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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

BAZI BITKi EKSTRELERININ SICAN ENDOTEL HUCRELERI
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Goniil ULUS

Anadolu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Damsman: Yard. Do¢. Dr. A. Tansu KOPARAL
2006, 98 sayfa

Bu tez c¢alismasi in vitro ortamda yapilan deneysel caligmalar
icermektedir. Deneyler RATEC C2 klon hiicreleri ile hiicre kiiltiirii teknigi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu ¢alisma ile karvakrol, Bifora radians, dill,
olivetorik asit ve fisodik asidin anjiyogenez siirecinin temel olaylar1 olan hiicre
cogalmasi, endotel hiicre gdcli ve tiip olusumu olaylar ile hiicre hareketinde
onemli rolii olan hiicre iskeletinin aktin filametlerine olan etkileri gosterilmistir.
Test maddelerinin uygulandig: hiicrelerde doz arttik¢a hiicre cogalmasinda diisiis
meydana geldigi, hiicre gociiniin durdugu, tiip olusumunun engellendigi, hiicre
iskeletinin aktin filamentlerinde ve hiicre morfolojisinde bozulmalar oldugu

gOriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Bitki ekstresi, anjiyogenez, tiip olusumu, endotel hiicresi,

aktin filamenti
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IN VITRO INVESTIGATIONS OF SOME PLANT EXTRACT EFFECTS
ON RAT ENDOTHELIAL CELLS
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Supervisor: Assist. Prof. Dr. A. Tansu KOPARAL
2006, 98 pages

This thesis study contains experimental studies done in vitro environment.
Experiments are carried out with RATEC C2 clon cells by using cell culture
technique. With this study it is showed that carvacrol, Bifora radians, dill,
olivetoric acid, physodic acid has effect on cell proliferation, endothelial
migration, tube formation that are important events in angiogenesis process and
on cell skeleton which has important role in the cell movement. In these cells
which test substances are applied as the dosage is decreasing of cell proliferation,
stop of cell migration and inhibition of tube formation and to disorganisation of

the cell skeleton and morphology have been observed.
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1.GIRiS

Kanser sozciligi Latince yengec¢ anlamina gelmekte ve tiimoriin bedenin
herhangi bir bolgesine yenge¢ gibi ayrilmaz bir sekilde yapistigini tanimlamak
tizere kullanilmaktadir. Kalp ve damar hastaliklarindan meydana gelen 6liimleri,
kanser nedeniyle meydana gelen oliimler izlemektedir. Bu nedenle kanserin
kontrolii ve Onlenmesi ¢ok onemlidir.

Bir tiimor hiicresini kesin terimlerle tanimlamak miimkiin degildir.
Tiimorler genelde hiicrelerin anormal sekilde biiylimeleri ile teshis edilirler.
Dolayisiyla makul olan tanim sudur: Timor; normal dokulart asan, normal
dokularla koordine olmayan ve degisime ugradiktan sonra bile ayni sekilde asirt
biiylimeye devam eden anormal doku kiitlesidir (Robbins, 1999).

Timorler parazit gibi davranarak metabolik gereksinimleri i¢in normal
hiicre ve dokularla yarisa girerler ve gelistikleri hastada enerji savurganligina
neden olurlar. Tiimorler belirli 6lgiide otonomiden hoslanirlar ve lokal ¢evreleri
ile konagin beslenme durumu ne olursa olsun az-¢ok sabit bir sekilde biiylirler. Bu
nedenle bunlar bir dereceye kadar kontrol edilmemis biiyiimedir. Ancak
otonomileri hi¢bir zaman i¢in tam degildir. Baz1 tiimorler endokrin destege ihtiyag
duyarlar ve bu tip bagimliliklar bazen tiimor i¢in dezavantaj olusturabilir. Ayrica
biitiin timorler beslenme ve kanlanma i¢in konaga kritik bir sekilde bagimlidirlar
(Robbins, 1999).

Tiim tiimorlerin kdkeninde normal biiyiime kontrollerine verilen yanitin
kaybolmasi1 yatmaktadir. Timor hiicreleri, normal hiicre cogalmasini kontrol eden
diizenleyici etkilerden bagimsiz sekilde ¢ogalirlar.

Tiimorler ii¢ ana grupta simiflandirilabilir:

1. Bening tiimorler herhangi bir dokuda ortaya cikarlar ve genellikle
bolgesel basing veya blokaj sonucu hasara neden olurlar. Ancak ortak
ozellikleri uzak bolgelere dagilamamalaridir.

2. In situ timorler genellikle epitelyumda olusurlar. Hiicreler, kanser
hiicrelerinin morfolojik goriiniimiine sahip olmalarina ragmen epitel
asamasinda kalirlar. Bazal membran ve mezensim dokuya sirayet

etmezler.



3. Kanserler, mezensimi saran ve harap eden tamamen gelismis (kotii
huylu) timoérlerdir. Timdr hiicreleri normal dokulardaki kan
dolagimiyla saglanan besine ihtiya¢ duyarlar. Baz1 tiimorler bir takim
proteinler iireterek kan damarlarinin tiimdriin i¢ine dogru biiyiimesini
uyarirlar. Yeni damarlar diizgiin sekilde olusmadigindan kolaylikla
hasara ugrayabilir ve bu nedenle tiimorler bu damarlarin ve lenf
kanallarinin igine girerek yayilirlar. Timor parcalar1 bu damarlar
araciligiyla bolgesel lenf diiglimlerine veya uzak organlara taginabilir
ve ikincil tlimorler olusturabilirler (metastaz). Kanserler herhangi bir
dokuda ortaya ¢ikabilir. Benignden koétii huylu olana dogru bir ilerleme
goriilmesine ragmen bu siire¢ degiskenlik gdsterir. Bir¢ok benign
timor hi¢bir zaman kotii huylu timoére doniismez (Franks ve Teich,
1996).

Tiimorler biiyiiyebilmek ve metastaz yapabilmek i¢in kan kaynagina
ihtiya¢ duyarlar (Lin ve ark., 2003; Kahn ve ark., 2000; Fortier ve ark., 1999).
Tiimdr biiyiimesinin anjiyogeneze bagli oldugu kabul edilmektedir. Anjiyogenez,
onceden var olan damarlardan yeni vaskuler kapiller kanallarin olugmasidir. (Xin
ve ark., 1999; Lin ve ark., 2003). Bu olay tiimor sitokinleri tarafindan endotel
hiicre aktivasyonu (endotel hiiceleri ile atasal damarlar arasindaki dengeli hiicre-
hiicre baglantilarinin  kaybolmasi) (Auerbach ve ark., 2003), matriks
metalloproteinazlar tarafindan ekstraselliller matriks degradasyonu, integrinler
olarak adlandirilan hiicre membran adhezyon molekiilleri araciligi ile endotel
hiicre gocli ekstraselliiler matriks yayilmasi, endotel hiicre ¢ogalmast ve kapiller
liimen formasyonu gibi bir¢ok olaylar dizisinden olusmaktadir. (Bussolino ve ark.,
1997, Kahn ve ark., 2000; Fortier ve ark., 2001). Anjiyogenez, ekstaselliiler
matriksi parcalayan matriks metalloproteinazlar (MMPs) ve endotel hiicre
migrasyonu ve proliferasyonunu ve yeni kan damarlarinin olusumunu stimule
eden vaskular endotel biiytime faktorii (VEGF) gibi iki temel proanjiyogenik
faktor tarafindan kontrol edilir (Oak ve ark., 2005). Bu faktorler, tiimor hiicreleri
tarafindan salinirlar. Tiimor anjiyogenezi herhangi bir kanser baskilayict gen
tarafindan kodlanan anjiyogenez-inhibe edici faktoriin kaybi ile ilgili olabilir.

Tiimorlerin damarlanmadiklart takdirde 1-2 mm'lik ¢ap1 yada kalinligi asacak



sekilde biiyliyemediklerine iliskin ¢ok sayida deneysel ve klinik kanit
bulunmaktadir ( Ferrara, 2004; Su ve ark., 2005; Franks ve Teich, 1996).

Biyolojik arastirmalarda canlilar bir biitiin olarak (in vivo) veya canlidan
alman organ, doku veya hiicre gibi yapilarin laboratuar sartlarinda (in vitro)
incelenmesi seklinde yapilir.

Hayvan ve insanlar arasindaki biyolojik farkliliklar nedeniyle deneylerden
elde edilen sonuglarin insanlar iizerindeki gecerliligi kesin olmamaktadir. Bu
nedenle bu tip caligmalar i¢in en uygun yontem doku veya hiicre kiiltiiri
teknigidir (Ozban, 1988).

Doku kiiltliri, bir hayvandan veya bitkiden hiicrelerin, dokularin veya
organlarin ¢ikarilmasi ve bunlarin sonradan biiyiimeye olanak saglayan yapay bir
ortama yerlestirilmesini ifade eden genel bir terimdir. Siiregelen fonksiyonlar ve
gelisimler iizerine calisma amacimi gerceklestirmek icin sivi veya yar1 kati
medyum iceren bu plastik kiiltlir kaplarina organ kiiltiirii denmektedir. Erigkinlik
asamasindan Once veya bu asama sirasinda komsu hiicreler ile olan normal
iligkilerini bozarak organ parcalarindan hiicrelerin ¢ikarilmasina hiicre kiiltiirii
denmektedir.

