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Oz

Amag: Kanser; hiicrenin ¢ogalmasini, farklilagmasini, sag kalimimi denetleyen kritik genlerde meydana gelen degisikliklerden kaynaklanan
hastaliktir. Kanserin ilerlemesini ve metastazini etkileyen ¢ok sayida etken vardir. Bu etkenlerden birisi olan anjiogenez siSteminin aktivator
ve inhibitorleri bulunmakta olup bunlar arasindaki dengeye bagli olarak kanserin ilerlemesi ve yayilmasi inhibe ya da aktive olmaktadir.
Geldanamisin, anti-kanserojen etki gosteren, benzokinon ansamisin antibiyotiktir. Is1 sok proteinleri, 1s1 stresine yanit olarak sentezlenen,
hiicresel homeostaziyi diizenleyen, hiicrenin sag kalimini artiran, molekiiler saperonlardir ve tiimor hiicrelerinde yapisal olarak asirt eksprese
edilir ve kanser tedavisi igin bir hedef olarak degerlendirilmektedir. Caligmamizda, geldanamisin derivesi olan 17-allylamino-17-demetoksi-
geldanamisin (17-AAG) nin, kolon kanseri hiicre dizini Colo—205 kiiltiirinde matriks proteinlerinin varliginda vaskuler endotelyal biiyiime
faktorii (VEGF), matriks metalloproteinaz (MMP) ve anti-anjiogenik ajanlardan olan endostatin (ES) ve trombospondinin (TSP) etkilerini
ELISA yontemiyle arastirmay1 amagladik.

Gereg ve Yontem: Geldanamisin derivesi olan 17-AAG stok soliisyondan tedavi amaciyla kolon kanser hiicre dizilerine uygulandi. Hiicrelerin
tiremesi her 2 giinde bir morfolojik olarak faz kontrast atagmanli inverted mikroskopta (CK40-F200, Olympus, Japonya) incelendi ve
mikrofotografi ile goriintiilendi. Konfluent olan hiicrelerden pasaj yapilarak hiicrelerin ¢ogaltilmasi saglandi. Hiicreler toplandi ve hiicreler
analize kadar -80°C'de tutuldu. VEGF, MMP, ES ve TSP-1, ELISA kitleri (Millipore mCorp., Billerica, MA) kullanilarak 6l¢iildii.

Bulgular: AAG’ye gore kollajende VEGF seviyesi, AAG+ Kollojende ise VEGF, Endostatin, TSP seviyesi istatistiksel olarak artarken
(p<0.05), AAG+Lamininde ise ES, MMP, TSP seviyesi istatistiksel olarak azalmistir (p <0.05). Kollajene gére AAG+ Kollajen ise VEGF,
MMP, TSP, ES istatistiksel olarak artt1g1 gériilmiistiir (p<0.05). AAG+ Kollajen’e gére ise AAG+Laminin’de VEGF, MMP, TSP, ES
seviyeleri istatistiksel olarak azalmstir (p<0.05).

Sonug: Dolayisiyla, 17-AAG uygulamasi kolon kanseri tedavisinde katki saglayabilecek ajan olarak goziikmektedir. Bu konuyla ilgili daha
fazla ¢aligmalarla da bu bulgularin desteklenmesi yararli olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Angiogenez, Hiicre kiiltiirii, VEGF, MMP, TSP, Endostatin

Abstract

Objective: Cancer; It is a disease caused by changes in critical genes that control cell proliferation, differentiation and survival. There are
many factors that affect the progression and metastasis of cancer. There are activators and inhibitors of the angiogenesis system, which is one
of these factors, and depending on the balance between them, the progression and spread of cancer are inhibited or activated. Geldanamycin is
a benzoquinone ansamycin antibiotic with anti-carcinogenic effects. Heat shock proteins are molecular chaperones that are synthesized in
response to heat stress, regulate cellular homeostasis and increase cell survival. 90 kDa Hsp (Hsp-90) accounts for 1-2% of total intracellular
protein in normal eukaryotic cells, is constitutively overexpressed in tumor cells and is considered a target for cancer therapy. In our study, we
aimed to investigate the effects of 17-AAG, a geldanamycin cycle, in the presence of matrix proteins in the colon cancer cell line Colo-205
culture, using the ELISA method.

