildi
Kuyucuklarin tizerine 500ul EDTA-Versen eklenerek hiicreler kiddid500 rpm’de 2
dakika dondurilerek ¢oktirtldl. Supernatan uzakidl ve tzerlerine 300ul Hanks-
tuz solusyonu eklenerek peletler ¢ozildi. Ornekler buz icerisindialdli hicreleri
tespit edebilmek icin, %o 4’'luk tripan mavisi ve 6rnekler 3:1 oranindanduidarak
canli ve 0Olu hicre sayilari mikroskop altinda belirlendi. Mavi renkitgillgn hicreler

olu, seffaf renkte gorilenler ise canli olarakzddendirildi.
3.3.5. Kaspaz-3 enzim aktivitesi

Kaspaz-3 enzim aktivitesinin belirlenebilmesi icin hicreler, gukuklu-plate’lere
1x 1@ huicre/kuyucuk olacakekilde bélindil. 24 saat sonra besi yerleri uzakia!.
Kontrol grubu olarak kullanilacak olan kuyucuklara 2 ml serumsuz liage yeri ve
diger kuyucuklara sitotoksisite denemelerinde kullanilan en yliksek dazlag iceren
(10 uM Talidomit) 2 ml besi yeri eklendi ve 48 saat sonra deneyler sdml&di. Ancak
bu denemelerde elde edilen sonuclar, kaspaz-3 enzim aktivitedlini@nedilmesi icin
hiicre sayisinin oldukca az offlunu gosterdi. Ayrica, MTT deneyleri sonucunda 48

saatlik inklibasyon suresinde, her iki ilag i¢in de sitotoksik etki saptanamadi.

Bu nedenle hiicreler, 1x %@ucre/kuyucuk olacakekilde 6 kuyucuklu plate’lere
bolundi. 24 saatlik inkiilbasyon sonrasinda besi yerleri ugeikbrak sitotoksisite
testlerinde etkili oldgu saptanan 40 pg/ml Talidomit iceren 2 ml % 1 serumlu
besiyerleri uygulandi. Kontrol grubu olarak kullanilacak kuyucuklahaizea 2 ml % 1

serumlu besi yeri uygulandi. Tedaviden 4 saat sonra radyoterapi @giabak
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etiketlenen plateler 45 G$Co kayna ile isinlandi. Dger testlerde en cok etkinin
gozlendgi 72 saatlik inkiibasyon sureleri sonunda deneyler sonlandirildi. Besiye
uzaklgtirldi ve hucrelerin Uzerine 500 EDTA-Versen eklenerek hicreler kaldinldi.
Toplanan hicreler 1500 rpm’de 2 dakika dondurulerek ¢okturaldi. Stpernatan atildi ve
pelet Gzerine 50Q1 PBS eklendi ve hicreler tekrar 5000 rpm’de 5 dakika dondurulerek
cokturdldu. Supernatan atildi ve pelet tzerine jiD@it icerisinde bulunan 1X liziz
tamponu eklendi. Optimizasyon gahalari sirasinda hicreler sonifikasyon metodu
kullanilarak parcalanmgti ancak bu tek@n enzim aktivitesini dgistirebilecesi
disUnuldigl icin kullanilmamasina, bunun yerine kit protokollu icerisinde Onerilen
etanol-kuru buz tekginin kullaniimasina karar verildi. Hicreler ti¢ kez etanol-kuru buz
banyosunda 5 dakika sure ile bekletilip oda isisinda ¢ozduruldi ve 5000 rpm’de
dakika dondurtlerek ¢oktaruldd. Enzim aktivitesi tayini icin stpernatariatdplam
protein miktari, Biorad BSA (Bovin Serum Albumin) kiti kullanilard&&radford
yontemiyle belirlendi. Her kuyug@a tim oOrneklerden 100 pg eklendi. Ornekler
Molecular Probes EnzChek Caspase-3 Assay Kit protokoli izlenerek cafildi.

3.4. Talidomit'in P Maddesi Uzerine Etkileri

3.4.1. P maddesi Ol¢timleri igin optimizasyon

Besi yerlerine salinan ve hicre icinde buluRamaddesi miktarlarinin élgtlmesi igin
hiicreler 6-kuyucuklu-plate’lere 1x1@iicre/kuyucuk olacakekilde bélundi. Yapilan
denemelerde, P maddesinin miktari belirlenegediin hicre sayisinin artirilarak
deneylerin tekrarlanmasina karar verildi. Bunun ic¢in hiicreler 100x20ebanhndaki
steril petrilere 1x1®hiicre/ petri olacalsekilde béliindi. 24 saat sonra besi yerleri
uzaklgtirnldi. Kontrol grubu olarak kullanilacak olan kuyucuklara 1 ml seruntane
besi yeri ve dier kuyucuklara sitotoksisite denemelerinde kullanilan en ytiksek dozda
(10 uM Talidomit) ilac iceren 1 ml serumsuz besi yeri eklendi. aét ssonra besi
yerininlar toplandi ve hicrelerin Uzerine 5ADPBS (Fosfat-tuz tamponu) eklenerek
hicre kaziyici yardimiyla hacreler kaldirildi. P maddesi miktgapilan farkh
denemelerde benzgekilde saptanamagii icin hiicre sayisi ve inkiibasyon siresinin

degistirilerek deneylerin tekrarlanmasina karar verildi.
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P maddesinin hangi zaman ataida 6lciilebilecgini belirlemek icin hiicreler 3xf0
hiicre/ 10 ml olacakekilde % 5’lik serumlu besi yeri ile 10 ayri steril ki¢cuk petri
kabina bolindd. Hucrelerin petri kabina yapiyayilimalart beklendi (ortalama 5-6
saat). Hicrelerde yagmna ve yayilma slresince, tespit edilebilecek diizeyde P maddesi
olup olmadgini belirlemek amaciyla, yayllma suresi biter bitmez birpetri kabindaki
besi yerleri alindi ve hicreler 1 ml fosfat-tuz tamponu (PBSkazinarak toplandi.
Hucreler 1500 rpm’de 2 dakika dondirilerek coktaruldi ve Uzerlerindeki PBS
uzaklgtinldi. Bu petri kabi sifirinci zaman ogfieolarak adlandirildi. Bunu takiben

diger dokuz petri kabindaki 6rnekler aitr saat ara ile aygekilde toplandi.

Yapilan 6n denemelerde P maddesi Olcimu icin besi yerlerinin Ekatraksiyon
(ayirma) kolunundan gegirilip konsantre edilmesi gegektaptanmgti. Bu nedenle besi
yerleri ve hicreler ggida verilen protokoller izlenerek P maddesi miktari dlgimi igin
hazirlandi. Bu gamaya getirilen o6rnekler hemen egdinayacaksa sivi azotta

dondurularak ¢cadilincaya kadar -80 °C’de saklandi.

3.4.2. P maddesi Olgtimleri igin besi yewe hucrelerin hazirlanmasi

3.4.2.1. Oasis protein ekstraksiyon protokoli

1 mllik kolonlar ekstraksiyon aletine yegteildi. 1 ml metanol hizli birsekilde
kolondan gecirildi. 1 ml steril ddi® (iki kere distile edilmi su) hizli bir sekilde
kolondan gecirildi. Besi yeri Orneklerinden 50ad alinip 500 ul asetik asitle
karistirilarak hazirlanan ve toplam hacmi 1 ml olan érnekler, kolondars yavgekilde
gecirildi. 1 ml steril ddHO (cift distile edilmg su) hizh birsekilde kolondan gegirildi.
Orneklerin toplanmasi igin ekstraksiyon aletine temiz ependorf tiydeiestirildi ve
kolondan 1 ml elisyon solusyonu (6 ml Asetonitril + 4 ml ddH20 +pddFA
(Trifloro asetik asit) gecirilerek kolona gla proteinlerin ¢ézlinmesi giandi. Toplanan
orneklerden TFA ve asetonitrilin uzakleulmasi icin 6rnekler speed-vac (hizl

kurutma) cihazinda kurutuldu. Sivi kisim ucgurularak proteinlerin toz hepeedorf
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tiplerinin dip kismina c¢okmesi gandi. Ornekler P maddesi EIA kiti igerisinde
bulunan 10Qul 1X EIA tamponu icerisinde ¢oziilerek 1 gece +4 ° C'de bekletildi.

3.4.2.2. Hucre icerisinde bulunan P maddesi miktarinin saptanmasi

Yukarida anlatilgn sekilde PBS (fosfat tamponu) ile toplanan hicreleri parcalamak
amaci ile Gzerlerine 5001 %2’lik asetik asit koyularak Thermo Block cihazinda +95
°C’de 1 saat bekletildi. Ornekler 7000 rpm'de 2 dakika dondurtlerek ¢okturuldi.
Supernatanlar ependorf tiplere aktarldi ve speed-vac (hizli kurutinazinda
kurutuldu. Ornekler P maddesi EIA Kiti icerisinde bulunan goDX EIA (Eliza immun
assay) tamponu icerisinde ¢Ozllerek 1 gece +4 ° C’de bekletiddli.okhekten 5Qul

alinarak Cayman Marka P maddesi EIA Kkiti ile giédu.

3.4.3. P maddesi dl¢iim protokoli

P maddesi olcimleri icin kolondan gecirilen her érnekterub@linarak Cayman
Marka P maddesi EIA Kkiti ile ¢alisildi. Kit protolotine gore; kit icerisinde bulunan 6zel
antikor kapli 96 kuyucuklu plate’lere her 6rnektenb@klendi. Orneklerin lizerine 50
ul belirte¢c ve 50ul antiserum eklenerek plate’in tzeri kapatildi ve +4 ° C'de 1 gece
inkiibe edildi. Batin kuyucuklar kit icindeki yikama tamponu ile 4 kez yikaadikt
sonra her kuyugtun Uzerine, kit icerisindeki Elman solusyonundan p0@klenerek
plate’in Uzeri kapatildl ve 2 saat inklbe edildi. 412 nm dalga boyundaaoiamldi.
Kalan ornekler 5@er pl olacak sekilde ependorf tiiplere aktarilarak ayrildi ve — 80°
C’de saklandi.

3.4.4. P maddesi miktarlarinin tespiti

Talidomit’in tek baina ve radyoterapi ile kombine olarak besi yerine salinan ve hiicre
icinde bulunanP maddesi miktarlari Gzerine etkisinin olciimesi icgin, hicreteril
kiicuk petrilere 3x10hiicre/ 10 ml olacakekilde % 5'lik serumlu besi yeri ile béliindi.
Hucrelerin yapimalarini ve yayilmalarini takiben, kontrol olarak kullanilacakipetr

kaplarina sadece %1 serumlu besi yegedipetri kaplarina ise 40 pg/ml Talidomit
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iceren % 1 serumlu besi yerleri uygulandi. Optimizasyomalarinda, P maddesi 24
saatlik inkibasyon siresi sonunda tespit edilehildiin, bu sire sonunda deneyler
sonlandinldi ve ornekler optimizasyonshg altinda aciklanan protokollere uygun

sekilde Cayman Marka P maddesi EIA Kkiti ile ¢calisild1.

3.5. ADAM 10 ve Neprilizin Enzim Aktiviteleri Uzerine Etkilerinin B elirlenmesi

3.5.1. ADAM 10 enzim aktivitesinin belirlenmesi

Once 4T1 ve 4THMpc hiicreleri 6 kuyucuklu-plate’lere 100 000 hiicre/kuyweuk
500 000 hicre/kuyucuk olacagekilde boliandid. 1ug/ml Talidomit uygulamasini
takiben ADAM 10 enzim aktivitesi 6l¢ulebilir diizeyde bulunytuu

Ancak, ayni hicre sayisinda P maddesi miktari tespit edilemedMAID enzim
aktivitesi P maddesi miktari ile gkili oldugu icin, P maddesi optimizasyon
deneylerinde tespit edilen hiicre sayisi (3xtilcre/ 10 ml %1 serumlu besi yeri) doz
(40 pg/ml Talidomit) ve inkibasyon suresinde (24 saat) enzim akinites
belirlenmesine karar verildi. Hiicreler 3%1icre/ 10 ml %1 serumlu besi yeri olacak
sekilde steril kucuk petri kaplarina bolindd. Yapa ve yayilmalarini takiben, besi
yerleri uzaklatirildi ve kontrol grubu olarak kullanilacak petri kaplarina 1,5%1l
serumlu taze besi yeri vegdir petri kaplarina 4@g/ml Talidomit iceren 1,5 ml % 1
serumlu besi yeri eklendillag uygulamalarindan 4 saat sonra radyoterapi olarak
etiketlenen petri kaplart 45 G$FC ile sinlandi. Hiicreler 24 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda besi yerleri uzakirak Gzerlerine 1 ml PBS eklenerek
kaldirilan hicreler 1500 rpm’de 2 dakika dondurtlerek ¢okturuldi. PBS gaalda

Daha once yapilan denemelereB&D System Alfa-Sekretaz kiti kullanilarak
ADAM 10 enziminin aktivitesi belirlenngti. Ancak bu kit icerisinde ADAM-10
enziminin pozitif kontroli veya inhibitéri bulunmamaktadir. Kullanilacak it6ibi
deney sonucunda alinan aktivitenirsekretaz oldgunu ksaret edecektir. Bu nedenle
icerisindea-sekretaz inhibitori (TAPI) bulunafsnaSpec Sensolyte a-sekretaz Aktivite

