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OZET

KOLON VE REKTUM KANSERLERINDE ENDOSTATIN’IN
MATRIKS METALLOPROTEINAZ - 2 UZERINE GOSTERDIGI ETKININ
ARASTIRILMASI

Zahide Cavdar

Dokuz Eyliil Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
35340 Balcova-izmir

Giris: Kolorektal kanser, goriilme siklig1 en yiiksek olan kanserler arasindadir. Anjiogeneze
bagimli olan tiimoér metastazi ve progresyonu; bazal membran (BM) ve ekstraselliiler
matriksin (ESM) degradasyonu, hiicre adezyonunun degismesi ve timor hiicresinin fiziksel
hareketliligini kapsar. Tiim bu asamalar iginde; asirt ESM yikimi tiimér metastaz ve
progresyonunda 6nemli rollere sahiptir. ECM’in degradasyonunda bir¢ok proteinaz sistemleri
rol oynamakla birlikte matriks metalloproteinazlar (MMP) bunlarin basinda yer alir. Yapilan
deneysel kanser modellerinde ve hasta caligmalarinda MMP-2 ve MMP-9’un kolorektal
kanser progresyonu, invazyonu ve metastazinda rolleri oldugu bildirilmektedir. Bu enzimlerin
aktiviteleri ekstraselliiler olarak regiile edilir ve regiilasyonlar1 pro-enzim aktivasyonu ile
doku inhibitor proteinleri olan TIMP’ler arasindaki dengeye baglidir. Bundan baska MMP-2
ve MMP-9’un VEGF gibi proanjiogenik ve endostatin gibi antianjiogenik molekiillerin
olusumunda da rol aldig1 bildirilmektedir. Bu nedenle bu enzim sisteminin aktivasyonu timar
progresyonunda farkli agsamalarda biiylik 6nem tagimaktadir.

Amag: Kolon ve rektum kanserlerinin gelisim mekanizmalarina iligkin literatiir incelediginde
bu mekanizmalarin birbirinden farkli oldugunu bildiren ¢aligmalar ve bunlarin total kolorektal
olarak degil homojen ayri iki tip tiimor grubu olarak ¢alisilmasini savunan goriisler vardir. Biz
de bu goriisii savunarak, gerceklestirdigimiz bu calismada kolorektal kanserleri kolon ve
rektum tiimorii olarak homojen ayri iki grup olarak degerlendirdik. Bu arastirmanin temel
amaci jelatinaz aktivasyon diizeylerini, MMP-2’nin endojen inhibitor proteini TIMP-2,
aktivator proteini MT-1 MMP ve anjiogenez regiilasyonunda rol oynayan anjiogenik
potansiyeli yiiksek olan VEGF ve anjiogenez inhibitorii endostatin diizeylerini her iki tip

tiimor ve eslenik normal dokularda ayr1 ayri aragtirmak ve bu parametrelerin klinikopatolojik
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degiskenler ile iligskisini tanimlamaktir. Ayrica in vitro kosullarda HT-29 kolon
adenokarsinoma hiicre dizinde rekombinant endostatinin hiicre canliligl, invazyonu, MMP
sekresyonu ve aktivitesi lizerine etkilerini aragtirmaktir.

Materyal ve Yontem: Calisma 50 kolon ve 34 rektum tiimorlii hastadan alinan tiimdr ve
eslenik normal dokularda gerceklestirildi. MMP-2, MMP-9 aktivasyon diizeyleri jelatin
zimografi ile incelenmistir. MT-1 MMP aktivite diizeyleri enzim aktivite dl¢glim yontemi ile
analizlenmistir. VEGF, endostatin ve TIMP-2’nin protein diizeyleri ise ELISA ile
belirlenmistir. Ayrica tiimor ve eslenik normal dokulardaki endostatin ekspresyonu Western
Blot yontemi ile arastirilmistir. In vitro deneylerde HT-29 hiicrelerinin canlihigi MTT testi ile
degerlendirildi. Hiicrelerin invazyon yetenekleri, matrijel ile kaplannmig 8 pum biiytikliigiinde
por igeren hiicre plaklarinda degerlendirilmistir.

Bulgular: Kolon tiimér dokusunda MMP-2’nin pro ve aktif, MMP-9’un ise aktif formlari
eslenik normal dokuya gore anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0.05). Kolon tiimér ve eslenik
normal doku TIMP-2, MT-1 MMP, endostatin ve VEGF protein diizeylerinde anlamli olarak
farklilik saptanmadi (p>0.05). Parametreler ile klinikopatolojik degiskenler incelendiginde
timor dokusu aktif MMP-9 ile tiimor invazyon derinligi pT1 vs pT3-4 (p=0.011) ve uzak
metastaz varlig1 arasinda anlaml iliski saptandi. Rektum tiimdr dokusunda ise MMP-2 ve
MMP-9’un hem pro hem de aktif formlarinin aktivite diizeyleri, eslenik normal doku aktivite
diizeylerine gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p<0.05). Rektum tiimoér ve
eslenik doku TIMP-2, MT-1 MMP, endostatin ve VEGF protein diizeylerinde anlaml1 olarak
farklilik saptanmadi (p>0.05). Parametreler ile klinikopatolojik degiskenler arasindaki iliski
incelendiginde ise rektum tiimor aktif MMP-9 ve aktif MMP-2/ProMMP-2 (rtMMP-2) ile tani
an1 metastaz arasinda (sirasiyla; p=0.002 ve p=0.006); ve timor aktif MMP-9 ile perindral
invazyon varlig1 arasinda (p=0.042); tiimor proMMP-9 ve proMMP-2 ile lenf nodu metastazi
(swrastyla; p=0.012, p=0.021); timo6r TIMP-2 diizeyleri ile niiks arasinda (p=0.011) ve tiimor
VEGF diizeyleri ile perindral invazyon arasinda anlamli iliski saptandi (p=0.044). Ayrica
rektum tiimor ¢ap1 ile VEGF diizeyleri arasinda anlamli orta derecede pozitif korelasyon
belirlendi (p=0.009 r=0.454). In vitro deneyler ile rekombinant endostatinin HT-29 hiicre
dizinde hiicre canliligin1 ve proMMP-2 aktivite diizeylerini anlamli olarak azalttig1 saptandi
(p<0.05). Korelasyon analizi ile proMMP-2 aktivite diizeyleri ile hiicre canliliginin olumlu
orta derecede pozitif korele oldugu gosterildi (p=0.007 r= .423). Rekombinant endostatinin

MT-1 MMP aktivitesi ve invazyon iizerine azaltici etkisi oldugu gozlendi fakat aradaki fark,
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anlamli olarak bulunmadi. Bununla birlikte TIMP-2/MT-1 MMP oraninin endostatin eklenen
deney gruplarinda kontrol grubuna gére anlamli olarak artt1ig1 saptandi (p<0.05). Invazyon ile
MT-1 MMP arasinda pozitif yonde ¢ok giiclii pozitif (p=0.000, r=.991) korelasyon saptandi.
Invazyon ile TIMP-2/MT-1 MMP orani arasinda ise ters yonde ¢ok giiclii anlaml1 (p=0.00, r=
-.962) korelasyon bulundu.

Sonug¢: Kolon tiimérlerinde aktif MMP-9 ile timor invazyon derinligi “pT1 vs pT3-4” ve
uzak metastaz varlig1 arasinda saptanan anlamli iliski, kolon kanserinin agresif kliniginde
onemli rol oynayabilir. Rektum tiimérlerinde MMP-2 ve MMP-9 aktivite seviyeleri, TIMP-2,
VEGF seviyeleri ile tan1 an1 metastaz, perindral invazyon, lenf nodu metastazi ve niiks
arasinda saptanan anlamli iligkilerin rektal kanser prognozuna yonelik ileri ¢alismalar i¢in
katkis1 olabilecegini diistinmekteyiz. Rekombinant endostatinin HT-29 hiicrelerinde hiicre
canliligit ve MMP-2 sekresyonuna yonelik bulgularimizin da kolon kanserinde antikanser

stratejilerin gelistirilmesine yonelik ¢alismalar i¢in yararli olacagini diistinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Kolon kanseri, rektum kanseri, endostatin, matriks metalloproteinaz-2

(MMP-2)
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ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF THE EFFECT OF ENDOSTATIN ON
MATRIX METALLOPROTEINASE - 2 IN COLON AND RECTUM CANCERS

Zahide Cavdar

Dokuz Eyliil University Health Sciences Institute
35340 Balcova-Izmir-TURKEY

Background: Colorectal cancer, one of the most prevalent cancers worldwide, is the second
leading cause of cancer-related mortality in developed countries. Tumor metastasis and
progression, which depend on angiogenic process, include the proteolytic degradation of the
basement membrane (BM), and the extracellular matrix (ECM), altered cell adhesion and the
physical movement of tumor cells. Among these steps, excessive degradation of the matrix is
one of the hallmarks of this process. Many proteinases are capable of degrading ECM
components, but the proteinase system primarily responsible for ECM degradation is matrix
metalloproteinase (MMPs). MMP-2 and MMP-9 have been implicated to play a role in
colorectal cancer progression, invasion and metastasis in animal models and patients. The
enzyme activity is regulated extracellularly and its regulation is mainly based on the balance
between pro-enzyme activation and inhibition by tissue inhibitors of MMPs (TIMPs).
Furthermore previous studies have shown that MMP-2 and MMP-9 may directly regulate
angiogenesis by generating pro-angiogenic factors, such as vascular endothelial growth factor
(VEGF), as well as the anti-angiogenic factor endostatin. Hence the regulation of the activity
of these proteinases appears to be of great importance in tumor progression at different stages.
Aim: Since observations support the theory that development of colon and rectal cancers may
involve different mechanisms, we classified colorectal cancer into colon and rectal cancer.
We focused on the activity level of MMP-2, MMP-9, TIMP-2, MT-1 MMP, VEGF and
endostatin protein level between tumor areas compared with normal tissue specimens and
investigated potential relationships between these parameters and clinicopathological
variables in colon and rectal cancers. With in vitro experiments, we also examined how these
MMP-2 secretion and activity may be regulated by recombinant endostatin and we also
determined the possible role of endostatin on cell viability and invasion of human colorectal

adenocarcinoma cell line, HT-29.
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Material and Method: Tumor and normal tissue specimens were obtained from colon (n=50)
and rectal carcinoma (n=34). MMP-2 and MMP-9 activity levels were examined using gelatin
zymography. MT-1 MMP activity level was analysed by activity assay. TIMP-2, VEGF and
endostatin protein levels were examined using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).
Also the protein expression level of endostatin was assessed by Western Blotting. The in vitro
invasion assay was carried out using Transwell chamber with 8 um diameter polycarbonate
membrane precoated with Matrigel.

Results: In colon tumors activity levels of pro and active MMP-2 and also active MMP-9
were significantly higher than in the corresponding normal tissue (p<0.05). The protein levels
of TIMP-2, MT-1 MMP, VEGF and endostatin did not reach a statistically significant
difference between tumor and normal tissue. Significant relationships were found between
colon tumor active MMP-9 and tumor invasion depth “pT1-2 vs pT3-4” (p=0.011) and
distant metastase. (p=0.047). However, MMP-2 activity in colon tumor tissue did not
correlate with any of the clinicopathological parameters investigated. In rectal tumors, the
activity levels of both pro and active MMP-2 and MMP-9 were significantly higher than those
in normal tissues, the differences being significant for all (p<0.05). No significant differences
between tumor and normal tissue were found for the protein level of TIMP-2, MT-1 MMP,
VEGF and endostatin. Tumor active MMP-9 levels and the ratio between active and
proMMP-2 (rMMP-2) showed statistically significant relationships with metastatic disease
during the diagnosis (p=0.002, p=0.006, respectively) and also tumor active MMP-9 level
showed a significant relationship with perineural invasion (p=0.042). Also we found
statistically significant relationship between tumor proMMP-9, proMMP-2 activity levels and
lymph node metastasis (p= 0.012, p=0.021, respectively). Tumor TIMP-2 levels showed a
significant relationship with recurrence (p=0.011). The significant relation was found between
tumor VEGF level and perineural invasion (p=0.044). Also there was a statistically significant
correlation between tumor VEGF and tumor size (p=0.009 r=0.454). Cell culture experiments
revealed that recombinant endostatin decreased the cell viability of HT-29 cells. It was found
that both proMMP-2 secretion and activity were significantly lower in endostatin treated
groups than the control group (p<0.05). There was a significant positive correlation between
cell viability and proMMP-2 (p=0.007 r= .423). In the study group, MT-1 MMP level and
cellular invasion were found lower compared with the control group, but these differences

were not statistically significant. However, the ratio between TIMP-2 and MT-1 MMP in
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experiment groups were significantly higher than in the corresponding control group
(p<0.05). There was a very strong negative and statistically significant correlation between
invasion and TIMP-2/MT-1 MMP ratio (p=0.00, r=-.962). Also the very strong positive and
statistically significant correlation was found between invasion and MT-1 MMP level
(p=0.000, r=.991).

Conclusion: The significant relationships between the increased activity of MMP-9 and
tumor invasion depth “pT1-2 vs pT3-4”and distant metastases reflect that MMP-9 may play a
role in predicting the agressive behavior of colon cancer. In addition, a number of significant
relationships demonstrated between MMP-2, MMP-9 activity level, TIMP-2, VEGF levels
and tumor pathology including metastatic disease during the diagnosis, perineural invasion,
lymph node metastasis, recurrence might contribute to further investigation of possible
prognostic significance in rectal cancer. Also the results of the cell culture experiments on the
effect of recombinant endostatin on cell viability and MMP secretion of the HT-29 are

expected to contribute to further investigation for anticancer strategies in colon cancer.

Keywords: Colon cancer, rectal cancer, endostatin, matrix metalloproteinase-2 (MMP-2)
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BIiRINCi BOLUM
1. GIRIS ve AMAC

Anjiogenez, tiimdr ilerlemesi ve metastazi i¢in en temel mekanizmalardan biridir ve
ekstraselliiler matriksin (ESM) yeniden modellenmesini gerektiren bir siirectir (1). Endostatin,
kollajen XVIII’den proteolitik bir igslem sonucu olusan ve gii¢lii anjiogenez inhibitorii olarak
tanimlanmig bir molekiildiir (2). Endostatinin bu gii¢lii in vivo ve in vitro antianjiogenez etki
mekanizmas1 tam olarak anlasilmis degildir. Endostatinin antianjiogenik 6zelliginin yanisira
matriks metalloproteinaz inhibitorii olma 6zelliginin tanimlanmasina yonelik caligmalar da
devam etmektedir (3). Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) ise tiimor anjiogenezi
icin en gii¢lii stimiilatordiir (4). Matriks metalloproteinazlar (MMP), anjiogenez ve timor
metastazinda dnemli yeri bulunan endopeptidazlar olarak bilinmektedir. Bu endopeptidazlar
endotel hiicrelerinin migrasyonu ve invazyonu i¢in zorunlu basamak olan ESM’nin secici
olarak proteolitik degradasyonunu gerceklestirmektedirler. Substrat 6zgiillikklerine gore 6
sinifta  toplanmaktadirlar: Interstisyel kollajenazlar, jelatinazlar (MMP-2, MMP-9),
stromelizinler, matrilizinler, membran tip MMP’ler (MT1-MMP) ve digerleri. Calismamizda
odaklandigimiz MMP-2 ve MMP-9, bazal membranin baslica komponenti olan Tip IV
kollajeni yikabilme yetenegindedirler. MMP-2nin endojen inhibitor proteini ise TIMP-2 dir.
Membran tip metalloproteinazlar grubunda yer alan MT-1 MMP, diisiik TIMP-2 varliginda
hem MMP-2’ yi aktive eder hem de tiim ESM komponentlerini yikabilme yetenegindedirler
(5, 6). Ayrica MMP-9’un, ekstraselliiler matrikse VEGF salinimindaki rolii ile tiimdr
anjiogenezinin diizenlenmesindeki rolleri yapilan c¢alismalarda vurgulanmaktadir (7).
MMP’lerin anjiogenik etkilerinin yaninda endostatin olusumunda rol alarak (8) gosterdikleri

anti-anjiogenik etkileri, anjiogenez regiilasyonunda proteinler arasi etkilesimin karmasikligina

dikkat gekmektedir.

Literatiir incelendiginde kolorektal kanserde; MMP-2, MMP-9 ve bunlarin
regiilasyonlarinda gorevli inhibitér proteinlerin TIMP-2, TIMP-1 ve aktivator protein MT-1
MMP’nin ekspresyonlarina ve prognostik anlamlari iizerine yapilan ¢aligmalar mevcuttur. Bu
caligmalarda jelatinazlarin ve ilgili diizenleyici proteinlerin mRNA, protein ve aktivite
seviyelerinde incelenmek iizere farkl teknikler ile degerlendirildigi ve bu nedenle elde edilen
veriler arasinda uyumsuz sonucglar bulundugu goriilmektedir (9, 10). Bununla birlikte, bu

proteinazlarin fonksiyonel durumlari, ilgili enzimlerin aktiviteleri ile iligkilidir. ProMMP-2 ve
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ProMMP-9’un aktivasyonlarin1 incelemeyi mimkiin kilan tekniklerin basinda Jelatin
Zimografi analizi yer almaktadir. Diger yandan kolon ve rektum kanserlerinin gelisim
mekanizmalarma iliskin literatiir incelediginde bu mekanizmalarin farkli oldugunu bildiren
caligsmalar (11, 12) ve bunlarin total kolorektal olarak degil homojen ayri iki tip tiimor grubu
olarak c¢alisilmasint savunan goriisler vardir (13). Biz de bu gorlisii savunarak,
gerceklestirdigimiz bu ¢alismada 50 kolon ve 34 rektum tiimorii teshisi alan hastalar1 total

kolorektal olarak degil, kendi icinde homojen olan ayr1 iki grup olarak degerlendirdik.

Bu arastirmanin temel hipotezi, anjiogenez inhibitorii olan endostatinin matriks
metalloproteinazlar {izerine inhibisyon etkisi araciligi ile tiimor hiicre invazyonu iizerindeki
olas1 azaltici etkisinin arastirilmasidir. Hipotezimizi aydinlatmak amaciyla jelatinaz
aktivasyon diizeylerini, MMP-2’ nin endojen inhibitér proteini TIMP-2, aktivator proteini
MT-1 MMP ve anjiogenez regiilasyonunda rol oynayan anjiogenik potansiyeli yiiksek olan
VEGEF ve anjiogenez inhibitdrii endostatinin protein diizeylerini her iki tip timor ve eslenik
normal dokularda ayri1 ayri arastirarak bu parametrelerin klinikopatolojik degiskenler ile
iligkisi tamimlandi. Ayrica in vitro kosullarda HT-29 kolon adenokarsinoma hiicre dizisinde
rekombinant endostatinin timdr hiicre canlilif1 lizerine etkisi incelendi ve tiimor hiicresinin
invazyon yetenegi lizerine olasi inhibisyon etkisinin, MMP-2 ve MT1-MMP aktivitesinde

meydana getirecegi inhibisyon 6zellikleri ile iliskilendirerek tanimlanda.
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IKiINCi BOLUM
2. GENEL BILGILER
2.1. EKSTRASELLULER MATRIKS

Ekstraselliiler matriks (ESM), hiicreleraras: bosluklarda 6zel bir ortam olusturan doku
biitiinliigli ve homeostazindan sorumlu dinamik, interaktif bir yapidir. ESM, hiicre gelisimi,
migrasyonu, proliferasyonu ve metabolik fonksiyonlar gibi bir hiicreyi ilgilendiren olaylarin
diizenlenmesinde, hiicreleri yonlendirecek intraselliiler sinyalleme yolaklari ile direkt ya da
indirekt olarak etkileserek hiicrelere pozisyonel ve ¢evresel bilgi aktariminda 6nemli rollere

sahiptir (14, 15).

Matriksi olusturan baslica iki temel ekstraselliiler protein vardir. Bunlar kollajen ve
proteoglikanlardir. Kollajen, ECM yapisinda en fazla bulunan proteinler arasindadir. Genetik
olarak birbirinden farkli 20 kollajen tipi tanimlanmaktadir. Total viicut proteinlerinin % 30,
total viicut agirliginin % 6’si1 olusturur. Kollajenin yapisinda, yiiksek oranda glisin (% 33)
ve prolin (% 10) ile amino asit tiirevleri olan hidroksiprolin (% 10) ve hidroksilizin
bulunmaktadir (% 1). Baz1 kollajen molekiilleri (Tip I, II, III, V ve XI) bir araya gelerek
kollajen fibrilleri olustururlar. Kollajen fibril olusumu ekstraselliiler bir islemdir ve terminal
prokollajen peptidlerinin prokollajene spesifik metalloproteinazlar araciligi ile yikilmasiyla
olusur. Uzun kollajen fibrilleri matrikse destek verir ve organize olmasimi saglar. Bazi
kollajen tipleri ise (Tip IV), agst bir yapt olustururlar. Tip IV kollajen bazal membran
yapisinda yer alan baglica proteinler arasindadir. Kollajen baslica fibroblastlar,
miyofibroblastlar, osteoblast ve kondrositler tarafindan sentezlenmektedir. Proteoglikanlar,
kovalent bagli glikozaminoglikanlar iceren peptid zincirleridir. Yapilarinda % 95
karbonhidrat, % 5 oraninda protein igerirler. Hyaliironik asit, kondroitin stilfat, keratan siilfat
I, ve II, heparin, heparan siilfat ve dermatan siilfat olmak {izere yedi ¢esit glikozaminoglikan
vardir. Proteoglikanlar, doku kompartmanlar1 arasinda besin, metabolit ve hormonlarin
diflizyonunu miimkiin kilan bir faz olustururarak matriksin organizasyonunda onem tagirlar.
Elastin ise diger onemli lifsel proteinler arasinda yer almaktadir. Elastin dokularin uzayip,
tekrar orijinal sekline geri donmesinden yani esnekliginden sorumlu olan ekstraselliiler

matriks proteinidir (16).

Glikoprotein yapisinda olan fibronektin ve laminin de énemli role sahip ESM temel

proteinleri arasinda yer almaktadir. Fibronektin C-terminalinden iki distilfid kopriisiiyle bagh
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iki aym polipeptid zincirinden olusmus bir dimerdir. iki temel formda bulunur. Céziiniir
dimerler olarak ¢esitli viicut sivilarinda, plazmada ve ¢oziinmez fibriler formda mezenkimal
dokularda, arter ve ven duvarlarinda, bobrek, dalak, akciger stromasinda bulunur. Coziinmez
fibriler fibronektin embriyonik gelisimde olduk¢a onemlidir. Cilinkii embriyonik hiicrelerin
fibronektine adezyonu hiicre migrasyonu i¢in gerekli basamaklardandir. Fibronektinler, Arg-
Gly-Asp (RGD) dizilimleri araciligi ile integrinlerle de etkilesim igindedirler (17). ESM, tiim
bu proteinlerin yaninda gikozaminoglikan yapisinda olan hyaluronan proteini de igermektedir.
Hyaluronan, [D-glukronik asit (1-B—3) N-asetil-D-glukozamin (1-B-4)] tekrarlayan disakkarid
tinitelerinden olugmaktadir. Baglica fibroblast ve diger stromal hiicrelerden salgilanan
hyaluronan, sinyal ileti ve adhezyon gibi bir¢ok hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesinde rol
oynamaktadir. ESM, yapisini olusturan tim bu komponentlerle birlikte doku biitiinliglinii
koruyan, destekleyen bir yapi olusturarak, hiicre homeostazinin saglanmasi, hiicrelerarasi
sinyal iletimi, hiicre biliylime ve ¢ogalmasinin regiilasyonu ve nérotransmisyon gibi dinamik

olaylarda onemli rollere sahiptir (18).

2.1.1. BAZAL MEMBRAN

Yogun ESM tabakasi olarak tanimlanan bazal membran, epitel ve endotel hiicreleri
yanisira, kas, adipositler ve periferal sinir aksonlarini doku stromasindan ayiran bir bariyer
gorevi goriir. Bazal membran, hiicreye yapisal bir destek saglamakla birlikte hiicre
davranisinin diizenlenmesinde de 6nemli roller iistlenir. Tiim hiicre tiplerinin; baglica tip IV
kollajen, laminin, heparan siilfat ve proteolikan komponentlerinden olusmus bazal membrana
sahip olduklar1 bilinmektedir. Minér komponentleri arasinda Tip XV ve Tip XVIII kollajen,
agrin ve fibulin yer almaktadir. Bazal membran igerigi dokudan dokuya degisir ve bu

farkliligin da doku spesifitesinde 6nemli oldugu bilinmektedir (19).

2.2. EKSTRASELLULER MATRIKS PROTEOLIZi

Doku morfogenezi, anjiogenez, kemigin yeniden modellenmesi, yara iyilesmesi,
trofoblast implantasyonu gibi fizyolojik olaylar, ESM’nin yeniden modellenmesi ile
koordinasyon gerektirir. ESM’nin yeniden-modellenmesi; komponentlerinin yikimi ve sentezi
asamalarindan olusmaktadir. ESM’nin proteolitik degradasyonundan sorumlu ¢ok sayida

proteaz sistemleri tanimlannmis olmakla birlikte baslica proteazlar; serin proteazlar
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(Plasminojen aktivator (PA) - Plasmin Sistemi) ve matriks metalloproteinazlar olmak iizere

iki ana sinifta incelenmektedir (20).

2.2.1. MATRIKS METALLOPROTEINAZLAR
2.2.1.1. GENEL YAPISAL OZELLIKLERI

Matriks metalloproteinazlar (MMP), cinko metalloproteaz ailesinin “matriksin”
olarak tanimlanan alt grubunda smiflandirilmaktadirlar. Bugiine kadar tanimlanmis 28 iiyesi
vardir (21). Sekrete edildiklerinde inaktif zimojen formda bulunan MMP’ler, cesitli ortak
ozelliklere sahiptirler: Tim MMP ler pre-, pro-, katalitik ve hemopeksin benzeri bolgeler
icerirler. Pre-domain, sekretuar yolak i¢in gerekli olup hiicresel olarak MMP’lerin
lokalizasyonunda rol almaktadir. Pro-domain enzim latentliginden sorumludur ve enzimin
aktivasyonu sirasinda kaybolur. MMP’ler katalitik bolgelerinde Zn™ iyonu igerirler.
Hemopeksin benzeri bolge ise substrat dzgiilliigiinden ve endojen doku inhibitdr proteinlerin

(TIMP) baglanmasindan sorumludur (22).

2.2.1.2 MMP’LERIN BIYOLOJIK ROLLERI

MMP’lerin baslica fonksiyonlart ECM molekiillerinin  degradasyonudur. ECM
molekiillerinin disinda non-ECM molekiilleri de MMP’lerin hedefleri arasinda yer almaktadir.
Ornegin, EGF, TGFa, TNFa gibi bir¢ok biiyiime faktorii inaktif formda salgilanirlar. MMP’

ler bunlarin aktivasyonlarini saglayarak biyoaktif forma doniistiiriirler (10).

2.2.1.3 MMP’LERIN SINIFLANDIRILMASI
MMP’ler icerdikleri yapisal organizasyonlarina (Sekil 1) (16) ve substrat
spesifitelerine (Tablo 1) (23) gore Kollajenazlar, Jelatinazlar, Stromelisinler, Matrilizinler,

Membran tip MMP, diger MMP’ler olmak iizere 6 ayr1 alt grupta siniflandirilmaktadirlar.

