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A549, NIH3T3, RATEC ve C6 HUCRE KULTURLERINDE
KAPTOPRIL ve LOSARTAN’IN
ANTIPROLIFERATIF ve SITOTOKSIiK ETKILERI

OZET

Kaptopril ve losartan gibi renin-anjiyotensin sistemine miidahele eden ilaglarin
kesfi, hipertansiyon ve diger yasami tehdit eden kardiyovaskiiler hastaliklarin
klinik tedavisi icin ger¢ekten dnemli bir gelisme olmustur. Son yillarda klinik
kullanimlar1 sirasinda kaptopril ve losartan’in ¢esitli kanser tipleri iizerinde yararl
etkileri dikkat ¢ekmistir. Bu baglamda ¢esitli kanser hastalarinda antiproliferative
ve sitotoksik etkilerinin oldugu rapor edilmistir. Ancak, kaptopril ve losratan’in
bu antiproliferatif ve sitotoksik etkileri sadece klinik ¢aligmalarda degil, ayni
zamanda hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda ve timor tasiyan hayvanlarla yapilan in
Vivo arastirmalarda da rapor edilmistir.

Bu nedenle tez calismasi, kaptopril ve losartan’in A549 kiicilik hiicreli olmayan
akciger adenokarsinomu hiicreleri, C6 glioma hiicreleri, NIH3T3 fibroblastlar1 ve
RATEC endotel hiicreleri gibi gesitli kotiiciil ve kotiiciil olmayan kiiltiir hiicreleri
tizerindeki antiproliferatif ve sitotoksik etkilerini aragtirmak iizere tasarlanmistir.
Calismanin kapsami i¢inde kaptopril ve losartan’in A549 hiicreleri, C6 glioma
hiicreleri, NIH3T3 hiicreleri ve RATEC hiicreleri iizerindeki antiproliferatif ve
sitotoksik etkilerinin, immiin savunma, anjiyojenez ve kotiiciil hiicrelere karsi
sitotoksisitesinde onemli bir endojen faktor oldugu bildirilmis olan nitrik oksit
tiretimi ile iliskili olarak arastirilmasi amag¢lanmistir. Kullanilan kiiltiir hiicreleri
arasindan, C6 glioma hiicreleri ve RATEC hiicreleri kaptopril ve losartan’in
antiproliferatif ve sitotoksik etkilerinin arastirilmasinda daha once hig
kullanilmamistir. Ayrica, C6 glioma ve RATEC hiicrelerinin proliferasyon
yetenekleri ve nitrik oksit iiretimi iizerideki etkileri daha once kaptopril ve
losartan ile hi¢ arastirilmamistir. Kaptopril ve losartan’in A549 {izerine etkileri ile
ilgili olarak da sinirli sayida arastirma bulunmaktadir.

Bu c¢aligmada elde edilen bulgular, kaptopril ve losartan’in siddetleri hiicre
tipinden tipine degiskenlik gosteren bir bigimde antiproliferatif ve sitotoksik
etkileri oldugunu gdstermektedir. Benzer durum kiiltiir hiicrelerinin nitrik oksit
iiretme yeteneklerinde de gozlenmistir. Test edilen kiiltiir hiicrelerinde renin-
anjiyotensin sistemi komponentlerinin degisken ekspresyonu, bu degiskenlik
gosteren etki siddeti i¢in en olasi neden olarak géziikmektedir. Bu calismada elde
edilen bulgular literatur verileri temel alinarak tartigilmistir.

Anahtar Kelimeler: kaptopril, losartan, antiproliferatif etki, sitotoksisite, nitrik
oksit
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ANTIPROLIFERATIVE and CYTOTOXIC EFFECTS OF
CAPTOPRIL and LOSARTAN ON
A549, NIH3T3, RATEC and C6 CELL CULTURES

ABSTRACT

Discovery of interfering drugs with renin-angiotensin system, such as captopril,
losartan, etc., is a real breakthrough for the clinical management of hypertension
and other life threatening cardiovascular diseases. Recently, beneficial effects
captopril and losartan on various cancer types have been noticed during their
clinical uses. In this context, they have been reported to possess antiproliferative
and cytotoxic activities in various cancer patients. However, these
antiproliferative and cytotoxic effects with captopril and losartan have been
reported not only in clinical studies, but also in cell culture studies and in vivo
investigations with tumor bearing animals.

The present thesis studies were, therefore, designed for the investigation of
antiproliferative and cytotoxic effects of captopril and losartan on certain
malignant and non-malignant cell lines, A549 non-small cell lung
adenocarcinoma cells, C6 glioma cells, NIH3T3 fibroblasts and RATEC
endothelial cells. Within the scope of this study, it was aimed to investigate the
antiproliferative and cytotoxic effects of captopril and losartan on A549 cells, C6
glioma cells, NIH3T3 fibroblasts and RATEC cells in relation to their nitric oxide
production, which has been reported as an important endogenous factor for
immune defense, angiogenesis and cytotoxicity against malignant cells. Among
the cell lines used, C6 glioma cells and RATEC cells have not been investigated
previously for the antiproliferative and cytotoxic effects of captopril and losartan
or relatively less investigated only with a few previous studies. In addition, the
effects of these two drugs on the proliferation abilities and nitric oxide
productions of C6 glioma cells and RATEC cells have not been investigated
previously. There is also a limited number of investigations related to the effects
of captopril and losartan on A549.

The findings obtained in the present study revealed that captopril and losartan
have antiproliferative and cytotoxic effects whose potencies are varying from one
cell type to another cell type. Similar situation was also observed in the nitric
oxide production abilities of the cultured cells. The most probable reason for
varying potencies observed in these experiments seem to be varying expressions
of renin-angiotensin system components in cultured cells tested. Findings
obtained in the present study were discussed on the basis of literature data.

Keywords: captopril, losartan, antiproliferative effect, cytotoxicity, nitric oxide
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GIRIS ve AMAC

Kanserler normal dokudan ayrilma ve istila kabiliyeti kazanmis tiimdrlerdir; boyle
lezyonlar viicudun herhangi bir dokusunda gelisebilmektedir. Kanserler ortak
biyolojik 0Ozellik tasiyan heterojen hastaliklar grubudur. Bir tiimér doku
homeostazini yok eden hiicre klonal populasyonun hizli gelismesi ile baglamakta
ve kitle biiyiimesi ile artan invazif 6zelligi ile kansere donlismektedir. Kanser
gelisiminin ileri evrelerinde kanserli hiicreler, kan ve lenf sistemine girip farkl
organ ve dokularda gelismektedir; bu olusum metastaz olarak bilinmektedir.
Kanserin invazif ve metastatik 6zellikleri normal dokularda Sliimciil yikimlara
neden olmaktadir (Offermanns ve Rosenthal, 2003).

1980’lerin basinda FDA onayimi alan hipertansif ve kalp yetmezligi tedavisinde
kullanilan Anjiotensin doniistiiriicti enzim (ADE) inhibitorii kaptoprilin (Smith ve
Vane, 2003) hastalarda in vivo kosullarda ve kiiltiir ortaminda dogrudan endotelial
hiicrelerle etkileserek anjiyojenik faktorlere zit yonde aktivite gosterdigi ve
deneysel modellerde dogal veya implante tlimorlerin biiylimelerini yavaglatigi
anlagilmistir (Abali ve ark., 2002). Kaptoprilin tetikledigi bu antianjiyojenik
aktivitenin ADE inhibisyonundan bagimsiz oldugu gosterilmistir. Bu durumda,
timor ve kansere bagh 6liimlerde azalma ve/veya hasta yasam siirelerinde uzama
beklenmelidir. Ne var ki, kaptopril ile tedavi goren hastalarda tiimor ve kansere
bagli Olim oranlarindaki diisme konusunda yeterince kanit olmadigi ifade
edilmistir (Otani ve ark., 2001; Amaral ve ark., 2001; Volpert ve ark., 1996).

Antianjiyojenik aktivitenin yaninda, ADE inhibit6rlerinin normal ve tiimdral
hiicrelerde proliferayonu yavaslatict etkilerini de bildiren bilimsel raporlar
bulunmaktadir. Ozellikle AIDS hastalarinda sik goriilen bir timédr cesidi olan
Kaposi sarkomunun tedavisinde kaptoprilin etkili bir ilag oldugu (Fujiyama ve
ark., 2001) ve prostat kanseri riskini diisiirdiigii gosterilmistir (Ronquist ve ark.,
2004). Kaptoprilin insan noroblastoma hiicreleri (Bauer ve ark., 1990), insan
akciger fibroblastlar1 (Chen ve ark., 1991), kdpek renal epitelial hiicreleri (Nguyen
ve ark., 1994), hamster pankreatik karsinom hiicrelerinde (Reddy ve ark., 1995)
mitozu inhibe ettigi bulunmustur. Bu gozlemler, anjiyotensinlerin timér ve
normal hiicrelerde proliferasyonu modiile ettigini diisiindiirmektedir. Gergekten
de, proliferasyon ve doku gelisimi modiilasyonunda anjiyotensin-II (Ang-II)’nin
rol oynadigr ve bu modiilasyonun hiicrelerin tagidigi AT; Ang-II alt-reseptor
tipine bagli oldugu, koroner endoteliyal hiicrelerde yapilan arastirmalar ile
gosterilmistir (Stoll ve ark., 1995). Ayrica, selektif bir AT, blokorii olan losartan
(Reynolds, 1996) sigir aorta endoteliyal kiiltiirlerinde hiicre proliferasyonunu
bloke ettigi bildirilmistir (Otani ve ark., 1998). Biiyiik olasilikla, Ang-II bu
etkilerini, transforme edici biiyiime faktorii-B (transforming growth factor-f3;
TGF-B) basta olmak tizere ¢esitli doku biiylime faktorlerinin faaliyetlerini modiile
ederek ortaya ¢ikarmaktadir.

Yaygin olarak kabul edilen bir bilimsel goriise gore, ADE inhibitorlerinin normal
hiicrelerde sitoprotektif etkileri bulunmaktadir. Bu etkide ADE inhibitorlerinin
antioksidan ve serbest radikal siipiiriicii 6zellikleri rol oynamaktadir. Molekiil
yapisinda siilfidril (SH) veya tiyol radikali tasimayan ADE inhibitorlerinin daha
giicli ADE inhibisyonu yapmalarina karsin, siilfidril veya tiyol radikali
tastyanlarin (kaptopril ve CL 242817) fibréz veya neoplastik hiicre bilylimesinin



kontroliinde daha etkili olduklar1 belirlenmistir. Tiyol radikali sayesinde
antioksidan ozellik kazanan ADE inhibitorleri metalloproteinaz enzimi iizerindeki
modiilator nitelikleri ile de dikkat ¢ekmektedirler (Molteni ve ark., 2003; Yoshiji
ve ark., 2002; Moulder ve ark., 2003). Kanser tedavisinde gelistirilen diger
stratejiler yaninda, ADE inhibitorleri ve AT, alttipinde Ang-II reseptor
blokorlerinin iyi birer antiproliferatif, sitostatik ve biiylime 6nleyici olabilecegine
dair kanitlar giderek artmaktadir.

Bu tez calismasinin amaci, ADE inhibitorii olan kaptoprilin ve anjiyotensin
reseptor blokorii olan losartanin C6 sigan glioma hiicre soyu, A549, RATEC ve
NIH3T3 hiicreleri iizerine antiproliferatif ve sitotoksik etkilerini tiimor hiicre
kiiltiir modelleri kullanarak incelemektir. Ayrica bu tez ¢aligmasi kapsaminda,
nitrik oksit (NO) olusumunun izlenmesi i¢in indirekt bir yontem olan nitrit
Ol¢iimii yontemi kullanilarak adi gecen antihipertansif ilaglarin proliferasyon
tizerindeki etkilerinin NO olusumu ile paralellik gosterip gdstermedigi sorusuna
yanit aranmaktadir. Ayrica, basta RATEC olmak iizere tez deneylerinde kullanilan
hiicrelerin proliferasyon yetenekleri ve NO iiretimi lizerine adi gecen ilaglarin
etkileri fazla aragtirlmamistir. C6 glioma hiicrelerinde kapropril’in antiproliferatif
ve apoptotik etkileri daha 6nce hi¢ arastirllmamisken, losartan’in bu hiicrenin
proliferasyon yetenegi iizerine etkisini rapor eden sadece bir c¢alisma
bulunmaktadir. A549 hiicreleri kanser ile ilgili bir ¢ok arastirmada kullanilmisken,
kapropril ve losartanin bu hiicreler lizerindeki etkileri ¢cok fazla aragtirllmamaistir.
Ayrica, konsantrasyon (doz)-etki ve zaman-etki iliskileri de ¢ok fazla aragtirmaya
konu olmamustir. Bdylece, bu ¢alisma ile kaptopril ve losartanin antiproliferatif ve
sitotoksik etkileri ilk kez organize bi¢gimde arastirilmis olacaktir.



KAYNAK BILGISI
Anjiotensinler ve Antagonistleri
Kisa tarihge

Renin-anjiotensin sisteminin tarihi Tigerstedt ve Bergman’in 1898’de bobrek
ekstresinin tansiyon yapict etkisi arastirmasi ile baglamaktadir (Basso ve
Terragno, 2001). 1934 yilinda renal arter klemplenerek yapilan deneysel
hipertansiyonda renin adli bir molekiilin salindigi Goldblatt tarafindan
bulunmustur (Van Epps, 2005). 1940 yilinda, Arjantin’de Eduardo Braun-
Menendez bagkanliginda ve ABD’de Irvine H. Page baskanliginda olmak iizere 2
bagimsiz arastirma grubunun calismalari ile Anjiyotensin molekiilii kesfedilmistir.
1957°de Ang-II sentez edilerek viicuttan izole edilen ile ayni1 oldugu anlasilmig
(Schwarz ve ark., 1957) ve renin-anjiyotensin-aldosteron sistemi iligkileri ortaya
konulmustur. 1960’larda Bothrops jararaca adli yilan zehirinde yer alan ve ayni
zamanda bradikinini de potansiyalize eden kininaz II enzimi; yani anjiyotensin
donistiiricii enzim (ADE)bulunmustur. 1970’lerde ilk peptid ADE inhibitorleri
ve anjiyotensin reseptdr blokorleri, 1977 yilinda ilk peptid olmayan ADE
inhibitorii kaptopril kesfedilmistir (Hall, 2000). 1982 yilinda ilk anjiyotensin
reseptor blokorleri ve 1988°de ilk peptid olmayan selektif AT, reseptdr blokorii
losartan bulunmus ve 1995 yilinda kullanima girmistir (Timmermans ve ark.,
1996). Brezilya’li farmakolog Maurico Rocha E Silva 6nderligindeki bir aragtima
grubu tarafindan bradikinin’in kesfi de anjiyotensinler ve ADE inhibitorleri ile
ilgili arastirmalara belli 6l¢tide 151k tutmustur (Rocha E Silva ve ark., 1949).