Kiti kullanilmasina karar verildi.
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Pelet tzerine 200 pl % 0,1 triton X-100 iceren kit igerisindeki temmaponu eklendi.
Hucreler +4 °C’de 10 dakika bekletildi. Stire sonunda 6rnekler 5000 rpm’dekika da
dondurilerek c¢oktiruldi. Supernatantlar ependorf tiplere aktarildi. Owmhedkiler
protein miktarlariBiorad BSA (Bovin Serum Albumin) kiti kullanilarak Bradford
yontemiyle belirlendi. Tim oOrnekler igin, 100 pg/ml protein icehacim hesaplandi.
Hemen cakilmayacaksa t6rnekler 50 pl olacgdkilde ependorflara bélinerek -80 °C’'de
saklandi. Her ornekten, 100 pg/ml protein icgrdsaptanan hacim kadar alinip
reaksiyon tamponu eklenerek 50 pl'ye tamamlandi ve siyah opak 96 kuyucuklu-
plate’lere pipetlendi. Kit protokoli getmce, uUzerlerine kit icerisinde bulunan
reaksiyon tamponundan 50 pl (secilen bazi kuyucuklara 10 pl 10 pM inhgstén
reaksiyon tamponundan 50 pl) eklenerek oda s@gakla 10 dakika inkiibe edildi. Stre
sonunda Uzerlerine 50 pl substrat eklenerek karanlikta 30 ile 60 dakika iedildie
Inkiibasyon sonunda 50 pl reaksiyon durdurma soliisyonu eklenerek 495 eksitasyon 510

emisyon dalga boylarinda florimetrik okuma yapildi.
3.5.2. Neprilin enzim aktivitesinin belirlenmesi

Once 4T1 ve 4THMpc hiicreleri 6 kuyucuklu-plate’lere 100 000 hiicre/kuyueuk
500 000 hicre/kuyucuk olacagekilde boliandid. 1ug/ml Talidomit uygulamasini

takiben Neprilizin enzim aktivitesi 6lculebilir dizeyde bulurytou

Ancak, ADAM-10 enzim aktivite ¢gimalarinda oldgu gibi, ayni hiicre sayisinda P
maddesi miktari tespit edilemedi. Neprilizin enzim aktivitestiggi ADAM-10 enzim
aktivitesinde oldgu gibi P maddesi miktari ile #kili oldugu icin, P maddesi
optimizasyon deneylerinde tespit edilen hiicre sayisi (3&fibre/ 10 ml %1 serumlu
besi yeri) doz (40 pg/ml Talidomit) ve inklibasyon suresinde (24 Naatjlizin enzim
aktivitesinin belirlenmesine karar verildi. Hiicreler 3%ticre/10 ml %1 serumlu besi
yeri olacaksekilde steril kiicik petri kaplarina béliundi. Yapa ve yayilmalarini
takiben, besi yerleri uzalgarildi ve kontrol grubu olarak kullanilacak petri kaplarina
1,5 ml %1 serumlu taze besi yeri vgeli petri kaplarina 4Qg/ml Talidomit iceren 1,5

ml % 1 serumlu besi yeri eklendia¢ uygulamalarindan 4 saat sonra radyoterapi olarak
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etiketlenen petri kaplar 45 G$PCo ile sinlandi. Hiicreler 24 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda besi yerleri uzaikikarak tzerlerine 1 ml PBS eklenerek
kaldirilan htcreler ependorf tiplere alinarak, 1500 rpm’de 2 dakika donakrile
coktirildi. PBS uzakgarildi. Stupernatanlar ependorf tuplere aktarildi. Orneklerdeki
protein miktarlariBiorad BSA (Bovin Serum Albumin) kiti kullanilarak Bradford
yontemiyle belirlendi. Tim oOrnekler igin, 100 pg/ml protein icehacim hesaplandi.
Hemen cakilmayacaksa t6rnekler 50 pl olacgdkilde ependorflara bélinerek -80 °C’'de

saklandi.

100 pg/ml protein icerecek kadar hacimde her drnekten alinip ependork tiple
aktarildi.  Tuplerin Gzerine 25@lI, 50 mM Tris-HCI (pH:7.4) eklendi. Ornekler
sonifikasyon yontemi ile parcalandi ve 4°C’de 14 000 rpm'de 10 dakika dondikriile
cokturdldu. Fosforamidon adl inhibitor iceren ve icermeyen iki faddibstrat
soltisyonu hazirlandi.

Solusyon 1 1 mMn- Dansyl-D-Ala-Gly-p-nitro-Phe-Gly (DAGPNGHenDansyl-D-
Ala-Gly (DAG) + 10uM enalapril + 50 mM Tris-Hcl

Solusyon 2 1 mM DAGPNG + 10uM enalapril + 50 mM Tris-Hcl+ 10 mM
fosforamidon).

Hazirlanan substrat solusyonlari 37 °C’ de 10 dakika bekletildil S0pernatan +
100 pl substrat solusyonlari ayri ayri ependorflara pipetlendi ve ‘87 de 1 saat
inkiibasyona birakildi. Stre sonunda tlipler 90 °C su banyosunda kaynatiéksikon
sonlandirildi. Her bir 6rnek 1:10 oraninda Tris-HCI ile sulandiriidi. 10 p@0Ode 5
dakika cevrildi. Supernatanlardan 1Q0 alinarak okumanin yapilaga plate’lere
pipetlendi. Orneklerin floresan gerleri eksitasyon 342 nm, emisyon 562 nm dalga

boylarinda olguldu.

3.6. Western-Blot Yontemi ile Enzim Aktivitelerinin Gosterilmesi

3.6.1. Western-blot deneylerinde kullanilan soltsyonlarin icerikleri
Western blot deneylerin kullanilan tim kimyasallar i¢in Sigma markatsh tedilmitir.
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1) Liziz tampon

150 mM NacCl, %1 lik Triton-X, 50 mM Tris baz vei2ml proteaz inhibitor kokteyli
pH:8 olacaksekilde istenilen hacimde hazirlandi.

i) 10 X Tris baz soltisyonu (TBS)

24.2 gr tris baz ve 80 gr NaCl 800 ml distile suda ¢ozulur, pH 7.6'gdaayr ve hacim
distile su ile 1 I'ye tamamlandi.

iii) Tris baz soltisyonu-tween 20 (TBST)

50 ml 10X TBS, 450 ml distile su, 5Q0 Tween 20 kastirilarak hazirlandi.

iv) 2X Sodyum dodesil sulfat (SDS) yukleme tamponu

%10 gliserol,%5 merkaptoetanol, %3 SDS ve% 0.02 bromfenolmavisi pH: 6.8 olan 62,5
mM tris baz solisyonu ile katirildi. 1 ml ependorf tiplere bdliinerek -20°C’ de
saklandi.

V) 4X Alt jel hazirlama tamponu

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

6 gr tris baz, 65 ml distile su ile kgtrildi. % 20’lik SDS solisyonundan 2 ml eklendi,
pH: 6,8 olacakekilde ayarlandi ve hacim distile su ile 100 ml ye tamamlandi.

vi) 10X yilriutme tamponu

30 gr tris baz, 144 gr glisin 600 ml distile suda ¢6zuldl ve hacimdisiide su ile 1
litreye tamamlandi. Hazirlanan bu solisyon stok olarak saklandi.ndukan stok
soltsyon 10 kez seyreltilerek icerisine 5 ml % 20’lik SDS eklendi.

vii) Transfer tamponu

2.1 gr tris-baz, 10.08 gr glisin, 0.7 gr SDS, 140 ml metanojtkaldi. 500 ml distile su
ile ¢ozulerek hacim 700 ml'ye tamamlandi.

viii) %5’lik sit tozu

5 gr yasiz sut tozu 100 ml 1X TBS'de ¢ozuld.

iX) %10’luk Amonyum per sulfat (APS)

10 gr APS 100 ml distile suda ¢6zildu.
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3.6.2. 4T1 ve 4THMpc hicrelerinin western-blot i¢cin hazirlanmasi

4T1 ve 4THMpc hiicreleri 3x2Miicre/ 10 ml %1 serumlu besi yeri olacakilde
steril kiguk petri kaplarina bélindl. Yama ve yayillmalarini takiben, besi yerleri
uzaklgtinldi ve kontrol grubu olarak kullanilacak petri kaplarina 1,5 ml %lirskr
taze besi yeri ve ger petri kaplarina fig/ml Talidomit iceren 1,5 ml % 1 serumlu besi
yeri eklendi.ila¢c uygulamalarindan 4 saat sonra radyoterapi olarak etiketleten pe
kaplari 45 Gy°Coile 1sinlandi. Hiicreler 24 saat inkiibe edildi.

Her iki enzimde membrana gaenzimler oldgu icin, inkiibasyon siresi sonunda
hiicreler tzerine, enzimlerin ¢6zulebilir hale gelmelerigiasgacak triton X-100 iceren
liziz tamponundan 30@l eklenerek hucreler kaldirildi. Ependorflara alinan hicreler
buz igerisinde yarim saat inkube edildi. Daha sonra drnekler 12 00de 20’ dakika
dondurilerek cokturildi. Orneklerdeki protein miktarlBiorad BSA (Bovin Serum
Albumin) kiti kullanilarak Bradford yontemiyle belirlendi. Westdslot deneylerinden
elde edilecek bantlarin kalastirilabilmesi icin jel kuyucuklarina yiklenen érneklerin
esit miktarda protein icermesi gerekmektedir. Bu nedenle, drneklerelebifinin 25ug
protein iceren miktarlari hesaplanarak son hacimlegil2facaksekilde 2X SDS 6rnek
yukleme tamponlariyla katirildi ve 6rnekler 95 °C'de 5 dakika kaynatildi. Jele

yuklemeye hazir hale getirildi.
3.6.3. Jellerin hazirlanmasi

Jellerin dokilecg camlar alkol ile silinerek temizlendi ve jel dokme aparatina
yerlestirildi. Her iki enzim icinde % 4'luk ayirma jeli (Ust jel) v 10’luk yuritme jeli
(alt jel) kullanildr.

1) % 10’luk Alt jelin hazirlanmasi

2.5 ml distile su, 1.25 ml 4X Alt jel hazirlama tamponu, 1.25 ml %40 akicla
bisakrilamid, 3Qul %10’luk APS, 5ul Tetraetilmetilendiamid (TEMED) kagturildi.

i) %4’lik Ust jelin hazirlanmasi

1,625 ml distile su, 62nl 4X Ust jel hazirlama tamponu, 250 %40 akrilamid-
bisakrilamid, 15ul %10’luk APS, 5ul Tetraetiimetilendiamid (TEMED) kagturildi.
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Jeller 15 mrl'lik falkonlardan hazirlandi ve ilk dnce alt jel igare temed dokulir
dokulmez, camlar arasina pipetlendi. Ust yiizeyin diizgiin olmaselginiist kismina
sula doyurulmg butanol eklendi. Alt jel polimerize olmadan ust jelin icerisineMED

eklenmedi. Alt jel polimerize olduktan hemen sonra, bitanol ugakldl ve Ust jele

TEMED eklenerek alt jelin Gizerine pipetlendi ve polimerize olmasi beklendi.

3.6.4 Orneklerin jele yiklenmesi ve SDS-PAGE

Jeller polimerize olduktan sonra toplam hacmi @0 olan 2xSDS yiukleme
tamponuyla kastirilan 6rnekler ve 1511 Molekuler a&irlik standartlar (161-0324
BioRad, Kaleidoscope standarts) jel kuyucuklarina ytklendi. Elektotarkina jeller
yerlestirildi ve tank 1 X YUrutme tamponuyla doldurularak sistem 20 mAdestirildi.
Ornekler alt jele gecer gegmez akim 40 mA’e yikseltildi. Yikleamponu jelin en
altina ulgtiginda sistem kapatildi.

SDS-PAGE devam ederken membrana transfer icin uygun boyutksiiais PVDF
membranlar, transferde kullanilacak watman kagitlari ve sl@mgefransfer
tamponunda 1slatildi. Sistem kapatildiktan sonra jeller kurutma d&agydrdimiyla
camlardan ayrildi. Islatiimisiingerlerden biri transfer aparatina ygiligdi. Uzerine
kuru watman kagidi yardimiyla alingnjel (jelin tst yizi yukarn bakacagekilde)
yerlestirildi. Uzerine sirasiyla islatilmimembran, islatilngiwatman ve islatiingistinger
koyularak aparat kapatildi. Transfer tamponuyla doldurulan tankigeryerlgtirilerek
40 V'da 2 saat elektoforez uygulanarak membrana transfer gettgaklie Transfer
islemi bitince, sistem kapatildi ve membran %5’lik sit tozuna akna#® C’de bir

gece bekletildi.
3.6.5. Antikorlarla isaretleme

Sit tozundan alinan membranlar TBST ile 15 dk 4 sefer yikandi. Bu @iats
antikor solusyonlari hazirlandi. Yikamalemi tamamlandiktan sonra membranlar

primer antikor (ADAM 10 i¢in Milipor AB19026 katalog numaral gan poliklonal
Anti-ADAM 10.C bdlgesi 1:1000 ve Neprilizin icin Milipor AB5458 katalog nuidar
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tawan poliklonal Anti-neprilizin 1:2000 oraninda seyreltilerek) ile birtsakibe
edildi. Inkiibasyon sonunda membranlar TBST ile 15 dakika araliklarla 4 kezdyika
Yikama sonunda membran ADAM 10 icin 1:10000 ve neprilizin i¢cin 1:20000 oraninda
seyreltilerek hazirlanan sekonder antikor (SANTA CRUZ, hrpshbenmtnoglobilin

G) ile 1 saat suresince inkiibe edilidikiibasyon sonunda membranlar son kez TBST ile
15ser dakika araliklar ile 4 kez yikandi.

