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ÖZFermente buğday tohumu özütünden elde edilen Ave-mar, tamamen doğal, klinikte özellikle kemoterapi veradyoterapi tedavisi gören kanser hastalarında diyetdesteği olarak kullanılan non-toksik bir bileşiktir. Çalış-mada, birçok biyolojik aktiviteye sahip olan bu ekstrak-tın insan kolon kanseri hücrelerinde anti-anjiyojeniközelliğinin olup olmadığının belirlenmesi amaçlandı. Buamaçla, Avemar 800, 1600 ve 3200 µg/ml dozlarındaHT-29 hücrelerine uygulandı ve sonrasında, en önemlianjiyogenez belirteçlerinden olan VEGF (Vasküler En-dotel Büyüme Faktörü) ve Cox-2 (Siklooksijenaz-2)protein ve mRNA miktarlarındaki değişiklikleraraştırıldı. Protein miktarlarındaki değişiklikler Elisayöntemi ile, mRNA düzeylerindeki değişiklikler isegerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu ile belir-lendi. Avemar uygulanan hücrelerdeki VEGF ve Cox-2protein ve mRNA düzeyleri, uygulanmayan HT-29hücrelerine göre önemli derecede azalma gösterdi.Araştırma sonunda elde edilen veriler, Avemar’ın kolonkanseri hücreleri üzerinde anti-anjiyojenik etkisininolabileceği yönünde yorumlandı ve tıp dünyasına kolonkanserinin anti-anjiyojenik tedavisinde aday bir ek-strakt olarak aktarıldı.
Anahtar kelimeler: Avemar, anjiyogenez, kolon kan-seri, vasküler endotel büyüme faktörü, siklooksijenaz-2