2.2.1.3.1 JELATINAZLAR: MMP-2 ve MMP-9
Diger MMP’lerden yapisal olarak katalitik bolge icinde 3 adet fibronektin tip II
benzeri tekrar igeren ilave bir bolge bulundururlar. Bu kisim jelatinazlarin jelatin ve kollajene

yiiksek afinite ile baglanmalarini saglar, proteolitik aktivitelerini arttirir.
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Minimal bélge: MMP-7, 26

Basit hemopeksin bolge:
MMP-1, 3, 8, 10, 12, 13, 19, 20, 27

Tip II fibronektin benzeri

tekrarlayan bolge:
MMP-2, 9

Furin aktive basit hemopeksin
bolge: MMP-11, 28

Membrana bagli: MMP-14,
15.16.24

GPI bagli:MMP-17, MMP-25

- Sinyal dizilim
I oo bolge

. Furin tanima bolgesi

- Tip II fibronektin

Cinko baglayan bolge

I Katalitik bolge

Hemopeksin benzeri bolge

- Transmembran bolge

" Sitoplazmik bolge
- GPI tutunma bolgesi

Sekil 1: MMP’lerin yapilarina gore siniflandirilmasi
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Tablo 1: MMP’lerin substratlarina gére siiflandirilmasi

l‘ ALT GRUP MMP ISiM SUBSTRAT “
MMP-1 Kollajenaz-1 Kol I, II, VII, VIII, X, Jelatin
1. Kollajenazlar || MMP-8 Kollajenaz-2 Kol I, II, III, VII, VIII, X
MMP-13 || Kollajenaz-3 Kol I, II, III, IV, IX, X, IV
MMP-2 Jelatinaz- A Jelatin, Kol I, II, III, TV, VII, X
2. Jelatinazlar MMP-9 Jelatinaz -B Jelatin, Kol IV, V
MMP-3 Stromelizin-1 Kol II, 1V, IX, X, XI, Jelatin
3.Stromelizinler || MMP-10 [[| Stromelizin-2 Kol IV, Laminin, Fibronektin
MMP-11 Stromelizin-3 Kol IV, Laminin, Elastin
MMP-7 Matrilizin-1 Fibronektin, Laminin
4. Matrilizinler MMP-26 || Matrilizin-2 Fibrinojen, Fibronektin
MMP-14 || MT-1 MMP Jelatin, Fibronektin, Laminin
MMP-15 || MT-2 MMP Jelatin, Fibronektin, Laminin
5. MT-MMP MMP-16 [} MT-3 MMP Jelatin, Fibronektin, Laminin
MMP-17 || MT-4 MMP Fibrinojen, Fibrin
MMP-24 || MT-5 MMP Jelatin, Fibronektin, Fibrin
MMP-25 || MT-6 MMP Jelatin
MMP-12 || Makrofaj metalloelastaz || Elastin, Fibronektin, Kol IV
MMP-19 Agrekan, Elastin, Fibrillin
MMP-20 || Enamelizin Agrekan
6. Digerleri MMP-21 [ XMMP Agrekan
MMP-23 Jelatin, Kazein, Fibronektin
MMP-27 [f CMMP Bilinmiyor
MMP-28 || Epilizin Bilinmiyor
2.2.1.3.1.1. JELATINAZLARIN REGULASYONU

MMP’lerin  yapisal gen ekspresyonu normal kosullarda diisik olarak
bildirilmektedir. Bununla birlikte ECM’nin yeniden modellenmesini gerektiren fizyolojik
veya patolojik kosullarda ekspresyonlart indiiklenmektedir. MMP’lerin regiilasyonu

transkripsiyonel ve posttranskripsiyonel seviyede diizenlenmektedir.
Transkripsiyonel Diizeyde MMP Regiilasyonu

MMP-2 ve MMP-9 ekspresyonunu diizenleyen sinyal ileti yolaklari, p38 kinaz, c-Jun
N-terminal Kinaz (JNK), ve ERK yolagi (Extracellular signal-regulated kinase) olmak iizere

28



iic MAP-kinaz (Mitogen-activated protein kinase) yolagindan olusmaktadir. p38 ve JNK
yolag1 inflamatuar sitokinler, ozmotik stres ve apoptotik sinyallere yanit olarak aktive
olurken; ERK yolag: sitokinler, biiylime faktorleri ve forbol esterlere yanit olarak aktive olur.
Sonu¢ olarak bir grup protein kinazlar, MAP-kinaz1 aktive ederler. Aktif MAP-kinazlar
niikleusa transloke olurlar ve MMP gen ekspresyonu ile ilgili transkripsiyon faktorlerinin
aktive olmasini saglarlar. MMP-2 ve MMP-9 gen ekspresyonu ile iligkili sinyal ileti yolaklari
Sekil 2’de sematize edilmektedir.

Insan MMP gen promotdr sekans analizleri ile “Aktivator protein-1 (AP-1)” baglanma
bolgelerinin trankripsiyonel aktivasyonda onemli bir role sahip oldugu gosterilmistir. AP-1
baglanma bolgelerini taniyan ve etkilesime giren transkripsiyon faktorleri Jun ve Fos ailesi
icinde yer almaktadir. Ayrica AP-1 transkripsiyon faktorlerinin yaninda ETS transkripsiyon

faktorlerinin de MMP ekspresyonunun diizenlenmesiyle iliskili olabilecegi gosterilmistir
(10).

MMP-9 ve MMP-2 nin ekspresyonlar1 birbirinden farkli sekilde diizenlenmektedir. Bu
farklilik promotdr bolgelerinin farkliligindan kaynaklanmaktadir. MMP-9 promotor bolgesi
AP-1, AP-2, niikleer faktor kappa B (NFKB) ve ETS gibi bir¢ok transkripsiyon faktorleri igin
baglanma bdlgeleri igermektedir. MMP-9 ekspresyonu, promotdr bolgesinin bu 6zelligi ile
degisik uyaranlara karsi indiiklenebilir 6zellik gostermektedir. MMP-2 promotor bolgesi ise
AP-1 ve ETS gibi transkripsiyon faktorleri i¢in baglanma bolgelerinden yoksun oldugu igin,
MMP-2 ekspresyonun yapisal oldugu bildirilmektedir (24).

Posttranskripsiyonel Diizeyde MMP Regiilasyonu

MMP’lerin  posttranskripsiyonel  (protein)  diizeyindeki regiilasyonlar1  ise
aktivasyonlarina baghdir. Inaktif zimojen formda sekrete edilen MMP’ler, pro bélgelerini
“sistein switch” olarak tanimlanan asamali aktivasyon mekanizmasi ile kaybederler ve
boylece aktif forma doniisiirler. Bu aktivasyon mekanizmasinin asamalari, pro bolgede
bulunan sistein rezidiisii ile aktif bolgede yer alan Zn™ arasinda bulunan sistein baginin
kopmasina dayanmaktadir (Sekil 3). Bazi MMP’ler i¢in bu aktivasyon mekanizmasina
plasmin, iirokinaz plasminojen aktivator (uPA) ve diger aktif formdaki MMP’ler aracilik

edebilir (Sekil 4) (25, 26).
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2.2.1.3.1.2. ENDOJEN MMP-2 AKTIVATOR PROTEINi: MEMBRAN TiP-1 MMP
(MT-1 MMP)

Membran tip MMP’ler (MT-MMP) integral membran proteinleridir. Sekil 1°de
aciklandigi tizere MT-1, MT-2, MT-3, MT-4, MT-5, MT-6 MMP olmak {izere tanimlanmis 6
tiyesi vardir. Tim MMP’ler de oldugu gibi MT-1 MMP’nin de hiicre ylizeyinde proteolitik
olarak fonksiyon gosterebilmesi i¢in propeptid bdlgesinin yapisindan kopmasi gerekmektedir.
Propeptid bolgesinin C-terminal ucunda yer alan bazik aminoasit motifi (RXKR) serin
proteaz grubu enzimlerden pro-protein konvertaz (6rnegin; furin veya furin iligkili) enzimleri
aracilifiyla koparak aktif form meydana gelmektedir. Hiicre i¢cinde gerceklesen bu aktivasyon
isleminden sonra aktif MT-1 MMP hiicre yiizeyine transfer olmaktadir. Bununla birlikte, pro-
MT-1 MMP’de konvertaz-tanima bolgeleri igeren ikinci bazik motiflerin yer aldigi boylece
alternatif aktivasyon yolaklarinin da mevcut olabilecegi yapilan sekans calismalariyla
gosterilmigtir. Ancak latent MT-1 MMP’nin aktivasyonun veya enzimatik aktivitesinin
fizyolojik olarak nasil regiile edildigi tam olarak bilinmemektedir. Aktiflesen MT-1 MMP,
TIMP-2 bagimli pro-MMP-2 aktivasyonunda rol almakla birlikte (Bolim 2.1.3.1.3.1);
fibronektin, vitronektin, laminin-1, laminin-5 fibrin, dermatan siilfat proteoglikanlarin, jelatin,
kazein, elastin, kollajen Tip I, II ve III gibi ekstraselliiler matriks proteinlerinin
degradasyonunda gorev almaktadir. Ayrica non-ESM proteinleri i¢inde yer alan baglica
hyaluronan reseptorii olan CD44, proalfa V integrin ve fibronektine baglanan doku

transglutaminaz gibi hiicre adezyon molekiillerinin de yikiminda gérev almaktadir (27, 28).

2.2.1.3.1.3. ENDOJEN MMP-2 DOKU iNHiBITOR PROTEINI: TIMP-2

MMP’lerin katalitik aktivitesi MMP’lerin doku inhibitorleri (TIMP) tarafindan inhibe
edilir. TIMP’ler bu fonksiyonlarin1 metalloproteinazlar ile 1:1 oraninda kompleks olusturarak
gosterirler. Bu inhibitor etkinin olugsmasinda TIMP molekiillerinin N-terminal bolgesi 6nemli
role sahiptir. MMP aktivitesinin ESM substratlar1 {izerine etkisi enzimler ve inhibitorleri
arasindaki dengeye (MMP aktivitesi/TIMP) baglidir. Bu denge bir¢ok fizyolojik ve patolojik
olayda merkezi rol oynamaktadir. Malignite, invazyon ve metastazda bu denge

bozulmaktadir.

Tanimlanmig dort ailesi vardir (TIMP-1, 2, 3, 4). Her biri farkli MMP tiirlerine
spesifiktir. TIMP-1, 184 amino asit igeren 28 kDa agirliginda glikoproteindir. Tiim MMP’leri
inhibe edebilir fakat MMP-9’a afinitesi daha fazladir. TIMP-2 ise MMP-2’ye spesifik
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inhibitdr proteindir. 194 aminoasit iceren 21 kDa’luk glikozillenmis bir proteindir. TIMP-1 ile
%40 sekans homolojisi gostermektedir. Hiicre ylizeyine aktif olarak yerlesen MT-1 MMP’nin
enzimatik aktivitesi de spesifik olarak TIMP-2, TIMP-3 ve TIMP-4 tarafindan inhibe
edilmektedir (21)

2.2.1.3.1.3.1. TIMP-2 BAGIMLI MT-1 MMP ARACILI PROMMP-2 AKTiVASYON
MEKANIZMASI

MMP-2’nin aktivasyon mekanizmasi, diger MMP’lerden farkli olarak hiicre
yiizeyinde TIMP-2 bagimlt MT-1 MMP aracili mekanizma ile gergeklesmektedir. MMP-2"nin
endojen inhibitér proteini olarak tanimlanan TIMP-2, ayn1 zamanda MT-1 MMP aracili
MMP-2 aktivasyonunda rol oynar. Diisiik seviyede bulunan TIMP-2, N-terminal bolgesinden
MT-1 MMP’nin aktif bdlgesine baglanir. Bu ikili kompleks proMMP-2’nin baglanmasi i¢in
reseptor gorevi goriir: TIMP-2, C-terminalinden proMMP-2’nin C terminaline baglanir.
Serbest MT-1 MMP molekiilii proMMP-2’nin propeptid bolgesini koparir, ara iiriin olusur.
Daha ileri proteoliz islemi ile MMP-2 tamamen aktif MMP-2 formuna déniisiir. Ileri proteoliz
ya otokatalitik (26) bir proteoliz ile ya da plasminojen (plasmin) sisteminin devreye
girmesiyle olusur (29). TIMP-2 yiiksek seviyede bulundugu zaman ise fazla TIMP-2’ler MT-
1 MMP’lere baglanarak proMMP-2 aktivasyonunu engeller (30). TIMP-2 bagimli MT-1
MMP aracili MMP-2 aktivasyon mekanizmasi Sekil 5’te gosterilmektedir.

B TIMP-2 seviyesi
TIMP-2 seviyesi C yiiksek
distik = -
) 4
- -l - -38*\./ -l —
& Ekstraselliiler & é Ekstraselliiler a
) Intraselliiler
< Intraselliiler & = <
N C
TIMP-2 <l PAT 1-BAM P N - = S5~ pro-MMP-2 LA .

Sekil 5: TIMP-2 bagimlit MT-1 MMP aracili MMP-2 aktivasyon mekanizmasi
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2.3. ENDOSTATIN: ANJIOGENEZ iNHiBiTORU

Endostatin ilk kez 1996 yilinda murine hemanjioendotelyoma (EOMA) hiicre hattinin
ortamindan izole edilmistir. Sekans analizi ile Tip XVIII kollajenin NC-1 bdlgesine ait 20
kDa agirliginda bir fragman oldugu gosterilmistir (2).

2.3.1.YAPISAL OZELLIKLERI

Endostatin Tip XVIII kollajenin trimerize olmus C-terminalinin pargalanmasi ile
olusmaktadir (Sekil 6). Bu pargalanmanin sistein proteinaz grubu enzimlerden Katepsin L,
serin proteinaz elastaz ve MMP’ler aracilig1 ile olabilecegi gosterilmistir. MMP’ler disinda da
diger proteazlar endostatinin hem olusumunda hem de stabilitesini saglamada goérev alirlar
(31, 8). Endostatin; heparan siilfat proteoglikan ve perlekan ile birlikte vaskiiler bazal
membranda lokalize olmaktadir (32). Endostatin kompakt globiiler bir yapiya sahiptir ve
heparine baglanmada fonkiyonel 11 arjinin rezidiisii ile karakterizedir. Endostatinin N-
terminalinde bir Zn™ atomu yer almaktadir; bu Zn™ atomunun endostatinin biyolojik etkisi
icin fonksiyonel olmadigi, fakat intramolekiiler disiilfid kopriilerinin stabilizasyonunda
gerekli oldugu gosterilmistir (33). Tip XVIII kollajen ile Tip XV kollajenin NC-1 bolgeleri %
60 sekans benzerligine sahiptir. Tip XV kollajenin NC-1 bdlgesinin de proteolitik
fragmaninin anti-anjiojenik aktiviteye sahip oldugu fakat etkisinin endostatinden daha az
oldugu gosterilmistir. Tip XV kollajenin NC-1 bélgesine ait bu proteolitik fragmanlar Zn™ ve

heparin baglanma bolgeleri igcermeyip “restin” olarak adlandirilmaktadir (32).

/ ' Proteazlar h"\.\\\
(Katepsin, MMPs)

NGt | o

MBS =F —

Trimerize 1

olmus bolge /
\

Sekil 6: Kollajen XVIII’in yapis1 ve endostatin olusumu
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2.3.2. ENDOSTATININ HUCRE YUZEY RESEPTORLERI

Endostatin i¢in tanimlanmis reseptorler mevcuttur. Endostatin, hiicre adezyonunu
a5P1 integrinler araciligi ile gosterdigi bildirilmektedir. Endostatin ve aS5B1 integrin
arasindaki etkilesimin bloke edildigi bir calismada endostatin ile indiiklenen hiicre
migrasyonunun kayboldugu gosterilmistir. Bunun sonucunda da a5B1 integrinin endostatin

icin fonksiyonel bir reseptdr oldugu kabul edilmistir (34).

Endostatin ayni zamanda heparine baglanan bir proteindir. Arjinin rezidiisiinde
meydana gelen nokta mutasyonunun heparine baglanmay: engelledigi ve dolayisiyla
endostatin fonksiyon kaybinin meydana geldigi gosterilmistir. Endostatinin diisiik afinite ile
endotel hiicrelerinde eksprese edilen hiicre yiizey heparan siilfat proteoglikanlarindan glipikan
1 ve 4’e de baglandig1 bildirilmektedir. Endostatin glikozaminoglikanlar i¢in de oldukca
spesifik taninma motiflerine sahiptir. Bu durumda endostatinin hangi hiicre spesifik yiizey
proteoglikan tiirlerine baglanacagi afinitesi ile iliskilidir. Endostatin, ayrica VEGF-2

reseptoriine yarigsmali olarak baglanarak reseptor aktivitesinde inhibisyon olusturur (35).

2.3.3. ENDOSTATININ ETKi MEKANIZMASI

Hayvan modellerinde yapilan c¢aligmalar ile rekombinant endostatinin timor
bliylimesini ve anjiogenezi inhibe ettigi gosterilmistir. Down sendromlu bireylerde
endostatinin dolasimdaki seviyesi yiiksek olarak saptanmis ve bu yliksekligin bu bireylerde
KOL18A1 geninin 3 kez fazla kopyalanmasiyla meydana gelen anomali ile iliskili olabilecegi
bildirilmistir. Bu kisilerde solid tiimor insidansinin diisiik olmasi da bu KOL18 geninde

goriilen bu anomali ile iligkilendirilmektedir (36).

Endostatinin antianjiojenik etkisinin temelinde yer alan biyolojik mekanizmalar
arasinda endotelyal hiicre migrasyonunun inhibisyonu, hiicre dongiisiiniin duraklamasi ve
apoptosiz indiiksiyonu yer almaktadir. Endotel hiicrelerinde endostatinin aS5B1 integrine
baglanmas1 ile Src-kinaz sinyal ileti yolaginin aktive oldugu gosterilmistir. Ayrica
endostatinin integrinler araciligir ile RhoA GTPaz aktivitesini baskiladigi ve Ras ve Raf
ailesine ait sinyal ileti yolaklarin1 da inhibe ettigi bildirilmektedir (Sekil 7). Bu etkiler
sonucunda endostatinin hiicre iskeletinin organizasyonunda yer alan aktin monomerlerinin

birbirinden ayrilmasina, hiicre-matriks etkilesimlerinin bozulmasina ve endotel hiicre
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migrasyonunun yavaslamasina neden oldugu, bunlara bagli olarak da anjiogenezi baskiladigi

gosterilmistir (35, 37, 38).

pig0

_
: -‘/ \.‘ -"; /
& @ /
& | /
Adezyon ve Migrasyon Proliferasyon
migrasyon

Sekil 7: Endostatinin etki mekanizmalar1

Tim bu anti-migrasyon ve anti-anjiogenik etkilerine ek olarak endostatinin bir
proteinaz inhibitorii gibi davranabildigi de gosterilmistir. Endostatinin MMP-2’nin katalitik
bolgesine baglanarak MMP-2 aktivitesini inhibe ettigi bildirilmektedir. Endostatinin MMP-2’
ye baglanma afinitesinin MMP-2"nin dogal inhibitdr proteini olan TIMP-2’den daha zayif
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oldugu da gosterilmistir. MMP-9 ve MMP-13 aktivitelerinin de yine endostatin tarafindan
inhibe edildigi bildirilmektedir. Buna zit olarak MMP-9 ve diger MMP’lerin (MMP-3, MMP-
7 ve MMP-13) “Endostatin” olusumunda 6nemli rolleri oldugu goésterilmistir. Yine MMP-2,
MMP-3, ve MMP-13’iin anjiogenez inhibitorlerinden “Tumstatin” olusumunda rol oynadig:
saptanmistir. Endostatinin  MMP  inhibitorii olarak davranmasi yaninda, endostatin
olusumunda MMP’lerin rol almalari, MMP’lerin anjiogenik etkilerinin yaninda anti-

anjiogenik etkileri ile anjiogenez regiilasyonundaki rollerine de dikkat cekmektedir (8, 38).

24. VASKULER ENDOTELYAL BUYUME FAKTORU: ANJIOGENEZ
STIMULATORU

Vaskiiler Endotelyal Biiylime Faktorii (VEGF) ilk olarak 1983 yilinda karakterize
edildiginde vaskiiler permiabilite faktorii (VPF) olarak tanimlanmistir. 1989 yilinda ise baska
bir grup arastirici tarafindan endotel hiicreleri i¢in mitojenik 6zellige sahip heparine afinetisi
ylksek olan yeni bir protein, VEGF olarak tanimlanmistir. Daha sonra ise bu iki proteinin

aslinda tek bir genden eksprese edilen ayni protein oldugu kanitlanmigtir (4).

2.4.1. VEGF AILESI

VEGF ailesi VEGF veya VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ve
plasenta biiyiime faktorii olarak adlandirilan PIGF’den olusmaktadir. Insan VEGF geni sekiz
ekzon ve yedi intron bolgesi icermektedir. Bu genin; VEGF-121, VEGF-145, VEGF-165,
VEGF-189 ve VEGF-206 olmak iizere amino asit sayilari birbirinden farkli bes farkli iiriini
vardir. VEGF proteinlerinin heparin ve heparin siilfata baglanma afinitelerine gore farkli
izoformlar1 vardir. VEGF 121 ve VEGF 165, cogu hiicrede en fazla ekspresse edilen
proteinler arasindadir. VEGF-B yapisal olarak VEGF’e ¢ok benzer. 167 aminoasitten olusan
ve uygun reseptoriine baglanan form ve 186 aminoasitten olusan ¢ozlinlir form olmak tizere
iki farkli tipi vardir. VEGF-B’nin her iki izoformu da VEGF-A ve diger biiyltime faktorleri ile
bir araya gelerek heterodimer olusturabilirler. VEGF-C, ilk kez prostat karsinoma
hiicrelerinden klonlanmistir. Matiir formu, VEGF homoloji bolgesi icerir ve VEGF-165 ile %
30 benzerlik gosterir. VEGF-C, pre-protein olarak sentezlenir ve ardigik proteolitik islemlerle

hem reseptoriine baglanmak i¢cin hem de biyoaktivitesi i¢in en uygun formu alir. VEGF-D,
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VEGF-C ile % 60 sekans benzerligine sahiptir. VEGF-E ise Paropox viriis den izole
edilmistir. PIGF, insan plasenta kaynakli olup, VEGF ile % 50 homoloji gdsterir (4).

2.4.2. VEGF RESEPTORLERI

Tirozin kinaz ailesinden VEGFR-1, VEGFR-2 ve VEGFR-3, VEGF i¢in afiniteleri
yuksek reseptorlerdir. VEGFR-1, VEGF-A, VEGF-B ve PIGF i¢in uygundur. VEGF-A,
VEGF-C ve VEGF-D, VEGFR-2 ye baglanir. VEGFR-3 ise VEGF-C ve VEGF-D’yi baglar.
Reseptorlerin ekspresyon yerleri birbirinden farklidir. Ornegin, VEGFR-3, baslica lenfatik
endotelde ekspresse edilirken, kan damarlar1 endotelinde de ekspresse edilir. Bir diger
reseptor grubu ise Noropilin-1 (NRP-1) ve Noropilin-2 (NRP-2) olarak tanimlanan non-
tirozin kinaz grubu reseptorlerdir. Bunlar VEGF-A, -B, -E ve PIGF’yi baglama
yetenegindedirler. NRP-1, vaskiiler endotelde, noronlarda ve bazi tiimér hiicrelerinde
eksprese edilir ve VEGFR-1 ve VEGFR-2 ile de birlikte eksprese edilir. NRP-2 ise VEGF-
C’ye baglanir, endotel ve lenfatik damarlarda VEGFR-3 ile birlikte eksprese edilirler.

VEGF (VEGF-A) cogunlukla homodimerler halinde bulunur ve aktif formu 45 kDa
agirhigindadir. Reseptdriine baglandiktan sonra, oncelikle reseptdr dimerizasyonu olur. Her
reseptor tirozin kinaz bolgelerinde otofosforilasyona ugrayarak aktif forma doniisiir. Bu
aktivasyonu, sinyal ileti yolaklarinda gorevli fosfolipaz C-y/protein kinaz C (PKC), ras
proteinleri, fosfotidilinozitol-3-kinaz (PI3K), Mitojen-aktive protein kinaz (MAPK)
proteinlerinin aktivasyonu izler ve vaskiiler permiabilite, hiicre canliligi, proliferasyonu ve

migrasyonun artis1 ile sonuglanir (Sekil 8) (39).

2.4.3. VEGF EKSPRESYONUNUN REGULASYONU

VEGF ekspresyonunun regiilasyonu, transkripsiyon, translasyon ve posttranslasyon
seviyesinde diizenlenir. Transkripsiyonel diizeyde VEGF regiilasyonu ¢ok iyi ¢alisilmis ve
VEGF geni promotor bolgesinin 6zellikleri sekans analizleri ile aydinlatilmigtir. Promotor
bolgeye baglanan, spesifik protein-1 (Sp-1), hipoksi ile indiiklenen faktor-1 (HIF-1), sinyal
ileten ve aktivator transkripsiyon faktor-3 (Stat-3), aktivatdr protein-1 (AP-1), aktivator
protein-2 (AP-2) gibi bircok transkripsiyon faktorii bulunmaktadir. Bu c¢ok sayidaki

transkripsiyon faktorleri, VEGF regiilasyonunun kompleksligine isaret etmektedir.
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Timor hiicreleri, VEGF transkripsiyonunu etkileyen regiilator proteinlerle yapisal
VEGF eksprese ederken diger yandan VEGF ekspresyonu hipoksi, asidoz, oksidatif stres,
regiilasyon diizenleri bozulmus c¢esitli biiyiime faktorii ve sitokinleri kapsayan timor
mikrocevre kosullarindan etkilenerek indiiklenebilir. VEGF ekspresyon regiilasyonunun

diizenlenmesinde gorevli sinyal ileti yolaklar1 Sekil 9°da gdsterilmektedir (4, 40).

Tirozin Kinaz Reseptorleri

Sitokinler ['lﬁ F VEGF-B EG YEGEF-D

Reseptorler Ff‘ H 1 VEGFR 2 vmms

Dimerizasyon l
bolgesi

R T T

Tirozin Kinaz1l
Tirozin Kinaz2

Sinyal ileti Yolaklar

Tirozin Kinaz (TK) otofosforilasyon PLC-y, PKC, ERK1, ERK?2, PI3K, RasGAP, RAFTK

Sekil 8: VEGF reseptorleri ve etki mekanizmalari
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Sekil 9: VEGF ekspresyonunun regiilasyonu

2.5. TUMOR HUCRE INVAZYONU VE METASTAZ OLUSUMU

Malign timor gelisimi kompleks ve ¢ok asamali bir siiregtir. Timdr hiicrelerinin
invazyonu bazal membran biitiinliigiiniin bozulmasiyla baslayan 3 asamada gelisir. Ilk olarak
neoplastik hiicreler bazal membran iizerinde bir araya gelirler, bazal membran biitiinligiini
bozan proteolitik enzimler lretirler ve bazal membrandan gecerek komsu stromal bag
dokusuna dogru yayilirlar (Sekil 10). Bu asamalar timor gelisimi ve yayilmasi siiresince

defalarca tekrarlanir. Tiimor hiicreleri kan ve lenf dolasimina girerek bulundugu yerden diger
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organlara da yerlesirler. Tiimdr biiylimesi i¢in anjiogenez zorunlu bir basamaktir. Anjiogenez,

ESM’nin yeniden modellenmesini gerektiren bir siirectir (41).

2. Bazal membranin 3. Tiimor hiicresi
yikilmasi ile tiimor kan ve lenfatik
. A komsu stromal damarlara penetre
L Ep}tele ysrleﬂsmls dokulara yayilir ve olur ve dolasima
primer timor anjiogenez indiiklenir. Kkatilr.

6. Tiimor hiicreleri

4. Tiimor hiicreleri hedef dokularda

hedef dokularda 5. Tiimdr hiicreleri metastaz olusturmak
kapiller duvarlara normal dokulara icin gogalirlar ve
tutunur. yayilr. anjiogenez indiiklenir.
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Sekil 10: Tiimor hiicre invazyonu ve metastazi

2.5.1. TUMOR-STROMA ETKIiLESIMi VE MMP’LERIN SEKRESYONU

Timor hiicrelerinin gelisimi ve ilerlemesi hem tiimor hiicresine hem de tlimor

hiicresinin diger komsu hiicreler (fibroblast, inflamatuar hiicreler vb) ile olan etkilesimine
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baglidir. Stromal hiicreler ile tiimor hiicreleri arasindaki etkilesimin tiimor invazyonu ve
metastazi icin ¢ok Onemli oldugu bilinmektedir. Tiimor hiicreleri, salgiladiklar1 faktorler,
hiicre-hiicre veya hiicre-matriks iletisimi ile bulundugu mikrogevre ile etkilesim igindedirler.
Timor hiicrelerinden kemotaktik faktorlerin salinimi, mikrogevrede bulunan inflamatuar
hiicrelerin timor bolgesine gelmesini ve bu bdlgede makrofaj ve monosit gibi inflamatuar
hiicrelerden salman biiyiime faktdrii ve sitokinlerin artisina yol agmaktadir. Inflamatuar
hiicrelerden salgilanan sitokinler de stromal hiicrelerden ESM’yi yikan proteaz salinimin
indiiklerler (16, 42) (Sekil 11). Asirt MMP ekspresyonu ile iligkili kanser gelisiminin ayni
zamanda kalict bir inflamasyon gelisimiyle de iliskili oldugunu gosteren bir¢ok g¢aligma
mevcuttur. Boylece bir tiimoér hiicresinin temel ilkesi, konak¢inin olanaklarini kullanarak

kendi metabolizmasini daha ekonomik hale getirmek olur (43).