3.6.6. Membranin géruntilenmesi

Membranlar ECL plus western blot gorintileme kiti (Amersham, ciginse
RPN2132) ile gorundr hale getirilip, Sigma C4729-1EA katalog numdtatiak
20.3x25.4 8x10 Inc. biomax kaset ve Sigma Z363006-50 katalog numaral Kodak

20.3x25.4 8x10 inc. biomax bilimsel gortuntileme filmi kullanilarakgattiandi.

3.7 istatistiksel Analiz

Sitotoksisite testlerinden elde edilen deney sonuclarindaki kontrdigee gruplar
arasindaki farklihk Graph-pad InStat istatistik programinda, teliyAnova testi ve
Dunnet coklu kanlastirma testi kullanilarak derlendirildi. Enzim aktiviteleri ve P
maddesi miktarlari ile ilgili deneylerden elde edilen veriige Graph-pad InStat
istatistik programinda, tek yonli Anova testi ve Mann-Whitney tkstianilarak
degerlendirildi. Tum veriler ortalama+SEM gerleri halinde Sigma Plot 10.0 programi
kullanilarak grafik haline getirildi.
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4. BULGULAR

4.1 Radyoterapinin 4T1 ve 4THMpc Hiicre Hatlari Uzerine Etkisi

Talidomit'in radyoterapi ile kombine etkisinin analabilmesi icin, 0Oncelikle
radyoterapinin etkili dozu saptandi.

4.1.1. Radyoterapinin 4T1 hicre hatti Gzerine etkisi

4.1.1.1. Farkh dozlarda radyoterapi uygulamasinin 4T1 hicre hatti Gizerine etkisi

Farkli hiicre sayilanyla (1000, 2500, 3000, 5000 ve 10 000) yapilan deneylerde,
kontrol grubuyla kanlastirildiginda, 5, 10 ve 20 Gy radyoterapi uygulamalarinin 24, 48
ve 72 saatlik inkibasyon sureleri sonrasinda, 4T1 hucrelerinin canlliktarnne
istatistiksel anlamda 6nemli kabul edilebilecek bir etki gostelign saptandi. Elde
edilen veriler gagidaki cizelge vesekillerde sunulmgtur (cizelge 4.1Sekil 4.1, Sekil
4.2 veSekil 4.3).

Farkli hiicre sayilariyla yapilan deneylerde, kontrol grubuylgl&girildiginda, 45
Gy Radyoterapi uygulamasi ise, 24, 48 ve 72 saatlik inkibasyon sis@tedasinda,
4T1 hacrelerinin canhiliklari Gzerine istatistiksel anlamda éné&athul edilebilecek (*;
p<0.05, **; p<0.01) bir etki gosterdiinkiibasyon sireleri sonunda, kontrol
gruplarindaki hicre sayilarinin arfigérilen etkinin radyoterapiden kaynaklgndi
dogrulamaktadir. Her ¢ inkiibasyon siresinde de 45 Gy radyoterapi uyguiamas
etkisi hiicre sayisina pla olarak dgismektedir ve en cok etkiyi 5000 hicre ve 10000
hicre Uzerinde gostergtir. Yapilan tum tekrarlarda, 45 Gy radyoterapi uygulamasi
anlamlh derecede etkili bulungu icin, tez kapsaminda gercelalen tim deneylerde,
45 Gy radyoterapi uygulamasinin kullaniimasina karar verildi. Ediéen veriler
asagidaki grafiklerde sunulmgur (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4.45 Gray radyoterapinin 4T1 hiicre hatti Uzerindeydgi etki
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4.1.2. Radyoterapinin 4THMpc Hiicre Hatti Uzerine Etkisi

4.1.2.1. Farkh dozlarda radyoterapi uygulamasinin 4THMpc hucre hatti Gerine

etkisi

Farkh hicre sayilaryla (1000, 2500, 3000, 5000 ve 10 000) yapilan deneylerde,
kontrol grubuyla kanlastirildiginda, 5, 10 ve 20 Gy radyoterapi uygulamalarinin 24, 48
ve 72 saatlik inkiibasyon sireleri sonrasinda, 4THMpc hicrelerinin kkmlilizerine
istatistiksel anlamda 6nemli kabul edilebilecek bir etki gostelign saptandi. Elde
edilen veriler gizelge 4.1 vgekil 4.5Sekil 4.6 ileSekil 4.7°de sunulmgtur.

Farkli hiicre sayilariyla yapilan deneylerde, kontrol grubuyilgl&girildiginda, 45
Gy Radyoterapi uygulamasi ise, 24, 48 ve 72 saatlik inkibasyon sig@tedasinda,
A4THMpc hucrelerinin - canlihiklari  Gzerine istatistiksel anlamdeemli kabul
edilebilecek (*; p<0.05, **; p<0.01) bir etki gosterdinkiibasyon sireleri sonunda,
kontrol gruplarindaki hicre sayilarinin arti gorilen etkinin radyoterapiden
kaynaklandgini dgsrulamaktadir. Her ¢ inkibasyon suresinde de 45 Gy radyoterapi
uygulamasinin etkisi hiicre sayisinglbalarak dgismektedir ve en cok etkiyi 5000
hiicre ve 10000 hiicre Uzerinde goststimiYapilan tum tekrarlarda, 45 Gy radyoterapi
uygulamasi anlamli derecede etkili bulupdugin, tez kapsaminda gercegtiglen tim
deneylerde, 45 Gy radyoterapi uygulamasinin kullaniimasina kariédivElde edilen
veriler gagidaki grafiklerde sunulmgur (Sekil 4.8).
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4.2. Talidomit'in Tek Basina ve Radyoterapi ile Kombine Olarak 4T1 ve 4THMpc
Hucre Hatlari Uzerine Gosterdigi Sitotoksik Etkiler

4.2.1. MTT test sonuclari

Ik denemelerde, Talidomit hiicrelere DMSO igerisinde ¢ozileygklandi. Ancak,
farkli hicre sayilari (1000, 3000 ve 5000) ile yapilan deneylerde, dkayrbu ile
karsilastirildiginda, DMSO’nun 4T1Sekil 4.7, Sekil 4.8, Sekil 4.9) ve 4THMpc $ekil
4.10,Sekil 4.11,Sekil 4.12) hicre hatlari Gzerinde istatistiksel anlamda dnemlceere

(** p< 0.01, * p< 0.05) sitotoksik etki gostegibelirlendi.

1.4 24 saat 48 saat 72 saat
1.2
1.0 4
= %
=
[—] L 5 o *
[=1] EE
-t f
(] 06 +
o
0.4 + * w%
]
02 +
L= mn 2 2 -4 m z 2 -4 o 2 2 -4
E, S 2 1xI07 - 100 pa = 2 2 1107 - 100 um E, 5 £ 1x10 - 1004
o o Talidomit [ = Talidomit o o Talidomit
& E £ 3 E 2
25 23 25
= = = = *®
[ [id [}
pa = h
=] =] =]
k ] R
[} E E
o as] o

Sekil 4.9. DMSO’nun sitotoksik etkisi, 4T1 hicrelerinde (1080cre) %1 serumlu besi yeri kullanilarak
yapilan Talidomit grubu deney sonugclari

58



1.6 - 24 saat 48 saat 72 saat

1.4 -
1.2
1.0
&
&
o ***
. =
0.6
&%
0.4 - % %
.
0.2 1
0.0
-4

15107 - 100 i 1107 - 100 i
Talidomit Talidomit

0D 490 MTT

1:-;1!]4- 100 i
Talidomit

DME0
OME0
OMs0

Kartral grubu
Kortral grubu
Kortral grubu

Baglengictaki hilcre sap=
Baslangictaki hicre saps
Bl ang gtaki hicre saps

Sekil 4.10. DMSO’nun sitotoksik etkisi, 4T1 hicrelerinde (30@acre) %1 serumlu besi yeri kullanilarak
yapilan Talidomit grubu deney sonugclari
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Sekil 4.11. DMSO’nun sitotoksik etkisi, 4T1 htcrelerinde (300ficre) %1 serumlu besi yeri
kullanilarak yapilan Talidomit grubu deney sonuglar
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Sekil 4.12. DMSO’nun sitotoksik etkisi, 4THMpc hucrelerinde @ hiicre) %1 serumlu besi yeri
kullanilarak yapilan Talidomit grubu deney sonuglar
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Sekil 4.13. DMSO’nun sitotoksik etkisi, 4THMpc hcrelerinde (BD hiicre) %1 serumlu besi yeri
kullanilarak yapilan Talidomit grubu deney sonuglar
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Sekil 4.14 DMSO’nun sitotoksik etkisi, 4THMpc hicrelerinde (@D hiicre) %1 serumlu besi yeri

kullanilarak yapilan Talidomit grubu deney sonuglar

Yukaridaki grafiklerden agikga goruliu gibi, DMSO, farkll sayilarda 4T1 ve
4THMpc hucrelerinde oldukga anlaml sitotoksik etki gosterdi. Hehilare hattinda
da, DMSO tek bana sitotoksik oldgu icin, bu deneylerde radyoterapi ile kombine
tedavi yeniden denenmedi. DMSO’dan kaynaklanan sitotoksik etki nedehéyleyler
suda c¢oOzilebilen Talidomit icin yeni dozlar belirlenerek ve stanziarddilen %1
serumlu besi yeri kullanilarak tekrarlandi. Sonuckag@aki grafiklerde sunulmgur
(Sekil 4.15,Sekil 4.16,Sekil 4.17,Sekil 4.18).
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Sekil 4.16.4T1 hicreleri (5000 hiicre) radyoterapi grubu 24 daaey sonuclari
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Baslangigtaki
Hicre Sayisi

Baslangigtaki
Hiicre Sayisi

Sekil 4.18.4THMpc hcreleri (5000 hiicre) radyoterapi grubusadt deney sonuglari
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Yapilan deneylerde suda ¢ozilen Talidomit 4T1 ve 4THMpc hicrelebvigdenen
sitotoksik etkiyi yaratmagi icin Talidomit konsantrasyonlari artirilarak deneyler 4 kez
tekrarlandi ve elde edilen verilegsagidaki grafiklerde sunuldu (4T3ekil 4.19, Sekil
4.20, Sekil 4.21, Sekil 4.22, Sekil 4.23, Sekil 4.24 ATHMpc:Sekil 4.25, Sekil 4.26,
Sekil 4.27,Sekil 4.28,Sekil 4.29,Sekil 4.30).
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Sekil 4.19.4T1 hucreleri (5000 hiicre) 24 saatlik inkiibasyoresi sonrasi elde edilen Talidomit grubu
deney sonuglari
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Sekil 4.20.4T1 hucreleri (5000 hiicre) 24 saatlik inkiibasyoresiisonrasi elde edilen radyoterapi grubu
deney sonuglari
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Sekil 4.21. 4T1 hucreleri (5000 hucre) ile %1 serumlu besi yewilanilarak yapilan 48 saatlik
inkiibasyon siresi sonrasi elde edilen Talidomibgrdeney sonuglari
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Sekil 4.22.4T1 hucreleri (5000 hiicre) ile %1 serumlu serunggityeri kullanilarak yapilan 48 saatlik
inkiibasyon siresi sonrasi elde edilen radyotemraiigdeney sonuglari
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Sekil 4.23.4T1 hicreleri (5000 hicre) ile %1 serumlu besi kelianilarak yapilan 72 saatlik

inkiibasyon suresi sonrasi elde edilen Talidomibgrdeney sonuglari
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%31 serumlu serubdsi yeri kullanilarak yapilan 72 saatlik

Sekil 4.24.4T1 hucreleri (5000 hiicre) ile

inkiibasyon sturesi sonrasi elde edilen radyotemrabiigdeney sonugclari
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Sekil 4.25. ATHMpc hicreleri (5000 hiicre) ile %1 serumlu bgsii kullanilarak yapilan 24 saatlik

inklibasyon suresi sonrasi elde edilen Talidomibgrdeney sonuglari
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Sekil 4.26. 4ATHMpc hicreleri (5000 hicre) ile %1 serumlu semurbési yeri kullanilarak yapilan 24
saatlik inklibasyon suresi sonrasi elde edilen radspi grubu deney sonuglari
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Sekil 4.27. Talidomit, 4THMpc hicreleri (5000 hiicre) ile %1 weru besi yeri kullanilarak yapilan 48

saatlik inklibasyon siiresi sonrasi elde edilen dalitigrubu deney sonuclari
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Sekil 4.28. Talidomit, 4THMpc hicreleri (5000 hiicre) ile %1 wedu serumlu besi yeri kullanilarak
yapilan 48 saatlik inklibasyon suresi sonrasi edilereradyoterapi grubu deney sonuclari
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Sekil 4.29. Talidomit, 4THMpc hticreleri (5000 hucre) ile %1 weu besi yeri kullanilarak yapilan 72
saatlik inklibasyon suresi sonrasi elde edilen daiitigrubu deney sonuglari
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Sekil 4.30. Talidomit, 4THMpc hicreleri (5000 hiicre) ile %1 wedu serumlu besi yeri kullanilarak
yapilan 72 saatlik inklibasyon sturesi sonrasi elilereradyoterapi grubu deney sonuglari

Yukaridaki grafiklerden de gorulgi gibi, 24 ve 48 saatlik inklibasyonlar sonunda
tek bagina Talidomit uygulamasinin, kontrol grubuna oranla hiicrelerde sithtbksi

etki gbstermedi bulunmutur. Bu bglamda, kombine tedavi kontrol grubuna oranla
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hiicre sayisini artirgtir (%: p< 0,001). Bu etki, radyoterapi ile Talidomit’in etlgilei
sonucudur. Tek ana radyoterapi uygulamasi ise, kontrol grubundaki hiicre ¢aniih
24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon surelerinde azsgitm(Mann-Whitney testi p <
0,0001). Bu etkiler gagidaki grafiklerde gosterildiSekil 4.31,Sekil 4.32,Sekil 4.33,
Sekil 4.34,Sekil 4.35,Sekil 4.36).