ABSTRACTAvemar, obtained from fermented wheat germ extract,is a completely natural and non-toxic compound whichis clinically used in particular as diet support in cancerpatients treated with chemotherapy and radiotherapy.The purpose of this study is to determine whether ave-mar has an anti-angiogenic effects on human colon can-cer cells. For this aim, HT29 cells were exposed to 400,800, 1600 and 3200 µg/ml concentrations of Avemar,subsequently, protein amounts and mRNA levels ofVEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) and Cox-2(Cyclooxygenase-2), which are the most important an-giogenic markers, were investigated. While the changein the amount of protein was measured by Elisa assay,the alterations at the mRNA levels were determined byreal time PCR. Avemar exhibited significantly importantdecrease in the both of protein and mRNA levels ofVEGF and Cox-2 genes on HT29 cells treated with ave-mar, compared to non-treated cells. The results of thisstudy led us to interpret that Avemar might be an anti-angiogenic effect on colon cancer cells, and Avemar wasssuggested to medical community as a candidate ex-tract for the therapy of colon cancer.
Keywords: Avemar, Angiogenesis, Colon cancer, Vas-cular endothelial growth factor, Cyclooxygenase-2.
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GİRİŞSon yıllarda kanser tedavisi ile ilgili araştırmalar, tümörçoğalması ve metastaz mekanizmalarının anlaşılmasıüzerine odaklanmıştır ve bu mekanizmaları hedef alantedaviler geliştirilmeye çalışılmaktadır. Bu bağlamdaanti-anjiojenik tedavi, gerek tek başına gerekse konvan-siyonel tedavilere ek olarak kullanılmaya başlanmış veyan etkilerinin klasik ilaçlara göre daha az olmasıylakanser tedavisinde önemli bir yer bulmuştur. Fermentebuğday tohumu özütünden elde edilen Avemar, 1990’lıyıllarda Prof. Mate Hidvegi tarafından Macaristan’dakeşfedilen ve birden fazla etken maddeye sahip bitkiselkökenli, tamamen doğal, klinikte özellikle kemoterapi veradyoterapi tedavisi gören kanser hastalarında diyetdesteği olarak kullanılan non-toksik bir bileşiktir (1-3).İçeriğindeki 2-metoksi benzokuinon ve 2,6-dimetoksibenzokuinonun çeşitli biyolojik etkiler gösterdiği bilin-mektedir. Avemar’ın anaerobik glikoliz, pentoz siklusuve ribonukleotid redüktaz enzimleriyle olan ilişkisigösterilmiştir (1,2). Ayrıca Avemar önemli antiprolif-eratif etkilere ve kaspaz-PARP (Poly ADP RibozPolimeraz) yolağıyla apopitozu indükleyerek tümörhücrelerini öldürebilme özelliğine sahiptir (4,5). Buekstraktın kanser tedavisinde kullanılan çeşitli ilaçlarlasinerjistik etkiye sahip olduğu da gösterilmiştir (6).Avemar’ın immün cevabın düzenlenmesinde de rolüolduğuna dair çalışmalar vardır (7-10). İmmün sis-temde, tümör hücreleri NK (Natural Killer, doğalöldürücü) hücrelerinin öldürücü aktivitesinden kaçmakiçin MHC-I (Major Histocompatibility Complex-I)moleküllerini eksprese eder ve böylece immün sistemtarafından yok edilmekten kurtulur. Avemar’ın tümörhücrelerindeki MHC-I ekspresyon düzeylerini azaltarakbu hücrelerin NK hücreleri tarafından tanınıp öldürül-mesini sağladığı gösterilmiştir (7). Avemar immün sis-temdeki bir diğer rolünü de ICAM-1 (İntraselülarAdezyon Molekülü-1) üzerinden gerçekleştirmektedir.Bazı tümörlerin damarlarının iç hücreleri normalhücrelere nazaran daha az ICAM-1 eksprese etmektedir.Bu durum, etkin lökosit infiltrasyonunun bozulmasın-dan dolayı immün sistemden kaçış mekanizması olarakkabul edilmektedir. Avemar’ın damar hücrelerindeICAM-1 ekspresyonunu arttırarak lökositlerin tümörinfiltrasyonuna yardımcı olduğu gösterilmiştir (8).Tüm bu özelliklerinin yanı sıra, Avemar’ın in vitro (cell-free) ortamda siklooksijenaz 1 ve 2 (Cox-1 ve 2) enzim-lerinin aktivitesini inhibe ettiği de gösterilmiştir (11).Bu enzimler araşidonik asidi, prostaglandin (PG) vethromboxan’a çevirir. Cox-2’nin oluşturduğu pros-taglandin E2 (PGE2) reseptörlerine bağlanarak tümörbüyümesini teşvik eder ve sinyal yolaklarını aktiveederek hücre çoğalmasını, göçünü, apopitozu ve anjiyo-genezi kontrol eder (12,13). Başta kolorektal kanserler(14-17) olmak üzere gastrik karsinoma (18,19), servikalkanserler (20,21), küçük hücre dışı akciğer kanserleri(NSCLC) (22) gibi kanserlerde Cox-2 ekspresyonununtümörlü dokularda normal dokulara oranla daha yüksekolduğu gösterilmiştir. Bu çalışmalarda Cox-2 ekspre-syonu ile VEGF (Vasküler Endotel Büyüme Faktörü) vemetalloproteinazlar gibi anjiojenik faktörler arasındapozitif korelasyonlar olduğu bulunmuştur.VEGF kolon kanserlerinde yeni damar oluşumundaönemli rolü olan güçlü bir anjiyojenik faktördür (23).Kolon kanseri hücreleri bazal seviyede VEGF üretir,