Anjiyotensinler

Insan organizmasinda anjiyotensin I, II, III, IV ve anjiyotensin (1-7) [Ang(1-7)]
olmak tiizere 5 gesit anjiyotensin molekiilii endojen olarak bulunmaktadir. Kanin
ap globulin fraksiyonunda bulunan anjiyotensinojenden renin araciligr ile
anjiyotensin I (Ang-I); Ang-I’den ADE veya ADE dis1 yolaklar (katepsin G,
kimaz vb.) aracilig: ile anjiyotensin-II (Ang-I1); endopeptidazlar araciligi ile de
anjiyotensin III ve digerleri olusmaktadir (Kayaalp, 2002).

Renin

Bobrek jukstaglomeriiler hiicreleri tarafindan renin bir miktar glikoprotein ile
beraber depolanmis bicimde bulunmakta ve saliverilmesi g¢esitli regiilator
yolaklarla gerceklesmektedir. Adrenal bez, beyin, akciger ve kalp gibi bazi
ekstrarenal dokular da renin icermekte veya eksprese etmektedir. Sican
adrenokortikal hiicrelerinde exonlA adli gen renin alternatifi olarak eksprese
edilmektedir (Persson ve ark., 2003).

Renin, anjiyotensinojenden Ang-I olusumunu saglamaktadir. Kivrim ditiretikleri,
ADE inhibitorleri, anjiyotensin reseptor blokorleri, [ adrenerjik reseptor
agonistleri ve vazodilatorler renin salgisini artirirken non-steroidal analjezik
antiinflamatuvar ilaglar ve [ adrenerjik reseptor blokorleri renin salgisim
azaltirlar. Renin’in substrati olan anjiyotensinojenin ana kaynagi karaciger
olmakla birlikte, yag dokusu, beyin ve bdbrekte de bu prekiirsor proteinin
yapildig1 gosterilmistir. (Kayaalp, 2002).



Anjiyotensin doniistiiriicii enzim

ADE, kininaz Il olarak da adlandirilmaktadir. Cinkoya  bagiml
metalloproteinazlar enzim ailesindendir (Piepho, 2000). Damar endotel hiicresinin
luminal membraninda yer almakta, kismen sekretazla koparilarak kanda serbest
hale gelmekte ve substrati olan anjiotensin-I’in (Ang-I) karboksil ucundan
histidin-16sin  amino asitlerini  kopararak Ang-II’e ¢evirmektedir. Gen
polimorfizmi gdsteren bir molekiildiir. (Kayaalp, 2002).

Bu enzim, renin-anjiyotensin ve kallikrein-kinin sistemlerinin temel elemanidir.
Molekiil agirliklart agidan halen ti¢ degisik ADE formu bilinmektedir: 90, 150 ve
180 KDa olan ACE formlart. 150 ve 180 KDa agirligindaki enzim formlari
protein yapisindadir ve endoteliyal hiicrelerin membranina dis yiiziinde bagh
olarak bulunmaktadir. Dolagim benzer biiylikliikkte ve benzer isleve sahip
proteinler bulunmaktadir. Enzimin birbirine benzeyen iki lobu ve her iki lobta da
birbirinden bagimsiz calisan birer aktif boélge bulunmaktadir. Aktif bolgeler
degisik katalitik profiller gostermekte ve ADE inhibitorlerine karsi farkli diizeyde
afiniteler sergilemektedir. Uciincii ve kii¢iik ADE formu (90 KDa) sadece bir aktif
bolge tasimaktadir ve gelisimini tamamlamis jerm hiicrelerinde (testislerde)
bulunmaktadir. ADE baz1 peptid substratlarin karboksil terminalinden aminoasid
forma indirgenmesi ADE’nin en 6nemli fonksiyonlaridir. ADE, ilag gelistirme
caligmalari i¢in 6nemli bir hedeftir (Offermanns ve Rosenthal, 2003).

Insan plazmasindaki ADE’nin kokeni endoteliyal hiicreler, viicudun diger
stvilarindaki ADE’nin kdkeni ise epiteliyal ve endoteliyal hiicreler veya jerm
hiicreleridir. ADE’nin izoformlart olan iki loblu somatik formlar ve tek loblu
jerminal form Ang-I’i Ang-II"ye dontistiirmektedir. Ayrica, plazma kininlerini, P
maddesini, kemotaktik peptidi ve opioid peptidleri kapsayan genis biyoaktivite
spektrumunda yer alan gesitli peptidleri metabolize etmektedir. Bu genis substrat
spektrumu ve viicuttaki yaygin dagilimi, ADE’nin kardiyovaskiiler homeostazdaki
onemli roliiniin yan1 sira, neovaskiilarizasyon, fertilizasyon, ateroskleroz, bobrek
ve akcigerde fibrozis, miyokardiyal hipertrofi, inflamasyon ve yara iyilesmesi gibi
fizyopatolojik olaylarda da islevlerinin bulundugunu ortaya koymaktadir. ADE
inhibitorleri hipertansiyon tedavisinde, kardiyovaskiiler ve renal hastaliklarin
tedavisinde muhtemel i¢ organlari hasarlarindan korunma amaciyla yaygin olarak
kullanilmaktadir (Igic ve Behnia, 2003).

ADE ve ADE inhibitorleri

Endoteliyal, epiteliyal ve noroepiteliyal hiicrelerde membrana bagli ve soluble
formda kan, plazma ve diger vuciit sivilarinda bulunan ADE, Ang-I"i Ang-II"ye
doniistiirdiigii ve ayrica bradikinin ile diger baz1 endojen peptidlerin diizeyini
diistirdiigii icin, ADE inhibitorleri viicuttaki Ang-II diizeylerini diisiirmekte ve
bradikinin ile diger bazi1 peptidlerin diizeyleri ylikselmektedir. Buna gére, ADE
inhibisyonu sonucunda Ang-II diizeyleri diistiigii icin antihipertansif etki, opioid
peptidlerin diizeyi ylikseldigi i¢in analjezi (Ercan ve ark., 1980; Tiirker ve ark.,
1979; Takai, 1996) ve bradikinin birikimine bagli Oksiirik gibi yan etkiler
(Bolser, 2004) ortaya g¢ikmaktadir. ADE inhibitorleri bu etkilerini kompetitif
bicimde enzime baglanip ADE’yi inhibe ederek ortaya c¢ikarmaktadir. ADE
inhibitorlerinin tasidiklar1 (-SH), (-COOH) veya (-POOH) gibi fonksiyonal



gruplar ADE’inin katalitik aktif bolgesindeki ¢inkoya baglanarak enzimi inhibe
etmektedir (Piepho, 2000., White, 1998). Kaptopril ve zofinopril’in yapisindaki —
SH grubu (SH-dondrii olarak) plazminojenden dogal antianjiyojenik olan
anjiyostatin’in olusumunda rol oynayarak molekiile ilave bir 0Ozellik
kazandirmaktadir (Gately ve ark., 1997; Merchan ve ark., 2003).

Anjiyotensin reseptorleri

G proteinleri ile kenetli yedi transmembranal segmentli (7-TM) reseptor
siiperailesine ait reseptorlerdir. Anjiyotensin reseptorleri renin-anjiyotensin
sisteminin efektor peptidi olan Ang-II'nin etkilerine aracilik etmektedir.
Anjiyotensinler icin viicutta AT;, AT,, ATs; ve AT4 olmak {izere 4 reseptdr tipi
tanimlanmistir. [UPHAR (International Union of Pharmacology) veritabaninin
2007 yili verilerine gore (http-2), AT, icin AT, ve ATj, reseptor alttipleri
saptanmistir. Ang-II biyolojik aktivitelerini esas olarak AT; ve AT, reseptorler
araciligr ile gerceklestirmektedir. Ang-II'nin ¢ogu fizyolojik etkilerine AT
reseptorii ve AT reseptorii alt tipleri olan AT, ve ATy, aracilik etmektedir. AT,
reseptoriiniin genel olarak zit yonde diizenleyici reseptdr oldugu belirtilmistir
(Nouet ve Nahmias, 2000). ATs; ve AT, reseptorleri iizerindeki bilgiler heniiz
yetersizdir.

AT reseptorleri

Bobrek, kalp, vaskiiler diiz kas hiicreleri, beyin, adrenal bez, plateletler,
adipositler ve plasentada lokalize oldugu belirtilmistir (Burnier ve Brunner,
2000). G-proteinin Gqg/11 alt tipine kenetlidir, losartan ve diger bifeniltetrazol
tirevlerine yliksek affinite gosteren reseptorlerdir. Aktivasiyonu sonucunda
intraselliiler kalsiyum dalgalanmas1 ve protein kinaz C (PKC) aktivitesinde artis
goriilmektedir. G-proteini ile sinyal iletimi, ras ve rhoA gibi GTP baglayan
proteinlerin ve tirozin kinaz sistemin aktivasyonuna neden olmaktadir. Kinaz
sistemi mitojenle aktive protein kinaz (MAP kinaz) ve janus kinaz (JAK)/STAT
(signal transducer and activator of transcription) yolaklarmi da kapsamaktadir.
Bunun sonucunda transkripsiyon faktorleri olan ve genle iligkili biiyiime
ekspresyonunu baslatan ve/veya inflamasyon baslatan aktivator protein-1 (AP-1)
ve NF-x (nektroz faktorii-kappa) aktive edilir. Bu detay, Ang-II'nin proliferasyon
ve inflamasyon iizerindeki etkilerini agiklamaktadir (Bader ve ark., 2001)

AT, reseptorleri

PDI 123177, PDI 123319 ve CGP 42112A gibi agonistlere yiiksek affinite
gosteren reseptorlerdir. Genelde AT, reseptorlerine zit etkileri vardir ve
antiproliferatif, proapoptotik ve vazodilator etkilidirler. Fotal dokularda
yaygindirlar (Kayaalp, 2002). AT, reseptorlerinin islevleri hala tartigma
konusudur. AT, reseptorii ozellikle diferansiyasyon siirecinde, proliferasyon
inhibisyonunda ve apoptoz indiiklemesinde etkilidir. AT, reseptor embriyonik
gelisimde siki bir denetim altinda eksprese olurken, yetiskinlerde adrenal bez ve
overlerde eksprese olmaktadir. Doku hasar1 ve inflamatuvar siiregcler sonunda
ekspresyonu indiiklenmektedir (Bader ve ark., 2001).

Anjiyotensin 11

Ang-I1 damarlar1 biizerek total periferik damar resistansi artisina yol agmaktadir.
Bunu prekapiller arteriyoller ve kismen postkapiller veniilleri biiziilmesi yoluyla



saglamaktadir. Bobreklerden su, sodyum ve klor itrahini azaltip, potasyum itrahini
artirmaktadir. Adrenal korteksten aldosteron salgisini arttirip renal kan akim hizini
azaltmaktadir. Diyetle aliman giinlik sodyum miktarina gore bdbreklerden
sodyum itrahin1 diizenlemektedir. Kalp ve damarlar iizerine de hipertrofi ve
“remodeling” yapici etkisi oldugu bulunmustur (Kayaalp, 2002).

Kan basinct ve kardiyovaskiiler homeostazda Ang-II'nin regulatdér peptid
oldugunun anlasilmasinin ardindan, hiicre proliferasyonu diizenlenmesinde,
dokularda “remodeling”, anjiyojenez ve inflamasyonda Onemli katkilarinin
olabilecegi fark edilmistir. Bu son fark edilen fizyolojik islevler sdzkonusu
peptidin kanserde de rol oynayabilecegini akla getirmektedir. ADE inhibitorleri ve
Ang-I1 AT, reseptor antagonistlerinin timoér gelisimi yavaslatilmasinda,
anjiyojenez ve metastaz Onlenmesinde yarar saglayabilecegine dair Onemli
diizeyde kanit biriktigi bildirilmistir (Deshayes ve Nahmias, 2005).

ADE inhibitorleri

Renin-anjiyotensin sistemine farmakolojik miidahale, 1960’larda Brezilya’da
yetisen Botrops jararaca isimli yillan venomundan anjiyotensin doniistiiriicli
enzim inhibe eden bir madddenin izole edilmesi ile baglamistir. Bu maddenin ilk
klinik denemelerde potent bir antihipertansif ajan oldugu saptanmistir; fakat
maddenin antihipertansif etki i¢in paranteral alinmasi gerekliliginden kaynaklanan
onemli bir dezavantaji bulunmaktaydi. ADE’nin aktif noktalarinin modellenmesi
ve s0z konusu aktif noktalara ilaglarinin baglanmasini diizenlenleyen yapi-aktivite
calismalarinin {iriinii olarak ilk oral etkili ADE inhibitorii olan kaptopril
gelistirilmigtir.  (Smith ve Vane, 2003). Cizelge 1 gilinlimiiz klinik
uygulamalarinda kullanilan ADE inhibitdrlerinin bazi 6zelliklerini 6zetlemektedir.

Cizelge 1. ADE Inhibitorleri ve Baza Ozellikleri

Bagh Oldugu Grup  ilac On-ilag ti2 (saat)  Lipofilite' Eliminasyon Oram
Siilfidril Kaptopril Hayir <2 + Bobrekler
Zofenopril Evet +++ %70 Bobrekler+%30 Karaciger
Karboksil Benazepril Evet 10-11 ++ Bobrekler+Karaciger
Enalapril Evet 11 ++ Bobrekler
Trandolapril  Evet 16-24 ++ %30 Bobrekler+%70 Karaciger
Lisinopril Hay1r 12 + Bobrekler
Moeksipril Evet 2-9 ++ Bobrekler+Karaciger
Perindopril ~ Evet >30 ++ Bobrekler
Kinapril Evet 3 ++ Bobrekler+Karaciger
Ramipril Evet 13-17 ++ %70 Bobrekler+%30 Karaciger
Spirapril Evet >30 ++ Bobrekler
Fosforil Fosinopril Evet 11,5 +H+ %50 Bobrek+%50 Karaciger

"PubChem veritabani (http:/pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) kullanilarak elde edilen XlogP degerlerinin karsilastirilmas: ile
belirlenen relatif lipofiliteler

ADE inhibitorleri kalp iizerindeki olumlu etkilerini “preload” ve “after load”
parametrelerini diisiirerek miyokardial fibrozisi inhibe etmektedir. Bu ilaglar,
bobrekte glomeriiler basinci diisiirmekte, antifibrotik ve antiinflamatuvar etkili
ilaglara 6zgiil olarak katkida bulunmaktadir (Offermanns ve Rosenthal, 2003).
ADE inhibitérleri, enzimde kompetetif inhibisyon yaparak kan ve dokulardaki
Ang-II diizeyini diigiirmekte ve kompensatuvar bir mekanizma ile kandaki renin
diizeyini yiikseltmektedir. Kan basincinin ve bobrek fonksiyonlarimin renin
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bagimli oldugu durumlarda kan basincinda daha fazla diisme olacagi i¢in dozun
azaltilmas1 gerekmektedir. Primer hiperaldosteronizme bagli hipertansiyonda ve
siyah 1tk mensuplarinda goriilen diisiik reninli hipertansiyonda kan basincinda
daha az diisme olmaktadir. ADE inhibitérleri beyin ve koroner kan akim hizini
diisirmemekte ve kalp-damar hipertrofilerini  Onlemekte, hatta tersine
cevirebilmektedirler. Bu son 0Ozellik insanda ilk perindopril ile gosterilmistir
(Kayaalp, 2002).