Hiicre kiiltiirleri asagida belirtilen alanlar iizerine c¢alismak igin iyi bir
model sistemi saglamaktadir:

1. Temel hiicre biyolojisi (hiicreler arasi haberlesme ve baglantilar,
hiicre sekli, hiicre boliinmesi, hiicre iskeleti, ¢ekirdek, protein
sentezi, DNA replikasyonu)

2. Hastaliga neden olan ajanlar ile hiicreler arasindaki etkilesim.

3. Ilaglarin hiicreler iizerindeki etkileri.

4. Yaslanma siireci ve tetikleyicileri

5. Beslenmeye iliskin ¢aligmalar.

Bilinen kanser tiirleri nedeniyle gergeklesen 6liim vakalarin sayisi hala
tolere edilemeyecek kadar yiiksektir. Karsinogenezde meydana gelen siireclerin
anlagilmasinda bir¢cok tedavi ajani bulunmasina ragmen, dogal iiriinlerin,
kimyasallarin zararli etkilerini Onleyici ajanlar olarak kullanimina iliskin
tasarimlarin 6nemi yeniden gézden gegirilmedigi siirece mevcut liim istatistikleri

degisecek gibi goriinmemektedir. Dogal veya yari sentetik bilesikler, yayilma



egilimi gosteren kanserlerin gelisimini durdurabilir, geriye dondiirebilir veya
Onleyebilir. Hiicresel karsinogenez; Onleyici {iriinlerin tanimlanmasi, bunlarin
aktivitelerinin sonucu ve tedavinin basarist veya basarisizlif1 icin biyolojik bir
temel olusturmaktadir ( Reddy ve ark., 2003).

Literatiir, dlinya c¢apinda goriilen yaygin kanser vakalarinda dogal
tirtinlerin, kimyasallarin zararli etkilerine karsi koruyucu ajanlar olduklarini
gostermektedir. Bu iirtinlerin biiyiik bir ¢ogunlugunu olusturan bir grubu, giicli
antioksidandir, bir kismi ise dogal ortamlarinda fenol igerenlerden olusmaktadir;
kalanlar ise reaktif grubu igeren koruyucu niteliklere sahip olanlardir. Bu dogal
tiriinler sebzelerde, meyvelerde, bitki 6zlerinde ve otlarda bulunur.

Prensip olarak anjiyogenik molekiillerin iiretilmesinin inhibisyonu ya da
bunlara verilen endotel hiicre yanitinin engellenmesi tiimor tedavisinde yararl
olabilir. Bu yaklasimlara yonelik ¢abalar siirmektedir. Bu amagla dogal
iiriinlerden ve kimyasal sentezlerden peptit inhibitérleri olarak; angiostatin,
endostatin, canstatin, mikrobiyal metabolitlerden elde edilen diisiik molekiil
agirhiklt  thalidomide, TNP470, radicicol ve FK228 gibi bilesikler,
metalloproteinaz inhibitorleri olarak marimastat ve sesquicillin gibi bir¢ok
anjiyogenez inhibitdrleri gelistirilmistir (Jung ve ark., 2003).

Hedeflerine gore anjiyogenez inhibitdrleri dogrudan ve dolayli inhibitorler
olarak ikiye ayrilabilirler. Dolayli inhibitorler esas olarak anjiyogenik faktorlerin
biyolojik aktivitesini bunlarin kendi aleyhine ¢eviren bilesikleri kapsarlar.
Tiimdrlerde bir¢ok anjiyogenik faktorler ve sitokinler bulunmaktadir (Cao, 2004;
Lu ve ark., 2004). Bu anjiyogenik faktorler arasinda vaskuler endotel biiylime
faktorii (VEGF) ailesi giiniimiiz tiimor anjiyogenezi arastirmalarinda odak
noktasini olusturmaktadir, zira tiimii olmasa da bir¢ok tiimor yiiksek seviyede
VEGF i¢ermektedir (Cao, 2004). VEGF, diger hiicreleri degil ama sadece kan
endotel hiicrelerini hedef alan ve muhtemelen en yaygin olarak bilinen spesifik
anjiyogenik faktordiir (Cao, 2004; Semenza, 2003).

Folkman ve meslektaglarinin 1970'lerde yaptiklart klasik c¢aligmalar
tiimorlerin biiylime stirekliliginin, devamli yeni damar gelisimini gerektirdigini ve
anjiyogen tepkinin engellenmesinin tiimoriin uyku haline ge¢cmesine neden

oldugunu gostermistir (Stetler-Stevenson ve Kleiner, 2001; Gimbrano ve ark.,



1972; Brem ve ark., 1976). Bu calismalar tiimor hiicrelerinin anjiyogen tepkiyi
(anjiyogen faktorler) tetikleyen ¢oziiniir faktorler salgiladiklarin ileri siirmiistiir.
Bu siire¢ anjiyogen doniisiim-nonanjiyogenden anjiyogen fenotipe doniisiim
olarak adlandirilir (Stetler-Stevenson ve Kleiner, 2001; Hanahan ve Folkman,
1996).

Anjiyogenezin engellenmesi, oksijen ve besin kaynagimin kesilmesi
araciligiyla tiimoriin biiyiimesini durdurdugundan, timor anjiyogenezi kanser
terapisi i¢in yeni hedefler saglamaktadir. Anti-anjiyogenik terapinin, sitotoksik
kanser ilaglarinin sik sik goriilen agir yan etkilerini tasimadigi diistintilmektedir.
Ayrica anti-anjiyogenik terapinin, sadece baslica tiimor dokularini yok etmedigi
ayni zamanda timor metastazint da durdurdugu disiiniilmektedir. Ancak bu
terapinin sadece anjiyogenik olaylari durdurdugundan dolayr mi tiimoriin
gerilemesine neden oldugu kesin olarak bilinmemektedir. Son zamanlarda anti-
neovaskiiler terapi (ANET) isimli yeni bir anti-anjiyogenik terapi giindeme
gelmistir.  Sitotoksik anti-kanser ilaglar1 c¢ogalan yeni neovaskiiler endotel
hiicrelere ve ayni zamanda tiimor hiicrelerine zarar verdiginden, bu terapi
anjiyogenik damar sistemini hedefleyen anti-kanser ilaglarini kullanmak suretiyle
yeni olugsmus kan damarlarina zarar vererek tiimor hiicrelerinde dolayli oldiiriicti
hasara yol agmaktadir. Bunun disinda yeni neovaskiiler endotel hiicrelerinin
ilaglara direngli olmas1 da beklenmemektedir. Dogrudan tiimor hiicrelerini hedef
alan geleneksel kemoterapinin agir yan etkileri ve diisiik 6zgiillikk gibi potansiyel
problemleri bulunmaktadir. Diger yandan Shimizu ve Oku, (2004) ANET de yeni
damarlara DDS (Drug Delivery System=Iila¢ Dagitim Sistemi) teknolojisi ile
geleneksel anti-kanser ajanlar1  verildiginde agir yan etkiler baskilanarak

durdurulabilecegini rapor etmislerdir.

1.1. ANJiYOGENEZ

Anjiyogenez, Onceden var olan damarlardan yeni kan damarlarinin
olustugu karmasik bir olaylar dizisidir (Folkman, 1971; Folkman, 1990; Carmeliet
ve ark., 2000; Okaji ve ark., 2004; Oak ve ark., 2005; Su ve ark., 2005; Folkman
ve ark., 1992; Beloussow ve ark., 2002; Jung ve ark., 2003; Celec ve ark., 2005;



Folkman ve ark., 1995; Tong ve ark., 2004; Wang ve ark., 2004; Sing ve ark.,
2002; Xin ve ark., 1999; Lin ve ark., 2003; Auerbach ve ark., 2003;
Folkman,1986).

Anjiyogenez kelimesi ilk kez Hertig tarafindan 1935 yilinda
isimlendirilmis, mekanizmas1 ise Folkman tarafindan tiimdr anjiyogenezi
calismalarinda gosterilmistir (Wang ve ark., 2004; Folkman, 1972; Folkman ve
Klagsbrun, 1987).

Anjiyogenez doku kiitlesindeki ve bunun sonucu olarak besin ve oksijen
ihtiyacindaki artisa cevap olarak olusan karmasik bir mekanizmadir (Tong ve ark.,
2004). 2 mm. ye kadar olan tiimorler besin ve oksijen ihtiyaglarini basit difiizyon
ile karsilayabilirler. Timoriin daha fazla biiyliyebilmesi i¢in ev sahibi dokudan
gelisecek kilcal damarlarla tiimoriin damarlanmasi gerekir (Ferrara, 2004; Franks
ve Teich, 1996; Folkman, 2000). Anjiyogenezin baslamasi proanjiyogenik ve
anti-anjiyogenik uyaranlar arasindaki denge ile diizenlenir (Tong ve ark. 2004;
Hanahan ve Folkman, 1996; Fidler 2001; Fidler ve Ellis, 1994; Liotta,1996). Bu
molekiiller anjiyogenez mekanizmasimin bir¢ok asamasma aracilik ederler ve
anjiyogenez ile iliskili olmayan farkli nitelikteki hiicre tiplerini de etkileyebilir.
Anjiyogenik faktor daha sade bir bigimde endotel hiicreleri ve baglantili kan
damarlarinin ¢evresindeki yapilarin (6rnegin perisitler, vaskiiler diiz kas hiicreleri)
karakteristik 6zelliklerini belirgin sekilde degistiren ancak diger hiicre tiplerinin
fonksiyonlarmi etkilemeyen bir faktdr olarak tanimlanabilir. Tiimor hiicreleri
temel olarak anjiyogenik faktorleri hiicre ylizeyinde artik olarak birakirlar veya
dis uyaranlara tepki verirler. En etkili dis anjiyogenik faktor uyaran ise hipoksidir.
Hipoksi, bir dokunun kétii bir sekilde iizerinin kapanmasinin bir sonucudur ve
teleolojik olarak hayatta kalmaya calisan bir hiicrenin bu olaya tepki vermesidir
(Fidler ve ark., 2001). Tiimor biiylidiikce ve tiimoriin merkezindeki hiicrelerde
hipoksi meydana geldik¢e tiimor, kendi kan ihtiyacini karsilamak igin ikmale
baslamaktadir. Bu siirece anjiyogenik doniisiim denir ve g¢esitli anjiyogenik
faktorlerin salgilanmasina, anjiyogenez Onleyicilerin ortadan kalkmasina veya
baskilanmasina neden olmaktadir (Stetler, ve ark., 2001). Tiimoriin damarlagmasi,

tiimoriin metastatik potansiyelinin artmasinda rol oynar (Oak ve ark., 2005).