fakat, bu tümör hücrelerinden atipik VEGF üretimininindüksiyonundan, tirozin kinaz büyüme faktörü resep-törlerinin otokrin aktivasyonu (24,25), çeşitli gen mu-tasyonları (p53, ras ve src) (25-28) ve düşük oksijendesteği gibi birçok faktörün sorumlu olduğu tanımlan-mıştır. Ayrıca, son zamanlarda, prostoglandin biyo-sentezinden sorumlu enzimlerden biri olan Cox-2’ninkolon kanseri hücrelerinden salınan ve anjiyojenik fak-tör olan VEGF’yi modüle edebildiği gösterilmiştir (29).Cox-2 ekspresyonunu barsak hücrelerinde normalolarak mümkün değilken kolorektal karsinomlarda Cox-2 ekspresyonunun %85’lere kadar çıktığı gözlenmiştir(30).Bu çalışmada, Avemar’ın cell-free ortamda gösterilenCox-2 inhibitörü özelliğinden yola çıkılarak bu özütün,özellikle Cox-2 ekspresyonunun yüksek olduğu bilineninsan kolon kanseri HT29 hücrelerinde, anti-anjiojeniketkisinin olup olmadığının in vitro olarak belirlenmesihedeflenmiştir.
GEREÇ-YÖNTEMAvemar, Biropharma USA (Newyork) Şirketi tarafındanhediye edildi. HT29 hücre hattı ATCC (American Typesof Cell Culture Collection)’den temin edildi. Avemar, tozolarak +4oC’de saklandı, deneye başlamadan hemenönce taze olarak, son konsantrasyonu 400 µg/ml olacakşekilde steril distile su ile hazırlandı ve 0.22 µm’lik fil-trelerden geçirildi. Hücreler DMEM besiyerinde %10fetal bovin serumla tamamlanarak %5 CO2’li ortamda ve37oC’de çoğaltıldı.
Elisa Yöntemi ile Cox-2 ve VEGF proteinlerinin miktar
tayiniCox-2 miktarının belirlenmesi için hücreler, kitte öner-ildiği şekilde, 1x107 hücre/kuyucuk olacak şekildebölündü ve 400, 800, 1600 ve 3200 µg/ml’ lik konsan-trasyondaki (31) Avemar ile 24 ve 48 saat inkübe edildi.İnkübasyon sonunda hücre lizatlarındaki Cox-2 miktarıinsan Cox-2 kiti (Enzo Life Science) kullanılarak belir-lendi. HT29 hücrelerinde VEGF miktarının belirlenmesiiçin ise insan VEGF elisa kiti  (Enzo Life Science) kul-lanılarak belirlendi. Kitteki yönergeye göre hücreler 96-kuyucuklu plaklara bölündü ve 400, 800, 1600 ve 3200µg/ml’ lik konsantrasyondaki Avemar ile 24 ve 48 saatinkübe edildi. İnkübasyon sonunda besiyerleri alınarakhücrelerden salınan VEGF miktarları belirlendi. TümElisa deneyleri 4 kuyucukta üç tekrarlı gerçekleştirildi.
RT-PCR ile Cox-2 ve VEGF mRNA düzeylerinin belirlen-
mesiRNA izolasyonu için 5x105 (hücre/10mm petri) HT29hücreleri 400 ve 3200 µg/ml’ lik konsantrasyondakiAvemar ile 48 saat inkübe edildi. İnkübasyon sonundakitte verilen yönergeye göre RNA izolasyonu yapıldı(RNAeasy mini kit, Qiagen). İzole edilen RNA’ların mik-tarları spektrofotometrede 260 nm’deki absorbans de-ğerleri okunarak hesaplandı. Tüm RNA’lar QuantiTect®reverse transkriptaz kiti (Qiagen)  kullanılarak cDNA’yaçevrildi. Elde edilen cDNA’lar (100 ng) kalıp olarak kul-lanılıp aşağıdaki tabloda dizileri verilen primerler(Tablo I) ve SYBR Green I (QuantiTect SYBR Green PCRKit, Qiagen) ile StepOnePlus™ Real-Time PCR(ThermoFisher Scientific) cihazında gerçek zamanlı PCRreaksiyonu gerçekleştirildi. PCR şartları, başlangıç de-natürasyon 94 oC’de 5 dakika, 35 döngü olmak üzeredenatürasyon 94 oC’de 30 saniye, annealing 58
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oC’de 45 saniye, zincir uzama 72 oC’de 45 saniye ve sonzincir uzama 72 oC’de 5 dakika şeklindedir. Oluşanürünler, GAPDH geninin ekspresyon düzeyi referansalınarak normalize edilip kantite edildi. Kantitasyon içinLivak metodu kullanıldı (32). Tüm PCR reaksiyonları enaz üç tekrarlı yapıldı.
İstatistiksel AnalizElde edilen sonuçların istatistikleri tek yönlü ANOVA veDunnutt’s multiple comparisons test (GraphPad In Stat,USA) ile yapıldı. Gerçek zamanlı PCR sonuçları StepOne-Plus software programında değerlendirildi. Grafikçizimleri için ise Sigma Plot version 10.0 (SPSS Inc, USA)software programı kullanıldı.
BULGULARHT29 kolon kanseri hücreleri bazal düzeyde VEGF üre-tirler, ancak Jung ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada,48 saat boyunca serum açlığına bırakılan HT29 hücrel-erinden VEGF salınımının arttığı gösterilmiştir (33). Buçalışmada da, HT29 hücreleri önce 48 saat serumaçlığına maruz bırakıldı ve bu süre sonunda hücreler-deki VEGF protein miktarları elisa ile gösterildi (Şekil1). Elisa deneyi gereç ve yöntemde belirtildiği gibi 4