ADE inhibitorleri ayrica kinin konsantrasyonlarini da yiikseltmektedir. Ek olarak
ADE inhibitorleri, ADE’nin kininleri enzimatik aktiflestirmesinden bagimsiz
olarak, kinin-B, reseptorii arasindaki etkilesimi dogrudan diizenleyerek kinin
etkilerini potansiyelize etmektedirler. Kininlerin, ADE inhibitorlerinin kardiyo- ve
renoprotektif etkilerinde rol oynadigi bilinmektedir. Kinin potansiyalizasyonu
ADE inhibisyonun olumlu etkilerine katkida bulunmakta, ancak oOksiiriikk ve
anjiyoddem gibi yan etkilerin de temel nedenini olusturmaktadir. Gozlenen diger
yan etki ise ilk dozda ortostatik hipotansiyondur. Hem anjiyotensin inhibisyonu ve
hem de kinin memelilerde bdbrek gelisiminde oOnemli oldugundan, ADE
inhibitdrlerinin ve renin-anjiyotensin sistemine miidahele eden ilaglarin hamilelik
doneminde muhtemelen alinmamasi gerekmektedir (Offermanns ve Rosenthal,
2003).

Klinik kullanimda, ADE inhibitérleri tek baslarina hafif ve orta hipertansiyonlu
olgularda %50; hidroklorotiazid ile kombine edilirse %90 oraninda terapotik
yarar saglamaktadir. Kontrolli klinik deneylerde mortalite ve morbiditeyi
azalttiklar1 gosterilmistir. Indikasyon alanlar1 arasinda, hipertansiyon, sol
ventrikiiler sistolik disfonksiyon, akut miyokard infarktiis', kronik bdbrek
yetmezligi®, serebrovaskiiler hastalik’, sklerodermada renal krizin tedavisi
(mortaliteyi kaptopril azaltir) yer almaktadir. ADE inhibitorleri, birgok
antihipertansif ilacin aksine, glukoz, lipid ve iirik asit metabolizmasini
bozmamaktadir. En sik rastlanan (% 5-20 oraninda) yan etkisi kuru oksiiriiktiir.
Hiperkalemi, akut bobrek yetmezligi ve anjiyonorotik 6dem yapabilmektedirler.
Teratojenik etkileri olan ilaglardir. Tad alma duyusunu bozulabilir.
Antihipertansifler, kapsaisin, non-steroidal analjezik-antiinflamatuvar ilaclar,
ditiretikler, digoksin ve lityum ile etkilesim gostermektedirler. Allopiirinol’e kars1
duyarlik artisina neden olmaktadirlar. (Kayaalp, 2002)

AT reseptor blokorleri

Reseptore kompetitif bicimde baglanirlar, fakat yenilemez antagonizma vardir.
Damar biiziilmesi, aldosteron salgilanmasinin inhibisyonu, kalp ve damarlardaki
hipertrofiyi 6nleme gibi etkileri gdstermektedirler. Diisiik reninli olanlar disindaki
hipertansiyonlularda etkilidirler.(Kayaalp, 2002). Bu grubun ilk &rnegi
losartan’dir bunu “sartanlar” ailesinden bes yeni iiye, valsartan, telmisartan,
kandesartan, eprosartan) takip etmistir. Anjiyotensin {iretiminin alternatif yollari
ADE inhibitorleri veya katepsinler ile etkilenmedigi zaman, sartanlar

'Ozellikle hipertansiyonlu ve diyabetli hastalarda daha biiyiik yarar saglamaktadir.

* Diyabetik nefropatili olgularda ilerlemeyi 6nledigi ve geciktirdigi bulunmustur, ayrica non-
diyabetik nefropatide de etkilidir.

3 Yiiksek risk altindaki serebrovaskiiler hastalig: kisilerde yeniden infarktiis ve/veya inme riskini
azalttig1 bulunmustur.



anjiyotensini daha da miikemmel bloke ederler; sartanlar renin-anjiyotensin
sistemi i¢in ADE inhibitérlerine oranla daha spesifiktirler.

AT, reseptorii bloke oldugunda kompensator renin konsantrasyonu artigi Ang-
II’nin birikmesine neden olarak AT, reseptoriiniin aktivasyonuna yol agmaktadir.
AT, reseptor stimiilasyonu aracilifi ile o6zellikle mikrovaskiiler sahada olusan
vazodilatasyona bradikinin ve NO aracilik etmektedir (Carey, 2005).

AT, reseptor blokerlerinin tek indikasyon alani hipertansiyon tedavisidir.
Konjestif kalp yetmezligi tedavisindeki etkinlikleri ise heniiz deneme
asamasindadir. AT; antagonistlerin faz-I klinik denemeler sirasinda ADE
inhibitorleri gibi hipertansiyon, konjestif kalp yetmezligi ve renal yetmezlik
durumlarinda etkili olduklari kanitlanmistir. Halen ADE inhibitorlerini tolere
etmeyen hastalar icin tavsiye edilmektedir (Burnier ve Brunne, 2000). ADE
inhibitorlerinden daha giivenlidirler. AT, blokerleri, ADE inhibitorlerinin klinik
kullanimini kisitlayan en 6nemli yan etkisi olan oksiiriige yol agmamaktadir. Daha
az oranda anjiyonorotik Odeme yol agmaktadirlar. Kan basmci ve bobrek
fonksiyonunun renin-anjiyotensin sistemine fazla bagimli oldugu hastalarda akut
bobrek yetmezligi yapabilirler. Gebelerde teratojenik etkilidir. Egilim yaratan
durumlarda hiperkalemiye yol agabilmektedirler (Kayaalp, 2002).

Gerek ADE inhibitorleri gerekse AT, reseptor antagonistleri antiproliferatif
etkileri nedeniyle ile sol ventrikiilar hipertrofisinin tedavisi i¢in basar1 ile
kullanilmastir.

Kanserde Renin-Anjiyotensin Sistemi Ekspresyonu

Renin-anjiyotensin sistemi bilesenlerinin beyin, akciger, prostat, meme, pankreas
kanseri, cilt ve serviks karsinomunu da kapsayan bir¢ok doku ve hiicrelerde
eksprese oldugu gosterilmistir.

AT, reseptorlerinin insanlarda gastrik (Huang ve ark., Baskida:2007) ve servikal
(Kikkawa ve ark., 2004) kanser ile yumurtalik karsinoma (Suganuma ve ark.,
2005) hiicrelerinde asiri-ekspresyonu belirlenmistir. Skuamoz cilt karsinomu, fare
meme adenokarsinomu, girtlak skuamoéz hiicreli karsinomu ve insan akciger
adenokarsinomu hiicrelerinde eksprese olduklari belirlenmistir (Takeda ve Kondo,
2001; Guerra ve ark., 1993; Marsigliante ve ark., 1996; Batra ve ark., 1994;
Fujimoto ve ark., 2001). AT, reseptorlerinin belirtilen bu asiri-ekspresyonu ile
timor invaziyonu arasinda yliksek diizeyde korelasyon bulunmustur. Prostat
kanser hiicrelerindeki AT, reseptor mRNA ekspresyonunun normal prostat
hiicrelerine gore fazla oldugu tespit edilmisken (Uemura ve ark., 2003), iyicil
prostat hiperplazisinde AT; reseptdr ekspresyonunda istatistiksel agcidan anlamli
azalma gosterilmistir (Dinh ve ark., 2001).

Mast hiicreleri orijinli kimaz enzimi, ADE’den bagimsiz yollardan lokal Ang-II
olusumunu kolaylastirmaktadir (Li ve ark, 2004). Ang-II, ADE-bagimh
karboksipeptidaz (ADE2) ile Ang(1-7)’ye doniismektedir. Ang(1-7)’nin ise
astrositomalarda proliferasyonu induklerken (Fogarty ve ark., 2003), akciger
kanserinde proliferasyonu AT1 ve AT2 reseptorleri ile iliskili olmayan bir
mekanizma ile inhibe ettigi gosterilmistir (Gallagher ve Tallant, 2004). Ang-II"yi
pargalayan aminopeptidaz—A ve adiposit kokenli 16sin-aminopeptidaz (A-LAP)
enzimlerinin endometrial karsinomada Ang-II ve AT, reseptorleriyle birlikte



eksprese edildigi saptanmistir. Bu peptidazlarin asiri-ekspresyonunun uterus
kanser hiicrelerinde tiimdr biiylimesi, anjiyojenez ve vaskiiler endoteliyal biiyiime
faktor (VEGF) diizeyinin diistisiiyle sonuglandigi belirlenmistir (Ino ve ark.,
2004). Renin-anjiyotensin sistemi, AT; ve AT2 reseptorlerinin kanserli doku ve
hiicrelerde lokal eskpresyonunun gosterilmesi kanserde Ang-II roliiniin
arastirmasina sebep olmustur.

Kanserde ADE inhibitorlerinin Rolii

ADE inhibitorlerinin kansere kars1 koruyucu roliinii fikri ilk kez 1998’de Lever ve
ark. (1998) tarafindan ortaya atilmistir. Kaptopril kullanan hastalarin prostat
kanserine yakalanma riskinin diisiik oldugu, 6zellikle 2 yildan daha uzun siire
kullanimda giinde 50 mg’dan fazla olmayan dozlarin daha etkili oldugu bazi
epidimiyolojik ¢alismalar ile anlasilmistir (Lindberg ve ark., 2004; Ronquist ve
ark., 2004). ADE inhibitorleri baz1 deneysel kanserlerde degisken sonuglar verirken
(Piotr ve ark., 2006), perindopril’in diisiik dozlariyla in vivo kosullarda timor
biiyiimesi ve neovaskiilarizasyonu anlamli derecede diisiirdiigti fare hepatosellular
karsinomada ile bas ve boyun skuamdz karsinomasinda gosterilmistir (Abal1 ve
ark., 2002; Noguchi ve ark., 2003; Yasumatsu ve ark., 2004). Kaptopril’in
fibrosarkoma implante edilmis sicanlarda anjiyojenez ve tiimor gelisimini azaltig
rapor edilmistir (Volpert ve ark., 1996). Anjiyojenez ile yakindan iligkili olan artrit,
diabetik retinopati, ateroskleroz ve kanser gelisiminde azaltict etki kaptopril’in
farmakolojik a¢idan istiin ozelliklerini olusturmaktadir. Cizelge 2 farkli ADE
inihibitérlerinin ¢esitli kanser tipleri ve bazi kétiiciil olmayan hiicreler iizerinde
daha 6nceden rapor edilmis in vitro etki sonuglarini derlemektedir.

Kaptopril’in endoteliyal hiicre migrasyonu iizerindeki inhibitér etkisinin ADE
inhibisiyonundan bagimsiz oldugu belirtilmistir (Volpert ve ark., 1996; Prontera ve
ark., 1999). Anjiyojenez i¢in gerekli oldugu bilinen ¢inko bagimli endoteliyal
kokneli 72 ve 92 Kdalton agirlikli metalloproteinazlerin kaptopril ile dogrudan
inhibisiyonu, matriks degradasyonu ve invazyonda sdzkonusu bu ilacin roliinii
gostermektedir  (Volpert ve ark., 1996). Ayrica, kaptopril’in matriks
metalloproteinazlarin sentetik bir inhibitérii olan batimastat ile sinerjestik etki
gostererek gelatinaz-A aktivitesini diigiiriip timér hacmi ve metastaz sayisini
diisiirdiigii belirtilmistir.

ADE inhibitorlerinin bir kismi siilfidril (SH) veya tiyol radikali (kaptopril ve CL
242817) tasirlar, bunlarin yapisinda tiyol tasimayan gruptakilere oranla fibroz ve
neoplastik hiicre biiylimesinin kontrolunda daha etkili olduklari gorinmiistiir
(Molteni ve ark., 2003). Kaptopril’in (SH) grubunun metalloenzimlerin yapisinda
bulunan Zn™ atomu i¢in gii¢lii bir ligand oldugu, bu grubun (SH-) tastyan endojen
bilesiklerle reaksiyona girerek distilfid kopriileri olusturdugu ve kaptopril’in etki
siiresini ve yarilanma omriinii kisitladigi aciklanmistir (Gohlke ve Scholkens,
2002). Kaptopril, melanoma (de Groot-Besseling ve ark., 2004) ve insan renal
hiicreleri karsinoma modelinde tiimor kitlesini kiigiilttiigli bildirilmistir.

Bu bilgiler 1s183iInda ADE inhibitorlerinin  ¢esitli kanser tiplerinde yararh
olabilecegi goriilmektedir. Ancak, sahip olduklar1 ¢oklu mekanizmalar heniiz tam
olarak anlagilmis degildir. ADE inhibitorlerinin koruyucu etkileri sadece Ang-II
inhibisyonundan kaynaklanmamaktadir. /n vivo kosullarda Ang-II’nin tiimor
gelisimindeki kesin roliinii anlamak i¢in, arastirmacilar hiicre membranindaki



reseptOr sinyalini hedef alan Ang-II reseptor antagonistleri lizerinde yogunlagmis
bulunmaktadir. Degisik insan tiimor tiplerinin cerrahi Orneklerinde VEGF
ekspresyonunun arttig1 ve bunun timor icin diisiik tedavi beklentisi ve timoriin
agresif davranislar1 korelasyon gosterdigi belirlenmistir. Hayvan modellerinde
VEGF’nin  asiri-ekspresyonunun  timdr  biiylimesini  artirirken, VEGF
supresyonunun ise timor biiylimesini yavaslattigi saptanmistir (Folkman, 1995;
Ferrara ve Davis-Smyth, 1997). Son zamanlarda Ang-II degisik timor
hiicrelerinde VEGF gen ekspresyonunda artisa neden oldugu gdsterilmistir.
Diabetik sigan retinasinda VEGF mRNA’nin asiri-ekspresyonunu, ADE
inhibitorleri olan ramipril ve perindopril ile anlamli diizeyde suprese edildigi
bildirilmistir (Higgins ve ark., 2003). Fare retinopati modelinde kaptopril, VEGF
ve VEGF reseptorii (VEGF-R2) ekspresyonunu azaltarak anjiyojenik etkinligi
diisiirdiigii belirtilmistir.