Material and Methods: The 17-AAG stock solution, which is a geldanamycin derivative, was applied to colon cancer cell lines for treatment.
Cell growth was morphologically examined every 2 days under an inverted microscope with phase contrast attachment (CK40-F200, Olympus,
Japan) and visualized by microphotography. Cells were reproduced by passage from confluent cells. Cells were harvested and cells were kept
at 80°C until analysis. VEGF, MMP, ES and TSP-1 were measured using ELISA kits (Millipore mCorp., Billerica, MA).

Result: According to AAG, VEGF level in Collagen, VEGF, Endostatin, and TSP levels in AAG+ Collagen statistically increased (p <0.05),
while ES, MMP, TSP levels decreased statistically in AAG+Lamine (p <0.05). It was observed that VEGF, MMP, TSP, Endostatin increased
statistically (p <0.05) if AAG+ Collagen compared to collagen. Compared to AAG+ Collagen, VEGF, MMP, TSP, ES levels were statistically
(p <0.05) decreased in AAG+Laminin.

Conclusion: Therefore, 17-AAG application seems to be an agent that can contribute to the treatment of colon cancer. It would be useful to
support these findings with further studies on this subject.
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GIRiS

Kolorektal kanser her yil yaklasik 150.000
Amerikal1 bireyi etkiler ve bunlarin yaklasik
ticte biri oliir. Avrupa'da yilda yaklagik
250.000% ve diinya capinda yaklasik 1 milyon
insan®  etkilemektedir. Kolon kanserinin
patofizyolojisi, klinik  prezentasyonu ve
tanisinin gozden gecirilmesi 6nemlidir. Bu alan,
karsinogenezin molekiiler temelindeki ve kolon
kanseri tespiti ve tedavisi teknolojisindeki
atilimlar nedeniyle hizla degismektedir.
Kanser, kan damarlar1 ve lenfatik sistem ile
yayilir. Bu invazyonun anjiyogenez ile
kolaylastig1 yapilan arastirmalarla saptanmustir.
Anjiogenez; dnceden var olan damarlardan yeni
kapiller kan damarlar1 olugmasi olayidir.
Yaralarin iyilesmesi, bliylime ve gelisme gibi
yararli olaylarda yer alan fizyolojik bir siireg
olan anjiogenez, ayn1 zamanda tiimdr biiylimesi
ve metastazina da yol agmada rol oynar?
Kanserin ilerlemesini ve metastazini etkileyen
cok sayida etken vardir. Bu etkenlerden birisi
olan anjiogenez sisteminin aktivatér ve
inhibitorleri bulunmakta olup bunlar arasindaki
dengeye bagli olarak kanserin ilerlemesi ve
yayillmasi inhibe ya da aktive olmaktadir.
Anjiogenik sistemin en onemli
aktivatorlerinden biri vaskiiler endotelyal
bityiime faktoriidiir (VEGF). Onemli biyolojik
aktivitesi olan ¢ok fonksiyonlu bir molekiildiir.
VEGF, damar gegirgenligini artirir ve hiicre dis1
matriks yikimindan sorumlu olan matriks
metalloproteinaz (MMP) salinimini uyararak
metastazt  kolaylagtinr. VEGF tarafindan
harekete gecirilen endotelyal hiicreler Once
MMP’leri sentezlerler. MMP’lar serbest kalirlar
ve kan damarlar1 disindaki yapiy1r bozarak
anjiogeneze zemin hazirlarlar. Anti-anjiogenik
ajanlardan en Onemlileri endostatin (ES) ve
trombospondindir (TSP) 4.