kuyucukta üç tekrarlı (n=12) yapılarak VEGF proteinmiktarları belirlendi ve ortalama ve standart hatalarıhesaplandı (Tablo II). Ardından, serumsuz ortamda,Avemar’ın dört farklı dozuyla 24 ve 48 saat boyuncamuamele edilen hücrelerde, VEGF protein ve mRNAdüzeylerindeki değişiklikler elisa ve RT-PCR ile göster-

ildi. Elisa deneyi gereç ve yöntemde belirtildiği gibi 4kuyucukta üç tekrarlı (n=12) yapılarak VEGF proteinmiktarları belirlendi ve ortalama ve standart hatalarıhesaplandı (Tablo III). Elisa sonuçlarına göre (Şekil 2),kontrol hücreleri ile karşılaştırıldığında, avemar ilemuamele edilmiş HT29 hücrelerinde, VEGF protein mik-tarında tüm dozlarda istatistiksel olarak anlamlı birinhibisyon gözlendi (p<0.01). Ardından, protein düzey-indeki bu inhibisyonun transkripsiyonel düzeyde debenzer şekilde olup olmadığını belirlemek amacıyla RT-PCR ile VEGF mRNA düzeyleri gösterildi. Bunun içinelisa deneyinde kullanılan dört dozdan 48. saatte en az(%29) ve en çok (%65) inhibisyon gösteren 400 ve3200 µg/ml’lik doz seçildi.  Şekil 3’den de görüleceğiüzere serum açlığının indüklediği VEGF artışının Ave-mar ile inhibe olduğu mRNA düzeyindeki azalışla dagösterildi (Tablo IV). Avemarın 400 µg/ml’lik dozununVEGF mRNA düzeyinde 1.08 (p<0.05), 3200 µg/ml’likdozunun 4 katlık (p<0.01) azalışa sebep olduğu ista-tistiksel olarak doğrulandı.

Çalışmanın bundan sonraki hedefi, HT29 hücrelerindeAvemarın sebep olduğu VEGF inhibisyonunun Cox-2tarafından gerçekleşip gerçekleşmediğini test etmekti.Bunun için serum açlığına maruz bırakılan bu hücrel-erde Avemar muamelesinin Cox-2 üzerine etkisini or-taya koymak için Cox-2 protein ve mRNA düzeyleri be-lirlendi. Elisa sonuçlarına göre (Şekil 4), kontrolle karşı-laştırıldığında, 24. saatte Avemarın 400 µg/ml’lik dozuhariç (p>0.05) diğer üç dozunun Cox-2 protein düzey-indeki inhibisyonu istatistiksel olarak anlamlı bulundu(p<0.01). Şekil 4’de görüldüğü gibi 48. saatteki 3200 µg/