4T1, 24 SAAT

p<0.0001
-

0D490 MTT

Kontrol Grubu Radyoterapi Grubu

Sekil 4.31.4T1 hicrelerinde (5000 hiicre) tekshrea radyoterapinin 24 saatlik inkiibasyon suresuada

gozlenen etkisi

10 - 4T1, 48 SAAT
0.8 - P=0.,0085
.
E 0,6 -
=
[ ]
[=2]
-1
8 I
0,2 1
0.0
Kontrol Grubu Radyoterapi Grubu

Sekil 4.32.4T1 hicrelerinde (5000 hiicre) tekstve radyoterapinin 48 saatlik inkiibasyon suresuada
gozlenen etkisi
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4T1, 72 SAAT
1.2

1.0

p<0.0001

OD 490 MTT
o
[}

0.0

Kontrol Grubu Radyoterapi Grubu

Sekil 4.33.4T1 hucrelerinde (5000 hucre) tekslven radyoterapinin 72 saatlik inkiibasyon slresusda
go6zlenen etkisi

ATHMpc, 24 SAAT
0.8 -

0.6 -

p=0.0084

0.4 -

OD 490 MTT

0,0
Kontrol Grubu Radyoterapi Grubu

Sekil 4.34 Talidomit, 4THMpc hiicrelerinde (5000 hticre) tekiba radyoterapinin 24 saatlik inkiibasyon
suresi sonunda gozlenen etkisi
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. 4THMpc, 48 SAAT

0.8 -
p<0.0001
E os - -
=
o
[=2]
(=7
Q i
Q 04
0.2 -
0.0

Kontrol Grubu Radyoterapi Grubu

Sekil 4.35.Talidomit, 4sTHMpc hucrelerinde (5000 hiicre) tekiba radyoterapinin 48 saatlik
inkiibasyon suresi sonunda gozlenen etkisi

ATHMpc, 72SAAT

p<0.0001

OD 490 MTT

Kontrol Grubu Radyoterapi Grubu

Sekil 4.36.Talidomit, 4THMpc hicrelerinde (5000 hiicre) teliba radyoterapinin 72 saatlik
inkiibasyon siresi sonunda gézlenen etkisi
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Kombine tedavinin 4T1 ve 4THMpc hucre hatlari Gzerine etkisi ve grapaindaki
farkhliklar asagidaki grafikte sunulmgtur (Sekil 4.37).

4T1 4THMpc
14_ o
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s = s s = s
o et o et

Sekil 4.37. Kombine tedavinin 4T1 ve 4THMpc hicre hatlari dzeretkisi ve gruplar arasindaki
farkhliklar

4.2.2. Live/Dead test sonuclari

Daha o6nceki dozlarla yapilan deneylerde sitotoksik etki gérigineth Live-Dead
testi yapilmadi. Yeni belirlenen dozlarla yapilan MTT hcrelibk testi sonucunda
sitotoksik etki saptandi. Bu bulguyu desteklemek amaci ile ayni rdozgicreler
uzerindeki etkisi Live-Dead testi ile de gdglendirildi. Dort b&msiz deneyden elde
edilen veriler gagidaki grafiklerde sunuldu (4T1Sekil 4.38, Sekil 4.39, Sekil 4.40,
Sekil 4.41,Sekil 4.42,Sekil 4.43; 4THMpc:Sekil 4.44, Sekil 4.45 Sekil 4.46, Sekil
4.47,Sekil 4.48,Sekil 4.49).
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Sekil 4.38. 4T1 hiicreleri (10000 hiicre) ile %1 serumlu besii yadlanilarak yapilan 24 saatlik
inkiibasyon siresi sonrasi elde edilen Talidomibgr¥ canli ve 6li hiicre oranlari
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Sekil 4.39.4T1 hiicreleri (10000 hiicre) ile %1 serumlu besi kellanilarak yapilan 24 saatlik
inkiibasyon siresi sonrasi elde edilen radyotemafiug% canli ve 6lG hiicre oranlari
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Sekil 4.40. 4T1 hucreleri (10000 hucre) ile %1 serumlu besii yedlanilarak yapilan 48 saatlik
inkiibasyon suresi sonrasi elde edilen Talidomibgr¥ canli ve 6li hiicre oranlari
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Sekil 4.41. 4T1 hucreleri (10000 hucre) ile %1 serumlu besii yedlanilarak yapilan 48 saatlik
inkiibasyon suresi sonrasi elde edilen radyotenmajiig% canli ve 61U hiicre oranlari
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Sekil 4.42. 4T1 hucreleri (10000 hiicre) ile %1 serumlu besii yedlanilarak yapilan 72 saatlik
inkiibasyon siresi sonrasi elde edilen Talidomibgr canli ve 6li hiicre oranlari
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Sekil 4.434T1 hucreleri (10000 hicre) ile %1 serumlu besii yerdlanilarak yapilan 72 saatlik
inklibasyon siresi sonrasi elde edilen radyotemaiug% canli ve 6l hiicre oranlari

4T1 hucre hattinda, grafiklerden de aiédbilecesi gibi Talidomit’in en yuksek dozu
haric dger dozlarinin hicbirinde sitotoksik etki saptanamadi. Sadece 72 saatlik
inkilbasyon sonucunda hem kontrol hem de radyoterapi grubunda istatistikseta
40 png/ml lik doz sitotoksik etki gosterdi (canl hiicre icin, *: p< 0,08Nehtcre igin #:
p< 0,05). Bu bulgu MTT test sonugclarini desteklemektedir.
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Sekil 4.44. ATHMpc hucreleri (10000 hucre) ile %1 serumlu begsii kullanilarak yapilan 24 saatlik
inklibasyon siresi sonrasi elde edilen Talidomibgrs canli ve 6li hiicre oranlari
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Sekil 4.45. 4THMpc hiicreleri (10000 hicre) ile %1 serumlu bgsii kullanilarak yapilan 24 saatlik
inklibasyon siresi sonrasi elde edilen radyotemafiig% canli ve 6l hiicre oranlari
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Sekil 4.46.4THMpc hucreleri (10000 hicre) ile %1 serumlu besii kullanilarak yapilan 48 saatlik
inkiibasyon suresi sonrasi elde edilen Talidomibgr¥ canli ve 6li hiicre oranlari
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Sekil 4.47. ATHMpc hucreleri (10000 hucre) ile %1 serumlu bgsii kullanilarak yapilan 48 saatlik
inkiibasyon suresi sonrasi elde edilen radyotenmaiig% canli ve 61U hiicre oranlari
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Sekil 4.48.4THMpc hiicreleri (10000 hicre) ile %1 serumlu besi kullanilarak yapilan 72 saatlik
inklibasyon siresi sonrasi elde edilen Talidomibgr canli ve 6l hiicre oranlari.
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Sekil 4.49. ATHMpc hucreleri (10000 hucre) ile %1 serumlu bgsii kullanilarak yapilan 72 saatlik
inkiibasyon suresi sonrasi elde edilen radyotenmajiig% canli ve 61U hiicre oranlari

4ATHM hucre hattinda, 4T1 hicrelerinde goérulen etkiye benzer olarak 24seatiR

inkiibasyonda, Talidomit dozlarinin higbirinde sitotoksik etki saptanamadakAAgd 1
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hicrelerinden farkh olarak, 72 saatlik inkibasyon sonucunda hem kontroldeem

radyoterapi grubunda istatistiksel anlamda 20 ve 40 pg/ml lik de#iatoksik etki

gosterdi. MTT test sonuclarindan farkli olarak bu hiicre hattinda 200'lilg doz da

etkili bulundu (canh hiicre icin, *: p< 0,05 ve 6lU hiicre icin #: p< 0,05).

4.2.3.Tripan mavis test sonuclari

Dort b&imsiz deneyden elde edilen verilesa@ada Cizelge 4.2’ de tablo halinde

sunuldu. Gruplar arasindaki farkliliklar iSekil 4.50’de sunulmgtur.

Cizelge 4.2. 4T1 ve 4THM hiicre hatlarinin Farkli Téidomit Dozlar ve inkiibasyon Siirelerindeki

Canlilik Oranlari

Doz/ I 4T1 4THM
m
oM >4 saat | 48 saat | 72 saat 24 saat 48 sagt 72 shaat
Kontrol 82 543.41 78.+2.431 75.5+2.503 94.5+1.751 90+2.146 89+2.375
= 25 83.75+4.19 | 76.25+ 1.302 | 72+2.754 90.75+2.338 87.25+3.572 83.25+1.54
E >
_8 g 5 84+5.292 75.75+ 2.025 | 70.25+1.406 85+3.011 89.5+1.493 75.5+1.286
- S
S o 10 80.5+2.380 | 73.+2.204 70.75+3.071 78.25+2.724 85.25+1.068 61+5.380
20 80.25+3.49 | 68.5+ 2,743 63.5+2.138 75+2.676 83+1.382 56.75*11.15
40 77.5+1.292 | 67+ 1.0159 49.75i§.125 71.25+3.807 80.75+2.454 53.25;)12.85
Kontrol 69.5+2.082 | 62+1.914 61+1.762 63+3.412 57.5+2.295 68.25+2.42
25 70.75+2.75 | 79,25+2.206 49.25+5.234 81.25+1.208 78+5.213 62.75+3.62
% 5 71.5.5+2.64| 81.25+2.362 45.5+2.607 75.5+2.323 74.75+1.749 53+1.582
-
>
% g 10 67.75+1.70 | 74.5+3.512 39.75%3,610 70.25+5.579 72+3.642 47.75*11.75
>‘ —_
O
3 o
4 20 62.25+2.75 | 70+2.733 3512.3*55 68.75+1.274 70.25+1.583 44.25*12.36
40 56.75+5.56 | 67.75+2.311 31.75."_;1.028 65.25+2.355 67+1.382 33.7?11.29

4 farkli deneyden elde edilen verilerin ortalamal@r ortalamalarinin standart hatalari (ort+=3D)p<0.05)

Her iki hicre hatti icinde tripan mavisi ile canhlik belireeresti sonucunda ger

sitotoksisite testleri ile elde edilen bulgulara ¢ok benzer bagséptandi. 24 ve 48

saatlik inkiibasyonlarda etkili bir doz saptanamadi. 72 saatlik inkiibasyesinde ise

40 pg/ml’lik doz sitotoksik olarak belirlendi.
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411 4ATHMpcC

Canli Aucre (%)

Kontrol
Radyoterapi
+
Radyoterapi
Kontrol
Radyoterapi
+
Radyoterapi

Radyoterapi

20 ug/ml Talidomit
20 11g/ml Talidomit
40 ug/ml Talidomit
40 ngmI+TaIidomit
Radyoterapi

20 11g/ml Talidomit
20 ugImI+TaIidomit
40 ug/ml Talidomit
40 ug/ml Talidomit

Sekil 4.50.Tripan mauvisi test sonuglarina gore hiicre cantitdnlarinda gruplar arasi farkhliklar

4.2.4. Kaspaz-3 enzim aktivitesi test sonuclari

4T1 ve 4THM hucreleri igin, sitotoksisite testleri sonucunda 24 ve 4& skili bir
doz saptanamadi. 72 saatlik inkiibasyon sonunda ise her iki hiicre hattinglanftkp
Talidomit dozu sitotoksik bulundu. Bu nedenle Kaspaz-3 Enzim aktivitenitediu
dozda ve bu inkiibasyon slresi sonunda yapilmasina karar verildi. Elde edjjelarbul

asagidaki grafiklerde sunulmgur (Sekil 4.51,Sekil 4. 52).

. Kontrol
I Inhibifor, 1mM Ac-DEVD-CHO+40 pg/mi Talidomit
s ANC,12.5 pM
4T1, 72 SAAT ; )
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Kontrol Grubu Radyoterapi Grubu

Sekil 4.51. Talidomit, 4T1 hiicreleri (1x file %1 serumlu besi yeri kullanilarak yapilan eglerde, 72
saatlik inklibasyon suresi sonrasi Kaspaz-3 enztivisindeki art
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4T1 Hucre hattinda, 40 pg/ml Talidomit uygulamasinin 24 ve 48 seddlikasyon
sureleri sonunda, kaspaz 3 enzim aktivitesinde kontrol grubuna oranlartiir
saptanmadi. Bu bulguggr tim sitotoksisite testlerinden elde edilen sonugclarla oldukga
uyumludur. 72 saatlik inkiibasyon sonunda kontrol grubunda 40 pg/ml Talidomit
uygulanan hicrelerde hi¢ ilag uygulanmayan kontrol hiicrelerine okadpaz 3 enzim
aktivitesinin 2, 647 kat artirgh saptandi (*: p< 0.01).