Fibroblast
aktivasyonu ve gocii

Endotelyal hiicre
proliferasyonu

#  Sitokinler
LI

N
Kontakt

bagimh sinyal
degisimi

Lokosit gocii
ve aktivasyonu

Sekil 11: Tiimor-stroma etkilesimi

Tiimor hiicresi

Canhihk

Migrasyon invazyon Proliferasyon
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2.6. KOLOREKTAL KANSER

4/5°1 kolonda 1/5°1 rektumda meydana gelen kolorektal kanserler; basta endiistriyel bati
toplumlar1 olmak iizere, diinya genelinde akciger, meme ve prostat kanserlerinden sonra en
stk goriilen kanserdir. Kanserden Oliimler siralamasinda ise kolorektal kanser nedeniyle
Olumler ikinci sirada yer almaktadir. Goriilme yasina bakildiginda, 50 yas ve lizeri bireylerde,
kolorektal kanser gelisim riski, genglere gore anlamli bir sekilde yiiksektir. Diyetsel risk
faktorleri arasinda ise kolonda anaerobik fekal floranin baskin iiremesi i¢in zemin hazirlayan
sigir etinin ve hayvansal yaglarin asir1 tiiketimi Onemlidir. Anaerop mikroorganizmalar,
kolonda yag asitlerinin ve safra asitlerinin etki diizeyini arttirmaktadirlar. Bu maddeler, hem
kolon mukozasina zarar vermekte hem de diger zararl bilesiklerin kolon mukozasi tizerindeki
etkilerini gili¢lendirmektedirler. A, C ve E vitaminlerinden yoksun beslenme de bir diger
diyetsel risk faktoriidiir. Ailesel risk agisindan degerlendirmelerde ise kolorektal karsinomlu
hastalarin, birinci dereceden akrabalarindaki kolorektal kanser gelisim riski, kontrol

gruplariyla karsilastirildiginda, ti¢ kat artmis olarak bulunmaktadir (44)

2.6.1 KOLOREKTAL KARSINOMLARIN EVRELENDIRILMESI

Kolorektal kanserlerin evrelendirilmesinde; tiimor biylkligi, yerlesimi, basit,
kompleks ya da tiibiil yapisi, invazyon derinligi, lenf diigiimii ve uzak organ metastazi, timor
yayilim sekli, peritona yayilim, lenfositik infiltrasyon, ven6z ya da lenfatik invazyon, fibrosis
miktar1 ve cerrahi ¢ikarilabilirlik dikkate alinan kriterler arasindadir. Bu kriterlerden timor
yayilim sekli, vendz ve lenfatik invazyon ile lenfositik infiltrasyon klinik gidisi direkt olarak
etkileyen faktorlerdir. Karaciger, kolorektal karsinom hiicrelerinin kan yoluyla metastazinin

ilk hedefidir. Akciger, beyin ve kemik iligi ise diger metastaz odaklar1 arasindadir.

Kolorektal kanserlerin evrelendirilmesinde kullanilan Dukes Evrelendirmesi yaklagik
70 y1l 6nce tanimlanmis olup, halen klinik uygulamalarda kullanilmaktadir. 1986 yilinda ise
Hutter ve Sobin “Universal Staging System for Cancer of Colon and Rectum” adh
evrelendirme sistemini ileri siirdiiler. Bu sisteme gére Dukes evreleri, klinik ve patolojide
yaygin olarak kullanilan “Tumour, Node, Metastasis (TNM)” sistemine adapte edilerek
giincellenmistir (Tablo 2). Ancak klinik uygulamada TNM evrelendirme sistemi, diger kanser

tiplerinde oldugu gibi daha yaygin olarak kullanilmaktadir (45, 46) (Tablo 3).
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Tablo 2: Kolorektal karsinomlarin DUKES evrelendirme sistemi

DUKES TNM HISTO/PATOLOJIK OZELLIKLER

EVRESI
Dukes A T1 Submukozaya invazyon
(Evre 1) T2 Muskiiler duvara invazyon
Dukes B T3 Muskularis propria yoluyla subseroza ve perikolik
(Evre 1) dokulara invazyon

T4 Visseral periton yoluyla diger organlara invazyon

Dukes C N1 1-3 lenf diigiimiine invazyon
(Evre I11) N2 4 ve daha fazla lenf diigiimiine invazyon
Dukes D M1 Karaciger, akciger, periton ve overlere metastaz
(Evre IV)

Tablo 3: Kolorektal karsinomlarin TNM evrelendirme sistemi

Evre T: Primer Tiimor

TX Primer tiimor degerlendirilemez.

TO Primer tiimor yok.

Tis Karsinoma in situ: intraepitelyal veya lamina propria’ya invazyon

T1 Submukoza’ya invazyon

T2 Muskularis propria’ya invazyon

T3 M. propria yoluyla subseroza veya non-peritoneal perikolik veya
perirektal dokulara invazyon

T4 Diger organlara veya peritona direkt invazyon ve/veya visseral periton
proliferasyonu

Evre N: Bolgesel Lenf Diigiimleri

NX Bolgesel lenf diigtimleri degerlendirilemez.

NO Lenf diiglimii metastaz1 yok.

N1 1-3 bolgesel lenf diiglimiine metastaz

N2 4 veya daha fazla lenf diiglimiine metastaz

Evre M: Uzak Metastaz

MX Uzak metastaz degerlendirilemez.

MO Uzak metastaz yok.

M1 Uzak metastaz var.
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UCUNCU BOLUM
3. MATERYAL VE YONTEMLER
3.1. DOKU CALISMALARI
3.1.1. MATERYAL
3.1.1.1. Kolon ve Rektum Doku Orneklerinin Eldesi

Arastirma materyali Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim
Dali’nda cerrahi girisim uygulanan hastalarin patolojik tanis1 konmus, kolon ve rektum timor
ve ayni zamanda eslenik normal dokularindan olusmaktadir. Calismamizda, 50 kolon timor
ve 50 eslenik normal doku ile 34 rektum tiimor ve 34 eslenik normal doku kullanilmgtir.
Ornekler RPMI-1640 transport ortami igerisinde Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi

Biyokimya Anabilim Dali laboratuvarina ulastirilmistir.

3.1.1.2. Hasta Bilgileri

Calismamiza, TNM evrelendirme sistemine gore evrelendirilmis Evre 1 ile 4 arasinda
yer alan 50 kolon kanseri ve 34 rektum kanseri tanis1 almig hasta dahil edildi. Kolon kanserli
hastalarin ortalama yaglar1 63 + 13 (Minimum: 37 Maksimum: 85) ve tiimdr ¢ap biiyiikligi
ise ortalama 5.1 + 1.9 cm (Min: 1.7 Maksimum: 10.0) idi. Rektum kanserli hastalarin
ortalama yaglar1 63 + 12 (Minimum: 39 Maksimum: 85) ve tiimor ¢ap biiyiikliigii ise ortalama
425 £ 2.4 cm (Min: 1.0 Maksimum: 10.0) idi. Kolon ve rektum tiimorli hastalarin

klinikopatolojik 6zellikleri ayrintili olarak Tablo 4 ve Tablo 5’te gdsterilmektedir.

3.1.2. YONTEMLER
3.1.2.1. MMP-2, TIMP-2 ve MT-1 MMP ile iliskili Analizler
3.1.2.1.1. Dokularin Hazirlanmasi

Kolorektal kanser tanisi alan hastalardan alinan timdr ve normal doku drneklerinden
100 mg tartildi. Doku 6rneklerine agirliklarinin 10 kat1 hacminde (1 ml) ekstraksiyon ortami
(0.15 M NacCl, 10 mM CaCl, ve % 0.05 Brij 35 iceren 50 mM Tris-HCI pH 7.0) ilave edildi
(47). Sonikatér (Sonics&Materials Inc, Danbury Conneticut USA) ile buz iizerinde

homojenize edildi. 10 000xg de 10 dak. santrifiij edildikten sonra supernatantlar alindi ve
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analiz siiresine kadar —80 °C de saklandi. Doku calismalari ile ilgili deneyler Sekil 12’de

Ozetlenmektedir.

Tablo 4: Kolon tiimorlii hastalarin klinikopatolojik 6zellikleri

Hasta

Ozellikler Say1 %
Cinsiyet Kadin 23 46.0
Erkek 27 54.0
Histolojik Tip Adenokarsinom 37 74.0
Digerleri 13 26.0
Diferansiasyon Diistik 43 86.0
Yiiksek 7 14.0
Alt 10 20.0

Cikan Kolon 4 8.0

Tiimoér yerlesimi | Transvers Kolon 3 6.0
Inen Kolon 9 18.0
Sigmoid 16 32.0
Digerleri 8 16.0

pT1 2 4.0
T2 5 10.0
pT oT3 18 36.0
pT4 25 50.0
1 5 10.0
Evre 2 20 40.0
3 21 42.0

4 4 8.0
N pNO 26 52.0
pN1 13 26.0
pN2 11 22.0
o Var 28 44.0
Lenfatik Invazyon Yok 7 56.0
.y Var 17 34.0
Vaskiiler Invazyon Yok 33 66.0
Perinoral invazyon Var 15 70.0
Yok 35 30.0
Yok 40 80.0
Uzak Metastaz Var 10 0.0
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Tablo 5: Rektum tiimdrlii hastalarin klinikopatolojik 6zellikleri

) Hasta
Ozellikler Say1 %
Cinsiyet Kadin 20 58.8
Erkek 14 41.2
Histolojik Tip Adenokarsinom 32 94.1
Digerleri 2 5.9
Diferansiasyon Diistik 30 88.2
Yiksek 4 11.8
Tiimor yerlesimi Alt 12 35.3
yeries Ust 6 17.6
Orta 16 471
pT1 3 8.8
pT2 5 14.7
pT pT3 9 26.5
pT4 17 50.0
1 6 17.6
Evre 2 10 29.4
3 16 471
4 2 59
N pNO 17 50.0
pNI1 7 20.6
pN2 10 29.4
o Var 16 52.9
Lenfatik Invazyon Yok 13 471
vy Var 16 52.9
Vaskiiler Invazyon Yok 18 471
Perinoral invazyon Var 13 61.8
Y Yok 21 38.2
Var 17 50.0
Lenf Nodu Metastaz Yok 7 50.0
Var 2 94.1
Tanm an1 Metastaz Yok 37 59
Var 10 70.6
Niik
uKs Yok 24 29.4
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3.1.2.1.2. Protein Analizi

Protein diizeyleri BCA (Bicinchoninic Acid) yontemi ile belirlendi. Bu amacla
Sigma marka (Kat No: BCA-1, B9643) protein analiz kiti kullanild1. Y6ntemin temeli, alkali
ortamda Cu™-protein kompleksi olusumuna ve Cu™®nin Cu™’e indirgenmesine
dayanmaktadir. Orneklerde var olan protein miktar1 indirgenmis Cu™' miktar1 ile dogru

orantilidir. Olusan renk olusumu 562 nm de spektrofotometrik olarak degerlendirilir (48).

Analiz asamalan

v' Standart protein olarak sigir serum albumin (BSA) kullanildi. (250, 500, 1000, 1500,

2000 pg/ml) olmak tizere farkli konsantrasyonda standart hazirlandi.
v' Standart ve 6rneklerden 25’er pl kuyucuklara eklendi.

v" Tim kuyucuklara 200 ul BCA ve % 4’likk Bakir-2-Siilfat Pentahidrat soliisyonlarinin

sirastyla 1:50 oraninda karistirilmasiyla hazirlanan analiz soliisyonundan ilave edildi.

v 37 °C de 30 dak. inkiibasyona birakildi ve 562 nm’de multiplak okuyucuda (BioTek,
Synergy marka) okundu.

v’ Standart kalibrasyon egrisinden yararlanilarak protein miktarlari1 hesaplandi.

3.1.2.1.3. Jelatin Zimografi

Jelatin Zimografi yontemi jelatinazlar olarak adlandirillan MMP-2 ve MMP-9’un
hem zimojen (pro), hem de aktif formlarinin aynmi jel iizerinde saptanmasina izin veren
elektroforetik bir yontemdir. Yontem, substrat (jelatin) iceren sodyum dodesil siilfat (SDS)
jelin (SDS-PAGE) inkiibasyonu sirasinda agida c¢ikan proteazlar tarafindan yikima
ugratilmasina dayanir. Proteolizisin gerceklestigi bolgeler, jelin coomassie mavisi ile

boyanmasi sonucunda koyu mavi zemin iizerinde beyaz bantlar olarak ortaya ¢ikar (49).
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Hastalar

Tiimor dokusu
Kolon Tiimorii
Rektum Tiumorii

Normal doku
Kolon normal doku
Rektum normal doku

v v

Homojenat Hazirh@

v

Protein Analizi

v

*MMP-2 ve MMP-9 aktivite diizeyi (Jelatin Zimografi)
*TIMP-2 protein diizeyi (ELISA)
*MT-1 MMP aktivite diizeyi (Aktivite ol¢iimii)

Endostatin ve VEGF ile iliskili analizler i¢cin homojenat hazirhgi

'

Protein Analizi

!

Endostatin ELISA analizi

VEGF ELISA analizi

!

Endostatin protein ekspresyonunun tiimor ve normal dokularda
Western Blotting Yontemi ile gosterilmesi

Sekil 12: Doku ¢alismalart ile ilgili deney akis ¢izelgesi
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Jelatin Zimografi Yonteminin Uygulama Asamalar

Doku o6rneklerinden elde edilen homojenatlarda mevcut jelatinazlarin aktivitelerini 6lgmek

icin %1 Tip I jelatin ve %10 SDS iceren % 7.5’1uk poliakrilamid jeller kullanildi:

v' Laemmli’nin tanimladig1 gibi SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel
Elektroforez) jel hazirlandi (50). Once ayirici jel % 7.5 oraninda hazirlandi (Tablo 6)

ve onceden kurulmus olan elektroforez diizeneginde yer alan iki cam arasina dokiildi
ve 1 saat jelin polimerize olmasi i¢in beklendi. Jel-hava temasini engellemek igin

ylizey lizerine n-propanol eklendi.

v Jellesme gergeklestikten sonra % 4 oranindaki paketleyici jel hazirlandi (Tablo 6) ve

ayirici jel iizerine dokiildii. Orneklerin uygulanacagi kuyucuklarin olusturulmasi

amaciyla jel lizerine 12 digli tarak yerlestirilerek jellesme beklendi. Jellesme

olustuktan sonra tarak dikkatli bir sekilde ¢ikarildi.

Tablo 6: Jelatin Zimografi yonteminde poliakrilamid jellerin hazirlanmasi

REAKTIF % 7.5 AYIRICI ||% 4.0 PAKETLEYICI JEL
JEL

Bidistile su 77 ml 6.10 ml

10 mg/ml Jelatin substrati 2.0 ml .
% 30 Akrilamid 5.0 ml 1.3 ml

1.5 M Tris-HCI, pH:8.8 50ml o
0.5 M Tris-HCI, pH; 6.8 L 2.5ml
% 10’luk SDS 200 il 100 ul
% 10’luk APS 200 pl 100 pl

TEMED 20 ul 10 pl
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v' Hazirlanan jeller, elektroforez tankina yerlestirildi.

v Esit hacimde doku homojenatlari, indirgeyici-olmayan ornek tamponu (Tablo 7) ile
kanistirilarak jel tizerindeki kuyucuklara 25 pg protein olacak sekilde uygun
hacimdede yiiklendi.

v' Sisteme “Elektroforez Yiiriitme Tamponu” (Tablo 7) eklendi.

v Elektroforez +4°C soguk oda kosullarinda gerceklestirildi. Karsilikli iki jel i¢in 125
sabit voltaj, 40-60 mA/jel 4.5 saat uygulanarak elektroforez yapildi.

v' Elektroforezden sonra jellerden SDS’i uzaklastirmak igin jeller iki kez 15’ser dakika
% 2.5’lik Triton X-100 “Renatiirasyon Tamponu” ile yikandi.

v" Daha sonra jeller, enzimlerin (MMP-2 ve MMP-9) jel icindeki substratlarini (jelatin)

tiiketmelerini saglamak i¢in 18 saat 37 °C’de “Aktivasyon Tamponu” ile inkiibe edildi.

v' Jeller, % 0.5’lik Coomassie Brilliant Blue R-250 ile boyandi ve % 40 metanol-% 10

asetik asit igeren tampon ile jel zeminindeki fazla boya uzaklastirildu.

v Jellerin, jel dokiimantasyon sistemi ile (UVP Marka Jel Dokiimantasyon Sistemi)
densitometrik analizi yapildi. Her bir bantin (pro ve aktif) alan/mm? ve optik densitesi
(OD) saptandi. Substrat jelin lizis miktar1 “AlanxOD/ug protein” formiiliinden

yararlanilarak hesaplandi.

v Pouzitif kontrol olarak MMP-2 ve MMP-9 un hem pro hem de aktif formlarini igeren
ticari olarak iiretilmis insan kaynaklit MMP marker (Chemicon Marka Kat No: CC073)
kullanildi.

v Kullanilan ¢ozeltilerin igerikleri Tablo 7°de agiklanmaktadir.

3.1.2.1.4. TIMP-2 Analizi

Hazirlanan doku homojenatlarinda TIMP-2 analizi, ELISA temelli Amersham
marka (Kat No: RPN 2618) kit ile yapildi. Bu 6l¢lim yontemi, TIMP-2 diizeylerinin kantitatif
olarak Ol¢limii i¢cin hazirlanmis “sandwich tip enzim immiinoassay” teknigine dayanir (Sekil

13). Kitin 6l¢iim aralig1 8-128 ng/ml arasindadir. Sensitivitesi ise 3 ng/ml dir.
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Tablo 7: Jelatin Zimografi yonteminde kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi

| COZELTILER ICERIK
50 mM Tris-HCI, pH:7.6
: 10 mM CacCl,.2H,0,
Aktivasyon Tamponu 50 mM NaCl,

% 0.05 Brij 35

5x Yuritme Tamponu

125 mM Tris-HCI, pH:8.3
1.23 M Glisin
% 0.5 SDS

Renatiirasyon Tamponu
Triton X-100

% 2.5’1lik Triton X-100

2x Indirgeyici Olmayan Tampon

1.0 ml 0.5 M Tris-HCL, pH:6.8
0.8 ml Gliserol

3.2 ml %10’luk SDS

0.2 ml % 0.2’lik Bromfenol

2.8 ml d H,O

% 30’luk Akrilamid Cozeltisi

29.2 g Akrilamid
0.8 g N’N’-bisakrilamid

Boya Cozeltisi

% 0.5’lik Coomassie Brilliant
Blue R-250

% 40 metanol

% 10 asetik asid

Jel Zeminindeki Boyay1 Uzaklastiran

Cozelti

% 40 metanol
% 10 asetik asid

52




TIMP-2 antikoru
— 1 HRP Substrat
Konjugat T™B
Kuyucuk [ TIMP-2 L e +
Standart l 630 nm’de
I Ornek Yikama absorbans alinir.
2 saat oda sicakliginda inkiibasyon 30 dak inkiibasyon

Sekil 13: TIMP-2 i¢cin ELISA ile 6l¢lim yontem semast

Analiz Asamalari
v" 96 kuyucuklu plak, analiz tamponu ve enzim substrati oda sicakligina getirildi.

v' Liyofilize standart (256 ng/ml) 1.0 ml distile ile ¢6ziildi. 8, 16, 32, 64 ve 128 ng/ml

olacak sekilde analiz tamponu ile seri diliisyon yapildu.
v’ Peroksidaz konjugat1 12 ml distile su i¢inde ¢oziilerek hazirlandi.

v" Tim kuyucuklara 50 ul analiz tamponu, 50 ul standart ve 6rnek eklendi. Kor igin

ayrilan kuyucuga sadece 100 pL analiz tamponu eklendi.

v' Tim kuyucuklara 50 ul peroksidaz konjugati eklendi ve 20-27 °C’de 2 saat

inkiibasyona birakildi.

v" Yikama soliisyonu ile 4 kez yikama yapildi. Kuyucuklarda yikama soliisyonu

kalmayacak sekilde kuyucuklardan yikama soliisyonu uzaklastirildi.

v Tiim kuyucuklara 100 uL TMB substrati (3,3°,5,5 Tetrametilbenzidin(TMB)/Hidrojen
Peroksit) eklendi ve 30 dak. beklendi.

v" Olusan renkli ¢6zeltinin absorbansi 650 nm’de okundu.
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v Orneklerdeki TIMP-2 diizeyi, olusturulan standart kalibrasyon egrisinden
yararlanilarak hesaplandi. Sonuglar mg protein basina ng TIMP-2 olarak ifade edildi.

3.1.2.1.5. MT-1 MMP Analizi

Hazirlanan doku homojenatlarinda MT-1 MMP analizi i¢in Amersham marka (RPN
2637) MT-1 MMP aktivite kiti kullanildi. Testin ilkesi, anti MT-1 MMP ile kaplanmis
kuyucuklara baglanan 6rnek igerisinde bulunan aktif MT-1 MMP ile aktive olan pro formdaki
deteksiyon enziminin, aktif deteksiyon enzimine donlismesine dayanmaktadir. Ortama aktif
deteksiyon enziminin ilgili substrati ilave edilir ve substratin yikilimi ile olusan renk 405 nm
de spektrofotometrik olarak ol¢iimlenir (Sekil 14) Testin Ol¢lim araligt 0.125-32 ng/ml,

sensitivitesi ise 0.7 ng/ml olarak tanimlanmustir.

Pro deteksiyon enzimi

Substrat
Anti MMP-14
Aktif deteksiyon enzimi
405 nm’de
—>| absorbans
Yikama alinir.
+4 °C de 18 saat inkiibasyon l 2,5 saat 37 °C de inkiibasyon

A

»d
Ll |

v

Sekil 14: MT-1 MMP 6l¢iimii i¢in kullanilan yontem semasi
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Analiz Asamalari

Kit komponentleri anti MT-1 MMP antikoru ile kaplanmis 96 kuyucuklu plak, analiz

tamponu, ekstraksiyon tamponu, standart, deteksiyon enzimi ve substratttan (S-2444)

olusmaktadir.

v

Liyofilize MT-1 MMP standardi 1.0 ml analiz tamponu igerisinde ¢dziildii (32 ng/ml)

ve buz lizerine alindu.

Stok standarttan, 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16 ng/ml olacak sekilde seri diliisyon

hazirlandi.
96 kuyucuklu plak, oda 1sisina getirildi.

Tiim standartlardan ve orneklerden 100 pl kuyucuklara eklendi ve +4 °C’de 18 saat

inkiibasyona birakildi.

Ertesi giin tiim kuyucuklar 4 kez yikama soliisyonu ile yikandi. Deteksiyon reaktifi
hazirlandi. Bunun i¢in liyofilize substrat 5.1 ml analiz tamponunda ¢6ziildii, {izerine

100 pl deteksiyon enzimi eklendi.

Analiz tamponundan tiim kuyucuklara 50 pl ilave edildi. Plak 20 saniye ¢alkalayicida
bekletildi.

405 nm de ilk absorbans degerleri (Abs =) alind1.
Plak, kapag1 kapatilarak 37 °C de 6 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon tamamlandiginda 405 nm de ikinci absorbans degerleri (Abs ¢) alind1.

Kit i¢inde “(Abs )- (Abs o) X 1000/6> (Inkiibasyon zamani) belirtilen formiilden
yararlanilarak her standart i¢in absorbans degisikligi hesaplandi. Olusturulan standart
kalibrasyon egrisinden yararlanilarak Orneklerdeki MT-1 MMP diizeyi hesaplandi,
sonuclar mg protein basina ng MT-1 MMP seklinde ifade edildi.

3.1.2.2. Endostatin Ile iliskili Analizler

3.1.2.2.1. Dokularin Hazirlanmasi

Ayni doku serisinden (timdr ve normal doku) endostatin ile iliskili analizlerde

kullanilmak tizere 0.05 g tartim yapildi. Her doku 6rnegine 500 pul homojenizasyon soliisyonu
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(%0.5 NP-40, 2 mM PMSF, 1 mM Pepstatin A, 2 mg/ml aprotinin igeren 10 mM Tris-HCL
pH 6.8) ilave edildi ve homojenizasyon islemi tamamlandi (51). Homojenatlar

porsiyonlanarak —80 °C’de saklandi.

3.1.2.2.2. Protein Analizi
Endostatin ile iligkili analizlerde kullanilmak iizere hazirlanan homojenatlarda

protein analizi 3.2.2 béliimiinde agiklandigi gibi BCA yonteminden yararlanilarak yapildi.

3.1.2.2.3. ELISA Analizi

Tiim6r ve normal dokularda endostatin diizeyini 6lgmek amaciyla Chemicon marka
(ChemiKine, Katalog No: CYT 158) enzim immiinoassay kiti kullanildi. Testin ilkesi
yarismali enzim immiinoassay temeline dayanmaktadir. 96 kuyucuklu plaklar 6rnek i¢indeki
mevcut endostatini tutmak amaciyla daha onceden ikincil bir antikor ile kaplanmustir.
Biotinlenmis endostatin konjugati (yarisan ligand), ornek/standart ile endostatin spesifik
antikor bolgelerine baglanmak i¢in yarisir (Sekil 15). Sonug olarak; 6rnek i¢cindeki endostatin
konsantrasyonu arttik¢a, antikor tarafindan yakalanan biotinlenmis endostatin miktar1 azalir.
Analiz, streptavidin ile konjuge olmus alkalen fosfataz enzimi ile kolorimetrik olarak
degerlendirilir. Olusturulan standart kalibrasyon egrisi ile Ornek igerisindeki endostatin
miktar1 hesaplanir. Testin 6lgme araligr 1.95 ng/ml ile 500 ng/ml arasindadir. Sensitivitesi ise

1.95 ng/ml dir.

----

So2 Sof o0
oo oo e el
! |

Ikincil Streptavidin Renk olusumu i¢in
antikor ile Standart/Ornek, isaretli alkalen substr.at ek}enme& ve
kaplt . fosfataz kolorimetrik olarak
konjugat ve o - . .
kuyucuk ; . | enziminin degerlendirilmesi
antikor eklenmesi .
eklenmesi

Sekil 15: Endostatin i¢in ELISA ile 6l¢tim yontem semasi
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Analiz Asamalari

v

v

AN

\

Analize baglamadan dnce kit i¢cinde bulunan tiim reaktifler oda sicakliina getirildi.

Liyofilize insana kars1 gelistirilmis endostatin antikoru 3.0 ml diliisyon soliisyonu ile

¢Oziildii.

Liyofilize rekombinant endostatin standarti 1 ml 1 no’lu diliisyon soliisyonu ile
¢oziildii. Stok rekombinant endostatin standartindan (500 ng/ml), 1.95, 7.81, 31.25 ve
125 ng/ml olacak sekilde seri diliisyon hazirland.

Liyofilize endostatin konjugat1 3.0 ml 1 no’lu diliisyon soliisyonu ile ¢oziildii.

Liyofilize streptavidin ile konjuge olmus alkalen fosfataz 6.0 ml diliisyon ¢ozeltisi ile

hazirlandi.

Renk olusturma reaktifleri Reaktif A ve Reaktif B 1:1 oraninda karistirildi ve oda
sicakliginda bekletildi.

Ornekler i¢in 6n hazirlik yapildi. Bu amagla 12x75 mm boyutlarinda tiiplere 100 pl
ornek + 200 pl 1 no’lu diliisyon ¢ozeltisi + 100 ul 2 no’lu diliisyon ¢ozetisinden

eklendi ve vorteks ile karistirildi.
Tiim kuyucuklara 100 pl 6rnek ve standart eklendi.

Tiim kuyucuklara 25 pl endostatin konjugatindan eklendi ve ardindan zaman kayb1
olmaksizin 25 pl insan endostatin antikoru eklendi. Buharlagsmay1 6nlemek amaciyla

plak kapatildi ve 3 saat oda sicakliginda inkiibasyona birakildu.

Tiim kuyucuklar bosaltildi ve 5 kez yikama soliisyonu ile yikama yapildi.
Kuyucuklarda yikama soliisyonu kalmamasina 6zen gosterildi.