Tablo I. Real-time PCR Reaksiyonunda Kullanılan Primer dizileri.
Forward Primer Reverse Primer

Cox-2 5’-TCACGCATCAGTTTTTCAAGA-3’ 5’-TCACCGTAAATATGATTTAAGTCCAC-3’
VEGF 5′-AGG CCA GCA CAT AGG AGA GA-3′. 5′-TTT CCC TTT CCT CGA ACT GA-3′

GAPDH 5’-TCACCAGGGCTGCTTTTAACC T-3’ 5’-CAC GCC ACA GTT TCC CGG AG-3’

Şekil 1. HT29 hücrelerinde serum açlığı sonrası VEGF proteinmiktarları (ELISA) (**  p<0.01). Hücreler 48 saat boyunca se-rum açlığına bırakıldı ve 0., 12, 24. ve 48. saatlerde Elisa deneyigereç ve yöntemde belirtildiği gibi 4 kuyucukta üç tekrarlı(n=12) yapılarak VEGF protein miktarları belirlendi.

Tablo II. HT29 hücrelerinde serum açlığı sonrası VEGF pro-tein miktarlarının ortalama ve standart hata değerleri (n=12).

** : p< 0.01

Zaman VEGF protein miktarı (pg/ml)(Ortalama ± Standart hata)
saat 52.97 ± 1.1312.  saat ** 312.46 ± 4.8824.  saat ** 613.84 ± 2.0448.  saat ** 1118.7 ± 3.77
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ml’lik Avemar uygulaması yaklaşık %77 oranındakiinhibisyonla Cox-2 protein miktarında en fazla azalmayıgösterdi (p<0.01). Bu inhibisyonun Cox-2 mRNA düzey-lerinde de gerçekleştiği belirlendi (Şekil 5). Avemarın
400 µg/ml’lik dozunun Cox-2 mRNA düzeyinde 1.07(p>0.05), 3200 µg/ml’lik dozunun 3.2 katlık (p<0.01)azalışa sebep olduğu istatistiksel olarak doğrulandı.

Şekil 2. Serum açlığıyla indüklenen VEGF protein miktarına Avemarın etkisi (ELISA). (** p<0.01). Serum açlığına maruz bırakılanHT29 hücreleri farklı dozlarda Avemar ile muamele edilerek 24 ve 48. saatteki VEGF protein miktarına olan etkisi gereç-yöntemdebelirtildiği şekilde Elisa deneyi ile gerçekleştirildi. 4 kuyucukta üç tekrarlı (n=12) şekilde belirlendi. Ortalama ve standart hata
Tablo III. Avemar ile muamele edilen HT29 hücrelerinde VEGF protein miktarlarının ortalama ve standart hata değerleri. (n=12)
Avemar Konsantrasyonu(µg/ml)

VEGF protein miktarı (pg/ml)(Ortalama ± Standart hata)
24. saat 48. saat0 1113.9 ± 9.73 953.75 ± 7.89400** 984.75 ± 3.86 676.56 ± 8.42800** 957.16 ± 3.66 632.55 ± 4.111600** 825.87 ± 6.03 551.85 ± 5.893200** 712.26 ± 12.82 329.49 ± 5.47
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Şekil 3. Avemarın VEGF mRNA düzeyindeki inhibisyon etkisi.Avemarın en yüksek ve en düşük dozlarıyla muamele edilenHT29 hücrelerinde VEGF mRNA düzeyindeki etkisi gereç-yöntemde belirtildiği gibi üç tekrarlı RT-PCR ile gösterildi. (*p<0.05 ; ** p<0.01)
Tablo IV. Avemar ile muamele edilen HT29 hücrelerinde VEGFmRNA düzeylerinin ortalama ve standart hata değerleri.Avemar Konsantrasyonu(µg/ml) VEGF mRNA(Relatif ekspresyon)(Ortalama ± Standarthata)
0 4.536 ± 0.08400* 4.200 ± 0.083200** 1.133 ± 0.09

* p<0.05 ; ** p<0.01

Şekil 4. Avemarın Cox-2 protein miktarlarına etkisi (ELISA).HT29 hücreleri farklı dozlarda Avemar ile muamele edilerekVEGF protein miktarına olan etkisi gereç-yöntemde belirtildiğişekilde Elisa deneyi ile gerçekleştirildi. 4 kuyucukta üç tekrarlı(n=12) şekilde belirlendi. Ortalama ve standart hatahesaplandı (* p<0.05 ; ** p<0.01).