HSP-90, 1s1yla ilgili yaygin bir proteindir. “90”
agirhgm (90 kilo Dalton) temsil eder. Stres
sirasinda ekspresyon gosteren ve diger birgok
proteinle birlikte mitkemmel katlanmada yer
alan,  proteinlerin 151  stresine  karsi
stabilizasyonunu saglayan ve protein yikiminda
rol oynayan bir saperon proteinidir®.
Geldanamisin tlirevi, 17-allilamino-17-
demetoksigeldanamisin (17-AAG), 90 kDa 1s1
soku proteininin (HSP-90) amino-terminal ATP
baglama cebine baglanir ve bu saperonun
malignite ile ilgili proteinlerini stabilize
etmesini engeller®. Is1 soku proteini ailesi,
molekiiler saperonlar olarak islev goriir ve
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hiicre biiyiimesi, farklilasmasi ve hayatta
kalmasinin kilit diizenleyicilerinin katlanmasz,
hiicre i¢i lokalizasyonu ve proteolitik etkisine
onciilik eder. HSP-90 normal Okaryotik
hiicrelerde toplam hiicre igi proteinin %1-2'sini
olusturur, tiimor hiicrelerinde yapisal olarak
asir1 eksprese edilir ve kanser tedavisi i¢in bir
hedef olarak degerlendirilmektedir’.

Bu bilgiler 1s181nda bizde, AAG ile tedavi dozu
uygulanan kolon kanseri hiicre kiiltiirlerinde,
matriks proteinlerinin etkilerini ilgili faktorler
acgisindan arastirdik. Calismamizda AAG ile
tedavi dozu uygulan kolon kanseri hiicrelerinde
VEGF, MMP ve anti-anjiogenik ajanlardan
olan ES ve TSP matriks protein varligindaki
etkilerini arastirmay1 amagladik.

GEREC VE YONTEM

Geldanamisin derivesinin uygulanmasi
Geldanamisin derivesi olan 17-AAG stok
solisyonda 10 mM olacak sekilde DMSO
icinde ¢oziilerek stok soliisyonu hazirlandi.
Daha sonra hazirlanan bu stok soliisyondan 1,
0.25, 0.06, 0.015, 0.007 pL farkl dozlarda 17-
AAG tedavi amaciyla kolon kanser hiicre
dizilerine uygulanda.

Hiicre Kiiltiirii

Bu ¢alismada kullanilan kolon karsinoma hiicre
dizisi Colo 205, DMEM F-12, %10 FCS, %1 L-
glutamine ve %1 penisilin-streptomisin iceren
kiiltir ortaminda 37°C’de ve 5% CO2’li
inkiibatorde kiiltiire edildi. Hiicrelerin liremesi
her 2 giinde bir morfolojik olarak faz kontrast
atagmanli inverted mikroskopta (CK40-F200,
Olympus, Japonya) incelendi ve mikrofotografi
ile goriintiilendi. Konfluent olan hiicrelerden
pasaj yapilarak  hiicrelerin  ¢ogaltilmasi
sagland.

ELISA Analizi

Hiicre lizatlarindaki VEGF, MMP, ES ve TSP1
konsantrasyonlarini 6lgmek igin hiicreler, 12
saat boyunca 6 oyuklu doku kiltiri
plakalarinda 3x10° hiicre/3 mL ortam/oyukta
kiltiirlendi, ardindan 48 saat AAG ile isleme
tabi tutuldu. Hiicreler toplandi ve analize kadar
-80°C'de tutuldu. VEGF, MMP, ES ve TSP-1,
ELISA Kkitleri (Millipore mCorp., Billerica,
MA) kullanilarak ol¢iildi. Analiz 3 tekrarh
olarak yapildi.