Anjiyogenez, embriyogenez ve fetal gelisim sirasinda kesintisiz olarak
goriilmektedir (Belaussow ve ark., 2001; Ferrara, 2004; Eun ve Koh, 2004; Andre
ve ark., 1998). Yetiskinlerde ovulasyon, yara iyilesmesi, plasenta formasyonu,
kemik tamiri gibi olaylar disinda sinirlanmistir ve bu olaylar sirasinda meydana
gelen anjiyogenez, fizyolojik anjiyogenez olarak tanimlanmaktadir (Folkman,
1985; Auerbach ve Auerbach, 1994; Reynolds ve Redmer, 1998; Singh ve ark.,
2002; Jung ve ark., 2003, Shao ve Guo, 2004). Tiimor gelisimi, ilerlemesi,
yayllmast ve metastaz, diabetik retinopati, yaslanmaya bagli makular
dejenerasyon, sedef hastaligi, romatoid artrit, granulasyon doku formasyonu,
hemanjiyo, kronik akciger hastaliklar1 gibi hastaliklarin gelisimi sirasinda
meydana gelen anjiyogenez ise patolojik anjiyogenez olarak adlandirilir
(Folkman, 1971; Yamamoto ve ark., 1997; Carmeliet ve ark., 2000; Margeli ve
ark., 2003; Eun ve Koh, 2004).

Anjiyogenezin baslamasi; vaskiiler endotel biiylime faktorii ailesi (VEGF,
VEFG-B, VEGF-C, VEGF-D), asidik ve bazik fibroblast biiylime faktorii (aFGF,
bFGF), trombosit kokenli biiyiime faktorii (PDGF), hepatosit biiylime faktorii
(HGF) gibi proanjiyogenik biiyiime faktorlerinin endotel hiicrelerini aktive etmesi
ile tetiklenir (Jung ve ark.,2003; Tong ve ark., 2004; Margeli ve ark., 2003;
Hanahan ve Folkman 1996; Bussolino ve ark., 1997; Kuwano ve ark., 2001;
Bisacchi ve ark., 2003). Bu anjiyogenik faktorler tiimor hiicrelerinde ve komsu
stromal hiicrelerde iiretilirler, bunlar ¢evredeki endotel hiicrelerinde bulunan
reseptorlerine baglanirlar ve anjiyogenik sinyallerin aktarimini saglarlar (Shimizu
ve Oku, 2004). Daha sonra kan damari olusumu i¢in gerekli olaylar dizisi baslar.
Ilk olarak ekstraselliiler matriks proteinleri matriks metalloproteinaz (MMPs)
tarafindan parcalanir. Endotel hiicreleri CD31, CD144, avp3 integrinler gibi
hiicre membran adhezyon molekiilleri sayesinde bozulmus ekstraselliiler matrikse
goc ederler. Bu gociin ardindan endotel hiicreleri yeni kan damar1 yapimi igin
gerekli hiicre sayisini saglamak amaciyla ¢ogalirlar. Bu ¢ogalmadan sonra ii¢
boyutlu tubular yap1 olusumu gergeklesmektedir (Oak ve ark., 2005; Xin ve ark.,
1999; Auerbach ve ark., 2003; Bussolino ve ark., 1997; Kuwano ve ark., 2001;
Ferrara, 2004; Kahn ve ark., 2000; Folkman, 1986; Liotta ve ark., 1991; Risau,
1997; Klagsbrun ve Moses 1999). Daha sonra damar aginda stabilizasyon i¢in



bazal membranin yeniden yapilanmasi, hiicre ¢ogalmasinin durmasi, baglanti
komplekslerinin olusmasi ve perisitlerin damar duvarlarini desteklemek iizere
diizelmesi gibi anjiyogenez mekanizmasi sirasinda meydana gelen olaylarin tersi
meydana gelir (Ferrara N., 2004).

Timor anjiyogenezi tiimdr Kkitlesinin yayilmasim1 ve kan yoluyla
dagilmasini saglamaktadir (Folkman, 1971; de Vos ark., 2004). Endotel hiicreleri
cogalir, ¢evrelerinde bulunan tiimdr hiicreleri hiicre dis1 matrikse go¢ eder ve
daha sonra farklilasirlar. Bu durumda endotel ag ile birlikte genis bir sinosoid ve
kor uglu damarlar ortaya ¢ikmaktadir (Dravok, ve ark., 1999; de Vos ve ark.,
2004).

1.1.1. Anjiyogenezde rol alan anahtar faktorler

1.1.1.1. Tiimordeki endotel hiicreleri

Endotel hiicrelerinin damar duvarlarinda bariyer olmanin &tesinde
gorevleri bulunmaktadir. Koagulasyon akisi siirecini diizenlerler, vazo-aktif
unsurlar iretirler (6rnegin; endotel tiirevi relaxing faktor, nitrik oksit). Makro
molekiillere kars1 bir bariyer olustururlar ve aymi zamanda hiicrenin c¢evre
dokulara dogru hareketini saglarlar (de Vos ve ark., 2004; Fajardo, 1989).
Timoriin  endotel hiicreleri, normal doku damarlarinda siralanan endotel
hiicrelerinden nitelik olarak farklilagirlar. Bu farklilasmanin sonucu olarak
kopyalama ekspresyonu artar veya yok olur. Boylece farkli endotel isaretleyici
orani ile ¢evreleyen matrikste farkli protein konsantrasyonu ortaya ¢ikar (St Croix,
2000). Anjiyogenez, normal dokularda bulunan vaskiiler sistemden farkli bir
tiimor vaskular sistemin olusmasina yol acar. Tiimorlerde bol miktarda genis bir
sinosoid yap1 ve kor uglu damarlar bulunur. Kaotik yap1 ve buna bagl olarak
gerceklesen kan akisi paradoks olusturarak tiimoriin anjiyogenezi baslatmasina
neden olan hipokside ve ortam asitliginde artisa neden olmaktadir (de Vos ve ark.,

2004; Carmeliet, 2003).



1.1.1.2. Dolasimda bulunan endotel hiicreleri

Iskemik doku VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor, Vaskiiler
Endotel Biiyiime Faktorii), PDGF(Trombosit Kokenli Biiyiime Faktorii) gibi
biliylime faktorleri salgilar. Cevre hiicrelerce biiylime faktorlerinin {iretiminde
meydana gelen bu artig, matriks metalloproteinaz 2, 3 ve 9 (MMP-2, MMP-3,
MMP-9) ekspresyonuna neden olur (Heissing ve ark., 2002; Eriksson ve ark.,
2002; de Vos ve ark., 2004). MMP-9, kemik iliginde olusmus olan ve dolasimda
bulunan endotel hiicrelerini iskemik dokuya dogru ¢ekmektedir (Rafii ve Lyden,
2003). iskemi hastaliklarinda veya habis dokular1 olan hastalarda dolasimda
bulunan endotel hiicrelerinin dagilimi degisime ugradigi gibi sayilar1 da farklilik
gostermektedir. Ayrica fibroblastlar, monositler ve makrofajlar gibi duvar
hiicrelerinin kimyasal diizeninden kaynaklanan ¢ogalmasi ve farklilagsmasi, timor
nekroz faktorii-o ve trombospondin-1 (TSP-1) gibi anti-anjiyogenik faktorlerin
salinimima neden olmaktadir (de Vos ve ark., 2004; Rehman ve ark., 2003; Ezaki

ve ark., 2003; de Vos ve ark., 2004).