Radyoterapi grubunda ise, 72 saatlik inkibasyon sonunda 40 pg/ml Talidomit
uygulanan hicrelerde hi¢ ilag uygulanmayan kontrol hiicrelerine okadpaz 3 enzim
aktivitesinin 3,475 kat artirgh saptandi (*: p< 0.01).

ATHMpc hicre hattinda, 40 pg/ml Talidomit uygulamasinin 24 ve 48 ksaatli
inkiibasyon streleri sonunda, kaspaz 3 enzim aktivitesinde kontrol grubunalmranla
artis saptanmadi. Bu bulgu @ir tum sitotoksisite testlerinden elde edilen sonuglarla
oldukca uyumludur. 72 saatlik inkiibasyon sonunda kontrol grubunda 40 pg/mi
Talidomit uygulanan hucrelerde hi¢ ilag uygulanmayan kontrol huarelesrania,
kaspaz 3 enzim aktivitesinin 2, 01 kat ar@irdsaptandi (*: p< 0.01). Radyoterapi
grubunda ise, 72 saatlik inkiibasyon sonunda 40 pg/ml Talidomit uygulanarehderel
hi¢ ilac uygulanmayan kontrol hiicrelerine oranla, kaspaz 3 enzimitedinin 3,02 kat

artirdgl saptandi (*: p< 0.01).
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4THMpc, 72 SAAT
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Sekil 4.52. ATHMpc hiicreleri (1x 1%) ile %1 serumlu besi yeri kullanilarak yapilan dglerde, 72

saatlik inklibasyon suresi sonrasi Kaspaz-3 enztivitgsindeki arts

4.3. Talidomit'in ADAM-10 enzim aktivitesi Uizerine etkisi

Talidomit tek bana, 4T1 hicrelerinde bazal seviyede bulunan ADAM-10 enzim
miktarini kontrol grubunda dgestirmedi. Buna kagilik, 45 Gy radyoterapi uygulamasi
sonucu, tek bana radyoterapi ADAM-10 enzim aktivitesini istatistikseldan anlamli
bir sekilde azaltirken, bu etki Talidomit-Radyoterapi kombine tedavi @gubsiyla
net bir bicimde ve istatistiksel anlamda olduk¢ga 6nemli derecede,0@¥) azaldi.
Olculen floresariddetlerinin inhibitor ilavesi ile belirgin derecede azalmdsiSlgiilen

deserin ADAM-10 enzim aktivitesine ait olgunu d@ruladi.

Bununla birlikte, 4T1 hicrelerinin kalp metastazi olan agresif 4THh\Mjocelerinde,
4T1 hicrelerine oranla bazal seviyede daha yiksek olan ADAM-1tneaakdivitesini
tek bgina Talidomit uygulamasi artirirken, 45 Gy radyoterapi uygulate&shagina ve
Talidomit-radyoterapi kombine uygulamasiyla birlikte ADAM-10 enzaktivitesini
bazal seviyenin altina indirdi. Sonuclaagadaki grafiklerde sunulduSgkil 4.50,Sekil
4.51).
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4T, ADAM-10 ENZIM AKTIVITESI
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Sekil 4.53.Talidomit'in 4T1 hiicre hattinda, 24 saatlik inkipas siresi sonunda ADAM-10 enzim
aktivitesi Uzerine etkisi

ATHMpe, ADAM-10 ENZIM AKTIVITESI
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Sekil 4.54. Talidomit'in 4THMpc hiicre hattinda, 24 saatlik ifddsyon suresi sonunda ADAM-10 enzim
aktivitesi Uzerine etkisi
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4.4. Talidomit'in Neprilizin enzim aktivitesi tUzerine etkisi

4T1, NEPRILIZIMN EMNZIM AKTIVITE SI
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Sekil 4.55. Talidomit'in 4T1 hicre hattinda, 24 saatlik inkipas siresi sonunda Neprilizin enzim

aktivitesi Uzerine etkisi

Yukaridaki grafikten de goruldl gibi, Talidomit tek bgina ve radyoterapi ile
kombine olarak uygulangiinda 4T1 hicrelerindeki Neprilizin enzim aktivitesini artirdi.
Ayni sekilde tek baina 45 Gy radyoterapi uygulamasinin da Neprilizin enzim
aktivitesini artirdg belirlendi §ekil 4.52,Sekil 4.53)

ATHMpc, NEPRILIZIN EMNZIM AKTIVITESI
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Sekil 4.56. Talidomit'in 4THMpc hiicre hattinda, 24 saatlik ildasyon siresi sonunda Neprilizin
enzim aktivitesi Uzerine etkisi
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4.5. Talidomit'in P maddesi miktarlari Gizerine etkileri
4.5.1. 4T1 hicre hattinda Talidomit'in P maddesi miktarlari Gzerine etkilei
4T1 hicre hattinda Talidomit’in tek dnaa ve radyoterapi ile kombine olarak hiicre

icinde bulunan ve besi yerine salinan P maddesi miktarlari Uzethrieri asagidaki
grafikte gosterildi $ekil 4.57).
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Sekil 4.57. Talidomit'in 4T1 hiicre hattinda, 24 saatlik inkipas siresi sonunda hiicre icindeki ve besi

yerine salinan P maddesi miktarlari tizerine etkisi

Yukaridaki grafikten de arddabilecesi gibi, Talidomit 4T1 hicre hattinda besi
yerine salinan P maddesi Uzerine telgim@a etki gostermedi. 45 Gy radyoterapi
uygulamasi ise P maddesi miktarini kontrole oranla anlamgekilde artirdi (p<0,05).
Talidomit ve radyoterapi kombine tedavi ise tekiba radyoterapiden daha etkili bir
sekilde besi yerine salinan P maddesi miktarini artirdi. Higineleki P maddesi ise
besi yerine salinan P maddesine bene&ilde Talidomit ve radyoterapi ile kombine

tedavi de arttl.
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4.5.2. 4THMpc hicre hattinda Talidomit'in P maddesi miktarlari Gzerine ekileri

ATHMpc hicre hattinda Talidomit’in tek goaa ve radyoterapi ile kombine olarak
hiicre icinde bulunan ve besi yerine salinan P maddesi miktarlarinézetkileri

asagidaki grafikte gosterildi§ekil 4.58).
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Sekil 4.58.Talidomit'in 4THMpc hicre hattinda, 24 saatlik ifdasyon siresi sonunda hicre igindeki ve
besi yerine salinan P maddesi miktarlari Uzerikisiet

Grafikten de ankalabilecesi gibi, 40 pg/ml Talidomit 4T1 hicre hattinda besi yerine
salinan P maddesi miktarini anlamh derecede azaltti (p<0,05Gy%adyoterapi
uygulamasi ise tek bma ve Talidomit ile kombine olarak besi yerine salinan P
maddesi miktarini tzerine anlaml bir etki gostermedi. Hicredaki P maddesi
miktari benzerekilde sadece tek bi@ma Talidomit uygulamasi ile anlamli hiekilde
azalirken radyoterapinin tek fppa ya da Talidomit ile kombine olarak hiicre i¢i P

maddesi miktari Gizerine anlamli bir etkisi olmadi.
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4.6. Talidomit’in Western-Blot Sonuglari

4.6.1. Talidomit'in ADAM 10 enzimi Western blot sonuclari

471 4THMpc
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Sekil 4.59.Talidomit’in tek bgina ve radyoterapi ile kombine olarak ADAM-10 enziktivitesi Gizerine
etkilerinin western-blot ile gésterilmesi

4.6.2. Talidomit’in Neprilizin enzimi Western blot sonugclari
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Sekil 4.60. Talidomit'in tek bgina ve radyoterapi ile kombine olarak Neprilizirzen aktivitesi Uizerine

etkilerinin western-blot ile gésterilmesi
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5. TARTISMA

5.1 Radyoterapinin 4T1 ve 4THMpc Hucre Hatlari Uzerine Etkisi

Radyoterapi klasik kanser tedavilerinde siklikla tercih elden ydatdem birisidir.
Gunumuzde kanser tanisi konan hastalarin %70’'i radyoterapiyi jetabga da farkl
tedaviler ile kombine halde kullanghardir. Buna rg@men radyoterapiden hicbir pozitif
sonug¢ alinamagi, hatta bazi durumlarda radyoterapinin istenmeyen sonuclarigaratt
da bilinmektedir. Bunun nedeni, radyoterapi uygulamasinin lokal olaraknzgpiya da

radyoterapinin timaor hicrelerinin delenina etki etmemesi olabilir (Zheng vd 2005).

Radyoterapi timaorin yok edilmesi amaci ile kullaniliyor ise, kfigldsiyonlarda ve
sik araliklarla uygulanmalidir (Connell vd 2004). Biglaenda, caymamizda 4T1 ve
4THMpc hicre hatlart Gzerine gik fraksiyonlu (5, 10 ve 20 Gy)sinlamalar
uygulanmgtir. 4T1 fare meme kanser hiicreleri oldukca metastazik geedfhiptir ve
bu nedenle dfiilk fraksiyonlu radyoterapi uygulamasina bu hicreler diren¢ géstermi
olabilir. 4T1 hucrelerinin kalp metastazi olan 4THMpc hucreleri4$é huicrelerine
oranla ¢ok daha agresif hucrelerdir. Bu nedenle 4T1 hicrelerinin direterdigisbu
distk fraksiyonlara 4THMpc hiicreleri de gl olarak direng gosterstir. TUmor
hiicresinin tipine bzl olarak, pek ¢ok faktor hiicrelerin radyoterapiyeskaassasgini

engellemektedir.

Yapilan uygulamalar sonunda st fraksiyonlu®Cobalt sinlamasinin hiicre hatlari
Uzerinde oOldurictu etki yaratm&di saptannstir. Bu nedenle radyoterapi
uygulamalarinda timor hicreleri tGzerinde etkili @dubelirlenen 45 Gy fraksiyon
uygulanmgtir. 5000 canli hiicre Uzerine teksbe 45 Gy radyoterapi uygulamasi 24
saat, 48 saat ve 72 saatlik inkiibasyon sureleri sonunda 4T1 hicre hattiniiicee
sayisinda sirasiyla % 50, % 46 ve % 46,7’lik bir azalmaya nederstaimdTHMpc
hlcre hattinda ise ayni uygulama, benzer olarak canli hiicre sayisindéaska®3y80 ,
% 32,3 ve % 31,57’lik bir azalmaya neden o$aw. Bu sonuclardan argidacas gibi,

yukarida bahsegiimiz 4THMpc hticrelerinin 4T1 hicrelerine oranla radyoterapiyeda
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direncli oldyu gorulmektedir. Radyoterapinin kuratif tedavi tipinde, tumoérin yok
edilmesi amagclanir ve bu nedenle 66-75 @ylama 6-8 hafta boyunca yapilir (Emami
vd 1991).ilk bakssta, 45 Gy ginlamanin yiiksek oldiw disiiniilse de yukarida belirtilen
standartlarla kiyaslanginda, normal hiicrelerde hasar yaratmayacak bir dozgwldu

goralebilir.

5.2 Talidomit’in Sitotoksik Etkileri

Hamilelik doneminde kullanimina plaolarak meydana gelen teratojenik etkinin fark
edilmesiyle birlikte, Talidomitin, fetusun ggini sirasinda kan damarlarinin
olusumunu bozdgu ortaya cikarilngtir. Kan damarlari Gzerine bu etkisinden dolayi
Talidomit anti-anjiogenik 6zele sahip ilaclar sinifina dahil edilgtir ve Talidomitin
potansiyel anti-anjiogenik Ozetii ile anti tumor aktivitesi hayvan modellerinde
gosterilmitir (Kaicker vd 2003).

Gunumuzde, Talidomit multiple myeloma, prostat ve bdbrek kanserlerinin
tedavisinde bgariyla kullanilmakta ve d@er malignant hastaliklarin tedavisinde
kullaniimak amaci ile denenmektedir (Downs Jr 2005).

Talidomit ileri diizeyde metastazik meme kanserinin tedavisieklebgina etkili
degildir. Kemoterapide kullanilan sitotoksik 6zellikteki bir ilacla da bgka tedaviler
ile mutlaka kombine edilmelidir (Papaiakovou vd 2004). Bu nedenle projerkapta
Talidomit'in fare meme kanseri hiicre hatti 4T1 ve onun kalp metasitaz 4THMpc

hiicre hatlari Gzerine radyoterapi ile etkithei arastiriimistir.

Talidomit'in yiuksek dozlarda kullaniginda farkh toksik yanitlarin olwmuna
neden oldgu bilinen bir gercektir. Bu nedenle Talidomit'in teksbea ve radyoterapi
ile kombine olarak hiicreler tizerindeki olasi etkisi 6ncelikigillidozlar (16 -10puM)
kullanilarak argtirilmistir. 4T1 hicre hattinda, 5000 hiicre sayisinda hem kontrol hem
de radyoterapi grubunda higbir doz istatistiksel anlamda 6nemli latildbilecek
sitotoksik bir etki gostermentir. 10 000 hicrede, hem kontrol hemde radyoterapi

grubunda en yiksek dort doz istatistiksel acidan onemli derecedeksitotetki
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gOstermgtir. ATHMpc hicre hattinda ise 3000 hiicre sayisinda kontrol grubugdi di
dozlarda etki gorulirken radyoterapi grubunda istatistiksel anlamdar raglaml
sitotoksik etki gortlmengtir. Bu sonuclar baamsiz deneylerle tekrar edilemegdicin,

dozlar 2,5-4Qug/ml aralgina yukseltilmgtir.