Istatiksel Analiz

Deneylerden elde edilen verileri
degerlendirmede SPSS 15.0 istatistik programi
kullanildi. Gruplar arasi farkin anlamliligi
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Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi.
BULGULAR

Kolon kanseri hiicre hattimiz Colo—205 ATNT
firmasindan getirtildi ve protokole uygun
sekilde c¢ozdiiriilerek flasklara alindi. Pasaj
yapilan hiicrelerin normal sekilde {iredikleri
saptand1. Colo—205, kolon adenokarsinomunu
taklit eden bir hiicre dizinidir. Bu hiicre
dizininde hiicreler kii¢iik ve yuvarlak olarak
gozlendi. Hiicrelerin kiiltiir tabagina yapigmasi
gec ve degisik diizeylerde gergeklesti.

Tablo 1: AAG, kollajen ve laminine gére VEFG,
MMP, TSP ve ES diizeyleri arasindaki iliski

VEGF MMP TSP Endostatin

(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
AAG 19,17+2.2 0,105+0.5 25,97£7.5 1,572+0.5
Kollajen 20,83°+2.5 0,061"+0.01 24,3°+5.4 1,572+0.4
AAG+ 29,17"%+3.0 0,1%+0.01 30,97"%+8.3 1,905™+0.6
Kollajen
AAG+ 19,17%#£2.3 0,077"%#£0. 24,3%£3.2 1,405™%%+0.3
Laminin 02

"AAG 'ye gore anlamli (p <0.05)
%Kollajene gore anlamli (p <0.05)
#AAG+ Kollojen gére anlaml (p <0.05)

AAG’ye gore Kollajende VEGF seviyesi,
AAG+Kollajende ise VEGF, Endostatin, TSP
seviyesi istatistiksel olarak artarken,
AAG+Lamininde ise Endostatin, MMP, TSP
seviyesi  istatistiksel  olarak  azalmistir.
Kollajene gore AAG+Kollajen ise VEGF,
MMP, TSP, Endostatin istatistiksel olarak
artttig1 gortilmistiir. AAG+ Kollojen’e gore ise
AAG+Laminin’de =~ VEGF, MMP, TSP,
Endostatin  seviyeleri istatistiksel  olarak
azalmustir (Tablo 1).

TARTISMA

Kolon kanseri, en sik rastlanan malignitelerden
biridir, yilik 1 milyon yeni vaka ve
600.000°’den fazla oOliim tahminiyle diinya
capinda kansere bagli Oliimlerin igilincii
sebebidir®. Kolon kanseri gelisimi pek c¢ok
faktorle iliskili oldugu bilinen ¢ok basamakli bir
siiregtir®.  Tiimér  baskilayict  genlerin
aktivasyonlarindaki  kayiplar, asir1  hiicre
proliferasyonu, anjiogenez, azalmis apoptosis
kolon kanseri gelisimine yol acan degisiklikler
olarak kabul edilmektedir'®.