1.1.1.3. Perisitler

Bu hiicreler vaskiiler bazal membranda bulunurlar ve o-diiz kas
hiicresinde bulunan aktin (a-SMA) gibi belirli olmayan isaretleyiciler olarak
tanimlanirlar (Nehls ve ark., 1991; Abramsson ve ark., 2002; de Vos ve ark.,
2004). Perisitler anjiyogenezin son safhasi i¢in dnemlidirler. Ciinkii VEGF ve
PDGEF iiretimindeki artis perisitlerin aktivasyonunu hizlandirir (Benjamin ve ark.,
1998; de Vos ve ark., 2004) Anjiyogenezin farkli safhalarinda anti-anjiyogenik
terapilerin kombinasyonunun endotel hiicreleri ve perisitleri hedef almasi
geniglemis tiimorleri son sathalarinda etkileyebilecegi gibi ikincil biiyiimeleri de

etkileyecektir (de Vos ve ark., 2004; Benjamin ve ark., 1998).
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1.1.1.4. Tiimoriin mikrocevresi

Yeni olusan timoér vaskiiler agi, bircok anjiyogenik faktdér igeren
ekstraselliller matrikse (ECM) gomiilii haldedir. Ekstraselliiler matriks
birbirinden farkli bilesimlere sahip dort katmandan olugmaktadirlar. Bunlar; bazal
membran, elastik doku katmani, kas dokusu katmani ve bag dokusu katmanidir.
Hipoksi yolaglar ile anjiyogenez arasindaki etkilesim, ekstraselliiler matriksde
meydana gelen reaksiyonun lokal metabolizmada ve fizyolojide sebep oldugu

degisimlerin altin1 ¢izmektedir (de Vos ve ark., 2004).

1.1.2. Vaskiiler endotel biiyiime faktorii (VEGF)’ niin anjiyogenezdeki rolii

Vaskiiler endotel biiylime faktorii (VEGF) hem patolojik hem fizyolojik
anjiyogenez olaylarinda anahtar rol oynamaktadir (Margeli ve ark., 2003; Ferrara,
2004; Eubank ve ark., 2003; Eun ve Koh, 2004; Celec, 2005; Bisacchi, ve ark.,
2003). VEGF ilk olarak damarsal gegirgenlige neden olan ¢oziinebilen bir faktor
olarak tanimlanmigtir. VEGF'nin anjiyogenezdeki Onemli rolii, VEGF kusuru
bulunan hayvanlarin embriyogenezden sag kurtulamamasi ile tanimlanmustir.
Ama VEGF en bilinen roliinii insan kanserlerinde oynamaktadir. Vaskiiler
endotel biliylime faktorii-vaskiiler gecirgenlik faktorii (VEGF/VPF), tiimor
hiicrelerinin doku kiiltiiri medyumuna veya in vivo (Fidler, 2001; Senger, 1983)
asidoz sivisina salgiladigr ilk faktor olarak tespit edilmistir. Bu faktor molekiiler
agirhgr 32 kD'dan 42 kD'a kadar uzanan heparin baglayici bir protein olarak
tanimlanmis ve VPF olarak adlandirilmistir. Daha sonra VPF'nin endotel hiicre
boliinmesini de indiikledigi goriilmiistiir (Fidler, 2001; Connolly, 1989). Ayrica
bircok arastirmact grubu tarafindan endotel hiicre Kkiiltiirleri i¢in belirgin
mitojenik aktiviteye sahip, VEGF olarak adlandirilan bir protein rapor edilmistir
(Fidler, 2001; Ferrara ve Henzel, 1989; Gospodarowicz, 1989). Aminoasit ve
tamamlayict DNA dizisi analizleri sonucunda VEGF ve VPF'nin ayni protein
oldugu gorilmiistiir (Fidler, 2001; Thomas, 1996). VEGF bu anjiyogenik faktorii
tanimlamak i¢in daha yaygin olarak kullanilan bir isimdir (Fidler, 2001). VEGF,

endotel hiicreleri i¢in etkili bir mitojendir ve periferal damarlarin iskemik
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hastaliklarin1 tedavi etmek i¢in klinikte kullanilmaktadir (Margeli, 2003;
Yamakawa, 2000).

Anjiyogenez cok asamali bir siirectir ve VEGF birgok asamada rol
almaktadir (Ferrara, 2004).

1.

VEGF damar endotel hiicreleri i¢in etkili bir mitojendir ama
birkag istisna diginda diger hiicre tipleri i¢cin mitojen degildir.

VEGF ekstraselliller matriksin azalmasina neden olan
enzimlerin aktivasyonuna ve salgilanmasina aracilik eder.
Endotel hiicrelerde VEGF; plazminojen aktivatoriiniin ve
inhibitoriiniin ~ ekspresyonuna,  urokinaz  reseptOriiniin
ekspresyonuna ve doku metalloproteinaz 1 ve 2 enzimlerinin
inhibitdr seviyelerinin diigmesine neden olurken, dokular
arasinda kollojenaz ve jeletinaz A matriks metalloproteinaz

enzimlerinin ekspresyonuna neden olmaktadir.

. VEGF apoptosizin engellenmesi sirasinda endotel hiicreleri

icin kurtarict bir faktor olarak rol oynar. Bu faaliyet;
antiapoptotik proteinler olan Bcl-2 ve Bcl-Al ekpresyonunun
indiiklenmesi,  fosfotidilinositol ~ 3-kinaz/Akt  yolaginin
diizenlenmesi, fokal adhezyon kinaz enziminin
fosforilasyonunun  artmast ve  endotel hiicrelerinin
prostoglandin {iretmeleri i¢in uyarilmasi esnasinda ortaya
¢ikmaktadir.

VEGF; kemik iliginden tliremis endotel hiicre Onciilerinin
hareketlenerek damarlagmayi ilerletmesi i¢in gereklidir.
VEGF, endotel hiicrelerin boliinmesini ilerletmesine ek olarak
anjiyogenez alanlarina gogiin ayarlanmasinda dnemli bir role

sahiptir (Ferrara, 2004).

Tiimorlerin irettigi VEGF miktarina baglh olarak su sekilde pozitif bir

geribildirim dongiisii olusmaktadir: VEGF kaynakli anjiyogenez ilerlemesi

tiimoriin gelisimini arttirir ki, bu da VEGF salgisinin artisina neden olmaktadir.

Bu tip gelismeler, endotel hiicrelerin VEGF reseptorleri ekspresyonunun VEGF

araciligiyla olusturulmasi ile daha da arttirilabilir (Ferrara, 2004; Barleon, 1996).
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Ayrica tiimor anjiyogenezi, kemik iliginden tiireyen endotel hiicrelerini destekler;
bu siire¢ de VEGF'ye baghidir.

VEGF sinyalinin engellenmesi tiimér damarlarmin duvarlarindaki tiim
bilesenlerde giiclii ve siiratli degisikliklere neden olabilir. 24 saat igerisinde
damarsal stirgiin baskilanir, luminal agiklik kaybolur ve bazi damarlardaki kan
akist durur. Bazi endotel hiicreler apoptosize ugrar ve yok olur. 7 giinde timor
damarlagsmas1 %80’e yakin azalir. Tedaviden sonra sag kalan tiimor damarlari
endotel bosluktan yoksun kalir ve VEGFR-2 ve VEGFR-3 ekspresyonlar1 azalir.
Bu degisiklikler, anjiyogenez inhibitorlerinin bazi tiimoér damarlarini yok ettigi ve
digerlerini de normalizasyon olarak adlandirilan siirecle daha normal fenotiplere

donistiirdiigiinii gésteren kanitlarla uyumludur (Baluk, 2005).

1.1.3. Tiimoriin neovaskularizasyonu

Saglikli dokularda oldugu gibi tiimdriin neovaskularizasyonu; anjiyogenez,
vaskulogenez ve invaginasyon olaylarint icermektedir (Cao, 2004). Son
zamanlarda, yeni olusmus kan damarlarina kok hiicrelerden 6zellesmis dolagim
halindeki endotel hiicrelerinin eklenmesi olarak adlandirilan vaskulogenezin
tiimor damarlagmasinda kritik bir dneme sahip oldugu kesfedilmistir (Cao, 2004;
Lyden, 2001). Ayrica genis ana damarlarin daha kii¢iik yavru damarlara
bdliinmesi islemi olarak adlandirilan invaginasyon olayinin da tiimor damarlarinin
biiylimesinde rol aldig1 bildirilmistir (Cao, 2004; Dvarok, 2002). Ttiimoérlere bagh
olarak ortaya ¢ikan bu cesitli ve karmasik anjiyogenik islemler, timoriin yeni
damar olusumunu etkin bir bigimde bloke etmek i¢in birden ¢ok yaklagimin

gerekli oldugunu ortaya koymaktadir.