Tim kuyucuklara 50 pl streptavidin alkalen fosfatazdan eklendi ve 30 dak. beklendi.
5 kez yikama yapildi.

Tiim kuyucuklara 200 pl renk reaktifinden eklendi ve 20 dak. inkiibasyona birakildi.
490 nm de absorbans alind1.

Standart kalibrasyon egrisi olusturarak 6rnek i¢indeki endostatin diizeyleri standart
kalibrasyon egrisinden yararlanilarak hesaplandi. Sonug¢lar mg protein basina ng

endostatin olarak ifade edildi.
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3.1.2.2.4. Western Blot Analizi

Western Blot analizi, poliakrilamid jel elektroforezi ile proteinlerin ayrilmasi,
proteinlerin membrana transferi, ilgili proteinin goriiniir hale getirilmesi olmak {izere ii¢
asamada gergeklestirilmektedir. Membran, proteinlerin adsorbsiyon ile tutunabilecegi bir
yapida olmalidir. Membran iizerinde ilgilenilen protein, ona 6zgii bir antikor kullanilarak

Olctilebilir bir sinyal verilebilecek hale getirilir (52).

3.1.2.2.4.1. SDS-PAGE Jellerinin Hazirlanmasi

Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) proteinlerin
molelekiiler agirliklarina gére ayrilmalarini saglayan bir yontemdir. Proteinler farkli yap1 ve
molekiil agirliklarina sahip olduklar1 i¢in oncelikle denatiire edilmeleri gerekir. SDS,
proteinleri denatiire ederek primer yapida kalmalarini saglayan bir deterjandir. Ayn1 zamanda
negatif yikli siilfat gruplar igerdigi i¢in proteinlerin negatif yiiklenmesine neden olur (Sekil
16). SDS ile muamele edilen proteinler denatiire olduklar1 ve negatif yiiklendikleri icin

elektriksel alanda pozitif yone dogru goc etme 6zelligi gosterirler.

SDS uygulamasindan 6nce

Yiikli gruplar

Hidrofobik bolgeler

Sekil 16: Proteinlerin SDS ile denatiire edilerek negatif yiiklenmesi.

Farkli biiytikliikteki proteinlerin farkli hizlarda go¢ etmesini saglayacak ortam ise
akrilamid monomerlerinin polimerizasyonu ile olusan poliakrilamid jelidir. Poliakrilamid jel,
kiictik kanallardan olusan molekiiler elek olarak gorev gormektedir. Kiigiik molekiil agirligina
sahip olan molekiiller uygulanan elektriksel alanda poliakrilamidin olusturdugu molekiiler

elek i¢inde daha hizli hareket eder, biiyiik molekiillerin hareketi ise daha yavas olur.
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Vertikal elektroforez uygulamak icin Atto marka -elektroforez seti kullanildi.
Elektroforez sistemi, AE-6220 Dual Slab Chamber elektroforez tanki, 2 adet Slab Gel Cast jel
kalibi, ikiser adet 1 mm’lik cam, tarak ve conta ve AE-8450 1000VC gii¢ kaynagindan
olugsmaktadir. Poliakrilamid jeller 16x16 cm boyutlarinda iki cam diizlem arasinda hazirlandi.
Tablo 8’de gosterildigi gibi ayiric1 jel polimerizyon soliisyonunun (%12) kimyasal
polimerizasyonu “amonyum persiilfat” (APS) ve “tetrametiletilendiamin” (TEMED)
eklenerek gerceklestirildi. Sollisyon uygun ylikseklige kadar yaklagik (12-13 cm) 10 mI’lik bir
pipet yardimiyla iki cam diizlemin bir kenarindan dokiildii ve lizeri % 0.01 SDS ¢ozeltisi ile
kaplandi. Daha sonra oda sicakliginda 40-60 dak polimerize olmasi i¢in birakildi. Polimerize

olduktan sonra % 0.01 SDS ¢ozeltisi, set ters ¢evrilerek dokiildii.

Paketleyici jel soliisyonu Tablo 9°da belirtildigi gibi hazirland1 ve cam diizlemlerin bir
kenarindan ayirict jel iistiine bosaltildi. 12 kuyulu tarak, hava kabarcigi olmayacak sekilde

paketleyici jele yerlestirildi. 40-60 dak oda sicakliginda polimerizasyona birakildi.

3.1.2.2.4.2. Orneklerin Hazirlanmasi

Protein 6rnekleri kuyucuk basina 40 pg olacak bicimde en az 1:3 oraninda 6rnek
tamponu ile seyreltildi ve 95 °C de su banyosunda 5 dak tutuldu. Endostatin pozitif kontrol
icin Calbiochem marka (Katalog No 324768, Lot No: B74743) rekombinant insan endostatin
proteini kullanildi. Rekombinat endostatinden kuyucuk basina 20 ng olacak sekilde uygulandi

(51).

3.1.2.2.4.3. Jelin Yiiklenmesi

Paketleyici jelin polimerizasyonu tamamlandiktan sonra tarak dikkatli bir sekilde
cikartildi. iki cam diizlemden olusan “jel sandwich”, iki cam arasinda bulunan silikonlar
cikartilarak yaklasik 1 L rezervuar tamponu ile doldurulmus Atto elektroforez tanki igine
yerlestirildi. Kuyulara analiz edilecek protein 6rnekleri ve molekiiler agirlik standarti (Biorad

marka, Broad Range) yiiklendi.
3.1.2.2.4.4. Elektroforetik Yiiriitme

Atto Cell tizerine elektrodlar baglandi ve paketleyici jel boyunca sabit bir sekilde

90 V uygulandi. Bromfenol mavisi ayirict jele girince voltaj 150 V’a ¢ikarildi. Bromfenol
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mavisi jelin alt ucuna ulaginca akim kesildi ve jel tanktan uzaklastirildi. Bu islem 5 saat sonra

tamamlandi.

Tablo 8: SDS-PAGE yonteminde ayirici jelin hazirlanmasi

JEL BILESENLERI (% 12) Miktar
Saf su 12.7 ml

3M Tris-HCI, pH 8.8 2.5ml
%20 (w/v) SDS 0.1 ml

Akrilamid/Bisakrilamid

(%29.2, %0.8 w/v) 4.6 ml

%10 (w/v) Amonyum persiilfat 0.2 ml
TEMED 0.02 ml
Total monomer karigimi 20.00 ml

Tablo 9: SDS-PAGE yonteminde paketleyici jelin hazirlanmasi

JEL BILESENLERI (% 4) Miktar
Saf su 7.35 ml
1.5 M Tris-HCI, pH 8.8 1.25 ml
% 20 (w/v) SDS 0.05 ml
% 30 (w/v) Akrilamid/Bisakrilamid 1.34 ml
% 10 (w/v) Amonyum persiilfat 0.1 ml
TEMED 0.02 ml
Total monomer karigimi 10.00 ml
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3.1.2.2.4.5. Proteinlerin Membrana Transferi

Yontem, jel yiizeyine dik bir elektrik akimi uygulanarak eksi yiiklii proteinlerin
jelden c¢ikarak hemen {istlindeki membrana adsorbe olmalarin1 saglayan “Elektroforetik
transfer” ilkesine dayanmaktadir. Kullanilan cihazlarin farkliligina gore tank icinde 1slak

trasfer ve yari-kuru transfer olmak tizere iki teknik bulunmaktadir (52).

Calismamizda yari-kuru transfer teknigi kullanildi. Bu amagla, Atto marka
elektroblotting sistemi (AE-6675 HorizBlot ve AE-8450 1000VC gii¢ kaynagi) kullanildi.
Burada bir tank dolusu tampon yerine, tamponla 1slatilmis filtre kagitlari, jel ve membram
cevreler. Bu filtre-jel-membran-filtre katmani1 dogrudan iki elektrod arasina yerlestirilir ve
tranfer gerceklestirilir (Sekil 17). Akimin jel disindan ge¢mesi, yani kisa devre yapmasi
Onlenmelidir; bu amagla filtre-jel-membran-filtre kagitlar1 ayn1 boyutta kesilmelidir.
Membran ile jel arasinda proteinlerin transferini dnleyen hava kabarciklarinin kalmamasina

dikkat edilmelidir.

Analiz asamalar1 asagida 6zetlenmektedir:

v' Transfer ¢ozeltisi (192 mM Glisin, % 0.5 SDS ve % 20 lik Metanol i¢eren 25 mM Tris
HCI pH 8.3) hazirlandi.

v Polivinildendiflorid (PVDF) membran (Millipore, Immobilon P, Kat No: IPVH00010)
uygun boyutta kesilerek once % 100 metanol ile doyuruldu, daha sonra transfer

cozeltisi ile dengelendi.
v" Jelin protein bulunmayan paketleyici kismi kesildi.
v’ Filtre kagitlar1 (Sigma P8171) ve membran, jel ile ayn1 biiyiikliikte kesildi.

v' Iki adet filtre kagidi transfer soliisyonu ile 1slatildi, en alta yerlestirildi, iizerine

membran konuldu.

v" Membran lizerine jel yerlestirildikten sonra transfer soliisyonu ile 1slatilmis diger iki

filtre kagitlar1 konuldu (+ ytiklii blok) .
v Bu asamalar sirasinda arada hava kabarcigi kalmamasina dikkat edildi.
v’ (-) yiiklii blok kapatilarak, 15 V’ta 120 dak. transfer gergeklestirildi.

v’ Transfer islemini sonlandirmak i¢in gii¢ kaynagi kapatildi ve sistemin kapagi agildi.
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v' Jel ve membran birbirinden dikkatli bir sekilde ayrildi.

3.1.2.2.4.6. Tigili Proteinin Goriiniir Hale Getirilmesi

llgilenilen proteinin goriiniir hale getirilmesi, bu proteine karsi olusturulmus
monoklonal veya poliklonal antikor ile miimkiindiir. Bu antikor membranin iistiinde sadece

ilgili proteine baglanmalidir.

@ ANOD

Sekil 17: Western Blot yonteminde yari-kuru transfer sistemi

v' Bunu saglamak amaciyla membran yiizeyine adsorblanmis olan diger proteinler,
bloklama soliisyonu (150 mM NaCl , % 0.3 Tween 20 ve % 5 yagsiz siit tozu iceren

(AppliChem A0830), 50 mM Tris HCI, pH7.5) ile bir saat oda sicakliginda bloke
edildi.

v" Bloklama sonrasinda ilgili proteine karsi primer antikor (Rabbit Anti-Human
Endostatin Poliklonal Antikor , 1000x diliisyon, Chemicon AB1878) 150 mM NaCl ,
% 0.3 Tween 20 (AppliChem A0830) ve % 1 yagsiz siit tozu iceren, 50 mM Tris HCI,
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pH 7.5 soliisyonu igerisinde 1000 kez seyreltilerek ¢alkalayici iizerinde +4 °C’de bir
gece inkiibe edildi.

Ortamdaki baglanmamis antikor yikama ¢ozeltisi (154 mM NaCl, % 0.1 Tween 20
iceren 20 mM Tris-Baz pH 7.5) ile 15 dak siire ile 4 kez yikandi.

Primer antikoru tanityan sekonder antikor (Goat anti rabbit IgG Horseradish
Peroxidase Conjugated Affinity Purified Antibody, 10000x diliisyon, Chemicon marka
Katalog No: AP132P) 150 mM NacCl, % 0.3 Tween 20 ve % 0.5 yagsiz siit tozu
iceren, 50 mM Tris HCI, pH7.5 soliisyonu igerisinde 10 000 kez seyreltilerek 1 saat
oda sicakliginda inkiibe edildi.

Bu siire sonunda membran tekrar yikama ¢ozeltisi ile 15 dak siire ile 4 kez yikandi.

Deteksiyon asamasi: Sinyalin goriiniir hale getirilmesi amaciyla Amersham marka
(RPN 2132) ECLplus kiti kullanildi. Kit, horseradish peroksidaz enziminin hidrojen
peroksit varliginda substrati olan luminolii oksitlemesine ve luminoliin uyarilmis
durumdan bazal duruma gecerken yaydigi kemiluminesans igimanin rontgen filmini

yakmasi ilkesine dayanmaktadir.

Kit icinde bulunan peroksit ve enhancer soliisyonlar1 1:1 oraninda karistirilarak sinyal

olusturma soliisyonu hazirlandi.

Film kaseti (Amersham marka, Katalog No: RPN 11649) hazirlandi: Kaset icine, bir
poset dosya yerlestirildi. Bu dosyanin i¢ine membran kondu ve iizerine sinyal
olusturma soliisyonu eklendi. Kaset icerisine karanlik odada film (Kodak, Biomax
Light Film-Katalog No: 8761520) yerlestirildi. Film, film banyosu (Konica SRX-101)

ile goriintiilendi. Buraya kadar izlenen agsamalar Sekil 18’de 6zetlenmektedir:
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~ HRF + Luminol ECL
. . . R o
Non-spesifik Primer antikor O ¥

proteinler ﬂ
\ -
/\ L“ l’: ‘,
N .

‘%‘— Isik J %

Film tizerine

Non-spesifik alman
proteinler goruntu
Antijen
llgilenilen
protein
PVDF
membran

Sekil 18: Western Blot yonteminde ilgili proteinin goriiniir hale getirilmesinde izlenen

agsamalar

3.1.2.3. VEGF Analizi

Tiimdr ve normal dokularda VEGF diizeyi (VEGF A) Biosource marka ELISA kiti ile
gergeklestirildi. 1k inkiibasyon siiresinde, standart/rnek icerisindeki VEGF, daha 6nceden
kuyucuklara kaplanmis olan antikor tarafindan tutulur. Yikama asamasindan sonra VEGF’e
spesifik biotinlenmis spesifik monoklonal antikor eklenir. Ikinci inkiibasyon siiresince, bu
antikor immobilize olmus antikora baglanir. Baglanmayan sekonder antikorlarin
uzaklastirilmas1 amaciyla yapilan yikama isleminden sonra, streptavidin—peroksidaz isaretli
enzim ilave edilir. Bu enzim biotinlenmis antikora baglanir. Baglanmayan fazla enzim yikama
islemi ile uzaklastirilir. Ortama substrat eklenir, olugsan rengin yogunlugu, 6rnekte bulunan

VEGF miktar ile dogru orantilidir.
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Analiz Asamalari

v

v

Tim kit komponentleri oda sicakligina getirildi.

Liyofilize standart, standart diliisyon tamponu ile hazirlandi (10 000 pg/ml). Stok
standarttan 0.090 ml alind1 ve iizerine 0.510 ml standart diliisyon tamponu eklenerek
final konsantrasyon 1500 pg/ml’ye getirildi. 1500 pg/ml’den 750, 375, 188, 93.8, 46.9
ve 23.4 pg/ml olmak flizere seri diliisyon ile 7 farkli konsantrasyonda standart araligi

hazirlandi.
Tiim kuyucuklara 50 pl inkiibasyon tamponu eklendi.
Standartlar i¢in ayrilan kuyucuklara 100 pl standart eklendi.

Kor kuyucuk i¢in 100 pl standart diliisyon tamponu eklendi. Kromojen kor kuyucugu
icin bir ¢ift kuyucuk bos birakildi.

Ornekler icin ayrilan kuyucuklara 50 pl érnek ve 50 ml standart diliisyon tampon

eklendi.
2 saat boyunca oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonunda 4 kez yikama yapildh.

Kromojen kor i¢in ayrilan kuyucuk disinda tiim kuyucuklara 100 pl biotinlenmis anti

VEGF (Biotin konjugati) eklendi.
1 saat boyunca oda scakliginda inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonunda 4 kez yikama yapildi.

Kromojen kor i¢in ayrilan kuyucuk disinda tiim kuyucuklara 100 pl streptavidin HRP
eklendi.

30 dak oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonunda 4 kez yikama yapildh.

Tiim kuyucuklara 100 pl kromojen soliisyonundan eklendi.
30 dak stiresince karanlikta inkiibasyona birakildu.

Inkiibasyon sonunda tiim kuyucuklara 100 pl reaksiyon sonlandirma soliisyonundan

eklendi.
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v' Multiplak okuyucuda (Synergy HT, BioTek Ins., USA) 450 nm absorbans degerleri
alindi. Standart kalibrasyon egrisinden yararlanilarak orneklerdeki VEGF diizeyi
hesapland1. Sonuglar, protein diizeylerine (Boliim 3.1.2.2; Protein Analizi) oranlanarak

mg protein basina pg VEGF olarak ifade edildi.

3.1.2.4. istatistiksel Analiz

Arastirmadan elde edilen veriler, SPSS 15.0 istatistik programinda degerlendirilmistir.
Bagimsiz degiskenlerin ortalamalarinin karsilagtirllmasinda “t testi” kullanildi. Ayn1 hastada
tedavi boyunca degisimlerin arastirilmasinda “Eslenik degiskenler t testi” kullanildi. Farkli
gruplarda sikliklarin karsilastirilmasinda “Ki-kare testi” kullanildi. Siirekli degiskenler
arasindaki korelasyonlarin karsilastirilmasinda “Pearson korelasyon yontemi” kullanildi.
Istatistiksel incelemede 0.05’in altindaki p degeri % 95 giiven aralig1 ile anlamli olarak kabul

edildi. Parametrelere ait tiim degerler, ortalama + standart hata olarak ifade edildi.
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3.2. IN VITRO DENEYLER
3.2.1. MATERYAL

Ticari olarak {iretilen HT-29 hiicre dizisi (KatNo: ACC 299, Lot No: 6) DSMZ’den
(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen Menschliche und Tierische
Zellkulturen, Braunschweig, Germany) satin alindi. HT-29 hiicre dizisi insan kolon
adenokarsinoma hiicre dizisidir. Kiiltiirde ylizeye tutunarak monolayer olarak {ireyen
hiicrelerdir. Ikilenme siireleri 40-60 saattir. Calismalar baslayincaya kadar hiicre hatt1 sivi
nitrojen tankinda (-180 °C’de) saklandi. Calismaya baslama giiniinde Bolim 3.2.2.1°de
tanimlanan uygulama basamaklar1 dogrultusunda hiicreler ¢oziildii. 37 °C de ve % 5 CO,
saglayan inkiibatorde (Heraeus, Hera Cell) asagida tanimlanan DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Media) (Biochrom F0445) ortam igerisinde iiretildiler (53). Hiicre sayimi ve canliligi
tripan mavisi canlilik testi ile yapildi. Kiiltiirler yaklasik % 80 sikisikliga eristiginde pasajlari
yapildi. Her pasaja ait hiicreler, kapakli dondurma tiiplerine hiicre hatti1 ismi, pasaj numarast

ve tarih yazilarak boliim 3.2.2.4’te tanimlanan dondurma protokoliine gére donduruldu.

3.2.1.1. Besi Ortamm Hazirlanmasi

500 ml’lik DMEM igerisine 2 mM konsantrasyonda L glutamin (Biochrom, K 0282),
1 png/ml konsantrasyonda penisilin/streptomisin (Biochrom A2213) ve % 10 oraninda inaktive

edilmis Fetal Sigir Serum (FBS) (Biochrom S0113) eklendi.

3.2.1.2. Fetal Sigir Serumun (FBS) inaktive Edilmesi

-20 °C kosullarinda saklanan FBS ¢oziildii ve 56 °C’de 30 dak bekletildi. Steril tiiplere

porsiyonlarak ve son kullanim tarihi not alinarak -20 C’de saklandi.

3.2.2. YONTEMLER

3.2.2.1 Dondurulmus Hiicrelerin Coziilmesi
v' Hiicreler 37 °C ye ayarlanmig su banyosunda (Grant, LT D6G) hizla ¢6ziindii.

v’ Hiicre stispansiyonu tizerine damla damla serumlu ortam eklenerek pipetaj yapildi.
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v" 800 rpm de 5 dak santrifiij yapildi.
v Supernatant uzaklastirildiktan sonra pelet yavascga kaldirildi.

v" Pelet lizerine ortam eklenerek hiicreler siispande edildi ve kiiltiir kab igerisine uygun

yogunlukta ekimi yapildi.

v' Faz-kontrast mikroskobunda (Olympus, CK40) incelenen hiicreler inkiibatore alindi.

3.2.2.2. Hiicre Sayim ve Tripan Mavisi Canlilik Testi

Hiicre saymmi i¢in “Biirker” tip hemositometre (Sekil 19) kullanildi. “Biirker” tip
hemositometre, lizerinde ii¢lii ¢izgilerle birbirinden ayrilmig 9 biiyiik kareden olusan ozel
mikroskop lamidir. Her biiyiik karenin alani 1 mm? dir. Lam iizerine koyulan stvinin derinligi
0.1 mm dir. Sonugta her biiyiik kare tizerindeki sivi hacmi 10 ml’dir. [1x1x0.1=0.1

mm’=0.0001cm’=0.0001 ml (10™* ml)]

Biirker Lam
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Sekil 19: Biirker tip hemositometre

Canli hiicreler membran biitlinliigline sahip olmalar1 nedeniyle tripan mavisi boyasini
gecirmezler. Hiicre membraninin herhangi bir nedenle zarar gérmesi halinde tripan mavisi
hiicre icerine girer ve sitoplazmayi boyar. Bu durumda mikroskobik bakida canli hiicreler
parlak sar1 renkte, Olii hiicreler ise mavi sitoplazmali olarak goriiliir (54). Hiicre sayimi igin

izlenen asamalar asagida 6zetlenmektedir:
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Hiicre ortamt hiicre kabindan (25 cm? flask) uzaklastirildi.

Onceden 37 °C’ye getirilmis EDTA (Biochrom, Katalog No 2113) ile hiicreler
yikandi.

Hiicre ylizeyini kaplayacak miktarda (700 ul) Tripsin (Biochrom, Katalog No: L.2123,)
eklendi. 37 °C’de inkiibatorde (Heraeus, Hera Cell) 5 dak tripsin aktivasyonu ig¢in
bekletildi.

Tripsin, % 10 FBS igeren besi ortamu ile notralize edildi. 800 rpm’de 5 dak santrifiij
(Eppendorf, 5810R) edildi.

Coken hiiceler taze ortam ile siispande edildi.

Hemositometre sayim i¢in hazirlandi: Lam ve lamel alkol ile temizlendi, lam {izerine

lamel yerlestirildi.

Ependorf tiipiine 1:1 oraninda % 0.4 liik tripan mavisi (Sigma T-6146) soliisyonundan

ve sayimi yapilacak hiicre siispansiyonundan ilave edildi.
Bu yeni karisim kopiik olusturmayacak sekilde pipet ile homojenize edildi.

50 ul kadar hiicre siispansiyonu alinarak hemositometrenin lami ile lameli arasina

yavagea akitildi.
20-30 saniye hiicrelerin hareketsizlesmesi i¢in beklendi.

Faz-mikroskobu yardimiyla (Olympus, CK40) 10x objektif kullanarak,
hemositometrenin tiim karelerindeki canli hiicreler sayildi. Sayim sirasinda en sagdaki
ticlii ¢izgiden baslayarak kiiciik karelerin i¢indeki tiim hiicreler, sag ¢izgi lizerindekiler
ve en Ust ¢izgi lizerindekiler sayilarak yukartya, daha sonra yandaki kiigiik kareden
ayn1 prensiple asagiya dogru inilir, alt ¢izgidekiler de sayildiktan sonra yandaki kii¢iik

karelere gegilir. Tiim alan sayilincaya kadar bu isleme devam edildi.

Boyay1 absorbe etmis (Olii) hiicreler de aymi sekilde sayildi. Hiicre yogunlugu
sayllamayacak kadar fazla ise PBS ile belli oranlarda diliie edildi ve bu diliisyon

faktorii formiilde kullanildi. Mililitredeki canli ve 6lii hiicre sayilarini belirlemek igin

“say1lan hiicre miktar1 x diliisyon oran1 x 10%/9” formiiliinden yararlamildi.
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3.2.2.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Asagidaki asamalar izlendi:

v Kiiltir kaplarn1 (25 cm’ flask) inkiibatorden steril kabinete (Heraeus, Kendro

Laboratory Products, Germany) tagindi.

v/ Kiiltiir kabindaki kiiltiir ortami steril bir pipetle alindi. Yiizeye yapigsmis hiicreler,
tripsinin etkisini inhibe edebilecek herhangi FBS artigin1 uzaklastirmak amaciyla az

miktarda kalsiyum ve magnezyum i¢cermeyen PBS (37 °C) ile yikandi.
v' Hiicre tabakasini kaplayacak hacimde Tripsin (37 °C) eklendi.

v" Kiiltiir kab1 1-2 dak inkiibatore konuldu. Hiicrelerin yuvarlaklastigindan ve yiizeyden

ayrildigindan emin olmak i¢in kiiltiir mikroskopla kontrol edildi.

v' Hiicreler ayrilir ayrilmaz hiicreleri hasara ugratabilecek tripsinin aktivitesini inhibe
etmek i¢in serum iceren ortam eklendi. Hiicre silispansiyonu pipet ile cekildi ve

yiizeyde kalabilecek hiicreleri ayirmak icin hiicre tabakasi birka¢ kez yikandi.
v’ Hiicre siispansiyonu steril kapakl bir tiipe aktarildi.
v" 800 rpm de 5 dak santrifiij edildi.
v' Santriflij sonrasi hiicre ortamu atildi.
v' Hiicre peleti 2 ml ortamda resiispande edildi.

v’ Hiicre siispansiyonundan 100 pl kadar ependorf tiipe aktarildi. Hiicreler “Tripan

mavisi canlilik testi” ilkesine gore sayildi.

v Istenilen yogunlugu elde etmek igin ortam ile seyreltilerek her bir kiiltiir kabina belli

sayida hiicre ekildi. Kiiltiirlerin {izerine pasaj tarihi ve pasaj numarasi yazildi.

v" Her yeni kiiltiir kabina taze ortam eklendi ve inkiibatore konuldu.

3.2.2.4. Hiicrelerin Dondurulmasi

v' “Hiicrelerin pasajlanmas1” protokoliinde belirtilen “5.basamak santrifiigasyon islemi”
ile elde edilen hiicre peleti yavas hareketlerle vurularak kaldirildi ve iizerine %10
Dimetil Sulfoksit (DMSO) (Kat No: D4540, Fluka) ve % 90 serum igeren dondurma

ortami eklendi.
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v' Hiicreler siispande edildikten sonra kapakli dondurma tiiplerine aktarildi ve tiip

tizerine hiicre tipi, pasaj numarasi, tarih bilgileri yazildi.

v" Tipler 37 °C de 1sitilmis ve —1 °C/dak soguma saglayan buz kutusu (Nalgene, 5100-
0001) igerisine konularak —80 °C dondurucuya (Sanyo Ultra Low Temperature
Freezer, MDF-43086SBT) yerlestirildi.

v" Bir giin sonra 6rnekler hiicre hatti saklama kutusuna yerlestirilerek sivi nitrojen tanki

icine alindi. Saklama kutularinin yerlesim pozisyonu ve kutu numarasi not edildi.

3.2.2.5. Rekombinant Endostatin Cozeltisinin Hazirlanmasi

(Calismada Calbiochem marka (Katalog No 324768, Lot No: B74743) Recombinant
Insan Endostatini (4 mg/ml) kullanildi. 4 mg/ml’den 0.1, 1, 2.5, 5, 10, 20, 40 ug/ml seklinde

serumsuz besiyeri i¢inde hazirlandi.