Anjiogenez, tiimor ilerlemesi ve metastazi i¢in
temel mekanizmalardan biridir. Ekstraselliiler
matriksin (ESM) yeniden modellenmesini
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gerektiren bir siirectir'’. Ancak anjiogenezin
fazlalig, kanser, romatoid artrit, retinal
neovaskiilarizasyon ve aterosklerozisin dahil
oldugu ciddi hastaliklar1 olusturmaktadir®?,
Normal anjiogenezde var olan inhibitor/
aktivator dengesinin bozulmasi sonucu timor
anjiogenezi denilen patolojik bir siire¢ baslar.
Anjiogenezin inhibisyonu, kanser tedavisi i¢in
umut verici bir strateji olarak ortaya
cikmaktadir ve anjiogenez kati tiimoérlerin
biiyiimesi ve metastaz igin gereklidir'.
Anjiogenik ve antianjiogenik proteinler bir
denge tarafindan diizenlenir. Bununla birlikte
anti-anjiogenik tedavilerde en ¢ok hedef alinan
proteinin VEGF oldugu yapilan arastirmalarda
saptanmustir. Bunun sebebi hem ekstraselliilar
matriks hem de dolasimda ¢ok sayida
trombospondin-1, ES ve tumstatin gibi endojen
anjiogenez  inhibitériiniin  var  olmasidir’®.
Tiimor anjiogenezinde ¢evresel ve genetik
faktorler ¢esitli onkogenlerin aktivasyonuna ve
baz1 tiimor baskilayici genlerin inaktivasyonuna
neden olur. Bunun sonucunda anjiogenez
aktivatorlerinin {iretimi artarken anjiogenez
inhibitorlerinin iiretimi baskilanir ve timor
hiicrelerinde denge anjiogenez lehine bozularak
yeni damar yapm baslatilir'®. Anjiogenez,
VEGF, MMP’lar gibi anjiogenik ve endostatin,
TSP-1 gibi anti-anjiogenik faktorlerin kandaki
varligina baglidir. Kanda anjiogenik faktorler
baskin  oldugunda anjiogenez  meydana
gelirken, buna karsilik kanda antianjiogenik
faktorler baskin oldugunda da anjiogenez
baskilanmaktadir®’.

VEGF, damar gegirgenligini artirr ve ESM
yikimindan sorumlu olan MMP salinimini
uyarir bodylece metastazi ve invazyonu
kolaylagtirir’®, Diger bir anjiogenik ajan ise
MMP’dir. VEGF tarafindan harekete gecirilen
endotelial hiicreler, 6nce MMP’leri sentezlerler.
MMP’ler serbest kalirlar ve kan damarlar
disindaki  yapiy1 bozarlar. Bu bozulma
anjiogenezi hizlandirir®,

Endostatin; kollajen XVIII’tin 20 kDa’luk
kismidir®.  Anjiogenezin  kuvvetli  bir
inhibitoriidiir. Direkt olarak endotelial hiicre
blylimesi ve goclinii engeller; VEGF’nin
anjiogenez etkisini inhibe eder’2,
Trombospondin-1; bircok hiicre tarafindan
salgilanan heparin baglayict 5 dyeli bir
ekstraselliiler protein ailesinden olup, oldukca
biiyiik bir proteindir. Anti-anjiogenik etkisi
proteinin N-terminal kisminda
bulunmaktadir®®?!, Anjiogenez, proanjiogenik
faktorler ve onlarin inhibitorleri arasinda ve
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ESM arasinda etkilesim sonucunda olusur?.
Anjiogenez  olusan  dokularda, ESM’de
degisiklik yapmak, endotelial hiicrelerin gocii
icin ortam yaratan bu bilesiklerin yeni sentezi
ve proteolizi tarafindan olmaktadir. Anjiogenez
boylece endotelde ve ESM’de olusan bir¢ok
basamakta olusur?®. Bu olay endotelial hiicreler
ve vaskuler sizinti arasindaki baglantinin
azalmasi, vazodilatasyon ile baslar. Bdylece,
ESM bilesikleri olan plazma adezyon
molekiillerinin (laminin, fibronektin, fibrin)
endotelin yapisint bozmasi sonucu damar digina
cikmalar anjiogenezisin baglangicim
olusturur®*.