Tablo V. Avemar ile muamele edilen HT29 hücrelerinde Cox-2protein miktarlarının ortalama ve standart hata değerleri.
AvemarKonsantrasyonu(µg/ml)

Cox-2 protein miktarı (ng/ml)(Ortalama ± Standart hata)
24. saat 48. saat

0 61.79 ± 1.34 62.25 ± 1.10
400 59.41 ± 0.82 61.45 ± 2.01
800 54.65 ± 1.21  ** 58.10 ± 2.351600 50.93 ± 0.93  ** 56.14 ± 1.25  *
3200 30.50 ± 0.84  ** 14.46± 1.12 **

* p<0.05 ; ** p<0.01

Şekil 5. Avemarın Cox-2 mRNA düzeyindeki inhibisyon etkisi.Avemarın en yüksek ve en düşük dozlarıyla muamele edilenHT29 hücrelerinde VEGF mRNA düzeyindeki etkisi gereç-yöntemde belirtildiği gibi üç tekrarlı RT-PCR ile gösterildi. (**p<0.01)
Tablo VI. Avemar ile muamele edilen HT29 hücrelerinde Cox-2 mRNAdüzeylerinin ortalama ve standart hata değerleriAvemarKonsantrasyonu(µg/ml)

Cox-2 mRNA(Relatif ekspresyon)(Ortalama ± Standart hata)0 4.245 ± 0.08
400 3.962 ± 0.123200 ** 1.002 ± 0.11