4T1 hicrelerinde 24 saatlik inkibasyon sonucunda Talidomit tegkabdnicbir
sitotoksik etki gostermezken radyoterapi ile kombinasyonu canl hiayesisda
istatsitiksel anlamda onemli bir a@a neden olmgtur. inkiibasyon siresinin agma
bagli olarak, 48 saat sonra, benzgekilde Talidomit hicbir etki gostermezken,
radyoterapi uygulamasi canli hicre sayisini 6nemli 6lgiide attmm72 saatlik
inkilbasyon sonrasinda ise, beklenenin aksine kontrol grubunda 4A@lidomit tek
basina canli hicre sayisini % 10,31 azajiken, radyoterapi tek kaa canli hicre
sayisini kontrole oranla % 15,91 azalfinni 40 ug Talidomit radyoterapi ile kombine
edildiginde canli hiicre sayisinda % 33,5 oraninda bir azalmaya nedegtwlnigu

sonugclara goére, Talidomit ve radyoterapi sinerjistik bir egkite girmistir.

ATHMpc hicrelerinde, 4T1 hicrelerine benzekilde 24 saatlik inkibasyon
sonucunda Talidomit tek kb@a hicbir sitotoksik etki gOstermezken radyoterapi ile
kombinasyonu canli hiicre sayisinda istatsitiksel anlamda onemiartsia neden
olmustur. Inkiibasyon suresinin agtna bal olarak, 48 saat sonra, Talidomit kontrol
grubunda hicbir etki géstermezken, radyoterapi uygulamasi canli sagiani onemli
Olciide artirmgtir. 72 saatlik inkibasyon sonrasinda ise, beklenenin aksine kontrol
grubunda 4Qug Talidomit tek bgina canli hiicre sayisini % 29 azalgken, radyoterapi
tek baina canh hicre sayisini kontrole oranla % 17 azstitmi40 ug Talidomit
radyoterapi ile kombine edilginde canli hiicre sayisinda % 42.4 oraninda bir azalmaya
neden olmsgtur. Bu sonuclara gore, Talidomit ve radyoterapi sinerjistikebiilesime

girmistir.
Inkiibasyon siresinin agtna ba&ll olarak gozlenen etkinin @amesi, Talidomit

radyoterapi kombinasyonunda inkiibasyon siiresinin 6nemini vurgulamaktd48
saatte 40ug Talidomit tek baina canli hicre sayisinin artmasina neden olurken

91



radyoterpi ile kombine halde 72 saatte istatistiksel acidamméankabul edilebilecek
sitotoksik bir etki gostermgiir.

Live dead test sonuclarina gore, 4T1 hicre hattinda, 24 saatlik in&ibsignesi
sonunda kontrol grubunda canlhlik orani % 86 iken Talidomit'in en yiksek dozu hicre
canhligini % 73,5’e kadar indirmgiir. Radyoterapi tek ana canlilgl % 39,75 oraninda
hiicre canlilgini azaltirken, Talidomit'in en yuksek dozu ile kombine tedavi de danlil
% 55’e artmgtir. 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda kontrol grubunda % 85 olan canlilik
tek bgina Talidomit canhigl % 72.75’e indirmgtir. Radyoterapi tek ana canlilgl %

69,5 oranina indirgken kombine tedavide canlilik orani % 75.25 olarak saptammi
72 saat inkiibasyon sonrasinda tekia Talidomit en yiksek dozda % 80 olan canlilik
oranini % 52’ye indirngtir. Tek bgina radyoterapi canlgi % 65.5’e indirirken
Taliomit radyoterapi kombinasyonu carili% 65.5 den % 30’a indirtir. Buradan
saptanan sonuc¢ gbBr sonucu destekler nitelikte olup radyoterapi ve Talidomit
kombinasyonu 24 ve 48 saatlik inkibasyon periyotlarinda canldealtici etki

yaratmarmytir.

ATHMpc hicre hattinda, Live dead test sonuclarina gore, 24k sa&tibasyon
suresi sonunda kontrol grubunda canlilik orani % 85,2 iken Talidomit'in en yuksek
dozu hicre canlgaini % 78,9'e kadar indirngiir. Radyoterapi tek Bana hicre
canhligini % 59,2 oraninda azaltirken, Talidomit'in en yiuksek dozu ile kombine tedavi
de canliik % 63,1’e artrstir. 48 saatlik inklibasyon sonrasinda kontrol grubunda % 84
olan canlilik tek bgina Talidomit canhigl % 81’e indirmgtir. Radyoterapi tek ana
canliigi % 57 oranina indirrgken kombine tedavide canlilik orani % 66 olarak
saptanmytir. 72 saat inkilbasyon sonrasinda tefr@ Talidomit en yiksek dozda %
83 olan canlilik oranini % 67'ye indirgtir. Tek bagina radyoterapi canlgl % 63’e
indirirken Taliomit radyoterapi kombinasyonu cam@li® 38’e indirmgtir. Buradan
saptanan sonuc¢ gBr sonucu destekler nitelikte olup radyoterapi ve Talidomit
kombinasyonu 24 ve 48 saatlik inkibasyon periyotlarinda canldealtici etki

yaratmanmytir.
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Talidomit'in kanser hicreleri Gzerine gostgrditotoksisite ile ilgili cok az ¢cagma
bulunmaktadir. Bu nedenle elde edilen bulgularigrdogunu kanitlamak igin tripan

mawvisi testi ile Talidomit'in sitotoksik etkileri gerlendirilmistir.

4T1 hucre hattina 24 saatlik inkiibasyon siresinde40l'lik dozdaki Talidomit tek
basina canhllik oranini % 82.5'den % 77.5’e, radyoterapi tefnba% 69.5'e ve
kombine tedavi ise % 56.5’e indirgiir. Benzer sekilde 48 saatlik inkibasyon
sonrasinda tek bma 40 pug/ml Talidomit uygulamasi canllik oranini % 78'den %
67’ye, radyoterapi tek haa % 62’'ye ve kombine tedavi ise % 67.75’e indgtmi 72
saatlik inkibasyon sonrasinda isgatisitotoksisite testlerinde de ofglugibi tek baina
40 pg/ml Talidomit uygulamasi canhlik oranini % 75.5'den % 49.75’e, radypteek

basina % 61’e ve kombine tedavi ise % 31.75’e indgtmi

ATHMpc hiicre hattinda, 24 saatlik inkiibasyon suresindegh®l lik dozdaki
Talidomit tek baina canlilik oranini % 94,5'den % 71’e, radyoterapi tekinaa% 63’e
ve kombine tedavi ise % 68’e indirgtir. Benzer sekilde 48 saatlik inkiibasyon
sonrasinda tek kma 40 pg/ml Talidomit uygulamasi canllik oranini % 90'dan %
80,75’e, radyoterapi tek b@a % 57,5'e ve kombine tedavi ise % 70,25’e indjtimi
72 saatlik inkibasyon sonrasinda isgedisitotoksisite testlerinde de ofglu gibi tek
basina 40ug/ml Talidomit uygulamasi canhlik oranini % 89'dan % 53’e, racdwpie
tek bgina % 68’e ve kombine tedavi ise % 44’e inditini

Tum sitotoksisite testleri sonrasinda elde edilen vegigmda 40ug/ml’lik dozda
Talidomit ve 45 Gy radyoterapi kombinasyonu, tedavilerin birbirlereriazle
yarattiklar sinerjistik etki nedeniyle 4T1 ve 4THMpc hicre hattlizerinde daha
onemli sitotoksik bir etkinin saptanmasinglsenistir.

Talidomit antianjiogenik 6zefli nedeniyle d@rudan timar hicrelerini hedef alan bir
ajan dgildir. Bu baglamda Talidomit’in kanser hicrelerindke vitro sitotoksik etkisini
argtiran ¢cok az sayida cgtna bulunmaktadir. Ansiaux ve arkaleinin yapnmg
oldugu bir calgmada, 100uM Talidomit 20 ve Gy radyoterapi kombine tedavisinin,
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fibrosarkoma tumor hicrelerinde sitotoksik etkiye neden gldiwgalsmamizda

kullanilan tripan mavisi tekgi ile gosterilmitir (Ansiaux vd 2005).

Talidomit'in mekanizmasina ait farkli hipotezler ileri surigtdi. Bunlardan bazilar
gecerliligini kaybetms olsa dasu an Talidomit'in, B vitamini, piteroilglutamik asit,
IGF-1 ve IGF-2 antagonisti olgu, glutamik asit metabolismasi, nikleik asit sentezi ve
DNA’nin kelasyonu, hiicre-hiicre etkjlmi, alt ve Ust ekstremitede arter degredasyonu,
kondrifikasyon ve kalsifikasyonda hata, anjiogenez inhibisyonu, bazi ingnminl
downregulasyonu ve oksidatif DNA hasari, hiicre 6lumu gibi durumlardaynadgi
bilinmektedir (Ng vd 2002).

Programli hiicre 6lumu, apoptoz, sitotoksik etkinin belirlenebilmeskiglanilan en
onemli basamaklardan birisidir. Bu nedenle tez kapsaminda, Talidorkainser
hiicreleri Uzerine sitotoksik etkilerinin  belirlenmesi amaciyla,;spka-3 enzim
aktivitesindeki dgisiklik de incelenmgtir. 4T1 ve 4THMpc hicre hatlarinda 40 pg/ml
Talidomit’in tek bgina ya da radyoterapi ile kombine olarak kaspaz-3 enzim miktarini

artirmasi, dgrudan Talidomit'in sitotoksik etkisiyle gkilendirilebilir.

Calsmamizin bulgularinda olgu gibi, Warfel ve arkadgari tarafindan yapilan bir
calismada, hem H157 kicuk olmayan alan kanseri hiicre hattinda hem de endotel
hicre hattinda Talidomit’in bir anglo CPS49 (100 umol/L) adi gecen hucreleri
apoptoza yonlendirngtir (Warfel vd 2006). Bir dier calsmada ise Talidomit monosit
hiicrelerini 50 pg/ml'lik dozda, 48 saatlik inkiibasyon siresi sonunda#&spazimini
aktive ederek apoptoza yonlendistii (Gockel vd 2004). Insan kolon kanseri
modelinde Talidomit Paklitaksel ile kombine edilerek kullanglwe timor blyumesi
ve anjiogenezi inhibe etgtir ve de apoptozu tetiklegtir. Bu sonuca gére, Talidomit
geleneksel sitotoksik kemoterapi ajanlariyla kombine edilirse dtila olabilir (Fujii
vd 2003). Son calmalardan birinde, Talidomit endotel hicrelerde dengnraianti-

anjiogenik 6zellik gostergdi ve apoptozu tgik ettigi bulunmutur (Kaicker vd 2003).

Talidomit K-562 eritrolosemik hicrelerde 15, 30, 50 ve 100 uM olarak uygulanmi
ve sadece 15 ve 30 uM’lik dozda, hicrelerin sirasiyla % 26- % 30’'undaapo@den
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oldugu bulunmuytur. Ayrica, Talidomit astrosit hicrelerinde 20, 50 ve 250 pg/ml'lik
dozlarda TNFe miktarini doza bgl sekilde azaltarak apoptoza neden oftmu (Ergun

vd 2003). 10 pg/mllik Talidomit, monontklear plazma hicrelerinde, lovasiti
kombine edildiinde 72 saatlik inkilbbasyon sonucu apoptoza neden stimu
(Dmoszynska vd 2006).

Talidomit, antianjiogenezden gesiz olarak COX-2'yi parcalamasinaghaolarak
HL-60 hicrelerinin biyumesini doza el olarak, Talidomit'in bir analgu ise yine
HL-60 hicrelerinin proliferasyonunu doza ve zamangitmdarak inhibe eder. Niklear
faktor kappa B (NReB) sinyal yol&inin normal fonksiyonu apoptozun inhibe edilmesi
ve kanser hicrelerinin proliferasyonunugvik edilmesidir. Bu yluzden NkB sinyal
yolaginin inhibisyonu, kanser tedavisindeki dnemli yakidardan birisidir. Talidomit
de NF«B sinyal yol&inin gucliu inhibitérlerinden birisidir ve tumor hicrelerinde
apoptozu tgvik eder (Lu vd 2009).

Kemoterapide en sik kullanilan ajanlardan olan sis-platin ve doksarubiaryum
kanser hicre hatlarinda (222, A224, A364, A547, A2780/AD10, Caov-3, A2780/CP70,
OVCAR-3, OVCA-429, UCI 101, ve UCI 107) kaspaz-3 enzimini aktive ddere
sitotoksik etki gostermektedirler. Mitokondriden sitokrom c salinioluyla tetiklenen
kaspaz 8 ve 9, kaspaz 3'Un aktive olmasina ve bu yolla hiicrelerin apoptoza yénelmesine
neden olur. Boylece kontrol grubuna oranla kanser hicre hatlarinda,eni®ér&0’in

Uzerinde apoptozastar (Cuello vd 2001).