1.1.4. Tiimor Damarlarinin Yapisi

Ev sahibi dokudan yeni kan damari olusturabilme yeteneklerine ragmen,
timor damarlar1 ile ev sahibi dokunun damarlar1 arasinda esasli farklar
bulunmaktadir. Morfolojik olarak tiimoér damarlar1 diizensiz, heterojen ve sizdirma

ozelliginde olan damarlardir. Bu 6zellikler normal kan damarlarinin biitiinliiglinti
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bozan baslica isaretlerdir (Cao, 2004; McDonalds ve Baluk, 2002). Tiimor kan
damarlari, normal damarlar gibi endotel hiicreleri, duvar hiicreleri (perisitler veya
diiz kas hiicreleri) ve bazal membrandan olugmaktadir. Timorlerin  kan
damarlarinda yapisal ve fonksiyonel ¢esitli anormallikler vardir. Esine az rastlanir
sekilde dinamiktirler ve damarciklanmaya, ¢cogalmaya, yeniden sekillenmeye veya
gerilemeye maruz kalirlar. Damarlar diizensiz kivrimli olarak sekillenmiglerdir ve
arteriol, kapiller ve veniillerin hiyerarsik diizenine sahip degildirler (Baluk ve ark.
2005). Tiimorlerdeki endotel hiicreleri de diizensizdir ve siradisi sekillere
sahiptirler, bazen birbirlerinin iizerlerine binebilirler ve damarcik olusumuna
neden olan tlip i¢indeki bosluktan disartya dogru uzanabilirler (Cao, 2004).
Anormal gen ekspresyonuna sahiptirler, canli kalmak icin biiyiime faktorlerine
ihtiyaclart vardir ve plazma proteinlerine karsi bozulmus bir bariyer islevi
gormektedirler (Baluk ve ark., 2005). Timdr damarlarin1 olusturan endotel
hiicreleri normal endotel hiicrelerden 20 ile 2000 kat daha hizli ¢ogalirlar (Gong
ve ark., 2004). Timor damarlarindaki perisitler de anormallik gostermektedir.
Anormal endotel hiicreleri ve perisitler bozulmus bir bazal membran olusumuna
neden olurlar (Baluk ve ark., 2005). Tiimér damarlarinda normal bariyer gorevini
yerine getirebilmek igin gerekli olan endotel katman yoktur. Bu anormallik
sizinttya neden olmaktadir (Hatshizume ve ark. 2000; Baluk ve ark., 2005) ve
lenfatik damarlar olmadan veya birkac lenfatik damarla ve kasilabilir stromal
unsurla birlikte dokular arasi sivi basincimi arttirmaktadir (Jain ve ark., 2002;
Baluk ve ark., 2005). Tiimdr damarlarinin yapisal anormallikleri ve dokular arasi
yiiksek basing, kan akisini tehlikeye sokabilir ve ilag alimini engelleyebilir
(Padera ve ark., 2004; Baluk ve ark., 2005). Lenfatik damarlarin tiimdrlerin igine
dogru biiylimesi potansiyel olarak dokular arasindaki sivi basincinmi azaltabilir
ancak lokal lenf diiglimlerine metastaz riskini arttirabilir (Baluk ve ark., 2005). Bu
ylizden tiimér damarlarinin ve kan dolagimimin normallestirilmesi, timor
dokusuna ilacin dagilimini gelistirecektir. Saglikli dokulardaki kan damarlarindan
farkli olarak tiimor damarlarinda, arterioller ve veniiller arasinda agik bir fark
goriilmemektedir. Bu anormal damar yapisinin sonucu olarak da timor
damarlarindaki kan akis1 kaotiktir. Ornegin, tek bir damar merkezden uzak tiimor

hiicrelerine kani tasiyabilir ve tiimor dokularindan kani toplayabilir. Boylece
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tiimor dokusunda oksijen bakimindan yetersiz kan dolasimi nedeniyle goreli
olarak hipoksi goriiliir (Cao, 2004; Jain, 2002). Tiimor damarlarinin siradisi
sizdirma 6zelligi dokular arasi basincin yiikselmesine neden olur ve bu sekilde
tiimor dokusuna temiz kanin girmesi daha fazla engellenir. Bundan dolay1 timdr
damarlarinin ve kan dolasiminin normallestirilmesi tiimor dokusuna ilacin
dagitimimi gelistirmektedir. Sizdiran timoér damarlarinin normalizasyonunun da
tiimor hiicrelerinin dolagima girmelerini sinirlayarak, kanserin metastaz yapmasini

Oonlemesinin miimkiin oldugu rapor edilmistir (Cao, Y., 2004).

1.1.5. Tiimor anti-anjiyogenezinin geleneksel sitotoksinlerin sistemsel vaskiiler

toksisitesi ile karsilastirilmasi

1.1.5.1. Dogrudan anti-anjiyogenez stratejilerinin dolaylh olanlar1 ile

karsilastirilmasi

Anjiyogenik siirecin hedeflenmesi sonucunda sistematik bir yaklagimi ve
ilaca karst direng problemini asacak olasi bir alternatifi igeren yeni bir tedavi
modeline ihtiya¢ duyulmustur. Yapilan kapsamli arastirmalar sonucunda c¢ok
sayida yeni anjiyogenik inhibitorler kesfedilmistir. Bunlar; biiylime faktori
inhibitorleri (Doll ve ark., 2001), endotel hiicrelerin sinyal iletimi inhibitorleri
(Maeshima ve ark., 2002), ve endotel hiicrelerin ¢ogalmasini (Guo ve ark., 2001),
canli kalmasimi (Reinmuth ve ark., 2001), kemik iligi endotel hiicre dnciisiinii ve
endotel hiicrelerin salinimimi engelleyen inhibitorlerdir. Anjiyogenez, ayni
zamanda tiimor hiicrelerine karsi dolayli olarak ve spesifik olmayan sitotoksik
etkiler ile de hedeflenebilir. Eger tliimdriin biliyiimesi tiimor hiicresini hedef alan
miidahaleler ile Onlenirse, tiimor hiicrelerinin VEGF gibi faktorleri azalan
miktarlarda iiretmesi anjiyogenik anahtar1 anjiyogenez siirecinin 6nlemesi yoniinde
acar. Timor anjiyogenezini baskilama diislincesi ile gelistirilmemis olsalar da;
geleneksel veya klasik sitotoksikler gibi bir kisim ilaglarin olasi anjiyogenez
inhibitdrleri olduklart diisiintilmektedir (de Vos, ve ark., 2004; Lennernas, ve ark.,
2003). Geleneksel anti-kanser ilaglarinin, tiimoriin biiylimesini bloke etme veya

baskilama yoluyla ‘tesadiifi’ etkileme potansiyeli, anti-kanser ilaglarinin klinik
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olarak tek baglarina m1 yoksa diger ilaglarla birlikte mi kullanilacagi hususlarinda

yonlendiricidir (de Vos ve ark., 2004).

1.1.5.2. Tesadiifi anti-anjiyogenez

Cesitli geleneksel veya yeni kanser ilaglarinin ve tedavi yontemlerinin
‘tesadiifi’ anti-anjiyogenik etkisi biiyiik ihtimalle onkologlarca yillardir kliniklerde
anlasilmaksizin kullanilmaktaydi (Kerbel ve ark., 2000). Bu geleneksel sitotoksik
ilaglarin tedavi modeli, normal hiicrelere miimkiin oldugu kadar az ikincil hasar
vererek tiimor hiicrelerinin yok edilmesi iizerine kuruludur. Ancak tiimor hiicresi
olmayan hiicrelere verilen bu hasarin, simdilerde faydali oldugu diisiiniilmektedir.
Vaskiiler toksisiteler, potansiyel anti-anjiyogenik kabiliyetlerinin gostergeleri
olarak,  klasik sitotoksikler ile iligkileri de go6zoniine alinarak yeniden
incelenmelidir. Son yillarda yapilan bir kisim onklinik ve klinik c¢alismalarda,
klasik sitotoksiklerin toksik etkilerinin yaninda tiimor hiicreleri ve endotel hiicreler
tizerinde faydali etkileri oldugu gozlemlenmistir (Belotti ve ark., 1996; Schirner ve
ark., 1998; de Vos ve ark., 2004).

Kemoterapi ilaglarinin anti-anjiyogenik aktiviteler sirasindaki anti-timor
aktiviteleri i¢in gerekli kriterler Miller ve arkadaslar1 (2001) tarafindan son
zamanlarda ileri stirlilmiistiir. Bu kriterler soyledir:

1. Endotel sitotoksisitesi, kanser hiicreleri i¢in gerekli toksik etkinin elde
edilmesini saglayacak dozdan daha azi kullanilarak ger¢eklesmektedir (de
Vos ve ark., 2004; Belotti ve ark., 1996; Vacca ve ark., 1999).

2. Kemoterapi ajani, endotel hiicrenin 6liimiine neden olmadan hiicrenin
islevlerine miidahale etmektedir (Clements ve ark., 1999).

3. Anjiyogenik siirecte ne kadar ¢ok sayida kritik saftha etkilenirse o kadar iyi
oldugu gozlenmistir.(de Vos ve ark., 2004).

4. Kemoterapi ilaclarinin anti-anjiyogenik aktivitesi sadece in vitro degil, in
vivo da da goriilmektedir. Bu kriterler kesin bir standarda oturtulmamissa
da sitotoksiklerin anti-anjiyogenik 6zelliklerinin tanimlanmasinda yardimci
olabilirler. Buna zit olarak sitotoksiklerin anti-endotel etkileri bu ila¢larin

vaskiiler toksisitesi olarak da gozlemlenebilir. Varsayilan mekanizma esas
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alinarak bu ilaglarin kullanimindan sonra gézlemlenen vaskiiler hasar farkli
gruplar halinde kategorize edilebilir (Doll ve Yarbro, 1992). Bunlar;
koagiilasyon faktorlerinin aktivasyonu (Licciardello ve ark., 1985), otonom
fonksiyon bozukluklari (Hansen, ve ark.,1990; Roca ve ark., 1985), kan
damarlarinda inflamasyon (vasculitis) ve fibroblastlarin uyarilmasi olarak
smiflandirilabilir (Moseley, ve ark., 1986). Bu tip hasarlar; akciger
veniillerinin tikanmasi hastaligi, karaciger veniillerinin tikanmasi hastaligi,
Raynaud fenomeni, miyokardiyal iskemi ve damar tikanikligi,
serebrovaskiiler  ataklar, toplardamar trombozisi, tromboembolik
komplikasyonlar ve hipertansiyon gibi cesitli vaskiiler toksisiteye yol

acabilir (de Vos, ve ark., 2004; Doll, ve ark., 1994; Zafrani, 1997).