Cizelge 2. ADE Inhibitorlerinin Cesitli kanser Tipleri Uzerindeki in vitro Etkilerinin Daha

Onceden Rapor Edilmis Sonuclar1 (Lindberg ve ark., 2004’ ten degistirilerek
hazirlanmstir)

HiicreTipleri IADE Inhibitorii | Proliferasyon | Gen Migrasyon \Gelatinolotik |Anjiyojenez* | Referanslar
\ve Dozu (Dozu)* Ekspresyonu* |ve Invaziyon* |Aktivite*

SH-SY5 insan Kaptopril 11(4,6-23 mM) Chen ve
neuroblastoma 0,23 -23 mM ark., 1991

Enalaprilat | (2,6-13 mM)

0,05-13 mM
T-47D Hs578T Kaptopril 1(0.1-1.8 mM) | Degismis Small ve
insan meme 0,05-5 mM (ImM) ark.,1997
adenokarsinoma | Lisinopril Etkisiz Etkisiz (1mM)

0,05-5 mM (0,05-1,8mM)
SN 12K-1 insan | Kaptopril 1 (1-10 mM) Hii ve ark.,
renal karsinoma | 0,0001-10 mM 1998
T98G insan Kaptopril Etkisiz 1(0.1-10 mM) || (20-40mM)*| Nakagawa
glioma 0,1-40 mM (0,1-10 mM) ve ark., 1995
WDCA Faregil kaptopril I mM | | (ImM) Degismis Reddy ve
pancreatik (1 mM) ark.,1995
Adenokarsinoma | CGS- | (ImM) Degismis

139451mM (1 mM)
3LL Faregil Kaptopril 1(1,3-11 mM) Kowalski ve
akciger 1,3-11 mM Herman,
karsinoma 1996
BNL-HCC Perindoprilat Etkisiz (1 uM) | Degismis Yoshiji ve
Faregil karaciger | 1 uM (1 uM) ark., 2001
karsinoma
3LL Faregil Kaptopril Degismis | (5-20 mM)* Prontera ve
akciger 0,1-20 mM (0,1-5 mM) ark., 1999
karsinoma

|Kétiiciil Olmayan Hiicreler

HUVEC Perindoprilat Etkisiz (1uM) (1 uM) Yoshiji ve

1 uM ark., 2001
S1g1r adrenal Kaptopril 1(0,001-0mM) || (1-50 mM)# Volpert ve
kapilar 0,001-50 mM | ark 1993

Lisinopril

(kons.bilgi yok) |

Enaprilat

(kons.bilgi yok)
Sigan mezansiyal | Kaptopril 1(0,05- Sorbi ve
Hiicreler 0,001-1 uM 1mM)** ark., 1993

#4420-40 mM"

Lisinopril 1(20-40 mM)#

0,001-100 pM** 1(50-

100mM)**

*Etkili doz parantez arasina alinmistir. ** Biotin-avidin deneyi. “Gelatin zimografi deneyi
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Diabete  baghh  iskemik ayak  modelinde, ADE  inhibisiyonunun
neovaskiilarizasyon, kapiler dansite ve ayak perfiizyonunu bradikinin sinyal
aktivasyonu araciligiyla artirirken, diyabetik retinopati modelinde Ang-II
inhibisiyonu araciligiyla damar gelisimini azaltmast ADE ihibisiyonunun dual
etkiye sahip oldugunu gdstermektedir (Ebrahimian ve ark., 2005).

Kaptopril’in siilhidril donérii olarak plazminojen aktivatorlerden (urokinaz,
streptokinaz gibi) biri ile kombinasyonu durumunda, plazminojenden endojen
anjiyostatin olugsmasina yardimci oldugu ve olusan anjiyostatin in vitro ve in vivo
Lewis akciger karsinomasinda metastaz ve anjiyojenezi inhibe ettigi belirtilmistir
(Gately ve ark., 2007; Merchan ve ark., 2003).

Tiimor Biiyiimesi, Hiicre Proliferasyonu ve Anjiyojenezde AT; Reseptorlerin
Rolii.

Proliferasyon ( Hiicre boliinmesini takip eden DNA replikasyonu)

Sicanlarda Ang-II infiizyonu vaskiiler diiz kas hiicrelerinde DNA sentezini
stimiile ettigi ve s6z konusu stimiilasyonun neointimal diiz kas hiicrelerinde daha
belirgin oldugu (Daeman ve ark., 1991) ve Ang-II’nin AT, reseptor aktivasyonu
aracilig1 ile koroner damarlarin endoteliyal hiicrelerinde proliferasyonu arttigi
aciklanmistir (Stoll ve ark., 1995). AT, antagonisti losartan’in, VEGF dahil bir
cok biiylime faktoriinii inhibe ettigi ve sican C6 glioma hiicrelerinin biiyiimesini
azalttig1 in vitro ve in vivo kosularda gosterilmistir (Arrieta ve ark., 2005).

AT reseptorlerin aktivasyonunun birgok hiicre tipinde proliferasyonu indiikledigi
bilinmektedir. AT; insan kanserli hiicrelerinde proliferasyonu (Uemura ve ark.,
2003; Arrieta ve ark., 2005; Fujimoto ve ark., 2001; Muscella ve ark., 2002;
Merchan ve ark., 2003) protein kinaz aktivasyonu ve biliylime faktorii
stimiilasyonu araciligtyla indiiklemektedir. AT, reseptorleri aktivasyonu, prostat
(Uemura ve ark., 2003) ve meme (Merchan ve ark., 2003; Mazzotta ve ark., 2003)
kanserinde epidermal biiytime faktorii (EGF) reseptorii (EGFR) transaktivasyonu,
PKC aktivasyonu, sinyal transduser ve transkripsiyon aktivator-3 (STAT3)’lin
fosforilasyonu,  ekstraseliiler-regiilate = kinaz =~ (ERK)  aktivasyonu ile
sonuglanmaktadir.  AT;  reseptorleri araciigt ile EGF  reseptoriin
transaktivasyonunun kanserde ayirict bir 6zellik oldugu belirtilmistir. AT,
reseptorlerin antiproliferatif etkisinin EGF reseptorlerinin oto-fosforilasiyonu
aracilifiyla gerceklestigi fikri savunulmaktadir (Elbaz ve ark., 2000).

Sican aorta diiz kasinin Ang-II aracilifi ile proliferasyonunda Elk-1 (niiklear
transkripsiyon faktorii) aktivasyonu ile PKC’nin { izoformunun  aktivite
gosterdigi ve Ang-I’'nin, ras/PKC{/MEK yolaklariyla ERK1/2’yi aktive
etmesinin vaskiiler diiz kas proliferasyonunda 6nemli bir sinyal transdiiksiyon
mekanizmasi oldugu belirilmistir (Mazzotta ve ark., 2003; Zhao ve ark., 2005).

Hiicre siklusu

Hiicre tipine bagli olarak Ang-II hiicre siklusu gelisimini AT, reseptdrleri araciligi
ile indiiklemektedir. Diger hiicre tiplerinde Ornegin renal proksimal tiibiiler
hiicrelerinde Ang-1I'nin p27kip1 gibi sikline bagimli kinaz (CDK)) ekspresyonunu
indiiklerken, hiicre siklusu gelisimini G1 fazinda inhibe ederek hipertrofiye yol
actig1, ayrica G1 fazinda kalmis hiicrelerde AT, reseptdr aktivasyonunun apoptoz
veya farklilasma ile sonuglandigi ve AT; reseptorlerinin bazi hiicre tiplerinde
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apoptoza aracilik ettigi belirtilmistir. Ang-II reseptorlerinin (AT; reseptorlere
karst1 AT, reseptorleri!) hiicre siklusu diizenlenmesindeki mekanizmalari tam
olarak agikliga kavugsmamistir (Wolf ve ark., 2004).

Anjiyojenez

Ang-II’nin 6nemli endojen anjiyojenez destekleyicilerinden olan transforme edici
biiyime faktorii-B (TGF-B)’y1 stimiile ettigi ve proanjiyojeniklerden biri olan
VEGF’iin serumdaki yliksek diizeyinin tiimor ilerlemesi, diisiik tedavi cevabi ve
hayata kalma sansinin azalmasi oOzelliklerini belirginlestirdigi belirtilmistir
(Marsigliante ve ark., 1996). Endoteliyal hiicreler tirozin kinaz reseptorii olan
Tiel/Tie2 reseptor sistemini tasidigt ve Ang-II’nin sigir retinast endoteliyal
hiicrelerinde Tie2 reseptor ligandi olan anjiyopoietin-II ekspresiyonunu AT,
reseptorlerin araciligiyla indiikledigi ve anjiyopoietin-II’nin daha sonraki
basamakta PKC ve MAP kinazi tetikledigi belirtilmistir (Otani ve ark., 2001).
Anjiyopoietin-I ve anjiyopoietin-II, VEGF’e bagli neovaskiilarizasyonu fasilite
ettigi ileri siiriilmiistiir (Otani ve ark., 2001; Amaral ve ark., 2001). Sigir retinasi
endoteliyal hiicre Kkiiltiirinde Ang-II, AT, reseptor stimiilasyonu araciliiyla
VEGF-R2 upregiilasyonuna neden olmaktadir (Otani ve ark., 2001). Ek olarak,
ADE inhibit6rii olan lisinopril ile renin-anjiyotensin sisteminin supresyonunun
veya siki tuz diyetinin, VEGF ekspresyonunu tamamen bloke ederek anjiyojenezi
hafifletigi goézlenmistir (Amaral ve ark.,, 2001). AT; reseptorlerinin
aktivasyonunun ayrica, metaloproteinazlar araciligi ile pro-heparin baglayici
(EGF) benzeri biiyiime faktorii (proHB-EGF) iiretimini stimiile ederek HB-EGF
saliverilmesi, EGF reseptor aktivasyonu, kombine anjiyopoietin-II ve VEGF etkisi
suretiyle anjiyojeneze neden oldugu bildirilmistir (Fujiyama ve ark., 2001). Ang-
I ile AT, reseptorlerin aktivasyonu in vitro kosullarda vaskiilar diiz kas
hiicrelerinin duyarligin1 artirmakta veya plateletlerden tiiretilen biiytime faktori
(PDGF), fibroblast biiyiime faktorii (FGF) ve TGF saliverilmesini
indiiklemektedir (Machado ve ark., 2000). Ang-II’nin AT, reseptorler araciliiyla
neovaskularizasyonu stimule ettigi ve bir metaboliti olan Ang(1-7)’nin AT,
reseptorler araciligi ile endojen antianjiyojenik maddeler eksprese ettigi
aciklanmistir (Machado ve ark., 2000).

Yukarida belirtilen bilgiler gostermektedir ki; losartan gibi AT, reseptoriine
spesifik antagonistler dogrudan veya dolayli bicimde pro-anjiyojenik faktorleri
down-regiile ederek anjiyojenezi inhibe etmektedir. Diger bir deyisle, AT,
reseptor antagonizmasi, AT, reseptdr aktivasyonuna karsi iistiinliik saglayarak
anjiyojenezi engellemektedir. AT, reseptorler, kinaz sinyal transduser ve (JAK-
STAT) transkripsiyon aktivatorleri ile etkilesmektedir (Mascareno ve Siddiqui,
2000). Bu sinyal yolunun biiyiime ile ilgili olarak eritropoietin, trombopoietin,
graniilosit koloni stimiile edici factér (G-CSF) ve bazi interleukinler gibi
sitokinler tarafindan kullanildig1 savunulmustur (Piu ve ark., 2002). Ang-II ile
AT reseptorlerin aktivasyonu JAK-STAT yolaklarini biiyiimeyi olusturmak iizere
tetiklemektedir.

Nitrik OKksit

Nitrik oksit (NO) son yillarda tanimlanan ve birgok biyolojik olayda énemli rolii
olan cok kisa yar1 omiirlii bir serbest radikaldir. ilk olarak 1980 yilinda vaskiiler
sistemde endotel kaynakli gevsetici faktor (EDRF) olarak tanimlanmistir
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(Furchgott and Zawadzki, 1980). Viicutta endotel ve diger hiicrelerde NO ve diger
bir son iirlin olan sitriillin, arginin amino asidinden nitrik oksit sentaz (NOS)
enzimi aracilig1 ile sentez edilmektedir. NOS’un genetik olarak farkli ii¢ izoformu
tespit edilmistir. Bunlar diisiik miktarda {retilerek vaskiiler toniisii ayarlayan bir
konstitutif endoteliyal izoform (eNOS), yine diisiik miktarda iiretilen sinaptik
sekillenme ve ndrotransmisyonu diizenleyen konstitutif noronal bir izoform
(nNOS) ve yiiksek miktarda iiretilerek immiin/inflamatuvar olaylarda rol alan ve
hiicre aracili immun cevapta etkili bir komponent olan uyarilabilir form (iNOS)
olarak belirlenmistir. nNOS ve eNOS izoenzimleri NO iiretimi i¢in Ca™-
kalmodulin kompleksine bagimlidir, buna karsilik iNOS bagimsizdir. NO
fizyolojik konsantrasyonlarda hemen tiim organ sistemlerinde degisik biyolojik
etkilere sahiptir (Moncada ve ak., 1991; Nathan ve ark., 1992; Ignarro ve ark.,
1999).

NO gastrointestinal sistem diiz kasi, hava yollarn diiz kasi ve kavernoz
dokulardaki vaskiiler diiz kaslarin gevsemesinde Onemli bir mediyatordiir. NO
merkezi sinir sisteminde hafizanin sekillenmesini de kapsayan ¢esitli
fonksiyonlar1 bir norotransmiter olarak desteklemektedir (Wass ve ark.,2006).