HSP-90, proteinlerin katlanmasi/olgunlagmasi
ve proteazomal bozunmasi arasindaki dengeyi
kontrol eder ve malign timdr hiicrelerinin
biiylimesini ve hayatta kalmasin tesvik etmede
rol oynar. Geldanamisin ve klinik olarak ilgili
turev 17-AAG, HSP-90'1n amino-terminal ATP
baglama cebine baglanir ve bu saperon
proteinlerin uygun sekilde katlama veya kararl
hale getirme yetenegini bloke eder. 17-AAG,
normal hiicrelerden elde edilen HSP-90'a
kiyasla tiimor hiicrelerinden tiiretilen HSP-90'a
daha yiiksek afinite gosterir.  HSP-90
inhibitorleri  kemoterapdtik  ajanlar  ve
radyasyon ile sinerji olusturur ve hipoksi ile
indiiklenen  faktor-1  alfamin  (HIF-lo)
kararsizlasmasina ve bozulmasina neden olur®.
Ferrorio ve ark. yaptiklar1 ¢aligmalarinda fare
karsinoma hiicrelerinde tiimér dokusunda
survivin, Akt, HIF-lo, MMP-2 ve VEGF’in
anti-apoptotik ve pro-anjiyogenik proteinlerin
ekspresyonunu arttirdigin1 ve tedavi rejimine
17-AAG dahil edildiginde bu ekspresyonlarin
onemli dlgiide azaldigim gosterdiler®.

Kosova ve ark. tarafindan yapilan bir ¢calismada,
mide kanseri hiicreleri kollajen I iizerinde
kafeik asit fenil ester (CAPE) ile tedavi dozu
uygulandiginda VEGF, MMP ve ES protein
seviyelerinin azaldigy, TSP protein
seviyelerinin ise arttigini gosterdiler. Mide
kanseri hiicreleri Laminin iistiinde CAPE ile
tedavi dozu uygulandiginda ise VEGF, MMP ve
Es protein seviyelerinin arttigim, TSP protein
seviyelerinde ise herhangi bir degisiklik
olmadigimi gosterdiler’*. Bu grubun yapmis
oldugu baska bir ¢alismada ise, mesane kanseri
hastalarinda yapilan tedavinin anjiyogenez
aktivatorlerinden olan VEGF ve MMP’nin
azalmasina yol agtig1, kuvvetli bir anjiyogenez
inhibit6rii olan ES ve TSP-1 seviyelerinde ise
anlamli bir degisiklik olusturmadigini
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gbzlemlemislerdir. Antianjiyogenik faktorler
olan ES ve TSP-1’in seviyelerinde artis
olmamasinin nedenin uygulanan adjuvan
tedavinin siiresi ile ilgili oldugunu ve adjuvan
tedavinin siiresine bagli olarak ES ve TSP-1
artacagi diistinmektedirler.

Bizim bu c¢aligmamizda, AAG’ye gore
kollajende VEGF seviyesi, AAG+ Kollajende
ise VEGF, ES, TSP seviyesi istatistiksel olarak
artarken, AAG+Lamininde ise ES, MMP, TSP
seviyesi istatistiksel  olarak  azalmistir.
Kollajene gore AAG+Kollajen grubunda ise
VEGF, MMP, TSP, ES’in istatistiksel olarak
arttig1 gorilmiistir. AAG+Kollajen’e gore ise
AAG+Laminin’de VEGF, MMP, TSP, ES
seviyeleri istatistiksel olarak azalmistir.

Sonug olarak, matriks proteinlerinin varliginda
kolon kanseri hiicrelerinde angiogenik ve anti-
angiogenik proteinlerin seviyelerinde bir artig
goriilircken, AAG ile verilen matriks
proteinlerinden 6zellikle kollajen varliginda
TSP ve ES seviyelerini arttirarak anti-
anjiogenik etki gosterdigini gozlemledik. Buda
bize matriks  proteinlerinden  kollajenin
varliginda AAG‘nin daha iyi etki gostererek
tiimor hiicresinin biiyiimesini ve gelismesini
engelledigini disiindiirmektedir. Dolayisiyla,
17-AAG uygulamast kolon kanseri tedavisinde
katki  saglayabilecek bir ajan  olarak
gozikkmektedir. Daha ¢ok hasta topluluklar
tizerinde denenmesi sonucunda bu ilacin
kullaniminin  artirllarak  kanser tedavisinde
umut olabilecegini diisiinmekteyiz. Ilaveten
hayvan kanser modellerinde de bu bulgularin
desteklenmesi yararli olacaktir.
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