1.1.6. Tiimor anjiyogenezinde terapi yaklasimlar:

Timor anjiyogenezi kanser ilaglarimin en aktifi olmasa bile aktif
alanlarindan birini teskil eder. Konunun ¢ekiciligi, timoriin hipoksiye verdigi tepki
sonucunda tiimdr anjiyogenezinin tetiklenmesinden kaynaklanmaktadir. Ote
yandan kendi sonugclart itibariyle, konuk¢udan tiireyen bir siiregtir ve bu suretle
kanser tipi, varsayilan tiimoriin heterojenligi, genetik yada kromozom kaynakli
degiskenlik ve ilaca kars1 direng gibi diger anti kanser terapi modellerinin ¢esitli ve
zorlu engellerinden uzaktir. Bu nedenle tiimor anjiyogenezinin ¢esitli solid kanser
tiirleri ile karsilagtirilabilir oldugu diisiiniilmektedir. Bu dogru ise bircok durumda
aktive edilmis endotel hiicre, bazal membranin sekil degistirmesi ve perisitlerin
islevi gibi unsurlar iizerinde durulabilir ve tiimér anjiyogenezinin biyolojisine
iliskin hizla artan kanitlara dayanilarak terapi yontemleri tasarlanabilir (Matter,

2001).
1.1.6.1. Terapi yaklasimlari
Timor anjiyogenezine dayali terapi yaklasimlari iki ana sinifta toplanabilir.

Bunlardan birincisi yeni kan damarlarinin olusum siirecine karigan vaskiilostatik

ajanlardir. Ikincisi ise yeni olusmus kan damarlar1 unsurlarmin toksik maddeleri
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hedeflemek i¢in kullanan vaskiilotoksin ajanlarin yok edilmesi ve bdylece
antitimor etkiler yaratmaktir. Vaskiilostatik yaklagimlar arasinda hedeflenen ve
bir¢ok arastirmacinin dikkatini ¢eken bazi aileler bulunmaktadir (Matter, 2001). Bu
aileler:

o Ligand-reseptor  aileleri:  Endotel  hiicre  seviyesinde
neovaskularizasyonu diizenlenlerler, bunun icin (tirazin-kinaz
reseptoriiniin - kinaz aktivitesini engellemesi gibi) kiigiik
molekiiller de dahil olmak iizere ¢esitli yaklagimlar
kullanilabilir.

e Antikorlar (Reseptorleri bloke etme veya ligandlar1 notralize
etme)

e Antisense molekiiller

e Antisense molekiillerin kullanilmasin1 6neren gen terapisi

e Reseptorlerin dominant-negatif mutantlaridir.

Bu yaklagimlarin pek ¢ogu hastalar tizerinde denenmektedir ve bazilari ileri

klinik deneme safthasindadir (Matter, 2001).

1.2. ANJIYOGENEZ-KANSER IiLISKiSi

Kanserde tiimorlerin biiylimesi yeni kan damarlarinin anjiyogen
biliylimesine baglidir (Fortier ve ark., 1999; Folkman, 1990). Tiimérler, yeni
damarlarin olugumunu tahrik eden faktorleri salgilayarak biiyiirken damar
diizenlerini olustururlar. Damar gelisiminde baskin islem anjiyogenez sayesinde
mevcut damarlardan yeni damarciklarin olugsmasidir (Carmeliet, 2000; Baluk ve
ark., 2005; Verhaul, 2004). Burada endotel hiicre boliinmesi ile apoptosiz
arasindaki denge, ¢cogalma lehine bozulmaktadir (Baluk ve ark., 2005; Verhaul,
2004). Timdr damarlariin biiyiimesi, gelismesi ile yaralarin iyilesmesi ve diger
durumlar sirasinda meydana gelen anjiyogenez arasinda benzer Ozellikler
bulunmaktadir ama genel diizenleyici mekanizmalar agisindan benzemelerine
ragmen uyarici faktorlerin sitometrileri muhtemelen tiimorlere 6zgiidiir. Tiimorler,
mevcut kan damarlarini asimile ederek (Baluk ve ark., 2005, Holash ve ark., 1999)

veya mevcut hiicrelerle kemik iligi oncii hiicrelerini birlestirerek kan teminini
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arttirabilirler. Oncii hiicrelerin tiimdr damarlarindaki endotel hiicrelere katkisinin
bliyiikliigli hala belirsizdir, bagimsiz rol oynadigina iliskin hem lehte (Baluk ve
ark., 2005; Lyden ve ark., 2001; Rafii ve ark., 2002) hem de aleyhte (Baluk ve
ark., 2005; Machein ve ark., 2003; Rajentie ve ark., 2004) etkileyici kanitlar
bulunmaktadir. Alternatif olarak, Oncii hiicreler, endotel hiicrelerden ziyade
perisitlere donlisliyor olabilirler veya damar duvarlarina katkida bulunmadan
anjiyogenezi tetiklemede yardimci hiicreler olarak gorev aliyor olabilirler (Baluk
ve ark., 2005; Rajentie ve ark., 2004).

Tiimor olusumunda ve biiyiimesinde de anjiyogenez oOnemli bir rol
oynamaktadir. Kat1 bir tlimoriin biiyiimesi tiimoriin kanla beslenmesiyle sinirhidir.
Kilcal damarlarla sarilmadig takdirde tiimor c¢evresinden elde edebildigi besin
difiizyonuna bagimlidir ve birkag mm.den fazla biiyilyemez. Daha fazla
bliyliyebilmek i¢in tiimor, tiimor Kkitlesini istila edecek kilcal damar agi
olusumunu gergeklestirmektedir. Timoériin biliylime orani damarlar tiimore
ulastiginda ani bir sekilde artmaktadir. Tiim bu olaylarda istilac1 endotel hiicreler
kan destegine ihtiyaci olan dokular tarafindan verilen bir sinyale tepki veriyor
olmalidir. Endotel hiicrelerin tepkisi en az ii¢ bilesenden olusmaktadir. Birincisi
mevcut kan damarini saran bazal laminada endotel hiicrelerce delik agilmalidir;
anjiyogenez sirasinda endotel hiicrelerin plazminojen aktivator gibi proteaz
salgiladiklar1 goriilmiistiir. Proteazlar; endotel hiicrelerin, ana kilcal damarin veya
kiigiik toplardamarlarin bazal laminasini pargalamasini saglarlar. Ikincisi, endotel
hiicreler sinyalin kaynagma dogru hareket etmelidir. Ugiinciisii, endotel hiicreler
cogalmalidir. Belirli sartlarda bu ii¢ bilesenli tepkinin bir veya iki bileseni
olmadan da ortaya ¢ikabilir. Ornegin bazi yeni kilcal damarlar endotel hiicre
cogalmasini tahrip nedeniyle bloke edilse dahi olusmaktadir ve yaradan alinan
stvilarda bulunan bir faktoriin endotel hiicreleri ¢ektigi ve cogalmalar1 yoniinde
bir uyarida bulunmadan proteaz salgilamasini sagladig1 gosterilmistir (Alberts ve
ark., 1989).

Diger faktorler endotel hiicrelerin {i¢ bilesenli tepkisini kendiliklerinden
ortaya cikarabilir. Buna 6rnek asidik fibroblast bliytime faktorii (aFGF) ve bazik
fibroblast biiyiime faktorii (bFGF)’ diir. Bu iki protein bagimsiz olarak farkli

kaynaklardan elde edildiklerinden bir¢ok farkli isimle anilirlar ve %55 oraninda
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benzer aminoasit sirasma sahiptirler. Endotel hiicreleri {izerindeki carpici
etkilerine ek olarak fibroblastlarin ve diger bir¢cok hiicre tipinin ¢ogalmasini
tetiklerler ve embriyo gelisiminin ilk asamalarinda onemli diizenleyicilerdir.
Glinlimiizde agik ve kesin hiicresel orjinleri pek az anlagilmistir. Anjiyogenik
faktor olarak rol alabilen diger unsurlar ise doku tamiri, iltthap ve makrofaj, mast
ve yag hiicreleri gibi degisik tiirden hiicrelerin biiylimesi sirasinda salinmaktadir.
Genel olarak hiicre ¢ogalmasinin kontroliinde oldugu gibi anjiyogenez de sadece
tek bir sinyal ile degil, karmasik —ve olasilikla asiri- sinyal kombinasyonlar1 ile
diizenlenmektedir (Alberts ve ark., 1989).

Timor dokusuna yetersiz besin saglandigindan hem besin acliina
tolerans hem de anjiyogenez kanserin ilerlemesi i¢in gereklidir. Normal dokularda
kronik besin aglig1 nadiren ortaya c¢iktigindan, kanserin besin ag¢lifina toleransi
kanser tedavisi i¢in yeni bir hedef saglamalidir.