Periferde ise gastrointestinal ve lirojenital sistemlerle ilgili ¢esitli fonksiyonlari
diizenlemektedir (Toda ve Herman, 2005; Araujo ve Welch, 2006). Ilave olarak
NO’nun, konak savunmasi ve immunulojik reaksiyonlarda da islevi vardir (Bronte
ve Zanovello, 2005). Miyokard islev bozuklugu, dolagim yetmezligi ve farkli
organ disfonksiyonu ile sonlanan durumlara artmig NO yapiminin katkisi
olabilmektedir. Ote yandan artmus NO, vazodilatasyona trombosit adezyon ve
agregasyonunun engellenmesi ile mikrosirkiilasyonda rahatlamaya neden olarak
dokularin oksijenlenmesi yoniinden 6nemli diizeyde yarar saglamaktadir (Roberts
ve ark., 1997; Cheung ve ark., 1997). Nitrik oksit ortam havasinda belli bir oranda
yer alan atmosferik bir gazdir. Sigara dumani, egzoz gazi ve kirli havada daha
yogun olarak bulunmaktadir.

Calismalarda Kullanilan Hiicrelerin Ozellikleri
A549 kiigiik hiicreli olmayan akciger karsinomasi

Akciger kanserinin yaklasik %80’1 kiiglik olmayan hiicreli (non-small cell-
carcinoma; NSCLC) akciger kanserleridir. Bunlar arasinda adenokarsinoma yer
almaktadir. Kigiik olmayan hiicreli akciger kanseri agresif timor
hastaliklarindandir. Tan1 aninda bolgesel ya da uzak metastaz siklig1 %70 kadar
yiiksektir (Guarino ve ark., 2002). Epidemiyolojik verilere gore akciger kanseri
kadinlarda tiim kansere bagli 6liimlerin %25’inden ve erkeklerde ise %30’undan
sorumlu durumdadir (Guarino ve ark., 2001). A549 kiiclik olmayan hiicreli
epiteliyal akciger adenokarsinomudur. 58 yasinda hasta bir kisiden D.J.Giard
tarafindan alimmigtir. A549 hiicreleri keratin {iretmektedirler. Tiimorde p53
diizeyinin normal oldugu, IL-1B ve TNF-a ile indiiklenebilen iNOS enziminin
bulundugu, ancak eNOS bulunmadig saptanmistir (Evdokiou ve Cowled, 1998).
A549 hiicreleri Anadolu Universitesi Eczaciik Fakiiltesi Farmakoloji
Laboratuvarinda daha yapilan cesitli arastirmalarda kullanilmistir. Bunlar
arasinda, aspirin’in ve bitkisel kokenli fitodstrojenik bir madde olan kersetin’in
standart antineoplastik bir ajan olan paklitaksel ile karsilastirmali olarak
antiproliferatif ve apoptotik etkilerinin hiicre kiiltiirii ortaminda incelendigi
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calismalar bulunmaktadir (Korkmaz ve Oztiirk, 2004a;b). Bu tez ¢alismasinda 20-
22. pasajlar arasindaki hiicreler kullanilmstir.

C6 sican glioma hiicreleri

Cok hizli prolifere olan C6 glioma hiicre soyu, ilk olarak Wistar-Furth 1rki
siganlarin  N,N -nitrozo-metiliire maddesine maruz birakilmasi suretiyle elde
edilmistir. Bu hiicreler, neonatal siganlarin beyinleri i¢ine implante edildiklerinde
glioblastoma multiforme (GBM) hiicrelerine morfolojik acidan  ¢ok
benzemektedir. GBM, ¢ogu terapdtik ajana rezistan ve oldukca agresif bir tiimoral
hastaliktir ve hastalarin ¢ogu tant konmasinin ardindan 1 yillik donemde
yasamlarint yitirmektedir. Bir¢ok kotiiclil kanser dokusunda oldugu gibi,
farklilagmamis hiicre popiilasyonlart C6 gliomanin karakteristik morfolojik
ozelliklerindendir. Ayrica, yine hiicre morfolojisi agisindan bakildiginda bu
hiicrelerin multiform olma ozellikleri dikkat ¢ekmektedir: Beyin dokusuna
implante C6 hiicreleinin bulundugu yerlerde nekroz ve hemoraji odaklar
olugmakta ve hiicreler genetik cesitlilik sergilemektedir. Bu genetik ¢esitlilik,
cesitli gen kayiplari veya amplifikasyonlar1 ile nokta mutasyonlardan
kaynaklanmaktadir. C6 glioma hiicrelerinde, normal hiicrelerde bulunan glial
fibriler asidik protein adi verilen bir protein de bulunmamaktadir (Grobben ve
ark., 2002). Bu hiicreler 6nemli diizeyde iNOS enzimi igermekte ve bu hiicrelerin
cesitli kemoterapoétiklere karsi rezistansinda NO iiretimi 6nemli rol oynamaktadir
(Yang ve ark., 2002). C6 glioma hiicreleri de Anadolu Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Farmakoloji Laboratuvarinda daha once yapilan ve berberin, timol,
karvakrol gibi ¢esitli maddelerin antiproliferatif ve sitotoksik etkilerinin
incelendigi aragtirmalarda kullanilmistir (Korkmaz ve ark., 2000; Korkmaz ve
Oztiirk, 2006). Haftada 2 kez rutin pasaj yapilarak iiretilen hiicreler 30-35.
pasajlar arasinda kullanilmistir.

NIH3TS3 fibroblast fiicreleri

Aoronson tarafindan NH/SWISS fare embriyosundan elde edilen adheren
fibroblast hiicrelerdir. Kiiltiir ortaminda kontakt inhibisyona c¢ok duyarhdir.
Cogalma egilimi gdstermekle beraber stabil bir morfolojik 6zelliklere sahiptir. Bu
ozelliklere sahip oldugundan DNA transfeksiyon ve transformasyon c¢alismalari
icin uygun ve kullanmighdir. Fare sarkoma viriisleri ve faregil 16semi viriislerine
kars1 duyarlidir. Ectromelia viriisii i¢in yapilan test negatif sonug¢ vermistir ( http-
1; Chang ve Pastan, 1996; Jainchill ve ark., 1969; Andersson ve ark., 1979).
NIH3T3 hiicreleri de Anadolu Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakoloji
Laboratuvarinda hem kanser (Abdallah, 2003; Korkmaz ve ark., 2000; Korkmaz
ve Oztiirk, 2004a) ile ilgili hem de yara iyilestirici (Oztiirk ve ark., 1997) etkilerin
arastirlldigr daha onceki ¢alismalarda kullanilmistir. NIH3T3 hiicreleri 30-35.
pasaj arasinda kullanilmugtir.

RATEC si¢an adipoz doku endoteliyal hiicreleri

Yeni bir hiicre soyu olan RATEC C2 klon hiicreleri (Rat Adipose Tissue
Endothelial Cells; sican yag dokusu endotel hiicreleri) Koparal ve ark. (2004)
tarafindan F344 NSIc 1rki siganin testisindeki epididimal doku etrafindaki adipoz
dokudan (yag dokusundan) hazirlanan hiicre siispansiyonundan (stromal vascular
fraction) endotel hiicrelerinin izole edilmesi suretiyle elde edilmistir. Hiicreler Dr.
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A.Tansu Koparal (Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii)
tarafindan saglanmistir. RATEC hiicreleri 28-30. pasajlar arasinda kullanilmstir.

Cahismalarda Kullanilan Yontemler Hakkinda Genel Bilgiler
Mitokondriyal aktiviteye dayali MTT olciimii

MTT olglimii in vitro kosullarda metabolizmanin canliligina dayanarak
sitotoksisiteyi 6lgmek i¢in uygulanan kantitatif kolorimetrik bir yontemdir (Holst-
Hansen ve Briinner, 1981). Bu yontem, hizli, kolay ve yiiksek oranda dogruluga
sahiptir. Bir tetrazolyum tuzu olan MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir) sar1 renkli olup, yasayan hiicrelerin mitokondrilerinde
bulunan siiksinat-dehidrojenaz enzimine spesifik olarak baglanmaktadir. Bu
baglanmanin sonunda suda ¢oziinmeyen koyu mavi renkte kristaller olusmaktadir.
Kristaller, DMSO ve izopropanol gibi organik c¢oziiciilerde kolayca
¢oziinmektedir. Coziinmiis olan bu boya, konsantrasyona bagimli olarak
spektrofotometrik yontemle goriiniir dalga boylarinda 6Slgiilebilen bir absorbans
vermektedir. Bdylece indirekt olarak hiicrelerin metabolik aktiviteleri
Ol¢mektedir. Ayrica dlcililen deger yasayan hiicre sayist ile iliskilendirilmektedir
(Mosmann,  1983;  Deniot ve Lang, 1986; Carmichael, 1987).
Siiksinatdehidrojenaz mitokondrilerin matriksinde yer alan Krebs siklusu
enzimlerinden birisidir ve diger enzimlerinden farkli olarak mitokondryal i
membranin i¢ce bakan yiizeyinde bulunmaktadir. Bu enzim, FAD (Flavin adenin
dintikleotid) demir-kiikiirt (Fe:S) proteini igermektedir. (Murray ve ark., 1993;
Voet ve Voet., 1995; Alberts ve ark., 1998). Bu yontem, calisma basamaklarinin
az olmasi agisindan hizli, kolay ve ¢ok sayida drnegin calisilmasina imkan veren
bir testtir (Reile ve ark., 1990; Kueng ve ark., 1998; Senaratne ve ark., 2000).

Lizozomal aktiviteye dayali notral kirmizist alim olgiimii

Kolorometrik bir yontem olan notral kirmizisi alimi sitotoksisite deneyi,
lizozomlarda biriken, elektrostatik olarak lizozomal matriskteki anyonik bolgelere
baglanan, katyonik siipravital bir boya olan nétral kirmizisinin (3-amino-7-
dimetilamino-2metil fenozin hidroklorid) canli hiicrelerce alimma dayanmaktadir
(Bulychev ve ark., 1978; Weyermann ve ark., 2005; Andreoli ve ark., 2003).
Hiicre yilizeyinde veya hassas lizozomal membrandaki hasar, notral kirmizisinin
alimim1 ve baglanmasini azaltarak canli/saglam hiicrelerle hasarli/6lii hiicreleri
birbirinden ayirmayr miimkiin kilmaktadir (Komissarova ve ark., 2004; Barile,
1994). Notral kirmizist boyasi canli, hasar gérmemis hiicrelerin lizozomlarinda
birikmektedir (Fotakis ve Timbrell 2006; Yano ve Marcondes, 2005). Notral
kirmizis1 alimi sitotoksisite deneyi, oldukca basit, giivenilir ve diger pahal
deneylerin yerini alabilecek nitelikte bir test yontemidir (Pipiolkiewicz ve ark.,
2005).

Nitrik oksit diizeyleri hakkinda fikir veren nitrit élciimii

NO yarilanma 6mrii ¢cok kisa olan bir bilesiktir. Kan gibi fizyolojik ortamlarda
yarilanma omrii 6-20 saniye kadardir ve bu durum bazal kosullarda NO 6l¢timiinii
giiclestirmektedir. NO, her ne kadar elektrokimyasal ve kemiliiminesans gibi
yontemler ile direkt olarak Olgiilebilse de, hizl1 ve basit bir yontem olarak ¢ogu
ornekte NO metabolizmasinin dayanikli son iiriinleri olan nitrit (NO,) ve nitrat
(NO,) miktarlarinin Ol¢imii de siklikla kullanilmaktadir. Griess yontemi ile
duyarhilik limitinin 0,1-1 pM kadar oldugu bildirilmistir (Nagano, 1999). NO
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metabolizmasinin incelenmesi i¢in sadece nitrit miktarlarinin 6l¢timi siklikla
kullanilsada, bu reaksiyonlar sonucunda nitratin da olustugu ve biyolojik
sistemlerde nitritin hem demiri igeren proteinler varliginda nitrata okside oldugu
da unutulmamalidir (Gross ve Wolin, 1995). Fizyolojik kosullarda NO yaklasik
3:2 oraninda nitrit ve nitrata okside olmaktadir. Oksijenlenen ¢ozeltilerde nitritin
nitrata doniisiimii oldukca yavastir. Biitiin bunlarla birlikte, nitrit ve nitratin
olusum oranlar1 degisken ve drnege de bagimli oldugundan, NO metabolizmasinin
derecesinin en iyi gostergesi nitrit ve nitratin ikisinin birden (NOx olarak ifade
edilir) 6l¢iilmesiyle elde edilen sonuglardir. Nitrit viicut sivilarinda nitrattan daha
az konsantrasyonda bulundugundan, ¢ogu durumda NOXx nitrat konsantrasyonlari
ifade edilmektedir.

Nitrit Ol¢timii i¢in 50°den fazla kolorimetrik yontem kullanilmistir; bu
yontemlerden ¢ogu azo boyalarinin olusumu temeline dayanmaktadir (Sawicki,
1971). Griess yontemi nitritin asidik ortamda primer bir aromatik amin ile
(stilfanilamit) diazotizasyonu ve N-(1-naftil) etilendiamin hidroklorit (NED) ile
mor renkli bir azo iiriinii olusturmasi esasina dayanmaktadir (Tungtan, 2005).
Griess reaksiyonu, nitrit iyonlarina duyarli oldugundan, ortamdaki nitratin nitrite
indirgenmesi in vivo olarak olusan NO’nun gercege yakin miktarlarda l¢limiine
olanak tanimaktadir (Dejam ve ark., 2004). Diger yandan, Griess yonteminin
submikromolar diizeyde NO 6l¢limii i¢in uygun olmadigi, ancak, nitrit ve birlikte
bulunan nitroksitlerin Ol¢limii i¢in en uygun Ol¢lim yontemi oldugu da
distiniilmektedir (Archer, 1993).