Talidomit de sitotoksik 6zellikte bir kemoterapatik ajan @lduicin, proje
kapsaminda vyapilan sitotoksisite testlerinden elde edilen veddgrultusunda,
Talidomit’in 4T1 ve 4THMpc htcre hatlari Gzerinde gostaroidugu sitotoksik etkiyi
kaspaz-3 aktivasyonunun arhia ba&l olarak hicrelerin apoptoza yonelmesine

baglayabiliriz.
Talidomit’in oral yoldan tek doz uygulamasi 200 mg/kg/gun’dir. Biede plazma

konsantrasyonu ise 6 uM (1,5 pg/ml)ya denk gelmektedir. Talidomicayl200
mg/kg/gun olacaksekilde ylksek dozda da kullaniimaktadir. Bugelén plazma
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konsantrasyonu ise 36 pM (9 pg/ml)’dir. Talidomit'in letal dozu3%88,3 uM (83,325
pg/ml)’dir. Deneylerde kullangimiz 40 pg/ml letal dozun yarisi kadardir. MDA-MB
231 meme kanseri hicre hattinda 100 pg/ml Talidomit kullapnheikoryoallantoyik

membran yonteminde angiogenezi inhibesegosterilmitir (Marx vd 2002).

Talidomit antianjiogenik 6zeflinin yani sira tumor baylumesini de inhibe etmektedir
ve hiicre yagma molekullerinin exspresyonlarini @girir (Geitz vd 1996), tUmor
nekroz faktore. Gretimini baskilar, interlokin-10 Gretimini artirir (Corral vd 1996
dogrudan T hucrelerinin uyarimini @ayarak hicre aracili immaniteyi artirir (Mchugh
vd 1995).

Talidomit piyasadan toplatildiktan sonra, hamilelik déneminde Talidomi
kullanilmasi sonucu meydana gelen malformasyonlu bebeiundarinin nedeni
arggtinldiginda, tam mekanizmasi net olarak bilinmese de D’amato ve alkada
Talidomit’in anlamli sekilde bazik-fibroblast biyume faktori (bFGF) ve VEGF ile
tetiklenmg damar olgumunu 6nemli derecede inhibe giti gostermglerdir (D’amato
vd 1994). Son zamanlarda yapilan gaklar, Talidomit'in norofilin-1 ve FIk-1 gibi
VEGF reseptorlerini ortadan kaldiggni ve buna bgi olarak anjiogenezi inhibe
ettigini ortaya koymutur. Bu Ozellii ile ginimiizde kanser tedavisinde oldukga yaygin
kullanilan bir ilagtir. Talidomitin bu etkisi, parcalanmasi sonuagga cikan

hidroksillenmg metabolitlerinden kaynaklanmaktadir (Franks vd 2004).

Talidomit’in etki mekanizmasi hala tam olarak bilinmemektedir. akntek baina
uygulandginda anjiogenezi inhibe etmgdibununla birlikte mikrozomal enzimlerle
birlikte verildiginde anjiogenezi énemli 6lctide inhibe gttgosterilmitir. Bu sonuca
gore de Talidomit'in etkisinin kendisinden ¢ok metabolitlerinden kaynaklbetasi
dUstndlebilir (Fujita vd 2004). Bununla birlikte mikrozomal enzimler olmaisi
Talidomit, in vitro olarak, monositlerde apoptozu tetiklgme kicik olmayan akger
kanseri hicrelerinin g@almasini inhibe etrgiir (Haura 2001). Lu ve arkaglari
Talidomit'in fare, tagan ve insan karager mikrozomal enzimleriyle muamelesi sonucu
hidroksillenmg metabolitlerin olgtugunu gosterngler ve Talidomitin aktivitesini de bu
hidroksillenmg metabolitlere bdamislardir (Lu vd 2004).
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Talidomit’in guclu bir anjiogenez inhibitdri olgu tawan kornea mikrocep testi ile
gosterilmi ancak bu antianjiogenik etki TNd-inhibisyonu ile ilskilendirilememitir.
Gosterdgi  antianjiogenik etkinin - Talidomit’in  parcalanma Urunleri ile skiii
olabilecgi ve bu trtnlerin belirlenmesi ile antianjiogenik etki gosterecek yaclarin

sentezlenmesinin mumkun olabilgcderi striimistir (D’amato vd 1994).

5.3. Talidomitin ADAM-10 ve Neprilizin Enzim Aktivileri ile P Maddesi Miktari
Uzerine Gosterdgi Etkiler

Talidomit icin 40 pg/ml sitotoksik doz olarak belirlendikten sonra, bu dazksMV-
10 ve Neprilizin enzim aktiviteleri ile P maddesi miktar Umerigosterdii etkiler

incelenmgtir.

Anjiogenez tumor hicrelerinin kendine olan guvenlerini en aza maditdukca
karmalk ve pek cok faktor tarafindan etkilenen bir mekanizmadir. Bu mekanizma
icerisinde her iki ilag farkli yolaklar Gzerinden aktivite gostektedir. Antianjiogenik
ajanlar tumor buyumesini kontrol etmek Uzere belirli bazi biyoloji&ylalr hedef
alirlar. Bu hedeflerin en lgmda kanser hicresinden salinan proteazlari inhibe etmek

gelmektedir.

Proteazlar ve proteolitik enzimler endo ve ekzo peptitazlardgarolBu enzimler
proteinleri hidroliz ederek peptit ve amino asitlerinsohasini sglar. Metastazik timor
hicrelerinin etrafinda Iga doku olgturan ekstraselular matriks, timaor hicrelerin
gecmesi icin bir bariyerdir. Tumor hicreleri, hareketlerini ka@gyimak icin bazi
proteazlar salarak ekstrraselular matriksin proteinsdkerini hidrolizler. Metastaz
surecinde ise ekstraselular matriksin parcalanmasi kontrolsiiz sékilde
gerceklemektedir. Kanser hicrelerinin kendi proteazlarini salarak mi yaok&ear
hiicrelerden proteaz salinmasini tetikleyerek mi ya da her ikisigierceklgirerek mi
metastaz yeteggeni elde ettikleri hentiz tam anlami ile aggdikavigmamstir (Duffy
1992)
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Proteazlar, invazyon ve metastazda ¢cok 6nemli rol oynarlar. Hicredem gabteaz
miktarindaki artyin, metastazdaki astiile dasru orantili oldgunu gdsteren birgok
calisma bulunmaktadir. Proteazlarin inhibe edilmesi timor hicrelerinin yonaze
metastazini engellegli kadar, endotel hicrelerinin ¢evre doku ileskisini bozarak
migrasyonunu Onlemekte ve sonugta anjiogenezi de inhibe etmel8#dioksik ilaclar
ile kiyaslandginda proteaz inhibitorleri, tipki antianjiogenik Bilder gibi, toksik etki
yaratmadigindan kanser tedavisinde kullaniimalari mimkundir (Vandeputte-rutten ve
Gros 2002).

Proteazlarin en genilyeli ailesi olan matriks metalloproteazlarin fazla sahsnve
tumor gelsimi arasindaki bglanti anlaildigindan bu yana, bu enzimlerin proteolitik
aktivitelerini inhibe etmek amaciyla pek cok strateji gelimistir. Ancak MMP’lerin
inhibitorleri pek ¢ok klinik cakmada hayal kirikfii yaratmstir.

ADAM’lar protozoalardan memelilere kadar pek cok canlida bulunmaktadi
Metalloproteazlarin metsizin alt ailesine ait olan ADAM/lpek c¢ok hicresel sinyal
iletim yolaklarinda gorev alir. ADAM uyeleri membran proteririe pargalayarak
¢cOzillebilir olgun formlara dostirarler. ADAM ailesinin butin dyeleri proteolitik
Ozellige sahip dgildir cinkl katalitik aktivite icin esas olan aminoasitleri icemier.
ADAM ailesine ait en 6nemli Gye ADAM-10’dur (Chubinskaya vd 2001). Rtos
l6semi, meme ve skuamé6z kanser hicrelerinde ADAM-10 ekspresyonunu artt
saptanmygtir. Ancak ADAM’larin kanser mekanizmasi Uzerindeki etkiamt olarak
aydinlatilamanstir ADAM-10’un biyokimyasal ve biyolojik 6zelliklerinin detayl bir
seklide aratirilmasi, bu enzimin kanser tedavilerinde kullaniimasinglagabilir
(Mochizuki Ve Okada 2007)Talidomit'in ADAM-10 ve Neprilizin enzimleri tzerine
olan etkisinin belirlenmesi ile bu proteazlarin olasi anti-kant@#ere daha detayli bir

sekilde tartgilabilecektir.

Bu calsmada, ADAM-10 enziminin hem 4T1 hem de 4THMPc htcre hatlarinda
bazal seviyede ekspre edidsaptanmy ve ilacin enzim tzerindeki etkisi gtaulmistir.
4T1 hicrelerinde, tek bma 40 pg/ml Talidomit uygulamasinin, ADAM-10 enzim

aktivitesi Uzerine herhangi bir etkisi olmagm. Radyoterapi tek Baa enzim
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aktivitesinde % 42’lik bir inhibisyona neden olurken, 40 pg/ml Talidondyoterapi
ile kombine edildéinde enzim miktarinda % 89’luk bir inhibisyon olgtur. 4THMpc
hiicre hattinda ise tek paa Talidomit uygulamasi sonucu enzim miktari % 66,6
oraninda artmgtir. Tek baina radyoterapi uygulamasi enzim miktarini % 33,3 oraninda
inhibe ederken, Talidomit ve radyoterapi kombine tedavi uygulamasissodaaenzim
miktari % 40 oraninda inhibe olgtur. Sonuclar dgerlendirildiginde; Talidomit'in 40
pg/ml lik dozunun antianjiogenik bir ajandan beklergidgibi, bir proteaz olan
ADAM-10 miktarini azaltmady ancak kombine tedavi sonrasinda radyoterapi ile bu

aktiviteyi gerceklgtirmeyi bgardg ortaya ¢cikmaktadir.

Talidomit ve radyoterapi kombinasyonu, her iki hiicre hattinda da ARBMAnzIim
aktivitesinde inhibisyona neden olgtur. Bu sonuclar, bizlere metastazik timérlerde
radyoterapiye hassagli arttirmak amacli yapilan kombine tedaviler 0Oncesinde,
kombinasyonun onceliklen vitro etkisinin aratiriimasi gerekgini bir kez daha

hatirlatmaktadir.

Tez kapsaminda aktivitesi gmalan bir diger enzim ise, Neprilizindir (NEP).
Tawan bobrginde firca kenarli membrandan izole edilen NEP (nétral endopeptidaz,
NEP, Ec 3.4.24.11) enzimi insdlinin B zincirini hidroliz gttsaptanan ilk enzimdir. 30
yili askin bir siredir aktivitesi detayli bigekilde aratirilmaktadir. Saflgtirlmasinin
ardindan tip Il integral membran proteini ofdusaptannstir. NEP cinko bglanma
motifine sahip tipik bir metallopeptidazdir ve M13 peptidaz ailesidig glusizinler
olarak bilinen gruba aittir. Streptomyces’den elde edilen fosfmlan adli bilgik ile
gucla birsekilde inhibe edilmektedir (Shipp vd 1996, Turner ve Hooper 2002).

Memelilerde en fazla boébrekte eksprese edilir ve fizyolojik klarakefalinleri
parcaladil icin enkefelinaz olarak da adlandirilir. Bilinen en eski goreviirbey
metabolizmasinin dizenlenmesinde rol oynamaktir. Ozellikle takikaiiesine ait
noropeptitlerin metabolizmasinda da gérev @ldaptandiktan sonra, NEP daha detayli
bir sekilde aratiriimaya balanmstir. Yapilan farkli ¢cakmalar sonrasinda NEP’in
bombesin, bradikinin, kalsitonin, endotelin-1, ndrotensin ve vasoaktif intestinal pept
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(VIP) gibi mitojenik peptitleri inaktive ederek 0zellikle afger ve prostat kanserinde,
tumor buydmesinin kontroliinde rol oyngohi ortaya ¢ikmytir (Shipp vd 1996).

4T1 hdcrelerinde, kontrol grubunda, 40 pg/ml Talidomit uygulamasinin NEP
aktivitesinde % 40,9 oraninda bir a#i neden oldgu goOsterilmgtir. Tek bagina
radyoterapi uygulamasi enzim aktivitesinde % 40,7’lik bir sartheden olurken,
Talidomit’in radyoterapi ile kombinasyonu da 4T1 htcrelerinde % 40,7 radaniir

artis meydana getirngiir.

4T1 hicrelerine gore daha agresif olan 4THMpc hicre hattindeekségtna 40
png/ml Talidomit uygulamasinin NEP aktivitesinde % 26,6 oraninda bgaameden
oldugu gosterilmgtir. Tek bagina radyoterapi uygulamasi enzim aktivitesinde %
33,3'ltk bir artsa neden olurken, Talidomit'in radyoterapi ile kombinasyonu da
ATHMpc hicrelerinde % 37 oraninda bir grheydana getirmgir.

Tek baina Talidomit uygulamasi 4T1 hicrelerinde NEP aktivitesindg satlarken
radyoterapi ile birlikte uygulanginda, enzim aktivitesinde bir gigim gdzlenmemtir.
Ne Talidomit ne de radyoterapi birbirleri Gzerine sinerjistk da antagonistik etki

yaratmanmytir.