Kanserler her zaman asir1 ve diizensiz tiimor hiicresi gelisimine bagl
olarak zayif damar ve lenfatik sistemler ile birlikte uygun olmayan ve yetersiz
anjiyogenezi deforme etmistir. Bunun sonucunda kanserlerin perfiizyonu
yetersizdir ve kanserler kisa siireli besin a¢ligina maruz kalmig bolgeleri igerirler
(Lu ve ark., 2004; Semenza, 2003). Bu mikrogevresel yetersizlikler kanserlerin
gelisimindeki erken asamalardan beri mevcutturlar ve neoplazm hala mikroskobik
boyuttayken bu yetersizlikler tamamen giderilir (Lu ve ark., 2004; Rockwell ve
ark., 2001). Tiimor dokusundaki besin acligi, fonksiyonel kan desteginden (>100-
200pm) uzakta gerceklestiginden tiimoriin canli kalabilmesi i¢in kismen
anjiyogenik faktorler araciligiyla yeni kilcaldamarlart olusturabilme yetenegine
baghdir (Lu ve ark., 2004; Dang ve Semenza, 1999). Bu, tiimor hiicrelerine
diisman bir ¢evrede (Lu ve ark., 2004; Papetti ve Herman, 2002), hayatta kalma
ve ¢cogalma yetenegi kazandirir ve bdylece kotli huylu tiimor tarafindan arttirilmis
olan anjiyogenez zay1f bir prognozla iliskilidir (Lu ve ark., 2004; Aebersold, 1998;
Alvarez, 1999). Bu sebepten dolay1 da antianjiyogenik terapi kanser tedavisinde
biiylik umut veren ve kendine 6zgii bir yaklasim olarak varsayilmaktadir. Su ana
kadar tiimor anjiyogenezini Onlemek amaciyla kapsamli  caligmalar

gerceklestirilmistir.
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Ancak son zamanlarda Yu ve arkadaslar1 (2002) antianjiyogenik
terapinin, timor damarlarindaki genetiksel olarak duragan endotel hiicreleri
hedefledigini ve tlimér hiicrelerinin damarsal bagimliligini indirgeyen genetik
farkliliklarin, tiimdrlerin bu terapiye verecegi tepkiyi etkileyebilecegini ileri
stirerek tlimorlerin anjiyogenez engelleyicilerinin etkilerini bertaraf edebilecekleri
goriistinii ileri stirmislerdir (Lu ve ark., 2004).

Normal dokuya kan saglanmasi karmasik olarak diizenlenmis
oldugundan, disi ilireme sistemi haricinde normal saghikli yetiskin dokularinda
anjiyogenez nadiren faaliyete gecer (Lu ve ark., 2004; Yu ve ark., 2002). Besin
acligi i¢in de ayn1 durum gegerlidir.

Timorlerin  birgok faktdor nedeniyle anjiyogeneze neden oldugunu
gosteren ¢ok sayida kanit bulunmaktadir ve damarlanmamis tiimorlere (carcinoma
in situ) veya damarlanmanin zayif oldugu tiimorlere nazaran damarlanmis
tiimdrlerin metastaz yapma egilimi daha yiiksektir (Raymond, 1995; Liotta ve ark.,
1991). Anjiyogenez siireci ii¢c fonksiyonu gerektirir: hareketlilik, proteinlerin
pargalanmas1 ve hiicre ¢ogalmasi. Hareketlilik endotel hiicrelerin anjiyogenik
uyarana dogru hareket etmesi bakimindan ve endotel dallarin siralanmasi veya
disa dogru biiylimesi i¢in gereklidir. Proteinlerin parcalanmasi ise endotel hiicre
tomurcuklarinin ekstraselliiller matrikse girebilmesi i¢in gereklidir. Endotel
hiicrelerin ¢ogalmasi ise dokudan beslenmeyi saglayacak yeni kilcal damarlarin
olugsmasi i¢in gereklidir. Aynmi siire¢ metastaz yapan kanser hiicrelerince de
kullanilmaktadir ve ayn1 mekanizma islemektedir.Ayrica tiimor hiicreleri, yeni bir
hedef dokuyu ele gegirdikten sonra damarlanmay1 destekleyen kendi anjiyogenez
faktorlerini Uretebilmektedirler. Bu nedenle antianjiyogenik ajanlar yeni kanser

ilaglar1 i¢in gelecek vaat eden adaylar olabilirler (Raymond, 1995).

1.3. METASTAZ

Metastaz terimi primer tiimorle devamliligi olmayan, uzak dokularda
yerlesebilen sekonder implantlarin (metastazlar) gelismesi anlamina gelir. Istila ve
metastaz habis tliimorlerin biyolojik isaretleridir. Kanserden kaynaklanan

hastaliklarin ve dliimlerin en dnemli nedenleridirler ve bu nedenle de yogunlukla
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aragtirillan konular1 olustururlar. Ana kitleden ayrilan tiimor hiicreleri kan

damarlarina veya lenf damarlarina girer ve farkli bir bélgede ikincil bir biiylimeye

neden olurlar, bunun i¢in bir dizi sathadan ge¢mek zorundadirlar. Bu siralamadaki
her bir satha ¢esitli etkilere maruz kalir ve bu nedenle tiimor kitlesinden ayrilan
hiicre bu siralamanin herhangi bir noktasinda canli kalmayabilir (Kumar ve ark.,

1992; Stetler ve ark., 2001; Kumar, ve ark., 2005).

Tiimoriin metastazi, kanser hastaliklarinin tedavisindeki basarisizligin en
onemli nedeni ve kanserin tirkiitiicii ve oliimciil esas etkili faktortidiir (Stetler ve
ark., 2001).

Metastatik odak primer timdriin gelisiminin erken safhalarinda
baslayabilen ve devamlilik gdsteren bir siliregtir ve timoriin yikiine ve
stirekliligine bagli olarak artar. Metastazlar bagka organlarda yeni metastatik
lezyonlar olusturabilmek i¢in pargalanabilirler (metastaz, metastaz yapar).
Biiyiikliige, siireye, dagildigi anatomik bolgeye iliskin varyasyonlar ve
metastazlarin heterojen bilesimi giinlimiizde uygulanan terapi yontemleri ile
metastatik hastaligin tamamen ortadan kaldirilmasini son derece gii¢lestirmektedir
(Stetler, ve ark., 2001).

Fareler tlizerinde yapilan arastirmalarda, ana tiimorden dolagima her giin
milyonlarca hiicre katilsa da sadece bir ka¢ metastaz olustugu aciga ¢ikarilmistir
(Kumar ve ark., 2005).

Kanser hastalarmin  yonlendirilmesinde ve tiimoriin  yayilmasini
engellemek iizere etkili tedaviler gelistirebilmek i¢in metastazin kaynaginin kesin
bir sekilde anlagilmasi c¢ok biiylikk 6nem tasimaktadir. Metastaz sathalari iki
asamaya boliinmiistiir: (1) Hiicre-dis1 matriksin istila edilmesi ve (2) timor
hiicrelerinin damarlara yayilmasi ve yerlesmesi (Kumar ve ark., 2005).

1. Hiicre-dis1 Matriksin Istila Edilmesi: Normal dokularin yapisal diizeni ve
islevleri genis Ol¢iide hiicreler arasi etkilesime ve ekstraselliiler matrikse
(ECM) baglh olarak belirlenir. Dokular birbirlerinden iki tip extraselliiler
matriks ile ayrilmistir: bazal membran ve dokulararasi bag dokusu. Farkli
sekilde organize edilmis olsalar da her iki ekstraselliiler matriksin bilesenleri
kollajenlerden, glikoproteinlerden ve proteoglikanlardan olugmaktadir.

Metastaz safhasinin bir ¢ok evresinde tiimor hiicreleri hiicre-dis1 matriksle
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etkilesime girmektedir. Hiicre-dis1 matriksin istilast bir cok agsamadan olusan
aktif bir islemdir:

e Tiimor hiicrelerinin birbirlerinden ayrilmasi

e Matriks bilesenlerine baglanma

e Ekstraselliiler matriksin bozulmasi

e Tiimor hiicrelerinin gé¢ii (Kumar ve ark., 2005).

2. Timdr Hiicrelerinin Damarlara Yayilmast ve Yerlesmesi: Dolagima giren
timor hiicreleri adapte edilebilen bagisiklik sisteminin savunmasina karsi
dogustan savunmasizdir. Dolagim esnasinda tiimdr hiicreleri kiime halinde
biraraya gelme egilimindedirler. Biraraya gelme tlimoér hiicrelerinin - kendi
aralarinda olan homotipik yapisma olabilecegi gibi; timor hiicreleriyle kan
hiicrelerinin ve bilhassa trombositlerin arasinda olan heterotipik yapisma ile
saglanir (Kumar ve ark., 2005).

Tiimor kitlesinin 2 mm.den daha fazla biiyiimesi ve metastaz yapmasi

ancak anjiyogenez ile miimkiindiir.