3.2.2.6. Hiicrelerin Analiz icin Hazirlanmasi

Tiim deney kosullart serumsuz ortam igerisinde gerceklestirildi. Ciinkii serumun MMP’
leri interfere edecegine iliskin calismalar mevcuttur (55). Sekil 20’de deney akis semasi
gosterilmektedir. Buna gore hiicrelerin kiiltiir kaplarina tutunmasini saglamak amaciyla
hiicreler, ilk 24 saatte %10 FBS igeren DMEM icinde kiiltiire edildiler. Ikinci giin kiiltiir
kaplarindan serumlu ortam uzaklastirilarak yerine planlanan konsantrasyonlarda endostatin
(0.1, 1, 2.5, 5, 10, 20 ve 40 pg/ml) iceren serumsuz kiiltiir ortami1 eklendi ve hiicreler 72 saat
inkiibasyona birakildilar. Endostatine maruz birakilmayan hiicreler “Hiicre Kontrol” olarak
tanimlandi. MMP-2 ve TIMP-2 analizleri icin hiicreler aymi kiiltiir kaplarina ekildiler.
Toplanan supernatantlar uygun miktarlarda porsiyonlanarak analiz giiniine kadar -80 °C de
saklandi. Hiicre canliiginin degerlendirilmesi amaciyla gerceklestirilen MTT analizi i¢in
hiicreler 96 kuyucuklu hiicre kaplarina ekildiler. Hiicrelerin invazyon yetenegi ve MT-1 MMP
diizeylerini belirlemek i¢in yapilan analizlere iligkin uygulama basamaklar1 her analiz baslig1
altinda ayrintili olarak agiklanmaktadir. Tiim deneyler 3 ayr hiicre kiiltiiriinde 4. pasajta

gerceklestirildi.
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25 cm” lik hiicre kaplarma
60x10° hiicre /ml yogunlugunda hiicrelerin ekilmesi

v

% 10 serumlu ortamda hiicrelerin tutunmasini saglamak amaciyla
24 saat inkiibasyona birakilmasi

v

% 10 serumlu ortamin alinarak yerine hiicre kontrol i¢in endostatin igermeyen
serumsuz ortam ve deney gruplarma 0.1, 1, 2.5, 5,10, 20 ve 40 ng/ml endostatin
iceren serumsuz ortam eklenmesi ve 72 saat inkiibasyona birakilmasi

Sekil 20: in vitro deneyler i¢in akis gizelgesi

~

2

v

MT-1 MMP analizi i¢in toplanan
lizatlarin -80°C’de analiz giiniine
kadar saklanmasi

v

Protein analizi

v

MT-1 MMP aktivite diizeyi
(Aktivite dl¢timii)

Tiim kosullarda kiiltiire edilen
hiicrelerin invazyon
yeteneklerinin degerlendirilmesi
(Invazyon deneyi)

Tiim kosullarda kiiltiire edilen
hiicrelerin canliliginin
degerlendirilmesi (MTT Testi)




3.2.2.6.1. MTT Testi

MTT ((3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide) yontemi ile,
bir hiicre toplulugundaki canli hiicrelerin oran1 kolorimetrik olarak saptanabilmektedir. Bu
yontem saglam hiicrelerde mitokondrinin MTT boyasinin tetrazolium halkasini
parcalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir. Bu reaksiyon frajil bir mitokondrial enzim olan
siiksinat dehidrojenaz enziminin aktivitesine bagimlidir. Tetrazolium halkasinin pargalanmasi
sonucu soluk sar1 renkli MTT boyas1 koyu mavi-mor formazan iiriiniine doniismektedir. Sonug
olarak canli ve mitokondri fonksiyonu bozulmamis hiicreler mor renkte boyanmakta, 6lii ya da
mitokondri fonksiyonu bozulmus hiicreler boyanmamaktadir. Bu yontem hiicrelerin MTT
boyasiyla inkiibasyonu, presipite reaksiyon iirliniiniin ¢oziiniir hale getirilmesi ve reaksiyon
tiriinlinlin kolorimetrik olarak O6l¢limii basamaklarindan olusmaktadir (56). Ayrintili deney

basamaklar1 su sekildedir:

v" MTT (Sigma, M5655) stok soliisyonu PBS i¢inde steril ve karanlik kosullarda
hazirland1 (500 mg/ml) ve 0.22 um’lik filtre ile siiziilerek debrisler uzaklastirildi. Test

oncesi 1:10 oraninda besiyeri ile seyreltilerek (50 mg/ml) kullanildi.

v 96 kuyucuklu kiiltiir plaklarina ekilen kontrol ve farkli endostatin konsantrasyonlari ile
72 saat inkiibe edilen kiiltiirlere (6x10° hiicre/kuyucuk) hedeflenen inkiibasyon
stiresinin sonunda kiiltiir ortamlar1 alindi, yerine karanlik ortamda 200 ul/kuyucuk

hacimde MTT ¢ozeltisi eklendi.
v’ Kiiltiir plaklar aliiminyum folyo ile sarilarak 37 °C’de inkiibatorde 4 saat tutuldu.

v' Inkiibasyon siiresinin sonunda faz-kontrast mikroskobu altinda canli hiicrelerde mor

renkte formazan kristallerinin olustugu saptandi.

v Formazan kristallerini ¢oziiniir duruma getirmek igin DMSO (Sigma D4540)’dan 100
ul/kuyucuk hacimde eklendi.

v’ Kiiltir plagi, plak okuyucusunda (Molecular Devices, Versamax) 570 nm dalga
boyunda okutuldu. Hiicre kontrol ve farkli endostatin konsantrasyonlar ile inkiibe

edilmis hiicrelerin canlilik oranlar1 absorbans degerleri karsilastirilarak incelendi.
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3.2.2.6.2. Protein Analizi

Hiicrelerin besi ortaminin i¢inde bulunan fenol red kirmizi BCA protein analizinin
Olclimlendigi 562 nm’de maksimum absorbans verdigi i¢in kiiltiir ortamina sekrete edilen
proteinlerin Sl¢iimiinde “DC Protein Assay (Biorad Marka)” kullanildi. Bu yontemin temeli
alkali ortamda Cu™ ile protein arasinda bir kompleks olusmasi ve Folin reaktifinin
indirgenmesi sonucu olusan renk siddetinin 750 nm’de kolorimetrik olarak degerlendirilmesine

dayanmaktadir (57)

v’ Standart protein olarak sigir serum albumin (BSA) kullanildi. 25, 125, 250, 500, 750,
1500 ve 2000 pg/ul olmak tizere 7 farkli konsantrasyonda standart hazirlandi.

v' Standart ve 6rneklerden 5’er ul kuyucuklara eklendi.

v Tim kuyucuklara sirasiyla 25 pl Reaktif A (alkali bakir tartarat soliisyonu) ve 200 ul
Reaktif B (Folin reaktifi) ilave edildi. Oda sicakliginda 15 dak inkiibasyona birakildi ve
750 nm de multiplak okuyucuda (Synergy marka ) okundu.

v’ Standart kalibrasyon egrisinden yararlanilarak protein miktarlar1 hesaplandi.

3.2.2.6.3. Jelatin Zimografi Analizi

Tiim kosullarda kiiltiire edilen hiicrelerde toplanan supernatantlarda bir {ist
basamakta tanimlanan protokol izlenerek “protein analizi” yapildi. Bolim 3.1.2.1.3°de
aciklandigr iizere kuyucuk basma 20 pg protein/kuyucuk olacak sekilde Jelatin Zimografi
Analizi yapildi.

3.2.2.6.4. TIMP-2 Analizi

Farkli endostatin konsantrasyonlari ile inkiibe edilen HT-29 hiicrelerinin ortamlari
toplandi. Ortama sekrete edilen TIMP-2 diizeyi boliim 3.1.2.1.4°te belirtildigi gibi ELISA
temelli Amersham marka (Kat No: RPN 2618) kit ile 6l¢timlendi.

3.2.2.6.5. MT-1 MMP Analizi

Farkli endostatin konsantrasyonlar1 ile inkiibe edilen HT-29 hiicrelerinde MT-1
MMP diizeyleri bolim 3.1.2.1.5°te belirtildigi gibi Amersham marka (RPN 2637) MT-1
MMP aktivite kiti kullanilarak gerceklestirdi.
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v

v

v

v

Analiz i¢in 6rneklerin hazirlanmasi:

Her kosul i¢in 6 kuyucuklu hiicre kaplarina 60x10° hiicre/ml olacak sekilde hiicre
ekimi yapildi.

72 saat 37 °C’de inkiibasyon sonunda kuyucuklardan ortam alindi, yerine kit
komponentlerinden olan ekstraksiyon tamponu (1.5 mM NaCl, 0.5 mM CaCl,, | uM
ZnCL,, % 0.01 Brij 35 ve % 0.25 Triton X-100 igeren 50 mM Tris-HCI, pH 7.6)
eklendi.

+4 °C de 15 dak inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda supernatant toplandi, analiz siiresine kadar 80 °C’de

saklandi.

Analiz Asamalari

Bolim 3.1.2.1.5°te belirtilen asamalar izlendi. MT-1 MMP analizi i¢in toplanan

orneklerde bolim 3.1.2.1.2°de agiklandig1 sekilde BCA yontemi ile protein analizi yapildi.
MT-1 MMP sonuglar1 mg protein basina ng aktif MT-1 MMP olarak ifade edildi.

3.3.2.6.6. Invazyon Analizi

HT-29 hiicrelerinin farkli endostatin konsantrasyonlarinda gosterdikleri invazyon

yetenekleri invazyon kiti (ECM 550, Chemicon marka) kullanilarak saptandi (58). Kit, lizeri
ince matrix ile kaplanmis 8 pm biiylikliigiinde porlarla kapli 12 adet hiicre kuyucugundan
olusmus 24 kuyucuklu plaktan olusmaktadir. invaziv yeteneginde olan hiicreler bu porlardan

gecerek polikarbonat membranin dis ylizeyine tutunurlar (Sekil 21).

Invazyon deneyi asagidaki asamalar izlenerek gerceklestirildi:

Kit, steril kabin i¢inde oda sicakligina getirildi.
300 pl serumsuz ortam kuyucuga eklendi, rehidrate olmasi i¢in 1-2 saat beklendi.

Deney akis planinda (Sekil 20) belirtildigi kosullarda serumsuz endostatinli ortam

icerisinde hiicre siispansiyonu (60x10hiicre/ml) hazirlandi.
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Serumsuz ortam

'

—>Kemoatraktan

T™ECM kaph membran

\ Invaze hiicreler

Sekil 21: In vitro invazyon deneyi

Rehidrasyon islemi icin gerekli slire sonunda ortam, kuyucuk i¢inden membrana zarar

vermeden alindu.

Alt biiytlik kuyucuga kemoatraktan olarak 500 ul %10 FBS iceren ortam ilave edildi.
300 ul hiicre siispansiyonu (60x10° hiicre/ml) kuyucuga ekildi.

37 °C’de 72 saat inkiibasyona birakildi.

Kuyucuk {izerindeki membrandan invaze olmayan hiicreler kit tarafindan saglanan

ucuna pamuk sarilmis ¢ubukla toplandi. Bu islem en az iki kez tekrarlandi.

Invaze olan ve membranin alt kismina yapisan hiicrelerin degerlendirilmesi igin

Giemsa boyama yapildi.

Kit i¢inde kullanilmamis diger kuyucuklarin i¢ine 500 ul PBS soliisyonu ilave edildi,

membrana tutunmus hiicreler yikanda.

500 pl 1:1.5 oraninda PBS-metanol soliisyonu ilave edildi, bosaltildi.
500 pul absolut metanol ilave edildi, oda sicakliginda 10 dak bekletildi.
Metanol dokiildii.

Tekrar metanol ilave edildi, dokiildii.
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v' Hiicre yiizeyini tamamen kaplayacak miktarda Giemsa (% 5, Carlo Erba)

soliisyonundan ilave edildi, hafifce sallayarak boyanin tiim yiizeye yayilmasi saglandi.

Oda sicakliginda 5 dak bekletildi.
v Boya bosaltildi.
v Boyanin fazlasi uzaklasincaya kadar su ile yikandi ve kurutuldu.

v' Faz-kontrast mikroskobunda hiicreler sayilarak her gruptaki hiicrelerin invazyon

kapasitesi degerlendirildi. Kontrol grubu hiicreler ile kiyaslandiginda, endostatinin
invazyon {izerine inhibisyon orani; “Kontrol grubunda invaze hiicre sayisi-deney

grubundaki invaze hiicre sayisi/konrol grubundaki invaze hiicre sayisix100”

formiiliinden yararlanilarak ifade edildi (59).

3.3.2.6.7. istatistiksel Analiz

Arastirmadan elde edilen veriler, SPSS 15.0 istatistik programinda degerlendirilmistir.
iki grup karsilastirmalarinda Mann Whitney U testi kullanilmistir. Anlamlilik diizeyi p < 0.05
almmustir. Parametrelere ait tiim degerler, ortalama + standart sapma olarak ifade edildi.
Degiskenler arasindaki iliski nonparametrik Spearman korelasyon ¢oziimlemesi ile
incelenmistir. Bu yontemde korelasyon katsayis1 x ve y degiskenlerinin gercek degerleri ile
degil, bu degerlerin sira numaralar1 ile hesaplanir ve x degiskenindeki siralamanin y
degiskenindeki siralamaya nasil bir uygunluk sagladigi aranir. Korelasyonun r degeri; 0.00-
0.24 arasinda ise zayif, 0.25-0.49 arasinda ise orta, 0.50 - 0.74 arasinda ise gii¢lii ve 0.75-1.00

arasinda ise ¢ok giiclii olarak degerlendirilir (60).
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DORDUNCU BOLUM

4. BULGULAR

4.1 DOKU CALISMALARI

4.1.1. MMP-2, TIMP-2 ve MT-1 MMP Analizlerine iliskin Sonuclar

4.1.1.1. Kolon ve Rektum Tiimoér ve Eslenik Normal Dokularda Protein Diizeyleri

Kolon ve rektum tiimor-eslenik normal dokularin protein diizeyleri Sekil 22°de

gosterilen standart kalibrasyon egrisinden yararlanilarak hesaplandi.

2 -
E 1,6 -
3 %
ANWE
=
]
T 08 - .
Z y = 0,0018x
< i L

0,4 R* =0,9822
0 L) L) L) L) |}
0 200 400 600 800 1000
BSA (ng/ml)

Sekil 22: BSA standart kalibrasyon egrisi

Kolon ve rektum tiimor-eslenik normal doku ortalama protein diizeyleri sirasiyla

Tablo 10 ve Tablo 11°de gosterilmektedir.

Tablo 10: Kolon tiimor ve eslenik normal dokularinda protein diizeyleri

Kolon
(n=50)
Tiimor Normal p degeril
Protein* 3377.6+£160.3 | 2691. 5+ 134.8 0.002
*ug/ml

I Tiim6r vs normal doku (eslenik veriler t-testi)
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Tablo 11: Rektum tiimor ve eslenik normal dokularinda protein diizeyleri

Rektum
(n=34)
Tiimor Normal p degeril
Protein* 3228.6 £257.9 | 2556.2 +204.5 0.0048
*ug/ml

I Tiimér vs normal doku (eslenik veriler t-testi)

Her doku 0Ornegi icin saptanan protein diizeyleri; jelatinaz aktivite diizeylerinin pg

protein bagina (AU/ug protein), TIMP-2 ve MT-1 MMP diizeylerinin ise mg protein basina

oranlanmasi (ng/mg protein) i¢in kullanildi.

4.1.1.2. Jelatinaz Aktivite Diizeyleri

4.1.1.2.1. Kolon Tiimor ve Eslenik Normal Dokularda Jelatinaz Aktivite Diizeyleri

Sekil 23’de kolon tiimdr ve eslenik normal doku oOrnekleri i¢in temsili jelatin
zimogram Ornegi gosterilmektedir. Kullanilan pozitif kontrol (PK) proteine gére proMMP-

9’un molekiiler agirhigr 92 kDa; aktif MMP-9’un 82 kDa; proMMP-2’nin 72 kDa ve aktif

MMP-2’nin molekiiler agirligi ise 62 kDa olarak tanimlanmustir.

ProMMP-9——»
Aktif MMP-9—_,

ProMMP-2——»
Aktif MMP-2 —

Sekil 23: Kolon tiimoér ve eslenik dokularinda jelatin zimogram goriintiisii

(PK: Pozitif Kontrol, N: Normal doku, T: Tiimor dokusu)

79




Kolon tiimor dokularinda aktif MMP-9 ve MMP-2’nin pro ve aktif formlarinin
jelatinolitik aktivite diizeyleri, eslenik normal dokulardaki jelatinolitik aktivite diizeyleri ile
karsilastirildiginda aradaki fark istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p<0.05) (Tablo
12).

MMP-9 ve MMP-2 i¢in pro formdan aktif forma doniisim oranm “AktifMMP/Pro
MMP” (r) oranlamasi kullanilarak hesaplandi (61) (Tablo 12) Buna gore kolon tiimor ve
eslenik normal dokularda rMMP-9 degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
saptanmadi1 (p>0.05). Bununla birlikte kolon tiimor dokularindaki tMMP-2 degeri, eslenik
normal doku rMMP-2 degerlerine gére anlamli olarak yiiksek bulundu (p=0.004).

Tablo 12: Kolon tiimdr ve eslenik normal dokularinda jelatin zimografi sonuglari

Kolon
(n=50)
Tiimor Normal p degeril

Pro MMP-9* 1043.3 +£118.9 776.6 £121.2 0.059
Aktif MMP-9 877.5+187.9 189.5+44.5 0.000
rMMP-9° 1.82+0.93 0.39+0.081 0.129
Pro MMP-2* 358.9+42.5 184.6 £27.7 0.000
Aktif MMP-2* 308.2+41.9 63.9+11.6 0.000
rMMP-2 1.03+£0.14 0.53+£0.10 0.004

* AU/ug protein

I Tiimor vs normal doku (eslenik veriler t-testi)

o Aktif MMP/ProMMP orani
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4.1.1.2.2. Rektum Tiimor ve Eslenik Normal Dokularda Jelatinaz Aktivite Diizeyleri

Sekil 24°de rektum tiimor ve eslenik normal doku ornekleri igin temsili jelatin
zimogram Ornegi gosterilmektedir. Kullanilan pozitif kontrol (PK) proteine goére proMMP
9’un molekiiler agirhigr 92 kDa; aktif MMP-9’un 82 kDa; proMMP-2’nin 72 kDa ve aktif

MMP-2’nin molekiiler agirlig1 ise 62 kDa olarak tanimlanmustir.

ProMMP-9
Aktif MMP-9

T

i

ProMMP-2
Aktif MMP-2

Sekil 24: Rektum tiimér ve eslenik normal dokularinda jelatin zimogram

gorlintiisti (PK: Pozitif Kontrol, N: Normal doku, T: Tiimdr dokusu)

Rektum tiimor dokularinda hem MMP-9 hem de MMP-2’ nin pro ve aktif formlarinin
jelatinolitik aktivite diizeyleri, eslenik normal dokulardaki jelatinolitik aktivite diizeyleri ile

karsilastirildiginda aradaki fark istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p<0.05) (Tablo
13).

MMP-9 ve MMP-2 i¢in pro- formdan aktif forma doniisiim orant “AktifMMP/Pro
MMP” oranlamasi (r) kullanilarak hesaplandi (61). (Tablo 13) Buna gore rektum timor ve
eslenik normal dokularda rMMP-9 degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
saptanmadi (p=0.526). Bununla birlikte tiim6r dokularindaki rtMMP-2 degeri, eslenik normal
doku rtMMP-2 degerlerine gore anlamli olarak yiiksek bulundu (p=0.017).
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Tablo 13: Rektum tiimor ve eslenik normal dokularinda jelatin zimografi sonuglari

Rektum
(n=34)
Tiimor Normal p degeril

Pro MMP-9* 888.4+147.2 555.8+£99.9 0.008
Aktif MMP-9 515.7+106.6 109.6 + 28.9 0.001
rMMP-9° 1.50+0.58 1.09+0.43 0.526
Pro MMP-2* 261.9+41.9 158.9+£29.2 0.012
Aktif MMP-2* 148.4 +£26.2 47.8+12.0 0.000
rMMP-2 1.76 £ 0.57 0.32+0.017 0.017

* AU/ug protein

I Timor vs normal doku (eslenik veriler t-testi)

* Aktif MMP/ProMMP orant

4.1.1.3. TIMP-2 Diizeyleri

Kolon ve rektum tiimor-eslenik normal dokularda TIMP-2 protein diizeyleri

olusturulan standart kalibrasyon egrisinden (Sekil 25) yararlanilarak hesaplandi.

140 -

120 4
T 100 -
I
£ 80 -
N
a 60 -
E 2
F 401 y = -352,05x" + 459,02x - 16,795

20 - R? = 0,9947
*
0 ) ] T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Absorbans 630 nm

Sekil 25: TIMP-2 standart kalibrasyon egrisi

82



4.1.1.3.1. Kolon Tiimoér ve Eslenik Normal Dokularda TIMP-2 Diizeylerinin

Karsilastirilmasi

Kolon tiimér ve eslenik normal doku TIMP-2 protein diizeyleri Tablo 14°de
gosterilmektedir. Kolon timor dokularinda TIMP-2 protein diizeyleri, eslenik normal
dokulardaki TIMP-2 protein diizeyleri ile karsilagtirildiginda aradaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi (p>0.05).

Tablo 14: Kolon tiimdr ve eslenik normal dokularinda TIMP-2 protein diizeyleri

Kolon
(n=50)
Tiimor Normal p degeril
TIMP-2* 3.6x1.5 34+0.8 0.9

* ng/mg protein

I Tiimor vs normal doku (eslenik veriler t-testi)

4.1.1.3.2. Rektum Tiimor ve Eslenik Normal Dokularda TIMP-2 Diizeylerinin

Karsilastirilmasi

Rektum timor dokularinda TIMP-2 protein diizeyleri, eslenik normal dokulardaki
TIMP-2 protein diizeyleri ile karsilagtirildiginda aradaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi (p>0.05) (Tablo 15).

Tablo 15: Rektum tiimor ve eslenik normal dokularinda TIMP-2 protein diizeyleri

Rektum
(n=34)
Tiimor Normal p degeril
TIMP-2* 1.8 +£0.49 1.7+ 0.61 0.841

* ng/mg protein

I Tiimor vs normal doku (eslenik veriler t-testi)
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4.1.1.4. MT-1 MMP Diizeyleri

Kolon ve rektum tiimor-eslenik normal dokularda aktif MT-1 MMP protein diizeyleri,

olusturulan standart kalibrasyon egrisinden (Sekil 26) yararlanilarak hesaplandi.

y =1,6298x + 1,7656
R?=0,9919

Abst_ s-Abs,y X 1000/(2.5)

0 L] L] L] L] L] L] L] L}

0 1 2 3 4 5 6 7 8
MT-1 MMP (ng/ml)

Sekil 26: MT-1 MMP standart kalibrasyon egrisi

4.1.14.1. Kolon Tiimor ve Eslenik Normal Dokularda MT-1 MMP Diizeylerinin

Karsilastirilmasi

Kolon tiimorlerinde aktif MT-1 MMP protein diizeyi, eslenik normal doku aktif MT-1
MMP protein diizeylerine gore yaklasik 3 kat yiiksek olarak bulundu. Bu fark istatistiksel
olarak anlamli saptanmadi (p>0.05) (Tablo 16).

Tablo 16: Kolon timér ve eslenik normal dokularinda MT-1 MMP diizeyleri

Kolon
(n=50)
Tiimor Normal p degeril
MT-1 MMP* 1.53 +£0.54 0.52+0.10 0.063

* ng/mg protein

I Tiimor vs normal doku (eslenik veriler t-testi)
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4.1.1.4.2. Rektum Tiimor ve Eslenik Normal Dokularda MT-1 MMP Diizeylerinin

Karsilastirilmasi

Rektum tiimorlerinde aktif MT-1 MMP protein diizeyleri, eslenik normal doku aktif
MT-1 MMP protein diizeylerine gore yaklasik 2 kat yliksek olarak bulundu. Bu fark
istatistiksel olarak anlamli saptanmad1 (p>0.05) (Tablo 17).

Tablo 17: Rektum tiimor ve eslenik normal dokularinda MT-1 MMP diizeyleri

Rektum
(n=34)
Timor Normal p degeril
MT-1 MMP* 0.77+0.22 0.46 £ 0.06 0.142

* ng/mg protein

I Tiimor vs normal doku (eslenik veriler t-testi)

4.1.1.5. TIMP-2/MT-1 MMP Oranlar
4.1.1.5.1. Kolon Tiimor ve Eslenik Normal Dokularda TIMP-2/MT-1 MMP Oranlari

MMP-2"nin endojen inhibitdr proteini olan TIMP-2 ile endojen aktivatdr proteini olan
MT-1 MMP protein diizeyleri birbirine oranlanarak "inhibitdr protein/aktivatdr protein orani”
hesaplandi. Kolon timér dokularinin TIMP-2/MT-1 MMP oranlari, eslenik normal dokularin
TIMP-2/MT-1 MMP oranlarindan diisiik bulundu. Aradaki bu fark istatistiksel olarak anlamli
saptandi (p=0.006) (Tablo 18).

Tablo 18: Kolon tiimor ve eslenik normal dokularinda TIMP-2/MT-1 MMP oranlar1

Kolon
(n=50)
Timor Normal p degeril
TIMP-2/MT-1 MMP 40+1.23 83+1.58 0.006

I Timor vs normal doku (eslenik veriler t-testi)
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4.1.1.5.2. Rektum Tiimor ve Eslenik Normal Dokularda TIMP-2/MT-1 MMP Oranlari

Rektum tiimér dokularinin TIMP-2/MT-1 MMP oranlari, eslenik normal dokularin
TIMP-2/MT-1 MMP oranlarindan yiiksek bulundu. Aradaki bu fark istatistiksel olarak
anlamli saptanmadi (p>0.05) (Tablo 19).

Tablo 19: Rektum tiimor ve normal dokularinda TIMP-2/MT-1 MMP oranlari

Rektum
(n=34)
Tiimor Normal p degeril
TIMP-2/MT-1 MMP | 5.06+1.93 3.47 +£0.99 0.338

I Tiimor vs normal doku (eslenik veriler t-testi)
4.1.2. Endostatin Diizeylerine Iliskin Sonuclar
4.1.2.1. Kolon ve Rektum Tiimoér ve Eslenik Normal Dokularda Protein Diizeyleri

Sekil 27°de gosterilen standart kalibrasyon egrisinden yararlanilarak kolon ve rektum

tiimor-eslenik normal doku protein diizeyleri hesaplandi.

y =0,0008x + 0,1468

Absorbans 562 nm
[S=Y
|

0,4 - R*=0,985
0,2
0 ‘ I I I I I I I 1
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000

BSA (ng/ml)

Sekil 27: BSA standart kalibrasyon egrisi
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Kolon ve rektum tiimor-eslenik normal doku ortalama protein diizeyleri sirasiyla

Tablo 20 ve Tablo 21°de gosterilmektedir.

Tablo 20: Kolon tiimor ve eslenik normal dokularinda protein diizeyleri

Kolon
(n=50)
Tiimor Normal p degeril
Protein® 6007.4 + 380 4179. 5+ 287 0.000
*ug/ml

I Tiimor vs normal doku (eslenik veriler t-testi)

Tablo 21: Rektum tiimor ve eslenik normal dokularinda protein diizeyleri

Rektum
(n=34)
Timor Normal p degeril
Protein* 5751.3 £348.3 4735 £ 398.9 0.060
*ug/ml

I Timor vs normal doku (eslenik veriler t-testi)

Her doku Ornegi igin saptanan protein diizeyleri; endostatin diizeylerinin mg protein
basina (ng/mg protein) ve VEGF diizeylerinin ise pg protein basina oranlanmasi (pg/mg

protein) i¢in kullanildi.

4.1.2.2. ELISA Sonug¢lar

Kolon ve rektum, tiimor-eslenik normal dokularda endostatin diizeyleri olusturulan

standart kalibrasyon egrisinden (Sekil 28) yararlanilarak hesaplandi.
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Absorbans 490 nm
[\°)
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1- y=-0,0044x + 3,3374
0,5 - R =0,9874
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Endostatin (ng/ml)

Sekil 28: Endostatin standart kalibrasyon egrisi

4.1.2.2.1. Kolon Timor ve Eslenik Normal Dokularda Endostatin Diizeylerinin

Karsilastirilmasi

Kolon tiimér dokusu endostatin protein diizeyleri ile eslenik normal doku endostatin

diizeyleri karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0.05) (Tablo 22 ).

Tablo 22: Kolon tiimdr ve eslenik normal dokularinda endostatin diizeyleri

Kolon
(n=50)
Timor Normal p degeril
Endostatin* 462 +17.5 54.6 +£ 8.8 0.097

* ng/mg protein

I Tamér vs normal doku (eslenik veriler t-testi)
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4.1.2.2.2. Rektum Timoér ve Eslenik Normal Dokularda Endostatin Diizeylerinin

Karsilastirilmasi

Rektum tiimor dokusu endostatin protein diizeyleri ile eslenik normal doku endostatin
protein diizeyleri karsilagtirlldiginda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0.05)

(Tablo 23).