Talidomit ayni dozda ADAM-10 enzim aktivitesinde birggen yaratmanmyken
NEP aktivitesinde artisaptanmasi ilacin etki mekanizmasinin aydinlatilabilmesi igin
onemli bir ipucu sglamaktadir. 4THMpc hicre hattinda ise Talidomit 4T1’e oranla
enzim aktivitesinde daha aza bir satineden olmg ve radyoterapi ile bu sonug¢
desismemitir. Ayni hiicre hattinda ise ADAM-10 aktivitesini NEP’e oradiha fazla
artirmstir. Birgok farkl fonksiyonu doza Iga olarak farkh sekilde yuruttiga bilinen
Talidomit, daha metastazik bir karaktedeki 4THMpc hicrelerinde ADMniktarini
NEP’e oranla daha fazla artirmaktadir. Talidomit’in bu etfasirticidir ciinkii ADAM-

10 enziminin metastaz Uzerindeki etkisi NEP’e oranla dahagbelir. Antianjiogenik
bir ajan oldgu bilinen Talidomit'in, metastaz kapasitesi yiksek olan htcranatt
daha agresif 0zellik kazanmasina neden olabilecek bir enzimin egtivitartirmasi,

sahip oldgu ozellik ile celgkili bulunmustur. Mekanizma Uzerinde daha ayrintili
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calsmalar yapildginda Talidomitin  ADAM-10 enzimi Uzerindeki etkisi
aydinlatilabilir.

Tez kapsaminda, atailan her iki enziminde ortak noktalarindan bir tanesi P
maddesini parcalama o6zellikleridir. Norobiyolojide son yillardaki sgedler, kanser
hastalarina umut vermeye stEmistir. Yapilan cakmalardan elde edilen bulgular, P
maddesi ve onun reseptdrt norokinin-1 reseptérinin (NK-1R) mitogenez, anjiogenez
hiicre gocl ve metastaz ilesKili oldugunu géstermektedir (Gonzalez Moles vd 2009).
G-protein bl bir reseptér olan NK-1R’ye ligandin glanmasi, fosfoinositid hidrolizi,
kalsiyum hareketi ve mitojenle-aktive edikmprotein kinaz aktivasyonuna neden
olmaktadir.inflamasyon ve kanser arasindakikinin merkezinde de P maddesi yer
almaktadir. 1931 yilinda kiedilen P maddesinin fonksiyonlari hakkinda 1950’li yillara
kadar kesin birsey bilinmiyordu. 1950’li yillarda P maddesigrayi ileten bir
norotransmitter olarak tanimlandi. Bu gun bilinmektedir ki P maddegolbjik stres
durumda merkezi sinir sisteminde 6nemli bir role sahiptir (Luo vd 19%8eeDvd
2000).

Periferal dokularda ve merkezi sinir sisteminde nérojenik infgora ve immun
yanitin olgumunda P maddesi rol oynamaktadir geiran algilanmasinda da 6nemili
gorevler Ustlenmektedir. Pek cok periferal dokuda P maddesinin daenatetci
Ozelligi oldugu bilinmektedir. P maddesi iceren sinir uclari genellikle kan atbam
yakininda lokalize olmgiur ve bu uclardan P maddesi salinimiyla, akut inflamasyonda
gorulen pek cok fizyolojik olayin BEmasina neden olur. P maddesi sadece sinir
hiicresi kaynakli daldir. Eozonofil ve makrofajlar gibi sinirsel olmayan hicrelerde d
P maddesi bulunmaktadir. G-proteirghaeseptérine Qganinca aktive olan P maddesi
mitojenle aktive edilmy protein kinazlar aktive ederek apoptoza neden olur. Ayasa
onkogeninini aktive eti ve reseptore [@andginda TAPI-duyarli matriks
metalloproteazlari 6zellikle de TACE'i aktive ederek membragigh TGF-o'nin aktif
formda salinmasina neden olur. TGAVIAPK yolagini aktive ederek kolon epitel
hlcrelerinin ve astrostoma hucre proliferasyonunu artirir (P&ina999, Friess vd
2003, Munoz vd 2004, Singh vd 2000).
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Son olarak, P maddesi ve reseptori arasindaki sgtkite pankreas kanseri, glioma
meme kanseri, kolon displazi ve karsinomlarinda timor buyimesinieyikerile
iliskili oldugu bildirilmistir. P maddesi, pek ¢cok normal ve neoplastik hiicrede NK1
reseptorlerini aktive ederek mitogenezi artirmaktadir. P magdeagiseptoriinin kanser
hicrelerinde de vag, immunohistokimya camalariyla gosterilngtir. Batin
tumorlerin besin ihtiyacini ketamak icin yeni kan damarlarn glurmaya ihtiyaci
vardir fikrinden yola cikarak, P maddesi ve reseptori agaddl kan damar
olusumunun tetiklenmesi kanser hicreleri icin tercih edilebilecek enykkardan bir
tanesidir (Esteban vd 2006). P maddesi, metastazik insan ndroblastomiarimircre
neredeyse % 90'ninda, melanoma ve retinoblastoma hicrelerinde de ekspres
edilmektedir. Bununla birlikte P maddesi reseptori ise NK-1, ndroblastom
retinoblastoma, insan glioma hicre hatlari ve pankreatik karsinoma hadarinda
eksprese edilmektedir. Ayrica NK-1'in meme kanseri ve metdst airi ifade edildgi
de bilinmektedir (Munoz vd 2004).

Bu balamda, kanserle gkilendirilen en énemli néromodulatér olan P maddesinin
4T1 ve 4THMpc hicrelerinde de sentezlgnde besi yerine salingl da bu ¢calma ile

birlikte ilk defa gdsterilmtir.

4T1 hucrelerinde, kontrolde besi yerine salinan P maddesi miktapdgls0 iken,
tek bgina Talidomit, P maddesi miktarina etki etmgimi Radyoterapi besi yerine
salinan P maddesini % 13,3 oraninda artirirken, Talidomit ile komdittegnde besi
yerine salinan P maddesi miktari % 26,5 oraninda grtnticre ici P maddesi miktari
4T1 hicrelerinde kontrol grubunda 151 pg/ml iken, tefri@a Talidomit hicre ici P
maddesi miktari Gzerine yine etki gostermgmi Radyoterapi tek ana hicre ici P
maddesi miktarini % 8,2 artirirken, Talidomit radyoterapi kombinevisidae hicre ici

P maddesi % 28 oraninda argtm

ATHMpc hicrelerinde, kontrolde besi yerine salinan P maddesi miktapdlat
iken, tek baina Talidomit P maddesi miktarini %10 azalim Radyoterapi besi yerine
salinan P maddesini % 2 oraninda arttirirken, Talidomit ile kombindi@dde besi

yerine salinan P maddesi miktarl % 5 oraninda gimmHuicre ici P maddesi miktari
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4T1hdcrelerinde kontrol grubunda 160 pg/ml iken tekirma Talidomit hicre ici P
maddesi miktarint % 37,5 oraninda azajtmi Radyoterapi tek ana htcre ici P
maddesi miktarint % 1,7 arttirirken, Talidomit radyoterapi kombidaviginde hiicre
ici P maddesi % 11,1 oraninda argtmi

Bu sonuclara gore, ilk defa, 4T1 ve 4THMpc hiicre hatlarinda hticre icerisibdsive
yerine salinan P maddesi miktarlari saptgami Tium bu bilgilerle birlikte, tez
kapsaminda gercekkirilen sitotoksisite test sonuclarina gore Talidomit 4T1 ve
4THMpc hicre hatlarinda 40 pg/ml’lik dozda ve 72 saatlik inkiibasyon siorenda

sitotoksik etki gostermtir.

103



6. SONUC

Tam bu verilerle birlikte;
1- Tez kapsaminda gercektieilen butin sitotoksisite test sonuclarina gore; 4T1 ve
4THMpc hicre hatlarinda Talidomit 40 pg/ml’lik dozda 72 saatlik inkyisassiresi
sonunda sitotoksik etki gostegtii. 4T1 hicre hattina 24 saatlik inkiilbasyon suresinde
40 pg/mllik dozdaki Talidomit tek bgina canliik oranini % 82.5'den % 77.5e,
radyoterapi tek bana % 69.5’e ve kombine tedavi ise % 56.5’e indstmi Benzer
sekilde 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda tekirza 40 ug/ml Talidomit uygulamasi
canlilik oranini % 78'den % 67'ye, radyoterapi tekiba % 62'ye ve kombine tedavi
ise % 67.75’e indirmgtir. 72 saatlik inkilbasyon sonrasinda isgedi sitotoksisite
testlerinde de oldtu gibi tek baina 40ug/ml Talidomit uygulamasi canlilik oranini %
75.5'den % 49.75’e, radyoterapi teksbm % 61’'e ve kombine tedavi ise % 31.75'e
indirmistir. 4THMpc hicre hattinda, 24 saatlik inkiibasyon suresindewgttl lik
dozdaki Talidomit tek bana canliik oranint % 94,5'den % 71’e, radyoterapi tek
basina % 63’e ve kombine tedavi ise % 68’e indigtini Benzersekilde 48 saatlik
inkiibasyon sonrasinda teksb@ 40pug/ml Talidomit uygulamasi canlilik oranini %
90’dan % 80,75’e, radyoterapi teksb@ % 57,5'e ve kombine tedavi ise % 70,25’e
indirmistir.
2- 1lk defa, 4T1 ve 4THMpc hiicre hatlarinda hiicre icerisinde bulunan veydirse
salinan P maddesi miktarlari tespit editini Talidomit 4T1 hiicre hattinda tek goaa
hiicre icindeki ve besiyerine salinan P maddesi miktarigistdenezken RT ve
kombine tedavi de hem hucre igcindeki hem de besiyerine salinaad&esi miktarini
artirmstir. 4THMpc hicre hattinda ise talidomit tekstvea hem hicre icindeki hem de
besiyerine salinan P maddesi miktarini azatltmRT ve kombine tedavi hem hicre
icindeki hemde besiyerine salinan P miktarinda ¢ok az bjaaréden olmgtur.
3- Talidomit'in 40 pg/ml’lik dozda 4T1 ve 4THMpc hicre hatlarinda, ADAKI ve
Neprilizin enzim aktiviteleri Gzerine farkh etkilere neden @duve bu etkilerin
radyoterapi ile kombine edilginde deistigi gosterilmitir. RT ve kombine tedavi 4T1
hicrelerinde adam 10 enzim aktivitesini azajtmi 4THMpc hicrelerinde ise tek
basina talidomit enzim aktivitesini artirgken RT ve Kombine tedavi enzim aktivitesini

azaltmstir.
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Neprilizin enzim aktivitesi 4T1 ve 4THMpc hiicre hatlarinda benzmaklhem tek
basina talidomit hem tek ana radyoterapi hem de kombine tedavide kontrol grubuna

oranla artrgtir.

Elde edilen bu sonuglar g6z o©Onine alnla bu cakmanin devaminda,
antianjiogenik 6zellikteki Talidomit'in damar endotel hicreleririrmde gosterecekleri
etkiler aratirilabilir. Kanser tedavisinde kombine tedaviler olduk¢a 6nemli@ldgin,
antianjiogenik ozellikteki Talidomit’in doksorubisin gibi sitotoksik egdsteren farkl
ilaclarla ve/veya birbirleri ile kombinasyonunun radyoterapi ikestekombine edilerek,
endotel hicreler Uzerine etkileri smailabilir. Talidomit'in ADAM-10 ve Neprilizin
enzim aktiviteleri Uzerine etkileri, sSiRNA ve RT-PCR tekniklée calisilabilir ve
molekiler mekanizmalari aydinlatilabilir. Ayrica P maddesinirggdanmasi sonucu
ortaya ¢ikan peptit fargmanlarinin vgrlve miktarlart HPLC yontemi ile belirlenebilir.
Bu calsmalardan elde edilecek sonuclara gore P maddesi fragmanlarindderivang
tumor ve endotel hiicreler tzerine daha yuksek aktiviteye sahiguwlaelirlenebilir.
Talidomit P maddesini parcalama etkisine sahip gdgin ve antianjiogenik etkilerini
P maddesinin parcalanmasinaglbzolarak gosterebile@e belirlenebilecgi icin, P
maddesinin parcalanmasi sonucizagikan ve ticari olarak satilan peptit fragmanlarini
ile kombine edildiinde Talidomit'in endotel hcreleri Uzerine gdsteggcetkiler
argstinlabilir. Son olarak, antianjiogenik 0zellikteki ilaclarin datagma Uzerine
etkilerinin argtirildigi Koryoallantoik membran (CAM) yontemi gibi spesifik testerl
her iki ilacin ve kombinasyonlarinin etkileri destekelenebilir vgiogenez cok
basamakli karmak bir sire¢c oldgu icin, Talidomitin etki mekanizmasinin
belirlenebilmesi amaci ile de rol oynayan pek c¢ok yolak teselslii ayricain vitro

calisilabilecek etkilein vivo olarak da denenebilir.

Tez cakmamiz kapsaminda elde gitniz veriler ve bu verilerin yaragl soru
isaretleri acikca goruldiil gibi pek cok cadmaya ik tutmaktadir. Bu h@lamda
yaptgimiz calgmanin bilim dinyasina ufak bir katki gayacak olmasi, bizleri son

derece mutlu etmektedir.
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