** p<0.01
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TARTIŞMAFermente buğday tohumu özütünden elde edilen Ave-mar,  kanser hastalarında özel amaçlar için kullanılanbesin takviyesi olarak kabul görmüş bir üründür ve 5-Florourasil ve dacarbazine gibi anti-kanser ajanlarınınetkisini sinerjistik olarak artırdığı gösterilmiştir (34).Bazı hayvan modellerinde metastaz oluşumunu azaltıcıetkisi olduğu ve deri graftlarında proliferasyonu inhibeederek sağ kalım zamanını arttırdığı gösterilmiştir(35,36). Ayrıca, ileri kolorektal kanser hastalarındaAvemarın oral kullanımı, tümör metastaz oluşumunuinhibe etmiş ve cerrahi operasyon ve kemoterapidensonraki sağ kalım süresini uzatmıştır (37,38). Çalışmam,Avemar’ın HT29 insan kolon kanseri hücreleri üzerindeanti-anjiyogenik etkisini VEGF ve Cox-2 gen ekspre-syonunu inhibe ederek gerçekleştirdiğini gösteren ilk invitro çalışmadır.Yeni kan damarı oluşturma yeteneği, yani anjiyogenez,malignant tümörlerin önemli bir özelliğidir. Yeni oluştu-rulan tümör damarları, sadece tümörün büyümesi içingerekli beslenmeyi değil tümörün başka organlara me-tastaz yaparak yayılması için bir kaçış yolu sağlar. Enyaygın anjiyogenez uyarıcısı olarak kabul edilen VEGF,kan damarlarını kaplayan endotel hücreler üzerindekiVEGF reseptörlerine bağlanarak yeni damar oluşumunuteşvik eder. Son yıllarda VEGF yolağını bloke edebilenilaçlar kanser tedavisinin önemli bir bileşeni halinegelmiştir (39). Anjiyogenez sürecinde önemli düzenley-icilerden bir diğeri de Cox-2 molekülüdür. Cox-2 veVEGF anjiyogenez kaskadının düzenlenmesi yolağındabirbirleriyle sıkı bir ilişki içerisindedir (40). Besinleriniçeriğindeki birçok biyoaktif molekülün anti-anjiyogenik etkisi ve bunların kanser gibi anjigenezleilişkili patojenezlerin önlenmesinde ve tedavisindekirolleri daha önceki çalışmalarda gösterilmiştir (41). Buçalışmada da, bitkisel kökenli bir takviye gıda olarakbilinen Avemar’ın, HT29 kolon kanseri hücrelerinde,serum açlığı tarafından uyarılan VEGF indüksiyonunu,Cox-2 gen ekspresyonunu bloke ederek gerçekleştirdiğiiddia edilmiştir. Tümör hücrelerinde Cox-2’nin ya direktolarak VEGF ekspresyonunu artırdığı ya da dolaylıolarak PGE2 oluşumuna sebep olarak HIF-1α (Hipoksiyaindükleyici faktör-1alfa)’yı up regüle ettiği ve bunun daNF-kB (nüklear faktör kappa-B)’yi aktive ederek VEGFgen ekspresyonunu indüklediği bilinmektedir (42). Eldeedilen bulgular, Avemar’ın HT29 insan kolon kanserihücreleri üzerindeki olası anti-anjiyojenik özelliklerinedikkat çekmiştir. Illmer ve arkadaşlarının yaptığı çalış-mada, Avemar’ın yine HT29 hücrelerinde anti-metastatik etkilerini hücre kolonilerinin büyümesiniinhibe ederek gösterdiği bulunmuştur, ancak bu çalış-mada herhangi bir anti-anjiyojenik faktörün düzeyleriaraştırılmamıştır (11). Dolayısıyla elde edilen bulgular,Illmer ve grubunun çalışmasına katkı getirici nitelikte-dir. Oral kanser hücrelerinde yapılan bir başka çalış-mada ise, anjiyogenezde önemli bir diğer molekül olanmetalloproteinazlar (MMP) üzerine olan etkileri değer-lendirilmiş ve Avemarın anti-metastatik etkisini buhücrelerde MMP-2’yi inhibe ederek gösterdiği bulun-muştur (31). Bu durumda, Avemarın anti-anjiyojeniketkisinin kanser tipine özgül olduğu iddia edilebilir,ancak bunun için çok daha fazla sayıda kanser hücretiplerinde benzer çalışmaların yapılmasına ihtiyaçvardır ve bunların bir kısmı laboratuarımızda devam

etmektedir.Avemar kullanımının güvenli olduğunu gösteren çoksayıda in vitro, deneysel ve klinik çalışmalar bulunmak-tadır. Örneğin Avemar lenfoid tümör hücrelerindeapopitoza sebep olurken sağlıklı mononüklear hücrel-erde apopitozu indüklemediği gösterilmiştir (7) Akut vesub-akut hayvan çalışmalarında hiçbir toksisiteye veklinikte yaygın olarak kullanılan sitostatik ilaçlarla kom-binasyonunun hiçbir dezavantaja sahip olmadığı raporedilmiştir (43). Bu fermente buğday özütünün standartkemoterapi ile birlikte uygulanması melanomadahastalığın ilerlemesini yavaşlattığı (44) ve akciğer kan-seri hastalarında da yorgunluk hissini azalttığı ve yaşamkalitesini artırdığı gösterilmiştir (45). Son zamanlarda,Avemarın sürekli verilmesi, pediatrik kanser hasta-larında sitostatik tedaviye bağlı yan etkilerden enönemlisi olan febril nötropeni insidansını azalttığıgösterilmiştir (46). Şimdiye kadar insanlarda Avemarkullanımına ilişkin toksik yan etkinin bildirilmemiş ol-masına bu noktada dikkat çekmek gerekmektedir.Dolayısıyla, yakın gelecekte, Avemarın bu çalışmadagösterilen in vitro anti-anjiyojenik etkilerinin doğrulan-ması için önce hayvan deneyleri, ardından da klinikçalışmalarda kullanılması için hiçbir sakınca yoktur.
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