Tablo 23: Rektum tiimoér ve eslenik normal dokularinda endostatin diizeyleri

Rektum
(n=34)
Tiimor Normal p degeril
Endostatin® 74.7+10.3 77.7+9.7 0.572

* ng/mg protein
I Tiimor vs normal doku (eslenik veriler t-testi)
4.1.2.3. Endostatin Protein Ekspresyonunun Western Blot ile Gosterilmesi
4.1.2.3.1. Kolon Tiimor ve Eslenik Normal Dokularda Endostatin Protein Ekspresyonu

Kolon kanserli toplam 13 hastada timor ve eslenik dokularinda endostatin Western
Blot ¢aligmasi yapildi. 13 hastanin 6’sinda hem tiimdér hem de eslenik normal dokularinda

endostatin protein ekspresyonu saptandi. Temsili film goriintiisii Sekil 29°da gosterilmektedir.

PK

-

Sekil 29: Kolon tiimér ve eslenik normal dokularinda endostatin ekspresyonu

(PK: Pozitif Kontrol, T: Tiimdr dokusu, N: Normal doku olarak ifade edilmektedir.)



4.1.2.3.2. Rektum Tiimér ve Eslenik Normal Dokularda Endostatin Protein

Ekspresyonu

Rektum kanserli toplam 14 hastada tiimor ve eslenik dokularinda endostatin western
blot ¢aligmasi yapildi. 14 hastanin 3’tinde hem tiimér hem de eslenik normal dokularinda
endostatin protein ekspresyonu saptandi. Buna iliskin temsili film goriintiisi Sekil 30’da

gosterilmektedir.

20 kDa

Sekil 30: Rektum tiimor ve eslenik normal dokularinda endostatin ekspresyonu

(PK: Pozitif Kontrol, T:Tiim6r dokusu, N: Normal doku olarak ifade edilmektedir.)

Endostatin ekspresyonunun istatistiksel degerlendirilmesinde; kolon ve rektum timor
ve eslenik dokularinda ekspresyon pozitif olan 6rnek sayisinin az olmasi nedeni ile parametrik
test kullanilamadi. Bu amagcla kolon (n=14) ve rektum (n=13) 6rnekleri ile iliskili bulgular
total kolorektal grup (n=27) olarak degerlendirildi. Hastalarin demografik o6zellikleri Tablo
24°de ozetlenmektedir. Istatistiksel degerlendirme igin Ki-kare testi uygulandi. Kolorektal
timor ve eslenik normal doku arasindaki fark anlamli bulunmadi. Endostatin protein
ekspresyonu ile klinikopatolojik degiskenler arasindaki iligki diizeyleri incelendiginde ise

ekspresyon ile klinikopatolojik degiskenler arasinda anlamli iliski saptanmadi (Tablo 24).
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Tablo 24: Kolorektal kanserli hastalarda klinikopatolojik degiskenler ile endostatin

ekspresyonu arasindaki iligki

Endostatin Ekspresyonu p
Klinikopatolojik Degiskenler - (n=27) — (Ki-kare testi)
Negatif Pozitif
Cinsiyet Kadin 10 3 0.249
Erkek 8 6 '
Histolojik Tip Adenokarsinom 14 7 0.695
Digerleri 4 2 '
Diferansiasyon Diisiik 17 9 0.667
Yiiksek 1 0 '
Tiimor Yerlesimi Kolon 7 6 0.171
Rektum 11 3 '
pTl 5 3
pT2 6 1 %
pT3 4 5
T pT4 3 0
pT0-2 5 3
0.550
pT3-4 13 6
pT0-3 8 4 0.657
pT4 10 5 '
1 5 3
2 6 1 %
Evre 3 4 5
4 3 0
Negatif 11 4
N 0.340
Pozitif 7 5
Perinoral invazyon Yok 11 6
0.561
Var 7 3
Yok 12 8
Uzak Metast 0.224
zak Metastaz Var 6 1

*Alt grup sayilarmin fazla ve Ornek sayilarinin az olmasi nedeni ile istatistiksel analiz
yapilamadi.
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4.1.3. VEGF Diizeyleri

Kolon ve rektum tiimor-eslenik normal dokularda VEGF diizeyleri, olusturulan

standart kalibrasyon egrisinden (Sekil 31) yararlanilarak hesaplandi.

3 -
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™
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y=0,0017x+0,1115
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0 250 500 750 1000 1250 1500
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Sekil 31: VEGF standart kalibrasyon egrisi

4.1.3.1. Kolon Timor ve Eslenik Normal Dokularda VEGF Diizeylerinin

Karsilastirilmasi

Kolon tiimoér dokusu VEGF protein diizeyleri ile eslenik normal doku endostatin

diizeyleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0.05) (Tablo 25).

Tablo 25: Kolon tiimdr ve eslenik normal dokularinda VEGF diizeyleri

Kolon
(n=50)
Tiimor Normal p degeril
VEGF* 102.4 +£16.9 98.5+16.6 0.852

* pg/mg protein

I Tiimor vs normal doku (eslenik veriler t-testi)
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4.1.3.2. Rektum Timoér ve Eslenik Normal Dokularda VEGF Diizeylerinin

Karsilastirilmasi

Rektum tiimor dokusu VEGF protein diizeyleri ile eslenik normal doku endostatin
protein diizeyleri karsilastirildiginda aradaki fark istatistiksel olarak anlamli saptanmadi

(p>0.05) (Tablo 26 ).

Tablo 26: Rektum tiimor ve eslenik normal dokularinda VEGF diizeyleri

Rektum
(n=34)
Timor Normal p degeril
VEGF* 85.8+154 742 +11.9 0.483

* pg/mg protein

I Tiimor vs normal doku (eslenik veriler t-testi)

4.1.4. Klinikopatolojik Degiskenler ile Biyokimyasal Parametreler Arasindaki iliskinin

Degerlendirilmesi

4.1.4.1. Kolon Kanseri Klinikopatolojik Degiskenler Ile Biyokimyasal Parametrelerin
Anlamh fliskileri

Kolon kanseri klinikopatolojik degiskenler ile biyokimyasal parametreler arasindaki
iliski incelendiginde; aktif MMP-9 ile tiimor invazyon derinligi “pT1-2 vs pT3-4” (p=0.011)
(Tablo 27) ve uzak metastaz arasinda anlamli iligki bulundu (p=0.047) (Tablo 28). Bununla
birlikte, biyokimyasal parametreler ile histopatolojik tip, diferansiasyon, lenf damar
invazyonu, perindral invazyon ve pN ile biyokimyasal parametreler arasinda herhangi anlamli

bir iligki saptanmadi.
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Tablo 27: Kolon tiimor aktif MMP-9 diizeyi ile tlimdr invazyon derinligi arasinda saptanan

iligki
) pT1-2 vs pT3-4 p degeri
Aktif MMP-9 N Ortalama+Standart hata
T1-2 33 327.2+110.3 _
T3-4 17 967.1+2152 p=0.011
t-testi

Tablo 28: Kolon tiimdr aktif MMP-9 diizeyi ile uzak metastaz arasinda saptanan iligki

) Uzak Metastaz p degeri
Aktif MMP-9 N OrtalamazStandart hata
Yok 40 404.6 £ 176.4 _
Var 10 995.8 +227.8 p=0.047
t-testi

Kolon endostatin protein diizeyleri ile klinikopatolojik degiskenler arasinda iliski
incelendiginde ise herhangi anlamli bir iliski saptanmadi. Ayni sekilde endostatin ile MMP-2,

MMP-9 ve VEGF diizeyleri arasinda anlamli bir korelasyon saptanmadi.

4.1.4.2. Rektum Kanseri Klinikopatolojik Degiskenler ile Biyokimyasal Parametrelerin
Anlamh Tliskileri

Rektum kanseri klinikopatolojik degiskenler ile biyokimyasal parametrelerin iliskileri
incelendiginde tani an1 metastaz ile aktif MMP-9 (p=0.002), aktif MMP-9/Pro MMP-9 orani
(rMMP-9) (p=0.000) ve aktif MMP-2/Pro MMP-2 oran1 (tMMP-2) (p=0.006) arasinda
anlamli iligski bulundu (Tablo 29).
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Tablo 29: Rektum tiimér MMP-9, IMMP-9 ve rMMP-2 degerleri ile tan1 an1

metastaz arasinda saptanan iligki

Ortalamaz+
Tan1 am Standart
Parametreler metastaz | N Hata p degeri
Yok 32 |463.5+99.2
Aktif MMP-9 M"t t 0.002
castaz 1y 12351.9+210
Yok 32 10.8+0.3
rMMP-9 Motast 0.000
castaz 1y 193+2.7
Yok
MMP-2 32 11.5+£0.5
Motast 0.006
castaz 1 o 1104 +3.1

t-testi

Lenf nodu metastaz varligt ile proMMP-9 (p=0.012) ve proMMP-2 arasinda anlamli
iliski saptand1 (p=0.021) (Tablo 30).

Tablo 30: Rektum tiimér proMMP-9 ve proMMP-2 ile lenf nodu metastazi

arasinda saptanan iliski

Ortalama=+
Parametreler | Lenf Nodu Metastazi N | Standart Hata | p degeri
Negatif
proMMP-9 17 |559.6+161.3 0012
Pozitif 17 | 13157 £234.4
Negatif
S =47,
proMMP-2 17 | 183.3+47.9 0021
Pozitif 17 38324663
t-testi
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Perinoral invazyon varlig: ile aktif MMP-9 (p=0.042) ve VEGF diizeyleri (p=0.044)

arasinda anlaml iligki saptandi (Tablo 31).

Tablo 31: Rektum tiimor aktif MMP-9 ve VEGF diizeyleri ile perindral invazyon

arasinda saptanan iliski

Ortalamax
Parametreler Perinoral invazyon | N Standart Hata | p degeri

Yok 21 322.9+ 898
Aktif MMP-9 0 0.042

13 878.1 £243.8

Var

Yok 21 58.2+16.9

VEGF Var

0.044

13 117.6 £25.7

t-testi

Niiks ile klinikopatolojik degiskenler iligkilendirildiginde ise niiks varliginda saptanan
TIMP-2 diizeyleri, niiks yoklugunda saptanan TIMP-2 diizeylerine gore anlamli olarak diisiik
saptand1 (p=0.011). Ayrica, niiks varliginda aktif MMP-2/Pro MMP-2 (rMMP-2) orani, niiks
yoklugundaki rMMP-2 oranina gdre anlamli olarak 4 kat daha az bulundu (0.002) (Tablo 32).

Tablo 32: Rektum tiimor TIMP-2 diizeyleri ile niiks arasinda saptanan iligki

Ortalamaz
Parametreler Niiks N | Standart Hata p degeri

24 2.5£0.7

TIMP-2 Yok 0.011
Var 10 0.4+ 0.2
24 04+0.1

rMMP-2 Yok 0.002
ar 10 0.1 +0.02

t-testi

96



Tiimor invazyon derinligi (T), diferansiasyon, histopatolojik tip, lenfatik ve vaskiiler
invazyon ile biyokimyasal parametreler arasinda anlamli iliski bulunmadi.

Biyokimyasal parametreler ile klinikopatolojik degiskenlerin korelasyon analizinde ise
timor cap1 ile aktif MMP-9 (p=0.024 r=0.393) ve VEGF diizeyleri arasinda (p=0.009

r=0.454) orta derecede anlamli korelasyon saptandi.

Rektum endostatin protein diizeyleri ile klinikopatolojik degiskenler arasinda iliski
incelendiginde ise herhangi anlaml bir iligki saptanmadi. Ayn sekilde endostatin ile MMP-2,
MMP-9 ve VEGF diizeyleri ile de anlaml1 bir korelasyon saptanmadi.
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4.2.IN VITRO DENEY SONUCLARI
4.2.1. HT-29 Hiicrelerinin Morfolojileri ile lgili Gozlemler

HT-29 hiicrelerinin ikilenme siireleri 40-60 saat arasinda degismekteydi. Adaciklar
halinde ¢ogalip hiicre kiiltiir kabinin %80’nini kapladiklarinda pasajlandilar. Cogalmakta olan
ve pasaja hazir HT-29 hiicrelerinin morfolojilerine iliskin goriintiiler Sekil 32 ve Sekil 33’te

gosterilmektedir.

Sekil 32: Cogalmakta olan HT-29 hiicreleri Sekil 33: Pasaja hazir HT-29 hiicreleri

4.2.2. Rekombinant Endostatinin HT-29 Hiicre Canlihigina Etkisi

MTT hiicre canlilig1 test bulgulart Sekil 34’te gosterilmektedir. 0.1, 1, 2.5, 10, 20 ve
40 pg/ml endostatin ile 72 saat inkiibasyona birakilan HT-29 hiicrelerinin canlili§i kontrol
hiicre grubuna goére anlamli olarak azaldi. Bununla birlikte, 5 pg/ml endostatin ile
inkiibasyona birakilan HT-29 hiicrelerinin canliliklari ile kontrol grubu hiicrelerin canliliklar
arasinda anlamli olarak fark gozlenmedi. Kontrol ile deney gruplar1 karsilastirildiginda elde
edilen p degerleri Tablo 33’te gosterilmektedir. En diisiik canlilik diizeyi 10 pg/ml endostatin
ile 72 saat inkiibasyona birakilan HT-29 hiicrelerinde gozlendi.
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Sekil 34: Rekombinant endostatinin HT-29 hiicrelerinin canlilig1 iizerine etkisi (K: Hiicre
Kontrol, 0.1E: 0.1 pg/ml endostatin, 1E: 1 pg/ml endostatin, 2.5E: 2.5 pg/ml endostatin, SE: 5
png/ml endostatin, 10E: 10 pg/ml endostatin, 20E: 20 pg/ml endostatin ve 40E: 40 pg/ml

endostatin ile inkiibasyona birakilan deney gruplarin1 ve *: p<0.05 vs K ifade etmektedir).

Tablo 33: Kontrol ve deney gruplarinda canlilik

yoniinden anlamlilik diizeyleri

KOSULLAR p degerleri

K-0.1E 0.006

K-1E 0.004
K-2.5E 0.045

K-5E 0.333
K-10E 0.011
K-20E 0.006
K-40E 0.011
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4.2.3. Rekombinant Endostatinin HT-29 Hiicre Dizisinde MMP-2 ve TIMP-2 Uzerine
Etkisi
4.2.3.1. Hiicre Kiiltiir Ortami Protein Diizeyleri

Sekil 35°te gosterilen standart kalibrasyon egrisinden yararlanilarak kontrol ve deney

grubu hiicrelerin ortamlarindaki protein diizeyleri hesaplandi (Tablo 34).

0,25 -
£ 0,2 .
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2 y=0,0001x + 0,0262
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Sekil 35: BSA standart kalibrasyon egrisi

Her kosul icin saptanan protein diizeyleri; jelatinaz aktivite diizeylerinin pg protein
basma (AU/ug protein) ve TIMP-2 diizeylerinin ise mg protein basina oranlanmasi (ng/mg

protein) i¢in kullanildi.
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Tablo 34: Kontrol ve deney gruplarinin ortalama protein diizeyleri

| KOSULLAR || Protein Diizeyleri (ng/ml) || p degerleri |
Kontrol 736.3 £ 69.4
0.1E 666.3 + 88.4 0.333
1.0E 674.6 £ 15.1 0.023
2.5E 654.6 + 94.2 0.125
5.0E 643.0 + 37.8 0.008
10E 454.6 + 83.6 0.004
20E 696.3 +35.4 0.332
40E 673.0+152.8 0.127

I Kontrol vs deney gruplart (Mann —~Whitney U testi )
(K: Hiicre Kontrol, 0.1E: 0.1 pg/ml endostatin, 1E: 1 pg/ml endostatin, 2.5E: 2.5ug/ml
endostatin, SE: 5 pg/ml endostatin, 10E: 10 pg/ml endostatin, 20E: 20 pg/ml endostatin ve
40E: 40 pg/ml endostatin ile inkiibasyona birakilan deney gruplarini ifade etmektedir.)
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4.2.3.2. Rekombinant Endostatinin HT-29 Hiicre Dizisinde MMP-2 Jelatinolitik
Aktivitesine Etkisi

Sekil 20°deki akis semasinda belirtildigi sekilde farkli endostatin kosullarinda kiiltiire
edilen HT-29 hiicrelerinden toplanan supernatantlarda jelatin zimografi yontemi ile proMMP-
2 saptandi. Bununla birlikte jelatinaz grubunun iiyesi olan MMP-9 saptanmadi. ProMMP-2

bantlarinin densitometrik analizi yapilarak litik alanlarin yogunluklar1 hesaplandi (Sekil 36).

PK K 0.1E 1E 25E SE 10E 20E 40E

ProMMP-9 -»
AktifMMP-9 >

ProMMP-2 »
Aktif MMP-2 »

Sekil 36: Rekombinant endostatinin HT-29 hiicrelerinde ProMMP-2 jelatinolitik
aktivitesi iizerine etkisinin jelatin zimografi yontemi ile incelenmesi

(PK: Pozitif Kontrol, K: Hiicre Kontrol, 0.1E: 0.1 pg/ml endostatin, 1E: 1 pg/ml
endostatin, 2.5E: 2.5 pg/ml endostatin, SE: 5 pg/ml endostatin, 10E: 10 pg/ml
endostatin, 20E: 20 pg/ml endostatin ve 40E: 40 pg/ml endostatin ile inkiibasyona

birakilan deney gruplarini ifade etmektedir).

Hiicre kontrol grubunda gozlenen proMMP-2 diizeylerinin, ortama endostatin eklenen
tim deney gruplarinda dozdan bagimsiz olarak azaldigi gozlendi (Sekil 37). Bu farklilik
istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.05) (Tablo 35).
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Sekil 37: Rekombinant endostatinin HT-29 hiicrelerinde proMMP-2 jelatinolitik aktivite
diizeylerine etkisi (K: Hiicre Kontrol, 0.1 E: 0.1 pg/ml endostatin, 1 E: 1 pg/ml endostatin, 2.5
E: 2.5 pg/ml endostatin, SE: 5 pg/ml endostatin, 10 E: 10 pg/ml endostatin, 20E: 20 pg/ml
endostatin ve 40 E: 40 pg/ml endostatin ile inkiibasyona birakilan deney gruplarini ve *:

p=<0.05 vs K ifade etmektedir).
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Tablo 35: Kontrol ve deney gruplarinda proMMP-2 jelatinolitik

aktivite diizeyleri yoniinden anlamlilik diizeyleri

| KOSULLAR [| p degerleri |

K-0.1E 0.004

K-1E 0.004
K-2.5E 0.004

K-5E 0.002

K-10E 0.004

K-20E 0.004

K-40E 0.004

4.2.3.3. Rekombinant Endostatinin HT-29 Hiicre Dizisinde TIMP-2 Diizeyine Etkisi

Hiicre kontrol ve farkli konsantrasyonlarda endostatin eklenen deney gruplarinda
TIMP-2 protein diizeyleri, farkli konsantrasyonlarda hazirlanan TIMP-2 standart proteini ile

olusturulan standart kalibrasyon egrisinden yararlanilarak hesaplandi (Sekil 38).
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Sekil 38: TIMP-2 standart kalibrasyon egrisi

104



5 pg/ml ve 10 pg/ml konsantrasyonunda endostatin eklenen deney gruplarinda TIMP-
2 diizeyleri konrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli azalma gosterdi (Sekil 39).
(p=0.043; her iki kosul i¢in). Bununla birlikte hiicre kontrol TIMP-2 protein diizeyleri ile

endostatin eklenen diger gruplar arasinda anlamli olarak fark gézlenmedi.
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Sekil 39: Rekombinant endostatinin HT-29 hiicrelerinde TIMP-2 diizeylerine etkisi (K: Hiicre
Kontrol, 0.1E: 0.1 ug/ml endostatin, 1E: 1 pg/ml endostatin, 2.5E: 2.5 pg/ml endostatin, SE: 5
ng/ml endostatin, 10E: 10 pg/ml endostatin, 20E: 20 pg/ml endostatin ve 40E: 40 pg/ml
endostatin ile inkiibasyona birakilan deney gruplarint *: p<0.05 vs K ifade etmektedir ifade

etmektedir).

4.2.4. Rekombinat Endostatinin HT-29 Hiicre Dizisinde MT-1 MMP Uzerine Etkisi
4.2.4.1. Protein Diizeyleri

Sekil 40°da gosterilen standart kalibrasyon egrisinden yararlanilarak kontrol ve deney

grubu hiicre lizat1 protein diizeyleri hesaplandi (Tablo 36).

105



1,4 -

1,2 4
g 1-
=
2
v, 0,8 4
=
[
< 0,6 -
3
=
< 0.4 -

y=0,0011x + 0,0585
0,2 - R*=0,9993
0 L} L} | J | J | J | ]
0 200 400 600 800 1000
BSA ug/ml

Sekil 40: BSA standart kalibrasyon egrisi

Tablo 36: Kontrol ve deney gruplarinda hiicre lizat1 ortalama protein diizeyleri

| KOSULLAR || Protein Diizeyleri (ng/ml) ||  p degerleri |
K 292.6 +9.6
K-0.1E 120.0 + 3.0 0.050
K-1E 127.5+4.5 0.050
K-2.5E 89.6 +2.1 0.037
K-5E 1245435 0.050
K-10E 113.0 £2.7 0.037
K-20E 160.3 + 19.5 0.050
K-40E 158.0 + 13.0 0.050

*: p<0.05 vs K ifade etmektedir.
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Her kosul icin hesaplanan protein degerleri MT-1 MMP aktivite diizeylerinin mg

protein basina oranlanmasi (ng/mg protein) i¢in kullanildi.

4.2.4.2. Rekombinant Endostatinin MT-1 MMP Aktivitesine Etkisi
Hiicre kontrol ve farkli konsantrasyonlarda endostatin eklenen deney gruplarinda aktif

MT-1 MMP protein diizeyleri Sekil 41°deki standart kalibrasyon egrisinden yararlanilarak

hesaplandi.
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Sekil 41: MT-1 MMP standart kalibrasyon egrisi

Elde edilen MT-1MMP analiz bulgularina gore, hiicre kontrol grubunda gozlenen aktif
MT-1 MMP diizeyleri, ortama farkli konsantrasyonlarda endostatin eklenmesi ile azaldi.
(Sekil 42). Bununla birlikte aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (Kontrol vs her

deney grubu i¢in p=0.121).
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Sekil 42: Rekombinant endostatinin HT-29 hiicrelerinde MT-1 MMP diizeylerine
etkisi (K: Hiicre Kontrol, 0.1E: 0.1 pg/ml endostatin, 1E: 1 pg/ml endostatin, 2.5E:
2.5 pg/ml endostatin, SE: 5 pg/ml endostatin, 10E: 10 pg/ml endostatin, 20E: 20
pg/ml endostatin ve 40E: 40 pg/ml endostatin ile inkiibasyona birakilan deney

gruplarini ifade etmektedir).

4.2.5. Rekombinant Endostatinin HT-29 Hiicre Dizisinde TIMP-2/MT-1 MMP Oranina
Etkisi

Hiicre kontrol ve tiim deney gruplari igin MMP-2 nin endojen inhibitor ve aktivator
protein oranlar1 hesaplandi. Bunun igin tiim deney kosullari i¢in elde edilen TIMP-2 degerleri

MT-1 MMP degerlerine oranlandi.

Hiicre kontrol grubu TIMP-2/MT-IMMP  oraninin, deney gruplart ile
karsilastirildiginda arttig1 gozlendi. Bu artis 1 pg/ml, 2.5 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml, 20 pg/ml
ve 40 pg/ml endostatin eklenen deney gruplari igin istatistiksel olarak anlamli bulundu

(p=0.050) (Sekil 43).
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Sekil 43: Rekombinant endostatinin HT-29 hiicrelerinde TIMP-2/MT-1 MMP oranina etkisi.
(K: Hiicre Kontrol, 0.1E: 0.1 pg/ml endostatin, 1E: 1 pg/ml endostatin, 2.5E: 2.5 pg/ml
endostatin, SE: 5 pg/ml endostatin, 10E: 10 pg/ml endostatin, 20E: 20 pg/ml endostatin ve 40
E: 40 pg/ml endostatin ile inkiibasyona birakilan deney gruplarini *: p<0.05 vs K ifade
etmektedir).

4.2.6. Rekombinant Endostatinin HT-29 Hiicre invazyonuna Etkisi

Hiicre kontrol ile 0.1, 1, 2.5, 10, 20 ve 40 pg/ml endostatin ile 72 saat inkiibasyona
birakilan HT-29 hiicrelerin invazyon yetenekleri incelendiginde; hiicre kontrol grubuna gore
tim deney gruplarindaki hiicrelerin invazyon yeteneklerinin azaldigi gozlendi. Fakat bu
azalma istatistiksel degerlendirmede anlamli saptanmadi. Hiicre kontrol vs her deney grubu
icin p degeri 0.121 olarak saptandi. Her kosuldaki % invazyon Sekil 44°de gosterilmektedir.

Ayrica analiz sirasinda boyanmis invaze hiicre goriintiileri de Sekil 45°de verilmektedir.
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Sekil 44: Rekombinant endostatinin HT-29 hiicrelerinin invazyonuna etkisi (K: Hiicre
Kontrol, 0.1 E: 0.1 pg/ml endostatin, 1 E: 1 pg/ml endostatin, 2.5 E: 2.5 pg/ml
endostatin, SE: 5 pg/ml endostatin, 10 E: 10 pg/ml endostatin, 20E: 20 pg/ml
endostatin ve 40 E: 40 pg/ml endostatin ile inkiibasyona birakilan deney gruplarini

ifade etmektedir).
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Negatif kontrol (Hiicresiz kuyucuk)

Hiicre Kontrol 0.1 pg/ml Endostatin ~ 1pg/ml Endostatin ~ 2.5ug/ml Endostatin

5 pg/ml Endostatin 10 pg/ml Endostatin 40 pg/ml Endostatin

Sekil 45: Invazyon deneyinde kontrol ve deney gruplarina ait mikroskopik gériintiiler
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4.2.7. Biyokimyasal Parametreler Arasindaki Korelasyonlar

4.2.7.1. ProMMP-2 Jelatinolitik Aktivite Diizeyi ile Hiicre Canhhg1 Arasindaki

Korelasyon

ProMMP-2 jelatinolitik aktivite diizeyi ile MTT canlilik orani arasinda olumlu, orta
derecede anlamli bir korelasyon bulundu (p=0.007 ve r = .423). ProMMP-2 jelatinolitik
aktivite diizeyi ile MTT canlilik orani arasindaki korelasyon grafigi ve regresyon dogrusu

Sekil 46’da gosterilmektedir.

ProMMP-2
4,00
3,00
2,00
1,00 T | | | | |
0,20 0,30 0,40 0.50 0,60 0.70
MTT

Sekil 46: ProMMP-2 aktivite diizeyi ve canlilik arasindaki korelasyon grafigi ve

regresyon dogrusu
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4.2.7.2. Aktif MT-1 MMP Diizeyi ile invazyon Arasindaki Korelasyon

Aktif MT-1 MMP Diizeyi ile invazyon arasinda pozitif yonde ¢ok giliclii bir
korelasyon bulundu (p=0.000 ve r = .991). Aktif MT-1 MMP diizeyi ile invazyon arasindaki

korelasyon grafigi ve regresyon dogrusu Sekil 47°de gosterilmektedir.