Apoptotik sinyal iletiminin anahtar proteini kaspaz (caspse) enzimleridir.
Apoptotik uyar1 sirasinda (6rnegin TNF-a) ile uyari, Fas-respror aktivasyonu,
biliylime yoklugu durumlarinda ) sistein proteazlar olan kaspaz enzimleri aktive
olurlar. Kaspaz enzimlerinin yukardaki sinyal iletim yolar1 aracilign ile
aktivasyonu nitrik oksit trafindan inhibe edilir. Sistein bagimli proteazlar olan
kaspaz enzimlerinin (kaspaz 1-8) NO-bagimli inaktivasyonlarin nedeni tiyol
gruplarinin nitrozasyonudur. NO vericileri ayrica fas-reseptorleri ile kaspaz
aktivasyonu arasindaki sinyal iletim yolunu da etkileyerek kaspaz aktivasyonunu
onlerler. NO mitokondrileri de stabilize ederek apoptosisi baskilar. Proapoptoik
uyart mitokondri i¢ zar yapisinda bozulmalara ve buradan sitokrom c’nin
salmmmina neden olur. Nitrik oksitin proapoptotik etkileri siklooksijenaz-2
inhibisyonu, Bcl-2 sentezinin baskilanmasi, DNA ile tepkimeleri, P53 sentezinin
indiiksiyonu, mitokondri zar gecirgenliinin artmasi, tiyollarin oksidasyonu,
kaspaz aktivasyonunu kapsarken antiapoptotik etkileri HSP 70 ve Bcl-2 sentezinin
indiiksiyonu, kaspaz enzimlerinin S-nitrzasyonu ile inaktivasyonu, cGMP artis1 ve
mitokondri da asir1 Ca2+ birikimini 6nlemek ve antioksidan etkilerine bagl
oldugu disiiniilir. Nitrik oksitin sitotoksik, proapoptotok ya da antiapoptotik
etkilerden hangisini gosterecegi yine ortamdaki NO derisimine baghdir (Kiling ve
Kiling, 2003).
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GERECLER

Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler

Kaptopril (Mustafa Nevzat Ila¢ Sanayii A.S. Tiirkiye)
Losartan (Mustafa Nevzat ilag Sanayii A.S. Tiirkiye)

Dimetilsiilfoksid- DMSO (Sigma Almanya, Merck)

Etanol %96 (Merck)

Fetal Calf serumu (Biological Industeries Israil)

Fosfat Tuz Tamponu (PBS-A)

HCI (Merck)

CaCl2 (Merck)

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir) (Sigma Ingiltere)
Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (Biological Industries Israil)
NaOH (Merck)

NaHCO3

Tripsin-EDTA Soliisyonu (Biological Industries Israil)
Medium F-12 (HAM’s)

DMEM diistik glikozlu

DMEM

Fetal Bovine Serum F7524 (Sigma Almanya)

Neutral Red

Glasiyel asetik asit

Formaldehit

NaN02

Cihazlar

Steril Kabin (Holten)

ELISA cihazi (Bio-Tek)

Immiino-floresan mikroskop ve fotograf atagmani (Olympus)
Karbondioksit inkiibatorii (Heraeus)

Kuru hava sterilizatorii (Heraeus)

Otoklav (Hirayama)

Sogutmali santrifiij (Heraeus)

Malzemeler

Otoklavlanabilir cam sise (Iso-lab)

1,2, 5,10 mL’lik cam pipet (Iso -lab)

10, 100, 1000uL mikropipet ucu

15, ve 50 mL’lik santrifiij tiibi (TPP Avrupa)
22*22 Lamel

Neubauer lami (Iso lab)

25 ve 75 em®’lik kiiltiir flasklar1 (TPP Avrupa)
96 kuyucuklu plakalar (TPP Avrupa)

Cok kanalli mikropipet (Eppendorf)

Stepet pipet (Eppendorf)

20 ve 50 mL’lik injektor

Parafilm M
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YONTEMLER
Deney icin Hiicrelerin Hazirlanisi

Uygun kusullarda ¢ogalmaya birakilan hiicreler yeterli sayiya eristikleri zaman 5
mL PBS ile yikandiktan sonra SmL PBS EDTA ile durulanmis ve tripsin ile
muamele ederek toplanmistir. 1 mL’de 100.000 hiicre olacak sekilde Neubauer
lam1  kullanarak siispansiyon hazirlanmistir. 100.000 hiicre/mL  seklinde
stispansiye edilmis hiicreler 96 kuyucuklu plakaya her bir kuyucuga 0,1 mL
olacak sekilde ekilmistir. Boylece her kuyucuga 10.000 hiicre ekilmis olmaktadir.
Hiicreler, yapismasi ve yeni ortama aligmast ig¢in 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Siire sonunda hiicrelerin {izerine test maddelerinin istenilen
konsantrasyonlar1 igeren taze besiyerleri4 ilave edilip, test maddeleri ile 24, 48, 72
ve 96 saat inkiibe edildi. Kaptopril ve losartan’in 0,004, 0,02, 0,1, 0,5 ve 2.5
mM’lik konsantrasyonlar1 saglayan diliisyonlart uygun besiyerlerinde taze olarak
hazirlanarak hiicre iceren kuyucuklar i¢ine uygulanmistir. Kontrol grubu olarak
hiicreler igeren kuyucuklara sadece 0,2-0,3 mL besiyeri ilave edilmistir. Test
maddelerini (kaptopril veya losartan) iceren besiyerleri, 96 kuyucuklu plakalarin
her bir goziine 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlar i¢in 0,2 mL, 72 ve 96 saatlik
inkiibasyonlar i¢in 0,3 mL koyularak inkiibe edilmistir. Bu siirelerin sonunda
hiicrelerde asagida belirtilen 6l¢iimler uygulanmstir.

MTT 6l¢iimii

MTT 5 mg/mL olacak sekilde PBS iginde ¢oziilerek stok soliisyonu
hazirlanmistir. Calisma soliisyonu stok sollisyonundan 1:9 oranla besiyeri ile
seyrelterek elde edilmistir. Hazirlanmig olan (0,5 mg/mL MTT) c¢alisma
sollisyonu 96 kuyucuklu plakanin her kuyucuguna 0,1 mL olarak ilave edilmis ve
3 saat inkiibasyonda bekletildikten sonra plakalardaki hiicrelerin optik dansiteleri
ELISA cihaz1 ile 540 nm dalga boyunda okutulmustur (Mosmann, 1983;
Horakova, 2001)

Notral kirmizis1 alim ol¢iimii

Test maddeleri ile gerekli siire bekletilen hiicreler alip besiyerleri uzaklastirilmig
ve hiicreler 37°C’ye getirilmis PBS ile yikanmustir. Notral kirmuzisi stok
soliisyonu 1:100 oraninda besiyeri ile kanstirilarak ¢aligma soliisyonu
hazirlannus® ve her bir kuyucuga 0,1 ml ilave edilerek 37°C’de 3-4 saat inkiibe
edildilmistir. Bu siire sonunda boyama soliisyonu uzaklastirilarak taze hazirlanmis
formaldehit-kalsiyum kloriir fiksatif/yikama soliisyonundan 100’er ul ilave
edilerek yikanmig ve soliisyon dokiilmiis, plakalar ters c¢evrilerek kurutma kagidi
tizerinde bir glin bekletilerek kurutulmus, asetik asit-etanol soliisyonu her bir
kuyucuga 0,1 ml ilave edilerek 15 dakika oda 1sisinda bekletilmis ve 30 dakika
calkalayicida ¢alkalanarak boya homojen hale getirilmistir. Plakalardaki

4 Besiyerleri olarak A549 hiicreleri i¢in; Ham’s-F12; C6 Glioma hiicreleri i¢in %50 Ham’s-F12 +
%50 DMEM; NIH3T3 hiicreleri igin DMEM; RATEC hiicreleri igin diisiik glukozlu DMEM
kullanilmistir. Bu besiyerlerine ayrica %10 FCS, 100 IU/ml penisilin ve streptomisin de ilave
edilmis ve hiicreleri igeren besiyerleri yukarida belirtilen siirelerde 37°C; %5C0,+%950,
kosullarinda tutulmuslardir.

> 0.4 gr Notral kirmizist + 100 mL besiyeri, membran filtreden gegirilip sterilize edilmis ve koyu
renkli sise ile buzdolabinda saklanmistir.
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hiicrelerin optik dansiteleri ELISA cihazinda 540 nm dalga boyunda
okutulmustur. Bu deneyin her asamasi boya isikta bozuldugu icin miimkiin
oldugunca karanlikta yapilmistir (Horakova 2001, Shen ve West, 1998).

Nitrit ol¢iimii

NO’in yarilanma émrii ¢ok kisa oldugundan besiyerindeki olusan metaboliti NO,
Olciilmektedir. Yukarida belirtilen bi¢cimde hazirlanan hiicreleri igceren 96
kuyucuklu plakada her kuyucuktan 100 pL siipernatan alinip iizerine esit miktarda
Griess reaktifi (0,05% naftilendiamin dihidrokloriir, 0,5% stilfonilamid, 2,5%
H;PO,) ilave edilip 10 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra ELISA cihazi
ile 540 nm dalga boyunda okutulmustur (Al-alami ve ark. 1998). Elde edilen
degerler kontrol grubunda standard olarak 25 uM sodium nitrit ile karsilastirildi.

Biyoistatistik Degerlendirme ve Grafikler

Absorbans Ol¢limlerine ait degerler her grubun kendi kontroliiniin absorbans
degerine oranlanarak % aktivite olarak ifade edilmistir. Tez kapsaminda rapor
edilen sonuglar belirli sayida (n) deney sonucunun aritmetik ortalamasidir. Deney
sonuclarinin degerledirilmesinde IBM uyumlu kisisel bir bilgisayarda ¢alistirilan
SPSS (Version 11.5) programi (SPSS Inc.) kullanilmigtir. Ayrica, ham verilerin
bilgisayarda toplanmasi ve istatistiksel degerlendirmesi yapilmis verilerden
grafiklerin hazirlanmasinda Microsoft Excel (Office 2007) programindan
yararlanilmistir.

Sonuglar ortalama =+ standart hata (St.hata) olarak ifade edilmis ve tezde verilen
grafiklerde St.hatalar diizey cizgiler olarak yerlestirilmistir. Deney gruplari
arasindaki farkliliklar tek yonlii varyans analizi (One-way ANOVA) ve post hoc
olarak Tukey testi uygulanarak istatistiksel degerlendirme altina alinmistir. p<0.05
diizeyinde sonuglar arasindaki farkliliklar istatistiksel agidan anlamli olarak kabul
edilmistir. Cizilen grafiklerde istatistiksel anlamliliklar uygun isaretler ile
gosterilmistir.
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BULGULAR ve TARTISMA
Kaptopril Sonuglar:
Kaptopril’in MTT oélciim sonucglar

Kaptopril uygulanan hiicrelerden elde edilen MTT sonuglarina gore, A549
hiicrelerinde Tg¢iincii glinde ikinci giline nazaran etki diisiisii goriilmektedir,
dordiincii glinde ise etki tekrar goriilmeye baslamaktadir. A549 hiicrelerinde
maksimum yanit ise ikinci giinde goziikkmektedir (Sekil 1). Bu bulgular, bize
kaptopril’in uygulanan konsantrasyonlarda antiproliferatif ve sitotoksik etkilerinin
oldugunu gostermektedir. Elde edilen gozlemler, AS549 hiicrelerinde
antiproliferatif etkiler gézlemlemis daha onceki bazi calismalarin (Kowalski ve
ark., 1995) sonuclarini1 dogrular niteliktedir. Ancak, tez kapsminda A594 ile elde
edilen bu sonuglar Ang-II'nin apoptotik ve kaptoprilin antiapoptotik etkilerini
rapor eden Wang ve ark. (1995)’nin gozlemleri ile ¢elisir niteliktedir. Bu ¢eliski,
biiyilik bir olasilikla deney kosullarindaki farkliliktan kaynaklanmaktadir. Ancak,
kaptopril’in bu calismada gozlenen antiproliferatif etkisi, daha 6nce literatiirde bu
ilagla bagka kotiiciil hiicre kiiltlirlerinde bildirilmis olan antiproliferatif ve
sitotoksik etkiler ile genel anlamda benzerlik gostermektedir (Chen ve ark., 1991;
Small ve ark., 1997; Hii ve ark., 1998; Nakagawa ve ark., 1995; Reddy ve ark.,
1995; Kowalski ve Herman, 1996).

120

100

80

60

40

%Mlitokondrial aktivitei

20

1 2 zaman {Gun) 3 4

—4—kontrol == 0,004mM kaptopril =gr=0,02mM kaptopril
w0, 1mMM kaptopril =t ,5mM kaptopril —@—2,5mM kaptopril

Sekil 1. Kaptopril’in A549 Hiicrelerinde MTT Testi Uzerine Etkisi. (*) Giinlere Gore
Anlamh Farkhiliklar. Anlamhlik Dgeri p<0,05, Ortalama Deger + St. Hata (n = 6)

C6 hiicrelerinde deneyde kullanilan kaptopril konsantrasyonlarmin anlaml etki
yaratmadig1 goziikmektedir (Sekil 2). Kaptopril’in C6 glioma hiicreleri {izerindeki
etkileri ilk kez bu tez caligmasi kapsaminda degerlendirilmistir. Tez deneylerinde
elde edilen bulgular, kaptopril’in bu hiicrelerde antiproliferatif ve sitotoksik
etkilerinin olmadigin1 gostermekte ve Yoshiji ve ark. (2001) tarafindan faregil
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karaciger karsinomasinda elde edilen sonuglar ile paralellik gostermektedir
(Cizelge 2).
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Sekil 2. Kaptopril’in C6 hiicrelerinde MTT testi iizerine etkisi. (*) Giinlere gore anlamh
farkhlhiklar. Anlamhhik degeri p<0,05, ortalama deger + St. Hata (n = 6)

NIH3T3 hiicrelerinde kaptopril’in MTT testindeki etkisi 0,1mM konsantrasyonda
birinci glinden baglamakta ve ikinci giinde anlamli yanit kaybolmakta, yanit
iiglincii giinde devam edip, dordiincii giinde tiim konsantrasyonlarin maksimum
yanitlart goziikkmektedir (Sekil 3). Bu bulgular, kaptopril’in NIH3T3 fibroblast
hiicrelerinde belirgin bir antiproliferatif ve sitotoksik etkisinin oldugunu
gostermektedir. NIH3T3 hiicreleri proliferasyon ve sitotoksisite c¢aligmalarinda
yaygin olarak kullanilan hiicreler olmasina karsin, ilging olarak yapilan literatiir
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Sekil 3. Kaptopril’in NIH3T3 Hiicrelerinde MTT Testi Uzerine Etkisi. (*) Giinlere Gore
Anlamh Farkhiliklar. Anlamhlk Dgeri p<0,05, Ortalama Deger + St. Hata (n = 6)

21



taramalarinda kaptopril’in bu hiicre tipinde proliferasyon yetenegine iliskin daha
onceden yapilmis herhangi bir arastirmaya rastlanilmamistir. Bu gozlem ayrica,
kaptopril’in yara 1iyilesimi siirecini olumsuz yonde etkileyecegini akla
getirmektedir. Ancak beklenenin tam aksine, daha Once yapilan arastirmalarda
sozkonusu bu ilacin, antianjiyojenik etkiler de tagimasina ragmen, yara iyilesme
hizim1 etkilemedigi saptanmistir (Qui ve ark., 2000). Ayrica, captopril’in NIH3T3
hiicreleri iizerinde gozterdigi bu antiproliferatif ve sitotoksik etkiler, s6zkonusu
ilacin fibrozis durumlarinda ortaya ¢ikardigi olumlu antifibrotik etkilerin
aciklayict temelini olusturmaktadir (Igic ve Behnia, 2003; Baybutt ve ark., 2007).

RATEC hiicrelerinde iiglinli giiniin 2,5 mM kaptopril’in gosterdigi etki haricinde
diger konsantrasyonlarin etkisiz oldugu, fakat dordiincii giinde kullanilan tiim
konsantrasyonlarda mitokondriyal aktivitede anlamli artis goziikmektedir (Sekil
4). Bu bulgular ayn1 zamanda RATEC endotel hiicrelerinde proliferasyon artisi
anlamina gelmektedir. Kotiiciil olmayan diger bir hiicre tipi olan RATEC iizerinde
literatiire kayith ¢ok fazla calisma bulunmamaktadir. Kaptopril’in etkisi de ilk kez
bu tez ¢alismasi ile incelenmis olmaktadir. Endotel tipindeki bu hiicrelerde elde
edilen gozlemler, daha once literatiirde diger endotel tipteri (vaskiiler, retinal,
koroidal, vs) ile rapor edilmis olan sonuglarla rtiismektedir (Hamdi ve Castellon,
2003; Liu ve ark., 2007). Buradan, kaptopril’in vaskiiler protektif etkilerinin
oldugu sonucu ortaya c¢ikmaktadir. Destekler nitelikte, klinik gozlemlere
dayanilarak kaptopril ve diger ADE inhibitorlerinin kardiyovaskiiler protektif
etkileri oldugu ileri siiriilmiistiir (Stojiljkovic ve Behnia, 2007).
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Sekil 4. Kaptopril’in RATEC Hiicrelerinde MTT Testi Uzerine Etkisi. (*) Giinlere Gore
Anlamh Farkhiliklar. Anlamhlik Dgeri p<0,05, Ortalama Deger + St. Hata (n = 6)

Kaptopril’in Nétral Kirmizisi Alum Olgiimii Sonuglart

Kaptopri’e maruz birakilmis A549 hiicrelerinde 0,02 ve 0,1 mM
konsantrasyonlarin  birinci giinde etkili oldugu ve disirdigi, 2,5mM
konsantrasyonun ise ikinci ve dordiincii giinlerde anlamli derecede yanit
olusturdugu gdziikmektedir, dordiincii giinde ise anlamli derecede yanit
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olusmadig1 goziikkmektedir (Sekil 5). Bu sonuglar, kaptopril’in A549 hiicrelerinde
lizozomal aktiviteyi diisiirdiigii ve muhtemelen de apoptotik etki olusturdugunu
gostermektedir. Bu gozlem, Wang ve ark. (1995) tarafindan A549 hiicreleri ile
daha dnceden rapor edilen sonuglarla ¢elismektedir.
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Sekil 5. Kaptopril’in A549 Hiicrelerinde Notral Kirmizis1 Ahm Yaniti. (¥) Giinlere Gore
Anlamh Farkhliklar. Anlamhlik Degeri p<0,05, Ortalama Degerler + St. Hata (n=6)

Deneylerde kullanilan tiim kaptopril konsantrasyonlar ile C6 hiicrelerinde ikinci
giinde neutral kirmizis1 alimi iizerinde artirici etki goziikiirken, hiicreler ii¢iincii ve
dordiincii giinlerde anlamli derecede etkilenmemistir (Sekil 6). Bu bulgular,
s6zkonusu ilacin C6 glioma hiicrelerinde lizozomal aktiviteyi yiikselltigi ve
muhtemelen de antiapoptotik etki olusturdugunu gdstermektedir. Literatiirde bu
hiicre tipi ve kaptopril ile yapilmis herhangi bir aragtirma bulunmamaktadir. Bu
gozlem, Wang ve ark. (1995) tarafindan A549 hiicreleri ile daha 6nceden rapor
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Sekil 6. Kaptopril’in C6 Hiicrelerinde Notral Kirmizis1 Alim Yaniti. (¥*) Giinlere Gore
Anlamh Farkhiliklar. Anlamhilik Degeri p<0,05, Ortalama Degerler + St. Hata (n=6)
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edilen sonuclarla uyusmaktadir.

Kaptopril NIH3T3 hiicrelerinde 0,5 ve 2,5 mM konsantrasyonlarin azalan tipte
etkileri birinci giinden itibaren baglamakta, ikinci giinde devam etmekte ve
iclincli giinde maksimuma ulagmaktadir. Dordiincii giinde ise sadece 2,5 mM
konsantrasyonu etkili iken kullanilan diger konsantrasyonlar etkili olmadigi
goziikmektedir (Sekil 7). MTT sonuglart ile baglantili olarak degerlendirildiginde
bu gozlem, lizozomal aktivitedeki azalmadan ziyade hiicre sayisindaki azalma
anlamina gelmektedir. Diger bir deyisle bu gozlem, kaptoprilin NIH3T3 hiicreleri
tizerindeki antiproliferatif ve sitotoksik etkisini dogrulamaktadir.
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Sekil 7. Kaptopril’in NIH3T3 Hiicrelerinde Notral Kirmizisi Alm Yaniti. (*) Giinlere Gore
Anlamh Farkhliklar. Anlamhlik Degeri p<0,05, Ortalama Degerler + St. Hata (n=6)

Kaptopril’in RATEC hiicrelerinde noétral kirmizist alimi {izerinde birinci, ikinci,
ve Ugclincli giinlerde etkili olmadigi, fakat dordiincii giinde kullanilan tiim
konsantrasyonlarda noétral kirmizisi alimi aktivitesinde anlamli artislar yaptig
goziikmektedir. Ustelik bu artislar kaptopril konsantrasyonu (doz) artisina bagimli
olarak ortaya c¢ikmaktadir (Sekil 8). Bu bulgular, sézkonusu ilacin RATEC
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hiicrelerinde lizozomal aktiviteyi yiikselttigi ve muhtemelen de antiapoptotik etki
olusturdugunu gostermektedir. Literatiirde bu hiicre tipi ve kaptopril ile yapilmis
herhangi bir arastirma bulunmamaktadir. Ancak, genel anlamda bulgularin bu
hiicre tipinin MTT sonuglart ile ilgili olarak yukarida ileri siiriilen goriisler ile
uyum gosterdigi anlagilmaktadir.

Kaptopril’in nitrit olugsumu iizerine etkisinin él¢giim sonuclari

Kaptoril’e maruz birakilmig A549 hiicrelerinde birinci giin 6l¢iimlerinde nitrit
diizeyleri istatistiksel agidan anlaml diizeyde azalmakta, ancak sonraki giinlerde
nitrit diizeyleri etkilenmemektedir (Sekil 9).
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Sekil 9. Kaptopril’in A549 Hiicrelerinde Nitrit Konsantrasyonu Uzerine EtKisi.
(*) Giinlere Gore Anlamh Farkhhklar. Anlamhlik Degeri p<0,05, Ortalama Degerler + St.
Hata (n=6)

A549 hiicrelerinde oldugu gibi C6 glioma hiicreleri kaptopril ile inkiibe edildigi
zaman birinci glinde nitrit diizeyleri istatistiksel agidan anlaml1 diizeyde
azalmaktadir. Diger giinlerde ise etki gozilkmemektedir (Sekil 10).
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Sekil 10. Kaptopril’in  C6 Hiicrelerinde Nitrit Konsantrasyonu Uzerine Etkisi.
(*) Giinlere Gore Anlamh Farkhliklar. Anlamhlik Degeri p<0,05, Ortalama Degerler + St.
Hata (n=6)
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NIH3T3 hiicreleri kaptopril ile inkiibe edildigi zaman ikinci giinde nitrit diizeyleri
hafif bi¢imde ancak istatistiksel agidan anlamli diizeyde artmaktadir. Doérdiincii
giinde ise azalma goriilmektedir (Sekil 11).
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Sekil 11. Kaptopril’in NTH3T3 Hiicrelerinde Nitrit Konsantrasyonu Uzerine Etkisi.
(*) Giinlere Gore Anlamh Farkhiliklar. Anlamhilik Degeri p<0,05, Ortalama Degerler + St.
Hata (n=6)

RATEC hiicreleri kaptopril ile inkiibe edildigi zaman birinci ve ikinci giinde nitrit
diizeyleri istatistiksel agidan anlamli diizeyde azalmaktadir. Diger giinlerde ise
etki gozilkmemektedir (Sekil 12).
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Sekil 12. Kaptopril’in RATEC Hiicrelerinde Nitrit Konsantrasyonu Uzerine Etkisi.
(*) Giinlere Gore Anlamh Farkhiliklar. Anlamhilik Degeri p<0,05, Ortalama Degerler + St.
Hata (n=6)

Ik bakista celiskili gdziikken bu gdzlemler, biiyiik bir olasilikla anjiyotensin II
olusumunun engellenmesi ile iliskilidir. Anjiyotensin II, nitrik oksit yapimini
arttirmaktadir ve bu artisa AT, reseptorlerinin aktivasyonu aracilik etmektedir (Li
ve ark., 2007; Pinaud ve ark., 2007). Nitrik oksit diizeylerinde goriilen azalmalarin
hiicre tipine baglh olarak farkli zamanlarda ortaya c¢ikmasi biiyiik bir olasilikla
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hiicre tipinin eksprese ettigi AT, reseptdor miktar1 ve reseptér duyarligi ile
baglantilidir. NIH3T3 hiicrelerinde oldugu gibi nitrik oksit diizeyinde artis
goriilmesi ise Ornegin bradikinin artig1, farkli mekanizmalar1 gibi akla
getirmektedir.

Losartan Sonug¢lari
Losartan’in MTT olciim sonuclart

Losartan uygulanan hiicrelerden elde edilen MTT sonuglarina gore, AS549
hiicrelerinde ikinci gilinden itibaren anlamli diisme goriilmekte, iiglincii gilinde
anlaml etki devam ederek dordiincii gliinde maksimuma ulagtigr goziikmektedir
(Sekil 13). Kaptopril sonuglartyla paralellik gosteren bu bulgular, biiylik bir
olasilikla mitokondriyel aktivitede azalma ve antiproliferatif/sitotoksik etkiyi
isaret etmektedir.
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Sekil 13. Losartan’in A549 Hiicrelerinde MTT Testi Uzerine Etkisi. (*) Giinlere Gore
Anlamh Farkhiliklar. Anlamhilik Degeri p<0,05, Ortalama Deger + St. Hata (n = 6)

Losartan’in C6 hiicreleri iizerinde birinci, ikinci ve liglincli glinlerinde hiicreleri
etkilemedigi, fakat dordiincii giinde 0,5 ve 2,5 mM konsantrasyonlar1 ile
mitokondriyal aktivite iizerinde etkili oldugu ve etkiyi diisiirdiigii goziikmektedir.
(Sekil 14). Kaptoprilden farklilik gosteren bu gézlem, mitokondriyel aktivitede
azalma ve antiproliferatif/sitotoksik etkiyi isaret etmektedir. Bu gbézlem literatiir
verileri ile de uyumludur. Arrieta ve ark. (2005) C6 glioma hiicrelerinde losartan
ile apoptotik etki gozlemlemis, Rivera ve ark. (2001) ise bu hiicrelerde AT,
reseptorlerinin varligini ve AT1 reseptor blokajinin antiproliferatif etkiler ortaya
¢ikardigini kanitlamiglardir.

Losartan’in NIH3T3 hiicreleri iizerinde etkisi diglincii giinde 0,5 mM
konsantrasyonundan baslarken 2,5 mM konsantrasyonu ile bu diisiis birinci
glinden dordiincii giine de devam etmekte fakat maksimum etki ikinci giinde
goziikmektedir. 0,004 ve 0,02 mM konsantrasyonlarin dordiincii giinde istatistik
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Sekil 14. Losartan’in C6 Hiicrelerinde MTT Testi Uzerine Etkisi. (*) Giinlere Gore Anlamh
Farkhiliklar. Anlamhilik Degeri p<0,05, Ortalama Deger + St. Hata (n = 6)

acidan anlamli yanit olusturdugu goziikkmektedir (Sekil 15). Kaptopril
sonuglariyla paralellik gosteren bu bulgular, biiyiik bir olasilikla mitokondriyel
aktivitede azalma ve antiproliferatif/sitotoksik etkiyi isaret etmektedir.
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Sekil 15. Losartan’in NIH3T3 Hiicrelerinde MTT Testi Uzerine Etkisi. (*) Giinlere Gore
Anlamh Farkhliklar. Anlamhlik Degeri p<0,05, Ortalama Deger + St. Hata (n = 6)

Losartan’in RATEC hiicreleri iizerinde kaptopril sonucglarina benzer sekilde birici,
ikinci ve tg¢iincii glinlerde mitokondriyal aktivite ve hiicrelerin viabilitesi tizerinde
etkili olmadig, fakat dordincii ginde 0,004 mM konsantrasyonu disinda
uygulanan diger tiim konsantasyonlarda hiicre proliferasyonu ve mitokondriyal
aktivitede artiric1 yanitlart gorilmektedir (Sekil 16). Kaptopril sonuglariyla
paralellik gosteren bu bulgular, biiylik bir olasilikla mitokondriyel aktivitede

28



azalma ve antiproliferatif/sitotoksik etkiyi isaret etmektedir. Burada da endotel
dokusu ve genis anlamda kardiyovaskiiler sistemde protektif bir etkiden s6z etmek
olasidir.
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Sekil 16. Losartan’in RATEC Hiicrelerinde MTT Testi Uzerine Etkisi. (*) Giinlere Gore
Anlamh Farkhliklar. Anlamhlik Degeri p<0,05, Ortalama Deger + St. Hata (n = 6)

Losartan’in notral kirmizist alim olciimii sonuclari

Losartan’a maruz birakilmis A549 hiicrelerinde 0,02 mM konsantrasyonu
dordiincii glinde hiicre viabilite ve lizozomal aktivite ilizerinde artirict etkisi
goziikmektedir. 0,5 ve 2,5 mM konsantrasyonlarin A549 hiicrelerin viabilite ve
lizozomal aktivite {izerinde azaltic1 etkileri ise ikinci giinde baslamakta, li¢iincii ve
dordiincii giinde devam etmektedir (Sekil 17). MTT sonuglariya birlikte
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Sekil 17. Losartan’in A549 Hiicrelerinde Notral Kirmizisi Alim Yamti. (*) Giinlere Gore
Anlamh Farkhliklar. Anlamhlik Degeri p<0,05, Ortalama Degerler + St. Hata (n=6)

29



Degerlendirildiginde bu bulgular, 0,5 ve 2,5 mM konsantrasyonlarda uygulanan
losartan’in  antiproliferatif ve sitotoksik etkinligini gdstermektedir. Bu
antiproliferatif etkinin apoptozdan kaynaklanmasi kuvvetle olasidir. Sonuglar bir
Olciide kaptopril ile de paralellik gosttermektedir.