MT-1 MMP

6,00

5,00

4,00

3,00

2,00

0,00 T T T T T T
0,00 100,00 200,00 300,00 400,00 500,00

Invazyon

Sekil 47: MT-1 MMP aktivite diizeyi ile invazyon arasindaki korelasyon grafigi

ve regresyon dogrusu

4.2.7.3. TIMP-2/MT-1 MMP Orami ile Invazyon Arasindaki Korelasyon

TIMP-2/MT-1 MMP oram ile invazyon arasinda ters yonde ¢ok giiglii anlamli bir
korelasyon bulundu (p=0.000 ve r = -.962). TIMP-2/MT-1 MMP oranmi ile invazyon

arasindaki korelasyon grafigi ve regresyon dogrusu Sekil 48°de gosterilmektedir.
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TIMP-2/MT-1 MMP
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Sekil 48: TIMP-2/MT-1 MMP orani ile invazyon arasindaki korelasyon grafigi
ve regresyon dogrusu
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BESINCi BOLUM
5. TARTISMA VE SONUC

Bu c¢alismada kolon ve rektum kanserleri olarak ayri iki homojen grubun timor ve
eslenik dokularinda MMP-2 ve MMP-9 aktivite diizeylerini, TIMP-2, MT-1 MMP, VEGF ve
endostatin  diizeylerini inceleyerek, tiimor dokusu parametreleri ile klinikopatolojik
degiskenler arasindaki iliskileri arastirdik. In vitro deneyler ile de rekombinat endostatinin
ticari olarak saglanan insan kolon adenokarsinoma hiicrelerinde (HT-29), direkt olarak timor
hiicre invazyonu iizerine olas1 etkisinin, MMP-2 ve MT1-MMP aktivitesinde meydana
getirece8i olasi inhibisyon oOzellikleri ile iligkilendirerek arastirdik. Bu ¢alismadan elde
ettigimiz bulgulari; doku ve in vitro deneyler ile ilgili bulgular olmak iizere iki baslik altinda

tartisacagiz.
Doku calismalarimiz:

Gergeklestirdigimiz bu ¢alismada, 50 kolon tiimér dokusunda pro ve aktif MMP-2’nin
ve aktif MMP-9’un aktivite diizeyleri, eslenik normal doku aktivite diizeylerine gore
istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p<0.05). Kolon timér MT-1 MMP protein
diizeyi, eslenik normal doku MT-1 MMP protein diizeylerine gore yaklagik 3 kat yiiksek
olarak bulunmasina ragmen aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Kolon tiimor
dokusu TIMP-2, endostatin ve VEGF diizeyleri, eslenik normal doku diizeylerinden farkli
degildi. Kolon tiimér dokusu parametreleri ile klinikopatolojik degiskenler arasindaki iliskiyi
inceledigimizde ise aktif MMP-9 ile tiimor invazyon derinligi “pT1-2 vs pT3-4” ve uzak

metastaz varlig1 arasinda anlaml iligki saptandi (p<0.05)

34 rektum tiimdr dokusunda hem MMP-2’nin hem de MMP-9’un aktivite diizeyleri,
eslenik normal doku aktivite diizeylerine gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu
(p<0.05). Rektum timoér MT-1 MMP diizeyi, eslenik normal doku MT-1 MMP protein
diizeylerine gore daha yiiksek bulunmasina ragmen aradaki fark istatistiksel olarak anlamli
degildi. Rektum tiimér TIMP-2, endostatin ve VEGF diizeyleri eslenik normal doku
diizeylerinden farkli degildi. Rektum tiimdér dokusu parametreleri ile klinikopatolojik
degiskenler arasindaki iliskiyi inceledigimizde ise aktif MMP-9, aktif MMP-9/ProMMP-9
orant (rMMP-9) ve aktif MMP-2/ProMMP-2 oran1 (rMMP-2) ile tan1 an1 metastaz ve

perindral invazyon varligi arasinda; proMMP-9 ve proMMP-2 ile lenf nodu metastazi
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arasinda, TIMP-2 diizeyleri ile niiks varligi arasinda ve VEGF diizeyleri ile perindral
invazyon varlig1 arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski saptandi (p<0.05). Ayrica rektum
timor cap1 ile VEGF diizeyleri (p=0.009 1=0.454) ve aktif MMP-9 arasinda orta derecede
anlamli korelasyon (p=0.024 r=0.393) belirlendi.

ECM’nin MMP’ler tarafindan degradasyonu kanser hiicresinin ilerlemesi i¢in kisitlilik
yaratan fiziksel bariyerlerin uzaklastirilmasini saglamaktadir. Invazyon ve metastaz asamalari
icerisinde ECM’nin asir1 yikimi, bu silirecin en belirgin 6zellikleri arasindadir (13). Bu
enzimlerin aktivitesi ekstraselliiler olarak diizenlenmekte ve pro-enzim aktivasyonu ile doku
inhibitor proteinleri arasindaki dengeye dayanmaktadir (62). Kanser hiicresinin invazyonu
i¢in bazal membranin (BM) lamina densa ve lamina fibroretikularis katmanlarinin proteolizi
zorunlu bir basamaktir. Tip IV kollajen, lamina densanin baslica komponentlerinden biridir ve
baslica MMP-2 ve MMP-9 tarafindan proteolitik olarak yikilmaktadir. Bugiine kadar yapilan
calismalarda, MMP-2 ve MMP-9’un asir1 ekspresyonunun meme, prostat, akciger, melanoma,

bas-boyun ve beyin tlimorlerinin progresyonunundaki rolleri vurgulanmaktadir (63).

Literatiir incelendiginde kolorektal kanserde; MMP-2, MMP-9 ve bunlarin
regiilasyonlarinda gorevli inhibitoér proteinlerin TIMP-2, TIMP-1 ve aktivator proteinlerin
MT-1 MMP’nin ekspresyonlarina ve prognostik anlamlari iizerine yapilan bir¢ok ¢aligmanin
mevcut oldugu goriilmektedir (9, 10, 64, 65). Bu ¢alismalarda kolorektal tlimorler kolon ve
rektum olarak ayrim yapilmaksizin bir biitiin olarak ele alinmistir. Yapilan bu ¢alismalardan

elde edilen veriler arasinda uyumsuz sonuglarin da bulunmasi dikkat ¢ekicidir.

Yapilan bu c¢alismalarda MMP-2 mRNA’smin kolorektal kanser dokusunda normal
dokuya gore daha yiiksek oldugu gosterilmistir (66, 61, 67, 68, 69, 70). Bununla birlikte
MMP’lerin prognostik anlamlarini inceleyen ¢alismalar ise tartismalidir. Heslin ve arkadaslari
MMP-2 ve MMP-9 mRNA’sinin tiimor biiylikligli veya evresi ile iligkili olmadigim
bildirmislerdir (70). Yine Ring ve arkadaslar1 212 kolorektal tiimdrlii 6rnek grubunda
gerceklestirdikleri calismada kolorektal tiimor dokusunda artan MMP-2 ve MMP-9’un
klinikopatolojik degiskenler ile iligkisini gosterememislerdir (71). Pesta ve arkadaslar1 da 38
kolorektal tiimor Orneginde gergeklestirdikleri calismada kolorektal tiimorlerde yiiksek
bulunan MMP-2 mRNA’smin klinikopatolojik degiskenlerle iliskisini tanimlayamamiglardir
(72). Bu bulgular Tutton ve arkadaslarinin bulgular ile benzerdir (73). Bu calismalara zit

olarak Sis ve arkadaslarinin immiinohistokimyasal yontem kullanarak gerceklestirdikleri
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calisma sonucunda, yiiksek MMP-2 ekspresyonu ile lenf damar invazyonu ve timor evresi
arasinda iligki oldugu bildirilmektedir (74). Zeng ve arkadaslar tarafindan gergeklestirilen bir
diger calismada ise yliksek MMP-9 ekspresyonunun kolorektal tiimoérlerde kisa sagkalim ile
iliskisi vurgulanirken (75), Islekel ve arkadaslar1 43 kolorektal tiimédrde gergeklestirdikleri
calismada yiiksek MMP-9 protein diizeylerinin perindral invazyon ile korele oldugunu
bildirmektedirler (76). 73 kolorektal timor ve eslenik normal dokuda MMP-2 ve MMP-9
aktivitesini arastiran diger bir calismada ise MMP-2’nin evre ve uzak metastaz ile iliskisi
gosterilirken, MMP-9 aktivitesinin klinikopatolojik degiskenlerin higbiri ile iliskisi

gosterilmemistir (77).

TIMP-2 ile ilgili c¢alismalar da tartismali olarak devam etmektedir. TIMP-2
mRNA’sinin tiimorlii dokuda diisiik oldugunu bildiren caligsmalarin yaninda (68, 78) bu
bulgulara zit olarak TIMP-2 mRNA’sinin tiimdrlii dokuda normal dokuya gore daha yliksek
oldugunu gosteren calismalar da mevcuttur (72). Bu bulguya paralel olarak da Jung ve
arkadaglar1 kolorektal tiimdrlerdeki yiiksek TIMP-2’nin lenfatik invazyon ve lenf nodu

metastazi ile iliskisini bildirmektedirler (79).

MT-1 MMP ekspresyonuna iliskin c¢alismalarda kolorektal tiimorlii dokuda MT-1
MMP ekspresyonunun arttig1 bildirilmektedir (80). Malhotra ve arkadaslart MT-1 MMP
ekspresyonunun karsinoma in situ’dan adenomaya geciste arttigini, bu artisin rekiirrens ve
prognoz ile iligkili olmadigint bildirmektedir (81). Bununla birlikte Ngan ve arkadaslari
yiiksek MT-1 MMP ekspresyonunun kotii prognoz ile iligkili oldugunu savunmuglardir (82).
Ayrica Bendardaf ve arkadaslari ise diisiik MT-1 MMP ekspresyonu ile daha uzun sagkalim

arasinda iligki saptamiglardir (83).

Yapilan ¢aligmalardan elde edilen veriler arasinda uyumsuz sonuglarin bulunmasi, bu
enzimlerin ve ilgili diizenleyici proteinlerin mRNA, protein ve aktivite seviyelerinde
incelenmek iizere farkli teknikler ile degerlendirilmesi, bu noktada farkli sinir degerlerinin
kullanilmas1 ve ¢alismalarin kendi icinde homojen olmayan hasta gruplarinda yiiriitiilmesine
bagli sebebler ile agiklanabilir. Ayrica kolon ve rektumun birbirinden farkli dogas1 da bu

sebeblerin basinda yer almaktadir.

Kolon ve rektum kanserlerinin gelisim mekanizmalarina iligkin literatiir incelediginde
bu mekanizmalarin farkli oldugunu destekleyen calismalar oldugu goriilmektedir. Kapitejin

ve arkadaglarinin gergeklestirdigi ¢alismada kolon tiimdrlerinde [B-katenin ve p53
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ekspresyonlarinin rektum kanserlerine gore daha fazla oldugu bildirilmektedir (11). Yine aym
calismada, p53 ekspresyonundaki bu fazlaligin yiiksek oranda p53 mutasyonlariyla iliskili
olabilecegi de savunulmaktadir. Bu mutasyon oraninin kolon kanserinde daha yiiksek olmasi
ise farkli bakteriyel flora ve uzun gecis zamanmin fekal akista potansiyel karsinojenler
arasindaki etkilesimi degistirebilecegi yoniinde diisliniilmektedir. Konishi ve arkadaslarinin
gerceklestirdigi ¢alismada da sol kolon ve rektumda mukozal lezyonlarin invaziv kanserlere
ilerlemesini saglayan mekanizmalarin varligindan séz edilirken (12), sag kolonda tam aksine
bu ilerlemeyi baskilayabilen mekanizmalarin var oldugu savunulmaktadir (84, 85, 86). Yine
bu c¢aligmalarda kolon ve rektum kanserlerinin klinik davraniginin birbirinden farkli oldugu;
rektal kanserlerde en biiyiik problemin lokal rekiirrens iken, kolon kanserlerinde ise uzak
metastaz oldugundan s6z edilmektedir (11). Yine Kapitejin ve arkadaslarinin gerceklestirdigi
calismanin sonucu olarak rektal kanser tanist almig hasta popiilasyonunda erkek hasta
sayillarinin  kolon kanseri tanist almis hasta popiilasyonundan daha fazla oldugu
bildirilmektedir (11). Bu anlamda etyolojik faktorlerin ve molekiiler mekanizmalarin kolon ve

rektum tiimorlerini birbirlerinden farkli kildigina yonelik goriisler birbirini desteklemektedir.

Jelatinaz diizeylerine yonelik bugiine kadar gerceklestirilmis ¢alismalarin ¢ogu
kolorektal tiimor grubunda gerceklestirilmis olmasina ragmen (10, 9, 76, 72) son yillarda
yapilan birka¢ c¢alismada kolon ve rektum tiimorlerinin gelisim mekanizmalarinin
farkliligindan kaynaklanan sebeblerden dolay1 kullanilan parametreler ile klinikopatolojik
degiskenler arasindaki korelasyonlarin klinik uygunluklarinin dogrulugu acisindan hasta
gruplarinin kolon ve rektum olarak ayrilmasi gerektigi goriisii onem kazanmustir (87, 82, 88,

89).

Biz de bu goriisii savunarak, gerceklestirdigimiz bu ¢aligmada 50 kolon ve 34 rektum
timori teshisi alan hastalar1 total kolorektal olarak degil, kendi iginde homojen olan ayr iki
grup olarak degerlendirdik. MMP-2 aktivasyon diizeyini, MMP-2’ nin endojen inhibitor
proteini TIMP-2, aktivator proteini MT-1 MMP ve anjiogenez regiilasyonunda rol oynayan
anjiogenik potansiyeli yiiksek olan VEGF ve anjiogenez inhibitdrii endostatinin protein
diizeyini her iki tip timdrde ayri ayri arastirdik ve bu parametrelerin klinikopatolojik
degiskenler ile iligkisini tanimladik. MMP-2 aktivasyon diizeyini degerlendirmek icin
kullandigimiz jelatin zimografi yontemi ayni zamanda MMP-9 aktivasyon diizeyini de
degerlendirmeyi miimkiin kilmaktadir. Bu nedenle hem kolon hem rektum tiimdr dokusu

MMP-9 aktivasyonuna iliskin elde ettigimiz bulgular1 da degerlendirmenin literatiire
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zenginlik getirecegi sonucuna vardik. Her biyokimyasal parametre ile klinikopatolojik
degiskenler arasinda (Cinsiyet, yas, histopatolojik tip, diferansiyasyon, tan1 an1 metastaz, uzak
metastaz, lenf nodu metastazi, timor evreleri, niiks, lenfatik, perinoral ve vaskiiler invazyon)
anlamli iligki bulunup bulunmadigini arastirdik. Bununla birlikte parametrelerin sagkalim
tizerinde etkili olup olmadigina yonelik sag kalim analizinin hastalarin izlem siireleri
tamamlandiginda arastirilmasi planlanmaktadir. Yine parametrelerin kolon ve rektum
tiimorleri diizeyleri arasindaki farkliligi arastirmak hedeflerimiz arasinda olmadig: i¢in buna
iliskin istatistiksel analiz yapilmadi. Bu anlamda ayr1 ayr1 kolon ve rektum tiimdrlerinde
MMP-2, MMP-9, TIMP-2, MT-1 MMP diizeylerine iligkin literatiir incelendiginde oldukga

kisith sayida ¢alisma oldugu goriilmektedir.

50 kolon tiimdr dokusunda pro ve aktif MMP-2’nin ve aktif MMP-9’un aktivite
diizeylerini, eslenik normal doku aktivite diizeylerine gore istatistiksel olarak anlamli yiliksek
bulduk. Roeb ve arkadaslarinin 20 kolon tiimor 6rnegi ile gergeklestirdikleri ¢alismada, kolon
tiimor dokusunda MMP-9 aktivitesi normal dokuya gore anlamli olarak yiiksek, MMP-2
aktivitesinin ise tiimdr ve eslenik normal dokularinda farkli olmadig: bildirilmektedir (90).
Calismamizda MMP-9’a iliskin saptadigimiz bulgular bu literatiir ile uyumludur. Bununla
birlikte MMP-2’nin hem pro hem de aktif formlarim1 eslenik normal dokuya gore anlaml
olarak yiiksek saptamamiz ve bu bulguyu destekleyici olarak timor aktif MMP-2/ProMMP-2
oraninin da eslenik normal dokuya goére yiiksek bulunmasi, Roeb ve arkadaslarinin
calismasinin MMP-2’ye iliskin bulgularindan farklilik gostermektedir. Tae-Dong Kim ve
arkadaslarinin 12 kolon tiimor Ornegi ile gerceklestirdikleri diger calismada ise bizim
bulgularimizi destekleyici yonde hem MMP-2 hem de MMP-9 aktivite diizeylerinin timor
dokularinda eslenik normal dokuya gore anlamh olarak daha yiiksek oldugu bildirilmektedir
(13). Her iki ¢calismada da klinikopatolojik degiskenler ile korelasyon analizi yapilmamistir.
Bununla birlikte, yukarida sozii edilen literatiirlere gore daha fazla oOrnek sayisi ile
gerceklestirdigimiz bu caligmada tiimor dokusu parametreleri ile klinikopatolojik degiskenler
arasindaki iligki de incelenmistir. Kapitejin ve arkadaslar1 kolon kanserlerinde en biiyiik
problemi, uzak metastaz olarak tanimlanmaktadir (11). Bu anlamda calismamizda kolon
timor dokusu aktif MMP-9 ile tiimor invazyon derinligi “pT1-2 vs pT3-4” ve uzak metastaz
arasinda saptadigimiz korelasyon bulgulari, Kapitejin ve arkadaglarinin literatiirii ile
desteklenmekte ve sadece kolon kanser progresyonu ve jelatinazlarin iligkilendirildigi ve

iligkilendirilecegi yeni c¢alisma sonuglarmin tartisitlmasina yonelik literatiire zenginlik
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katacagini diisiinmekteyiz. Bununla birlikte kolon tiimoér MMP-2 aktivite diizeyine iliskin
herhangi bir klinikopatolojik degisken ile anlamli iligki saptamadik. Hilska ve arkadaslari
tarafindan olduk¢a genis O6rnek grubu (233 kolon ve 118 rektum tiimorii) ile yapilan
calismada MMP-1, 2, 7 ve 13 ile TIMP-1, 2, 3 ve 4 ekspresyonlari immiinohistokimyasal
olarak degerlendirilerek bu parametrelerin prognostik O6nemi arastirilmis ve sag kalim
analizleriyle iliskilendirilmistir (87). Literatiirde ilk kez bu calismada, yiiksek MMP-2
ekspresyonun kolon tiimdrlii hastalarda kisa sagkalimda 6nemli rol oynayabilecegi goriisii
ortaya c¢ikmistir. Bununla birlikte bu c¢alismada aktif MMP-2’ye iliskin herhangi bir bilgi
mevcut degildir. Aragtiricilar bu durumu, tercih ettikleri immiinohistokimyasal yontemde
MMP-2’ye kars1 kullanilan antikorun, aktif MMP-2’yi tanima yeteneginde olmadig1 seklinde

aciklamaktadirlar.

Gergeklestirdigimiz bu ¢alismada, 34 rektum tiimor dokusunda hem MMP-2’ nin hem
de MMP-9’un aktivite diizeyleri, eslenik normal doku aktivite diizeylerine gore istatistiksel
olarak anlamli yiiksek bulundu. Rektum tiimér MT-1 MMP diizeyi, eslenik normal doku MT-
1 MMP protein diizeylerine gore daha yiiksek bulunmasina ragmen aradaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi. Yine rektum timor TIMP-2, endostatin ve VEGF diizeyleri eslenik
normal doku diizeylerinden farkli degildi. Rektum tiimér dokusu parametreleri ile
klinikopatolojik degiskenler arasindaki iligkiyi inceledigimizde ise aktif MMP-9, aktif MMP-
9/Pro MMP-9 oran1 (rtMMP-9), aktif MMP-2/ProMMP-2 (rMMP-2) ile tan1 an1 metastaz ve
perindral invazyon varligi arasinda; proMMP-9 ve proMMP-2 ile lenf nodu metastazi
arasinda, TIMP-2 diizeyleri ile niiks varligi arasinda anlaml iligki saptadik (p<0.05).
Calismamizin bulgulari, Tae-Dong Kim ve arkadaslar1 tarafindan 10 rektal tiimor 6rneginde
MMP-2 ve MMP-9 aktivite diizeylerinin jelatin zimografi ile degerlendirildigi ¢alismanin
bulgular1 ile yontemlerden kaynaklanan yorum farkliliklar1 olmaksizin uyumludur (13).
Bununla birlikte Roeb ve arkadaslarinin yine 10 rektal tiimor orne§inde gergeklestirdikleri
calismada ise MMP-2, MMP-9 ekspresyonu ve aktivasyonuna iliskin rektum tiimor dokulari
ve eslenik normal dokular arasinda farklilik saptanmamistir (90). Her iki ¢aligmada da
klinikopatolojik degiskenler ile korelasyon analizi yapilmamistir (13, 90). Schwander ve
arkadaslarinin 94 rektal tiimor ornegi ile gerceklestirdikleri diger bir ¢alismada ise MMP-2,
MT-1 MMP ve TIMP-2 imiinohistokimyasal olarak degerlendirilmistir (88). MMP-2
ekspresyonunun rektal timor dokusunda eslenik normal dokuya goére anlamli olarak daha

fazla oldugu ve bunun da invazyon derinligi ile korele oldugu bildirilmektedir (88).
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Calismamizda aktif MMP-2/ProMMP-2 (rtMMP-2) ile tan1 an1 metastaz varligi ve proMMP-2
ile lenf nodu metastaz varlig1 arasinda gosterdigimiz korelasyon bu anlamda orjinaldir. Yine
ayni caligmada rektal tiimdrlerde MT-1 MMP’nin daha yiiksek oldugu fakat bunun
klinikopatolojik degiskenler ile korele olmadig: bildirilmektedir. Calismamizda rektal tiimor
MT-1 MMP diizeyi eslenik normal dokulara gore daha yiiksekti fakat istatistiksel olarak
anlamlilik saptanmadi. Ayni1 zamanda klinikopatolojik degiskenler ile de korelasyon
bulunmadi. Yine ayn1 ¢alismada TIMP-2 diizeylerinin tiimorlii dokuda daha yiiksek ve TIMP-
2 fonksiyonuna zit olarak invazyon derinligi ile korele oldugu bildirilmektedir. Bununla
birlikte bizim ¢alismamizda rektal timor TIMP-2 diizeyi, eslenik normal dokuya gore yiiksek
olarak bulunmustur. Fakat bu fark ististiksel olarak anlamlilik gdstermemistir. TIMP-2
diizeylerinin tiimor dokularinda diisiik oldugunu gdsteren bir¢ok calisma vardir (68, 91).
Rektal tiimorlerde en ¢ok rastlanan problemin niiks oldugunu dikkate aldigimizda,
calismamizda rektal TIMP-2 diizeyi ile niiks arasinda saptadigimiz korelasyonun, rektal
tiimorlere yonelik literatiir icin 6nemli bir bulgu olacagini diisiinmekteyiz. 44 rektal timorli
hastadan preoperatif kemoradyoterapiden once alinan biyopsilerde MMP-9 ekspresyonunun
immiinohistokimya ile degerlendirildigi diger bir ¢aligmada ise yliksek olarak bulunan MMP-
9 ekspresyonunun preoperatif kemoradyoterapiye yetersiz yanit ile korele oldugu saptanmistir
(89). Tiim bu caligmalardan farkli olarak, ¢alismamizda rektal tiimor aktif MMP-9 diizeyinin;
tan1 an1 metastaz, lenf nodu metastazi ve perindral invazyon varligi ile korele oldugunu
gosteren bulgularimiz, MMP-9’a ait rektal tiimorlerde kisithi olarak yapilan calismalarin
yaninda 6zgiinliiglinii korumaktadir. Ayrica Hilska ve arkadaslarinin 118 rektal tiimor ile
gerceklestirdikleri ¢alismada, TIMP-2 ile birlikte diger TIMP lerin ekspresyonlar1 ve bunlarin
rektum tlimorlerindeki prognostik 6nemleri arastirilmistir. Calisma bulgusu olarak rektum
tiimorlerinde yiiksek TIMP-4 ekspresyonunun rektum kanserli hastalarda uzun sagkalim ile
iligkili olabilecegi ilk kez bu literatiir ile bildirilmistir (87). Bu bulguya benzer olarak; TIMP-
4’1in fazla olarak eksprese edilmesinin meme kanserlerinde de timor biiylimesi ile ters yonde
iligkisi bildirilirken (92), endometrial (93) ve servikal kanserlerde (94) asir1 TIMP-4
ekspresyonunun invazyon ve ilerleyen evreler ile iligkili oldugu bildirilmektedir. TIMP-4’{in
fizyolojik fonksiyonu incelendiginde ise MMP-2"nin MT-1 MMP aracili aktivasyonunda MT-
1 MMP’yi inhibe ederek, MMP-2 aktivasyonunu engelledigi goriilmektedir (95). Bizim
calismamizda rektum timér MT-1 MMP ile eslenik normal MT-1 MMP diizeyleri arasinda

farklilik saptayamamamiz, TIMP-4’lin bu koruyucu mekanizmasi ile iliskilendirilebilir. Tani
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an1 metastaz ile anlamh iligki i¢inde bulunan rtMMP-2 oraninda ise MMP-2 aktivasyonunun,
aktiflesen diger MMP’ler (MMP-1, -3, -7) aracihi@ ile de gerceklesebilecegi ihtimaller
arasinda yer alabilir. MMP-2 aktivasyonunun incelenecegi ¢alismalarda TIMP-4 diizeyinin
aragtirllmast MMP-2’nin MT-1 MMP aracili aktivasyon etki mekanizmasia agiklik

getirebilir goriisiindeyiz.

Kolorektal kanserlerde meydana gelen Oliim nedenleri arasinda siklikla uzak
metastazlar (karaciger metastazi) yer almaktadir. Timor progresyonu ve metastazinin
anjiogeneze bagimli oldugu bilinmektedir. Anjiogenez, hiicre migrasyonu, proliferasyonu,
ESM degradasyonu ve yapisal reorganizasyonunu gerektirir. Tiim bu agamalar proanjiogenik
ve antianjiogenik molekiiller arasindaki dengeye bagimhidir (96). Biz de bu amagla
calismamizda rektum (n=34) ve kolon tiimorlerinde (n=50) proanjiogenik molekiil olarak
VEGF; antianjiogenik molekiil olarak endostatin diizeylerini belirleyerek anjiogenezin hangi
yonde, nasil bir denge i¢inde oldugunu ve bu molekiillerin klinikopatolojik degiskenlerle
iliskisini arastirmay1 planladik. VEGF ve endostatin diizeylerini belirlemek amaciyla ELISA
yonteminden yararlandik. VEGF i¢in yOntemin sensitivitesi pikogram/ml diizeyinde,

endostatin i¢in ise ng/ml diizeyindedir.

Calismalarimiz sonucunda rektum ve kolon tiimorleri i¢in ayri ayri arastirdigimiz
VEGEF diizeyleri arasinda rektum ve kolon tiimor dokusu ile eslenik normal dokular arasinda
anlamli farklihik saptanmadi. Rektum tiimér VEGF diizeylerinin klinikopatolojik
degiskenlerle anlamli iliskisi olup olmadigini arastirdigimizda ise rektum tiimoér VEGF
diizeylerinin perindral invazyon ile anlamli iligki i¢inde olduklarini belirledik. Ayrica rektum
timor VEGF diizeyleri ile timor capi arasinda anlamli orta derecede korelasyon bulundu
(p=0.009 r= 0.454). Bu bulgu VEGF’in tiimor vaskiilarizasyonu ile iliskili oldugunu gdsteren
total kolorektal tiimor grubu ile kurgulanmis literatiirlerle benzerlik gdstermektedir (97, 98).
Bununla birlikte kolon timdér VEGF diizeyleri ile klinikopatolojik degiskenler arasinda

anlaml iligki saptanmadi.

Diger yandan jelatinazlarin kolorektal kanser gelisimindeki patogenetik mekanizmasi
heniiz tam olarak aydinlatilmis degildir. Bu enzimlerin up-regiilasyonlarinin solid tiimdrlerde
pro-anjiogenik veya pro-metastatik aktiviteyi artirdigini bildiren ¢aligmalar vardir (99).
Anjiogenez, timor hiicrelerinin ve ¢evredeki stromal hiicrelerin birbirleri ile etkilesimlerini

kolaylastiran bir¢ok solubl faktorlerle ve hiicre yiizeyi molekiillerinin yer aldigi kompleks ve
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dinamik bir olaydir. MMP-9’un, ESM’ye VEGF salininmindaki rolii ile tiimér anjiogenezinin
diizenlenmesindeki rolleri yapilan ¢aligmalarda vurgulanmaktadir (7). Sonu¢ olarak MMP-
9’un up-regiilasyonun pro-anjiogenik aktivitesi araciligiyla erken asamada kolorektal
karsinogenezin gelisiminde 6nemli oldugunu savunan goriisler vardir. (100) Bu baglamda
calismamizda rektum tiimorlerinde tan1 an1 metastaz varligi ile, kolon tiimdrlerinde ise uzak
metastaz varligi arasinda anlaml iliskisi bulunan tiimor aktif MMP-9 diizeylerinin, VEGF

diizeyleri ile arasinda korelasyon analizi yapildi fakat herhangi bir korelasyon saptanmadi.