Losartan’in C6 glioma hiicrelerinde 0,004-0,5 mM konsantrasyonlar1 viabilite ve
lizozomal aktivite Ttizerinde artirict etkileri ikinci ve iiglincli giinlerinde
goziikmektedir. Losartanin 2,5 mM konsantrasyonu ise C6 hiicrelerin viabilite ve
lizozomal aktivite lizerinde ikinci giinden itibaren anlamli derecede azaltic1 yanit
olusturdugu goziikmektedir (Sekil 18). Burada losartan’in doza bagimli olan bir
bifazik etkisinden s6z etmek gerekmektedir. Diislik losartan dozlari bu hiicre
tipinde antiapoptotik etkiyi isaret ederken, yiiksek doz ile apoptotik etki olustugu
goriilmektedir. Bu etki zithiginda AT, alt reseptor tiplerinin yani AT;, ve AT nin
rol oynamas1 muhtemel géziikmektedir.
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Sekil 18. Losartan’in C6 Hiicrelerinde Noétral Kirmizisi Ahm Yaniti. (*) Giinlere Gore
Anlamh Farkhiliklar. Anlamhilik Degeri p<0,05, Ortalama Degerler + St. Hata (n=6)

NIH3T3 hiicrelerinin losartan’in 2,5 mM konsantrasyonuna karsi yanit1 birinci
giinde baslamakta, ikinci giinde devam etmekte, ligiincii giinden sonra hiicre
viabilite ve lizozomal aktivite artisa gecerek ve kontrol grubu diizeyine
ulagmaktadir. 0,5 mM konsantrasyonu ile sadece {igiincii giinde hiicre viabilitesini
diisiirdligii ve dordiincii giinde ise kontrol grubuna yaklastigi goziikkmektedir.
Losartan’mm 0,1 mM konsantrasyonu ise dordiincii giinde hiicre viabilite ve
lizozomal aktivite lizerinde etkili olmustur (Sekil 19). Bu bulgular, losartan’in
NIH3T3 hiicrelerinde lizozomal aktiviteyi azalttii ve apoptoza yonlendirdigi
goriilmektedir. Ancak dordiincii giindeki etki farklili§i nedeniyle hiicrelerin
apoptoza giridigini diistinmek akilc1 bir yaklasim olmayacaktir. Ancak, MTT
sonuglartyla birlikte degerlendirildiginde, bu etkinin antiproliferatif/sitotoksik
nitelikte oldugunu diisiinmek gerekmektedir.
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Sekil 19. Losartan’in NIH3T3 Hiicrelerinde Notral Kirmizisi Ahim Yaniti. (*) Giinlere Gore
Anlamh Farkhliklar. Anlamhlik Degeri p<0,05, Ortalama Degerler + St. Hata (n=6)

Losartan RATEC hiicreleri iizerinde kaptopril ve losartanin MTT sonuglarinin
grafigine benzer bir grafik vermistir. Buna gore losartan birici, ikinci ve li¢lincli
giinlerinde lizozomal aktivite ve hiicrelerin viabilitesi iizerinde etkili olmadigi,
fakat dordiincii giinde uygulanan tiim konsantasyonlarin hiicre proliferasyonu ve
lizozomal aktivite lizerinde artirici yanit olusturdugu goriilmektedir (Sekil 20).

300
250
£ .
g 200 ES
— *
5 *
= 150
o
o
= 100
= o—
50
6]
1 2 Zaman (Gun) 3 a4
—#— kontrol == 0,004mM losartan =—#—0,02mM losartan
0,1mM losartan =, 5mM losartan —@—2 5mM losartan

Sekil 20. Losartan’in RATEC Hiicrelerinde Notral Kirmizisi Alim Yaniti. (*) Giinlere Gore
Anlamh Farkhliklar. Anlamhlik Degeri p<0,05, Ortalama Degerler + St. Hata (n=6)

Losaran’in nitrit olusumu iizerine etkisinin élciim sonuclari

Losartan’a maruz birakilmis A549 hiicreleri birinci ve dordiincii giinde nitrit
diizeylerinde diisme sergilemekte, ancak iigiincii giinde ara konsantrasyonlar ile
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nitrit diizeylerinde artma goriilmektedir (Sekil 21). Bulgular yine bir ¢esit bifazik
etkiyi isaret etmektedir: Yiiksek dozlar ve uzun siire inkiibasyon nitrik oksit
yapimini azaltirken, diisiik dozlar nitrik oksit yapimini arttirabilmektedir.
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Sekil 21. Losartan’n A549 Hiicrelerinde Nitrit Konsantrasyonu Uzerine Etkisi. (*) Giinlere
Gore Anlamh Farkhiliklar. Anlamhilik Degeri p<0,05, Ortalama Degerler + St. Hata (n=6)

Uzerine losartan uygulanan C6 glioma hiicrelerinde nitrit dl¢iimii sonuglart
kontrollere gore istatistiksel anlamli farklilik gostermemektedir, yani losartan bu
hiicrelerde NO yapimini degistirmemektedir (Sekil 22).
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Sekil 22. Losartan’in C6 Hiicrelerinde Nitrit Konsantrasyonu Uzerine Etkisi. (¥) Giinlere
Gore Anlamh Farkhiliklar. Anlamhhik Degeri p<0,05, Ortalama Degerler + St. Hata (n=6)

0,02 mM Losartan’a maruz birakilmis NIH3T3 hiicreleri ikinci giinde nitrit
6l¢iimiinde, yani NO {iretiminde azalma ve dordiincii giinde nitrit 6l¢iimiinde, yani
NO iretiminde artma gostermektedir (Sekil 23). Burada da bifazik etkiden
sozetmek gerekmektedir ve bu kaptopril’in NIH3T3 hiicreleri iizerindeki
etkilerine benzemektedir.

32



H Kontrol

*

100 NIH3T3 B losartan 0,004mM
90 B losartan 0,02mM
80 M losartan 0,1mM

W losartan 0,5mM
70

M losartan 2,5mM
60

50
40
30
20
10

Nitrit Konsantrasyonu(uM)

1 2 3 4
Zaman (Giin)

Sekil 23. Losartan’in NIH3T3 Hiicrelerinde Nitrit Konsantrasyonu Uzerine Etkisi. (*)
Giinlere Gore Anlamh Farkhiliklar. Anlamhhik Degeri p<0,05, Ortalama Degerler + St. Hata
(n=6)

Uzerine losartan RATEC hiicrelerinde nitrit l¢iimii sonuglar1 kontrollere gore
istatistiksel anlamh farklilik gostermemektedir, yani losartan bu hiicrelerde NO
yapimini degistirmemektedir (Sekil 24).
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Sekil 24. Losartan’in RATEC Hiicrelerinde Nitrit Konsantrasyonu Uzerine Etkisi. (*)
Giinlere Gore Anlamh Farkhiliklar. Anlamhilik Degeri p<0,05, Ortalama Degerler + St. Hata
(n=6)



SONUCLAR ve ONERILER

Bu tez kapsaminda elde edilen sonuclar, kaptopril ve losartan’in daha 6nceden
yapilmis olan arastirmalarda oldugu gibi hem iyicil hem de koétiiciil olan
hiicrelerde apoptoz ve proliferasyon iizerine etkilerinin oldugunu gostermektedir.
Ancak, etkilerin tipi ilaglarin uygulandig: hiicre tipi, uygulanan konsantrasyon ve
uygulama siiresine bagl olarak degisim gostermektedir. Bu degisimin en temel
nedeni uygulama yapilan hiicrelerin anjiyotensin reseptor yogunluklar: ve farkli
reseptor alt tipleri olabilir.

Genel olarak antiproliferatif etki agirlikli profil sergileyen bu ilaglarin bagka
arastiricilar tarafinda da Onerildigi gibi kanser tedavisine bir adjuvan olarak
katilmas1 gelecekte sdzkonusu olabilecektir. Ancak, bu yapilmadan &nce gesitli
hiicre tipleri lizerinde genis bir tarama yapilmali ve en etkili olacagi kanser
hiicresi tipleri belirlenmelidir. Belirlenmesi gereken diger bir 6zellik de ilaglarin
dozunun ne olacagidir. /n vitro ¢aligmalar ¢ogu kez in vivo kullanim dozu
hakkinda saglikli bilgi vermemektedir. Dolayisiyla in vivo kanser modelleri ile de
kombinasyon ¢aligmalart1 yapilmalidir. Bu tez ¢alismasinda kullanilan
konsantrasyonlar kardiyovaskiiler etkiler i¢in gerekenlerden daha yiiksektir. Bu
dozlarin in vivo c¢aligmalarda giivenligi ve yarar/zarar orani arastirilmalidir.
Ancak, bu noktada belirtilmesi gereken bir nokta bulunmaktadir. Bu ¢alismada,
ilaglarin tek basina etkilerinin belirgin bi¢cimde goriilmesi igin yiiksek
konsantrasyonlar (dozlar) secilmistir. Bu konsantrasyonlar antiproliferatif,
sitotoksik ve apoptotik etkiler i¢in literatiirde belirtilenler ile benzerdir. Dogal
olarak antineoplastik bir ila¢ ile kombinasyon durumuna gelindiginde dozlarin
azaltilmas1 gerekecektir.

Tiyol grubu tastyan kaptopril gibi ADE inihitorlerinin antioksidan etkinliginin ve
bu etkinligin kanser kemoprofilaksisi agisindan Oneminin arastirilmasi
gerekmektedir. Bu tiir bir c¢alisma igin molekiilinde tiyol tagimayan ADE
inhibitorleri ile karsilastirma yapmak yarar saglayacaktir. Bu arada, bir baska
onemli nokta da diger ADE inhibitorleri ve AT1 blokerleri ile arastirma
yapilmasidir, ¢linkii literatiirde kanser ile iligkisi en ¢ok arastirilan ilaglar
kaptopril ve losartandir. Diger ilaglarda antiproliferatif, sitotoksik ve apoptotik
etkiler farkli diizeylerde olabilecektir. Bunun arastirilmasi da pratik agidan énemli
yararlar saglayacaktir.

Yan etki insidensi olduk¢a diisiik ve terapdtik penceresi yiiksek ilaclar olan
kaptopril ve losartan’in kanser tedavisine gelecekte adjuvan olarak katilmasi
halinde saglikl1 hiicrelerin de proliferasyon ve NO iiretimi agisindan etkilenecegi
bu tez c¢alismasinda elde edilen sonuglardan anlasiimaktadir. Ornegin, yara
iylesiminin etkilenmesi muhtemel goziikmektedir. Her ne kadar, paradoksal
olarak yara iyilesiminin etkilenmedigini rapor eden ¢aligmalar (Qui ve ark., 2000)
bulunmaktaysa da, yara iyilesimi siirecinin tiim basamaklarinin degerlendirildigi
ayrintilt bir ¢alisma gerekmektedir, ¢iinkii bu ilaglar yara iyilesiminde énemli rol
oynayan fibroblastlarin proliferasyonunu etkilemektedir.

Ote yandan fibroblastlarmn etkilenmesinin de ©nemli pratik yararlar
sozkonusudur. Ornegin, karacigerde fibroz doku olusumu ile gelisen siroz
hastaliginin 6nlenmesi ve tedavisi agisindan bu ilaglarin yararlari olabilecektir. Bu
hipotezi bazi arastiricilarin farkli modeller kullanarak test ettigi ve celiskili
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sonuglar alindig1 gorilmektedir. Wei ve ark. (2004) losartan tedavisinin
karbontetrakloriir ile olusan hepatik fibrozisi engelledigini gosterirken, Ibanez ve
ark. (2007) kolin-eksik diyetle sicanlarda olusan nonalkolik steatohepatit
modelinde bu ilacin etkisiz oldugunu raport etmistir. Bu noktada da, karacigerdeki
fibrozis ve sonucunda olusan sirozun farklt modellerle ve ayrintili olarak
incelenmesi geregi ortaya ¢ikmaktadir.

Losartan ve/veya kaptopril tedavisi ile saglikli hiicrelerin etkilenmesi ile ortaya
cikabilecek diger bir yarar endotel tabakasinin biitiinliiglinlin korunmasi ve
kardiyovaskiiler protektif etkidir. Bu etki, hem olasi metastazlarin olusmasini
engellemek hem de hasta yasam kalitesinin devami agisindan onem tasiyacaktir.
Kanser tedavisi goren bir kisinin ayni zamanda hipertansiyon veya bir
kardiyovaskiiler hastalik ile ugrasmak zorunda kalmasi olasilig1 bu tiir tedavi ile
azalacaktir. Tezde elde edilen bulgular, endoteliyal protektif etkiyi isaret
etmektedir. Diger arastiricilarin da rapor ettigi bu olumlu etkiler, kanser
tedavisinin artilar1 arasina katilabilecektir.

Bu calismanin en Onemli eksiklerinden birisi standart antiproliferatif
(antineoplastik) ilaglar ile kombinasyon uygulanmamis olmasidir. Ancak bu tiir
bir calismada tek bir ila¢ ile kombinasyonun fikir vermeyecegi ve klinige
yansitilabilecek sonuglar agisindan yeterli olamayacagi asikardir, ¢linkii bilindigi
gibi antineoplastik ilaglar ¢ok c¢esitli mekanizmalar1 kullanarak etki
gostermektedir. Dolayistyla, her bir mekanizmanin temsilcisi olan ilaglar
kullanilmast ile yapilacak kombinasyon g¢aligmalar1 gereklidir. Ancak, bu ¢ok
uzun bir ¢aligma siiresini gerektirecektir.

Bu calismada eksik birakilan noktalardan birisi de nitrik oksit ile bu ilaclarin
proliferasyon baglamindaki mekanistik iligkileridir. Bunun i¢in daha detayl bir
calisma plani ile kapsamli bir ¢alismaya gereksinim vardir: Cesitli nitrik oksit
dondér ve indiikleyicileri ile NO iretiminin provokasyonu, ¢esitli NOS
inhibitorleri, vs. Ayrica, bu tiir bir calisma planinda, baslangicta daha fazla hiicre
ekerek arastirmanin yiiriitiilmesinde 6nemli yararlar goriilmektedir.

Bu tez c¢alismasi ile elde edilen bulgularin farkli yontemlerle irdelenmesi
zorunludur. Ornegin, matrigel, rozet formasyonu ve koloni formasyonu gibi
teknikler ile bu ilaclarin kanserin anjiyojenez/metastaz Ozellikleri, malignite
kapasitesi ve DNA yapist Ozellikleri lizerine etkileri gibi hususlarin arastirilmasi
son s0z olarak onerilmektedir.
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