Kolorektal kanser ve VEGF diizeylerine iliskin literatiir incelendiginde 6rneklerin total
kolorektal grubu olarak analizlendigini gormekteyiz. Yapilan ¢alismalarin sonucunda VEGF
ekspresyonunun vaskiiler invazyon ve karaciger metastazi ile iliskili oldugu gdosterilmistir
(101, 102). Calismamizda bu literatiirlere benzerlik veya daha yeni bir bulgu olarak, kolon
VEGF diizeyleri ile klinikopatolojik degiskenler arasinda bir iliski gosterilemedi. Rektum
timorlerinde VEGF ekspresyonuna yonelik son yillarda yayinlanan ¢alismalarin ¢ogunlukla
sag kalim ile iliskilendirildigini gérmekteyiz. 71 rektal tiimor ile yapilan ¢alismada yiiksek
VEGF ekspresyonun uzak metastaz ile iligkili olarak kisa sagkalim siiresi ile iliskili oldugu
bildirilmektedir (103). 59 rektal tiimor ile gerceklestirilen diger bir ¢alismada ise VEGF
ekspresyonunun lenf nodu metastazi ile de iligkili oldugu savunulmaktadir (104). Calismamiz
sonuglar1 arasinda bu literatlirlere benzer herhangi bir bulgu yoktur. Bununla birlikte rektum
tiimor ve normal VEGF diizeylerinin perindral invazyon ile anlamli iliski i¢inde bulunmasi ve
rektal timor ¢api ile tiimor VEGF diizeyleri arasinda saptadigimiz korelasyonun literatiire

cesitlilik getirecegi diistincesindeyiz.

Son yillarda deneysel kanser modellerinde yapilan ¢alismalarda endostatin popiiler bir
molekiil haline gelmistir. Chen W ve arkadaslar: retroviral endostatin gen transferinin kolon
kanser hiicrelerinin  biliylimesini  engellediklerini  bildirmislerdir ~ (105).  Farelerde
gergeklestirilen bir calismada ise enjeksiyon yolu ile verilen endostatinin VEGF ve VEGF
reseptor ekspresyonunu azaltarak neovaskiilarizasyonu inhibe ettigi gosterilmistir (106). Biz
de bu caligmalardan etkilenerek kolon ve tiimor dokularimizda endostatin ekspresyonuna ve
bunun ozellikle VEGF ve ESM’ye VEGF salmiminda etkin oldugu bildirilen MMP-9 ile
korelasyonunu arastirdik. Endojen tiimdr anjiogenez inhibitorii endostatin ile ilgili
calismalarimiz1 gergeklestirirken ELISA ve Western Blot yontemlerinden yararlandik. ELISA
yontemi ile rektum ve kolon tiimdér dokusu ile eslenik normal dokularda endostatin

diizeylerini nanogram (ng) seviyesinde 6l¢iimledik. Buna gore hem rektal hem de kolon tiimér
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ve eslenik normal dokularda endostatin diizeyleri yoniinden anlamli bir farklilik saptanmadi.
Korelasyon analizi sonucunda endostatin diizeyleri ile MMP-2, MMP-9 ve VEGF diizeyleri
arasinda anlamli bir korelasyon saptanmadi. Ayni sekilde endostatin diizeyleri ile
klinikopatolojik degiskenler arasinda da anlamli bir iliski bulunmadi. Western Blot
calismalarini, 13 kolon tiimoér-eslenik normal dokularinda ve 14 rektum timor ve eslenik
normal dokularinda gergeklestirdik. Calismalarimiz sonucunda 6 adet kolon tiimor dokusunda
ve 3 adet rektum tiimor dokusunda eslenik normal dokuya gore endostatin ekspresyon
diizeyleri yiiksek saptandi. Fakat tiimor ve eslenik normal dokudaki endostatin ekspresyon
diizeylerindeki bu farklilik istatistiksel olarak anlamli saptanmadi. Literatiirii kolorektal
kanser ve doku endostatin ekspresyonu ydniinden inceledigimizde buna iliskin ¢alismaya
rastlanilmamaktadir. Bununla birlikte Guenther ve arkadaglarinin karaciger metastazli
kolorektal ~orneklerinde endostatinin  prekiirsorii  olan  kollagen XVIII’in  mRNA
ekspresyonuna yonelik gerceklestirdikleri bir c¢alisma mevcuttur (107). Bu c¢alismanin
sonucunda kolon karsinoma epitelinde kollagen XVIII ekpresyonu saptanmamis, primer ve
karacigere metastaz yapan tiimor stromasinda fibroblast ve endotel hiicre kaynakli kollajen
XVII ekspresyonu gosterilmistir. Tien ve arkadaglar1 kolorektal kanserli hastalardan alinan
periferal vendz kan ve tiimor direnajini anjiogenik faktorler yoniinden karsilagtirmislardir.
Calismalarinin bulgular1 olarak VEGF’in tiimor ve hastaliksiz sag kalim ile iliskisini
gosterirken bFGF (Fibroblast biiylime faktorii) ve endostatinin tiimor evresi ve hastaliksiz sag
kalim ile korele olmadigini bildirmislerdir (108). Karaciger dokusuna ait kollagen XVIII
ekpresyonu ilk kez Schuppan ve arkadaslar tarafindan gosterilmistir (109). Bunlarin yaninda
glioma (51), pankreas (110), mesane, prostat ve bobrek (111) tiimorlerinde normal dokuya
gore yiiksek endostatin ekspresyonunu gosteren calismalar mevcuttur. Calismamizda
endostatin ekspresyonunu Orneklerin tamaminda gosterememis olmamiz, alinan Ornegin
timor stromasini tamamen temsil edememis olmasindan kaynaklanabilir. Nasu ve
arkadaslarinin in vitro kosullarda kanser hiicresi olmamakla birlikte insan endometrial
hiicrelerde gergeklestirdikleri bir ¢aligmada hipoksi etkisiyle kollajen XVIII mRNA’sinda
degisiklik olmaksizin endostatin {iretiminin azaldigi, VEGF sekresyonunun ise arttigi
bildirilmektedir (112). Endostatin ekspresyonu gosterilemeyen Orneklerimizde, tiimor
mikrogevresinin hipoksik kosullar1 etkisi ile kollajen XVIII’den endostatinin olusumu i¢in
gerekli proteolititik islemin gerceklesmemis olmasi da ihtimaller arasinda yer alabilir. Yine

tiimor ve normal dokularda Western Blot yonteminde hem kollagen XVIII hem de endostatini
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tantyan antikorlarin kullanilmast ve buna komplementer olarak immiinohistokimyasal
yontemlerden yararlanilmasi gerektigi sonucuna vardik. Boylece kollagen XVIII’in varligi
tiimor dokusu dogasinda endostatin kaynagi olarak tanimlanarak, endostatin ekspresyonunun
daha kontrollii degerlendirilmesi miimkiin hale getirilebilir. Ayrica calistigimiz kolorektal
tiimorli hasta grubunda kollagen XVIIl/endostatin geninde mutasyon taramalari da bu tiir

caligmalara yeni bir bakis acis1 kazandirabilir diye diisiinmekteyiz.
In vitro deneyler:

Kanser hiicrelerinde MMP-2 ve MMP-9’un ekpresyon ve aktivasyon regiilasyon
mekanizmalar1 heniiz tam olarak aydinlatilabilmis degildir. Degisik kanser tiirlerinde MMP-2
ve MMP-9’un cesitli ajanlarin bu enzimlerin regiilasyonlarin diizenlenmesindeki etkinlikleri
arastiran ¢alismalar mevcuttur (113, 114). Rekombinant endostatinin MMP-2 iizerine ne tiir
spesifik etkilerinin olacagi ve bu etkinin kanser hiicresinin invazyon yetenegini hangi yonde
degistirecegini arastirmak i¢in hiicre kiiltlirinden yararlandik. Bunun i¢in kolon adenoma
kanser hiicre dizisi olan HT-29 kullanildi. Literatiirde HT-29 hiicrelerinde rekombinant
endostatinin MMP-2 regiilasyonu ve invazyonu iizerindeki etkilerini inceleyen bir ¢aligma
mevcut degildir. Bu kurgudaki hipotezimiz 72 saat inkiibasyon sonunda endostatinin MMP-
2’nin MT-1 MMP aracili aktivasyonunu bloke ederek HT-29 hiicrelerinin invazyon
yeteneklerini azaltmasi idi. Ayrica endostatinin kanser hiicresi canlilig1 iizerindeki etkilerini

de test etmek istedik.

Hiicre canlilig1 i¢cin MTT testini kullandik. Calismamiz sonucunda 0.1, 1, 2.5, 10, 20,
40 pg/ml konsantrasyonlarinda endostatin ile 72 saat inkiibe edilen deney grubu hiicrelerinde,
kontrol grubu hiicrelerine gore anlamli olarak azaltici etkisinin oldugunu ve en etkin dozun 10
ug/ml oldugunu saptadik. Literatiirde, HT-29 kolon adenokarsinoma hiicre dizisinde
rekombinant endostatinin hiicre proliferasyonuna iliskin bir ¢aligma yoktur. Bununla birlikte
Dkhissi ve arkadaglari, daha dnceden HT-29 hiicreleri ile olusturduklar1 timdérlii murinlere,
fare endostatin geni tasiyan rekombinant adenoviriisii tasityarak, endostatinin timor
biiylimesini azaltict yonde etkisinin oldugunu gostermislerdir (115). Bu anlamda bulgularimiz
bu literatiir ile desteklenmektedir. Bununla birlikte 72 saat siiresince 0.01, 0.1, 1, 5, 10 ug/ml
konsantrasyonlarinda endostatin ile inkiibasyona birakilan mesane kanser hiicrelerinde (EJ
hiicre hatt1) gerceklestirilen diger bir calismada ise endostatinin hiicre proliferasyonunu

azaltic1 etkisinin olmadig: bildirilmektedir. Yine ayni arastiricilar ayni ¢aligma kapsaminda
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endostatinin 10 pg/ml konsantrasyonda ECV304 endotel hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu
bu konu ile ilgili temel caligmalara (2) benzer olarak azalttigin1 gostermisler buradan da
endostatinin hiicre proliferasyonunun azaltic1 etkisinin endotel hiicresine spesifik oldugunu

savunmuslardir (116).

Rekombinant endostatinin MMP-2 sekresyonuna olan etkisini degerlendirmek {izere
doku caligmalarinda oldugu gibi jelatin zimografi yonteminden yararlandik. Kontrol ve deney
grubu hiicreler birbiri ile karsilastirildiginda, tiim deney grubu hiicrelerinde proMMP-2
aktivite diizeylerinin, kontrol grubu hiicrelerine gore anlamli olarak azaldig1 saptandi.
ProMMP-2 sekresyonunu azaltan en etkin endostatin dozu 1 pg/ml olarak belirlendi.
Calismamizda proMMP-2 aktivasyonunu gosteren aktif MMP-2 bantlar1 saptanamamuistir.
Literatiire baktigimizda aktif MMP-2 bantlarinin saptanamadigi ¢alismalar ile karsilagilmakta
ve bulgularimiz bu literatiirlerle benzerlik gostermektedir. Li ve arkadaglarimin anti-TipIV
kollajenaz monoklonal antikorlarin HT-29 hiicrelerinde antitimdr aktivitesinde yonelik
caligmalarinda da jelatin zimografi yonteminde aktif MMP-2 bantlar1 gosterilememis ve
proMMP-2 aktivitesi tartisilmistir (117). Yosef ve arkadaslarinin insan endotel hiicrelerinde
gergeklestirdikleri diger bir calismada da jelatin zimografi ile MMP-2 aktivasyonu
gozlenmemistir. Arastiricilar bu durumu, in vitro ¢alisma kosullarinin, dogal fizyolojik
mikrogevrenin igerdigi sitokinler, bliytime faktorleri vb faktorlerden yoksun olmasi nedeni ile
MT-1 MMP’nin MMP-2 aktivasyonunu saglayamamasit veya aktiflesen MMP-2’nin
yarilanma Omriiniin kisa olmasi seklinde agiklamaktadirlar (118). Ayrica ¢alismamizda HT-29
hiicrelerinde bazal durumda da MMP-2 aktivasyonunun gozlenememis olmasi yine bu hiicre
tarafindan salgilanan TIMP-2 diizeyi ile de iliskili olabilir. MT-1 MMP aracili MMP-2
aktivasyonunun gergeklesebilmesi i¢cin TIMP-2 diizeyinin diisiik konsantrasyonlarda olmasi
gerekmektedir. TIMP-2 diizeyi arttiginda TIMP-2 ya serbest aktif MT-1 MMP’lere ya da aktif
MMP-2’lere baglanarak MMP-2 aktivasyonunu inhibe etme yoniinde ¢alismaktadir (29, 30).
Yine MT-1 MMP’nin hiicre i¢inde aktiflesememesi ya da aktiflesen MT-1 MMP’nin hiicre
ylizeyine transfer olamamasi ya da aktif MT-1 MMP’nin in vitro ortam kosullarindan (pH,
kalsiyum diizeyi vb) etkilenerek (119) proMMP-2 ye tutunamamast gibi ihtimaller de soz
konusu olabilir. Tiim bunlarin disinda endostatinin proMMP-2 sekresyonunu azaltici yondeki

etkisi transkripsiyonel diizeyde de etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Calismamizda amacimizin rekombinant endostatinin HT-29 hiicrelerinde MMP’ler

lizerine ne tiir spesifik etkilerinin olacagini arastirmak olmasi nedeni ile kiiltiir ortamlarimizda
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serum, biiyiime faktorii, sitokin vb kullanilmadi. Bu nedenle indiiklenebilir 6zellik gosteren
MMP-9’un saptanamamis olmasi beklenebilir bir sonuctur. Bu calismalara ve bizim
bulgularimiza zit olarak ise Stahtea ve arkadaslart HT-29 hiicreleri iizerine imatinibinin
etkilerinin arastirilmasina yonelik gerceklestirdikleri ¢calismada jelatin zimografi ile MMP-
2’ye yonelik hi¢bir bulgu gdsterememisler; bunu asmak i¢in HT-29 hiicrelerini fibroblast
hiicreleri ile kokiiltiirleme tekniginden yararlanmiglardir (120). Tiim bu ¢alismalarin disinda
Kim ve arkadaslart HT1080 fibrosarkoma ve insan endotel hiicrelerinde MMP-2 aktivitesinin
endostatin tarafindan bloke edildigini bildirmislerdir (3). Buna benzer olarak da Nyberg ve
arkadaglar1 insan dil karsinoma hiicrelerinde (HSC-3) MMP-2, 9 ve 13’{in aktivasyonlarinin
bloke edildigini gostermislerdir (121). Nyberg ve arkadaglar1 ¢alismalarinda 1, 5, 10, 12.5, 15,
17.5, 20, 30 ve 40 pg/ml olmak iizere olduk¢a genis endostatin konsantrasyon araligi
kullanmiglardir. Sonug olarak intravazasyon ve migrasyon deneylerinde endostatinin diigiik
konsantrasyonlarda daha etkili, yiiksek konsantrasyonlarda ise daha az etkili oldugunu
gostermislerdir. Bu bifazik etkiyi  MMP-2 aktivitesini degerlendirme sirasinda da
gozlemlemislerdir. Caligmamizda endostatinin 20 ve 40 pg/ml konsantrasyonlarinda gézlenen
proMMP-2 aktivitesinin daha diislik konsantrasyonlarda g6zlenen aktivitelerden diislik olmasi
Nyberg ve arkadaslarinin yukaridaki yorumu ile iligkilendirilebilir. Ayrica Nyberg ve
arkadaglar1 endostatinin inhibitér etkisinin hiicre yogunlugu ile degisebilecegini de
bildirmektedirler. Caligmalarinda 28000 hiicre olarak belirledikleri hiicre sayisinin
endostatinin inhibitor etkisi i¢in kritik bir deger oldugunu; bu degerin altinda (18000 hiicre)
ve ustiindeki (38000 hiicre) degerlerde etkinin meydana gelmedigini gézlemlemiglerdir (121).
Calismamizda hiicre sayisin1 ml basina 60 000 hiicre olarak kurguladigimiz i¢in farkli hiicre
sayilarinda endostatinin etkisini gdzlemleme firsatimiz olmadi. Ayrica Du ve arkadaslar
mesane kanser hiicre hattinda gerceklestirdikleri calismada Western Blot yontemi ile
endostatinin MMP-2 protein seviyesinde indiiksiyona neden oldugunu bildirmektedirler

(116). Tiim bunlardan endostatinin etkisinin olduk¢a kompleks oldugunu gérmekteyiz.

Calismamizda biyokimyasal parametrelerin korelasyon analizinde HT-29 hiicrelerinin
proMMP-2 aktivitesi ile canliliklar1 arasinda olumlu, orta derecede anlamli bir korelasyon
(p=0.007 ve r = .423) oldugunu saptadik. Endostatinin hiicre canlilig1 ve proMMP-2 aktivitesi
tizerine etkisini gosteren grafiklerin her ikisinin de aym profilde oldugu dikkat ¢ekmektedir.
Bu bulgu MMP’lerin fizyolojik olarak HT-29 hiicrelerinin canliliginda da etkin olabilecegini

ve hiicre canliligini etkileyen sinyal ileti yolaklar1 ile MMP’lerin regiilasyonunda gorevli
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sinyal yollariin bir noktada kesigebilecegine isaret etmektedir. Bu konunun ileri

caligmalarimizda arastirilmaya deger bir konu oldugunu diisiinmekteyiz.

Calismamizdaki hiicre kontrol grubunda gozlenen aktif MT-1 MMP diizeyleri, ortama
farkli konsantrasyonlarda endostatin eklenmesi ile daha diisiik diizeyde saptandi. Bununla
birlikte aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi. Literatiirde Kim ve arkadaslari
endostatinin MMP-2 aktivitesini bloke etmesini, endostatinin direkt olarak proMMP-2 ile
etkileserek ya da MMP-2 ve MT-1 MMP nin katalitik bolgesine baglanarak gerceklestirdigini
bildirmektedirler (3).

Endostatinin TIMP-2/MT-1 MMP oranma etkisini inceledigimizde ise, bu oranin
kontrol grubuna gore 1 pg/ml, 2.5 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml, 20 pg/ml ve 40 pg/ml endostatin
eklenen deney gruplarinda anlamli olarak arttig1 saptandi. TIMP-2/MT-1 MMP oranindaki bu
anlamli azalma, ayni kosullarda istatistiksel olarak anlamli bulunmayan kontrol grubuna gore
deney gruplarinda azalma yoniinde farklilik gésteren MT-1 MMP diizeylerini destekleyebilir

seklinde yorumlanabilir.

Endostatinin HT-29 hiicrelerinin invazyon yetenekleri tlizerine olan etkisi
incelendiginde; hiicre kontrol grubuna gore endostatin eklenen tiim deney gruplarindaki
hiicrelerin invazyon yeteneklerinin azaldigi1 gozlendi. Fakat bu azalma istatistiksel
degerlendirmede anlamli saptanmadi. Literatiir incelediginde endosatinin HT-29 hiicrelerinin
invazyonu tlizerine etkisini arastiran bir ¢alisma mevcut degildir. Bununla birlikte HT-29
hiicresi disinda yukarida s6zii edilen iki ¢alismada (3, 121) endostatinin HUVEC, HT1080 ve
HCS-3 hiicrelerinde invazyonu azaltic1 etkisi gosterilmistir. Calismamizda invazyon ile MT-1
MMP arasinda pozitif yonde ¢ok giiglii korelasyon bulundu (p=0.000 ve r = .991). Buna
paralel olarak invazyon ile TIMP-2/MT-IMMP oram ters yonde ¢ok giiglii anlamli bir
korelasyon bulundu (p=0.000 ve r = -.962).
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Sonug olarak hem doku diizeyinde hem de in vitro ¢alismadan elde ettigimiz bulgular

dogrultusunda arastirmamizin sonuclar1 asagidaki sekilde 6zetlenebilir:

v" Kolon tiimérii ile yapilan kisith sayida ¢aligmalarda 6rnek sayilarinin az oldugu dikkat
cekmektedir ve bu caligsmalarda aktif MMP-2 ve MMP-9’un kolon tiimor dokusunda
eslenik normal dokuya gore yiiksek olmasinin klinikopatolojik degiskenler ile iligkisi
aragtirlmamigtir. Bununla birlikte son yillarda olduk¢a genis kolon tiimdrii ile yapilan
calismalarin bu enzimleri immiinohistokimyasal yontemler ile degerlendirildigini ve
MMP-2’ye odaklanildigini, MMP-9 ile ilgili herhangi bir bulgu verilmedigini
gormekteyiz. Bu anlamda ¢alismamizda 50 kolon tiimor dokusunda aktif MMP-9 ile
timor invazyon derinligi “pT1-2 vs pT3-4” ve uzak metastaz varlig1 arasinda
saptadigimiz korelasyon bulgulari, kolon kanser progresyonu ve jelatinazlarin
iligkilendirildigi ve iligkilendirilecegi yeni ¢alisma sonuglarinin tartisilmasilmasinda

literatiire zenginlik katacagini diisiinmekteyiz.

v’ Literatiir rektum timorleri ve MMP-2 ve MMP-9’un aktivasyonlari yoniinden
incelendiginde yine ayni sekilde kisitl sayida kiigiik ornek gruplarinda (n=10)
gerceklestirilmis calismalar ile karsilagilmaktadir. Son yillarda rektum tiimorlerine
yonelik genis ornek grubu ile gergeklestirilmis calismalar olmasina ragmen burada
kullanilan yontemler immiinohistokimyasal yontemlerdir. Bununla birlikte, bu
proteinazlarin fonksiyonel durumlari, bu enzimlerin aktiviteleri ile iliskilidir. Bu
anlamda rektum tiimor aktif MMP-9 ve tiimor aktif MMP-9/Pro MMP-9 oram
(rtMMP-9), Timor aktif MMP-2/ProMMP-2 (rMMP-2), ile tani ani metastaz ve
perindral invazyon varlig1 arasinda, timoér dokusu proMMP-9 ve proMMP-2 ile lenf
nodu metastazi, timor dokusu TIMP-2 diizeyleri ile niiks arasinda saptadigimiz

anlaml iligkiler rektum tiimdrleri i¢in 6zgiin olarak kabul edilebilir.

v’ Ayrica anjiogenez gostergesi olarak arastirdigimiz VEGF diizeyleri ile ilgili olarak
kolon ttimorlerinde klinikopatolojik degiskenler ile herhangi anlamli bir iligki
gostermemekle birlikte; rektum tiimor dokusu VEGF diizeyleri ile perindral invazyon

arasinda saptanan anlaml iliskilerin ve rektum tiimér VEGF diizeyleri ile timor gap1
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arasinda gosterilen korelasyonun rektum tiimor progresyonunu inceleyen literatiir igin

orijinal oldugunu diisiinmekteyiz.

v Caligmamizin endojen anjiogenez inhibitorii olan endostatinin timér hiicre
invazyonuna iliskin hipotezi, MMP’lerin endojen endostatin olusumunda da etkin
olduklarimi dikkate alarak, tiimorlii dokuda eslenik normal dokuya gore olas1 yiiksek
MMP-2 aktivitesine paralel olarak endostatin diizeyinin de tlimorlii dokuda yiiksek
olmasi idi. Yine endostatinin MMP-2 inhibisyonuna aracilik ederek tiimdr invazyonu
lizerine olast azaltict etkisi dngoriildii. Bu anlamda, endostatinin MMP’ler ve timor
hiicre invazyonu tizerine spesifik etkilerini tanimlayabilmek amaci ile de rekombinant
endostatin varliginda in vitro deneylerden yararlanildi. Doku caligmalarimizin
sonucunda tiimor dokusunda yliksek endostatin ekspresyonun eslenik normal dokulara
gore anlamli olmamasi ve in vitro deneylerimizin sonucunda da rekombinant
endostatinin invazyon iizerine etkisinin olmamasina yonelik bulgumuz hipotezimizi
desteklemedi. Bununla birlikte doku endostatin protein diizeyleri ile invazyona iliskin
klinikopatolojik degiskenler arasinda anlamli iligki saptanmamas1 in vitro
bulgularimizt  desteklemektedir. Literatiirde kolorektal kanserde endostatin
ekspresyonunu inceleyen calisma olmamasi nedeni ile bu yondeki bulgularimizi

karsilagtirma olanagimiz olmamustir.

In vitro kosullarda rekombinant endostatinin HT-29 kolon adenokarsinoma hiicre
dizisinde proMMP-2 sekresyonu ve pro-MMP-2’nin MT-1 MMP aracili aktivasyon
mekanizmasinda ve buna iligkin kanser hiicre invazyonunun azalmasina yonelik olasi
mekanizmalarinin incelenmesine yonelik c¢alisma bulgularimiz ise asagidaki sekilde

Ozetlenebilir:

v" Rekombinant endostatin (0.1-40 pg/ml konsantrasyon araliginda) hiicre canliligini
kontrol grubu hiicrelerine gore anlamli olarak azaltmaktaydi. Bu bulgu endostatinin bu
hiicrelerde anti-anjiogenik aktivitesinin yaninda anti-tiimorojenik etkisinin de

olabilecegine isaret etmektedir.
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v" Rekombinant endostatin uygulanan tiim deney grubu hiicrelerinde proMMP-2 aktivite
diizeylerinin, kontrol grubu hiicrelerine goére anlamli olarak azaldig1 saptandi.
Korelasyon analizi sonucunda proMMP-2 aktivitesi ile canlililigin olumlu, orta
derecede korele oldugu gosterildi. Bu bulgu; MMP’lerin fizyolojik olarak HT-29
hiicrelerinin canliliginda da etkin olabilecegini ve hiicre canliligini etkileyen sinyal
ileti yolaklar1 ile MMP’lerin regiilasyonunda gorevli sinyal yollarinin bir noktada
kesigebilecegine isaret etmektedir. Bu konunun ileri calismalarimizda arastirilmaya

deger bir konu oldugunu diistinmekteyiz.

v" Rekombinant endostatinin, MT-1 MMP aktivitesini bloke etmesine yonelik
bulgularimiz sonucunda; rekombinant endostatin eklenen deney gruplarinda aktif MT-
1 MMP diizeyinde kontrol grubuna gore saptanan azalma istatistiksel olarak anlaml
bulunmadi. Bununla birlikte 1 pg/ml, 2.5 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml, 20 pg/ml ve 40
pg/ml endostatin eklenen deney gruplarinda TIMP-2/MT-1 MMP oraninin kontrol

grubuna gore anlamli olarak arttig1 saptandi.

v Rekombinant endostatinin, kanser hiicresinin invazyonunu bloke etmesine yonelik
bulgularimiz sonucunda; endostatin eklenen tiim deney gruplarinda hiicrelerin
invazyon yeteneklerinin, kontrol grubuna gore azaldig1 gozlendi. Fakat bu azalma
istatistiksel degerlendirmede anlamli saptanmadi. Doku endostatin diizeyleri ile
invazyona iligkin klinikopatolojik degiskenler arasinda anlaml iligski saptanmamasi in
vitro bulgularimizi desteklemektedir. Bununla birlikte invazyon ile MT-1 MMP
arasinda pozitif yonde ¢ok giiclii korelasyon bulundu (p=0.000 ve r = .991). Buna
paralel olarak da invazyon ile TIMP-2/MT-1 MMP oraninin ters yonde c¢ok giiclii
anlamli bir korelasyon i¢inde oldugu saptandi (p=0.000 ve r = -.962).

Calismamizda; MMP-2 ve MMP-9 aktivasyonlarini, bu enzimlerin regiilasyonlarinda
gorevli inhibitdr ve aktivator proteinler ile anjiogenetik stimiilator ve inhibitor proteinlerin
diizeylerini kolon ve rektum olmak {izere iki ayri homojen grupta inceledik ve bu proteinler
ile klinikopatolojik degiskenler arasinda anlamli bulgular saptadik. Elde ettigimiz bu
bulgularin; kolon ve rektum tiimérlerinin prognozuna yonelik ¢alismalar i¢in yararli olacagi

goriisiindeyiz.
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Ayrica HT-29 hiicrelerinde rekombinant endostatinin hiicre canliligt ve MMP-2
regiilasyonunda inhibisyon etkisine yonelik bulgularimiz ve ayrica endostatinin TIMP-2/MT-
1 MMP orani iizerine iliskin bulgularimiz, endostatinin kolon kanser tedavi stratejilerinin

gelistirilmesine yonelik ileri ¢aligmalarda incelenmeye deger aday molekiil olduguna isaret

etmektedir.
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