1.4. APOPTOSIZ

Apoptosiz, i¢sel hiicre intihari programinin aktif hale gelmesine neden
olan ileri derecede diizenlenmis hiicre 6liimii islemidir (Huan-huan ve ark., 2004;
Stetler, 1995; Willie, 1980). Apoptosiz sirasinda niikleus ve sitoplazma,
makrofajlar veya komsu hiicrelerce fagositoza ugratilan membran bagimh
apoptotik cisimler olusturmak iizere yogunlasir. Endotel hiicrelerin apoptosiz
bir¢cok agidan benzersizdir. (Huan-huan ve ark., 2004; Meredith ve ark., 1993; Re
ve ark., 1994) Ornegin, (i) endotel hiicreler ekstraselliler matriksle olan
etkilesimlere karsi asir1 hassasdirlar, bu etkilesimin bozulmasi apoptosizi tetikler;
(i1) apoptotik endotel hiicreler komsu hiicrelerce fagositoza ugratilmaz, bunun
yerine kan akisinin neden oldugu basing nedeniyle hiicreler daha ¢ok damar
duvarlarindan ayrilmaya egilimlidirler ve ayrilan kisimlarin islenebilmesi icin
akintiy1 embolize ederler. Bu ayiric1 6zellikler ile endotel hiicrelerin apoptosizi,
endotel hiicre Olimiiniin muhtemelen baslica fizyolojik mekanizmasini ifade

etmektedir (Huan-Huan ve ark., 2004).
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Yetiskinlerin organlarinda ve dokularinda belirli sayida hiicreyi
bulundurmak i¢in hiicre ¢ogalmasi, hiicre Oliimiiyle dikkatli bir sekilde
dengelenmistir. Cogu vakada hiicre 6liimii, tesadiifi bir travma sonucundan ziyade
normal fizyolojik bir olgudur. Bu tiir fizyolojik hiicre dliimleri (programlanmis
hiicre Oliimii) sadece hasara ugramis hiicrelerin elenmesini ve belirli sayida
hiicrenin mevcudiyetini devam ettirmekle kalmaz ayn1 zamanda normal gelisimde
bliyliyen dokularda olusan istenmeyen hiicrelerin de elenmesini saglamada
anahtar bir rol oynar. Hiicre ¢ogalimi ve hiicre oliimii arasinda kurulmus olan
dengeye; hem gelisim hem de hayvan doku ve organlarinin korunmasi igin
gereksinim vardir (Cooper, 1997).

Programlanmis hiicre Oliimii; hiicre Oliimiinlin yetiskin dokulariin
korunmasinda ve embriyonik gelisimde anahtar rol oynayan normal fizyolojik bir
seklidir.  Yetiskinlerde, programlanmig hiicre oOliimii, hiicre ¢ogalimini
dengelemekten ve hiicrenin doniisiimii esnasinda dokularda belirli sayida hiicrenin
mevcudiyetini saglamaktan sorumludur. Ornegin, insanlarda her giin yaklasik
olarak 5x10'" kan hiicresi, kemik iliginde siireklilik arzeden iiretimleri ile
dengelenmis olarak programlanmig hiicre Olimiiyle elimine edilmektedir.

Programlanmig hiicre 6limii, organizmanin tamamini ilgilendiren bazi
hasara ugramis ve tehlike potansiyeli bulunan hiicrelerin de elimine edilmesi i¢in
bir ¢esit savunma mekanizmasi saglar. Biiyiime sirasinda programlanmis hiicre
olimii c¢esitli dokularda istenmeyen hiicrelerin elimine edilmesi i¢in anahtar rol
oynamaktadir (Cooper, 1997).

Hayvanlarda da diger bazi hiicre tiplerinin hayatta kalmasi benzer bir
sekilde biiylime faktoriine veya komsu hiicrelere ya da hiicredisi matrikse temas
etmelerine baghdir bu nedenle programlanmis hiicre Oliimiiniin dokulardaki
hiicrelerin igbirligini diizenlemede 6nemli bir rol oynadig: diisiiniilmektedir. Akut
yaralanmadan dolay1 olusan tesadiifi hiicre Oliimlerinin tersine programlanmis
hiicre olimii, apoptosiz olarak bilinen ve belirgin morfolojik degisim olarak
tanimlanan aktif bir stiregtir (Cooper, 1997).

Programlanmis hiicre 6liimii veya apoptosiz, kan hiicreleri de dahil olmak
lizere bir ¢ok hiicre tipinin farklilasma programinin 6nemli bir pargasidir. Normal

olarak farklilasamamakla birlikte bir¢cok kanserli hiicre apoptosize girmez ve bu
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nedenle normal kopyalarina kiyasla daha uzun siire yasarlar. Kanser hiicrelerinde
programlanmis hiicre 6liimiiniin ger¢eklesmemesi tiimoriin biiylimesine 6nemli
olgiide yardimci olur. Ornegin, normal hiicrelerin hayatta kalmasi biiyiime
faktorlerinden veya apoptosizi Onleyen hiicre dis1 matriksten gelen sinyallere
baglidir. Timor hiicreleri ise normal kopyalari i¢in gerekli olan biiyilime
faktorlerinin yoklugunda da hayatta kalabilmektedirler. Normal c¢evresel
sinyallerden arindirildiginda tiimér hiicrelerinde apoptosiz gerceklesmemektedir
ve apoptosizin ger¢eklesmemesi sadece tlimoriin biiyiimesinde etkili olmakla
kalmayip anormal doku bolgelerinde metastaz yapabilen hiicrelerin hayatta
kalmasinda ve gelismesinde de onemlidir. DNA’da meydana gelen hasarlardan
dolay1 birgok tiimoér hiicresinde apoptosiz gergeklesmezken; normal hiicrelerde
apoptosiz gerceklesmektedir. Bu durumda, kanser hiicrelerinin apoptosize
girmemesi DNA’nin hasara ugratilmasi yoluyla etki eden radyasyon veya
kemoterapi tedavisine direng goOstermesine yardimeci olmaktadir. Bu nedenle
hayvanlarda kanser hiicrelerinin durmaksizin biiylimesinde, hiicrelerin anormal bir
sekilde hayatta kalmasi ve hiicre ¢ogalmasi baslica rolii oynamaktadir (Cooper,
1997).

Damar duvarlarindaki her endotel hiicre yasam lehine ve yasam aleyhine
sinyallere has karisimlara maruz kalir. Tiim bu sinyallerin toplami, hiicrenin canli
kalmasina ya da apoptosizi baslatarak intihar etmesine yol acar (Duval ve ark.,
2003; Carmeliet, ark., 2003). Apoptosiz ve buna bagli hiicre yapilarinin kaybiyla
indiiklenen anoikis gibi siiregler aktif enerji gerektiren programlardan olugmustur
ve bu nedenle hiicrenin asir1 hasar nedeniyle pasif yok edilisi olan nekrozdan
ayrilir (Duval ve ark., 2003).

Endotel apoptosiz programi genel olarak iki sinyal yolagi ile baglatilir:

(1) Hiicre ylizeyi reseptorlerinin tiimor nekroz faktorii (TNF)-reseptor ailesine
baglanmas1 6lim reseptorleri yolagini baglatir. Bu durum kinazi, transkripsiyon
faktorlerini ve caspase 8 gibi proteolitik enzimleri aktif hale getiren adaptor
molekiilleri etkinlestirir; (i) Hiicre i¢i hasar veya hiicre dis1 yagam sinyallerinin
kayb1 mitokondriyal yolaginin calismasini baglatir. Boylece mitokondriden
sitozole molekiiller salinir ve bu molekiiller caspase 9 proteolitik enzimini etkin

hale getirir. Oliim reseptdrii ve mitokondriyal 6liim yolaglari diger endotel
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hiicrelerin sinyallesen yolaglar1 ile ‘icraci’ caspase 3,6 ve 7’yi, nucleazlar,
katepsinler (Duval, ve ark., 2003; Madge, ve ark., 2003), calpainler de (calcium
activated neutral proteinase: kalsiyumla aktive olan nétral proteinaz) (Duval, ve
ark., 2003; Porn-Ares, ve ark., 2003), dahil olmak iizere ve radyasyon nedeniyle
gerceklesen endotel hiicre 6liimiinde keramidi etkinlestirmek {lizere entegre olurlar
(Duval, ve ark., 2003; Lin, ve ark., 2000). Bunlar, anahtar yapisal molekiilleri,
enzimleri ve niikleik asitleri, endotel hiicreleri o6ldiirmek ve kalintilarimi da
membranin biitiinliigiinii bozmadan fagositoz i¢in paketlemeleri i¢in bdlerler.
Oliim reseptdrlerinin yolagi; mitokondriyal yol ag1, bunun akis efektorleri (Duval,
ve ark., 2003; Li, ve ark., 1998) ile adeta ‘karsilikl1 iletisim’ gériiniimiine biiriiniir,
tam tersi iletisim de (Duval, ve ark., 2003; Karsan, ve ark., 1996; Badrichani, ve
ark., 1999) goriilmektedir.

Molekiiler apoptosiz programinda bir takim biyokimyasal ve morfolojik
degisiklikler meydana gelir (Duval, ve ark., 2003; Kerr, ve ark., 1972). Bunlar
(ortaya ¢ikislar1 yaklasik olarak ayni siradadir); hiicrenin hiicre iletisiminin ve
matris iletisiminin kaybi, sitoplastik gerileme, sitokrom C’nin mitokondriden
sitoplazmaya gecerek yer degistirmesi, proteaz gruplarinin aktivasyonu, Bid
proteininin boliinmesi, plazma zarmin fosfotidil serine maruz birakilmasi,
antikoagiilan 6zelliklerin kaybi (Duval, ve ark., 2003; Bombeli, ve ark., 1997),
zarin kabarciklanmasi ve kromatinin yogunlasmasidir (Duval ve ark., 2003;
Granville, ve ark., 1999). Apoptosiz halindeki endotel hiicreler ya damar
bosluguna diiserler ki burada kan akis sitometresi ile tespit edilebilir ya da bazen
komsu hiicrelerin damar duvarlari i¢inde fagositoz yoluyla tiiketilebilirler (Duval,
ve ark., 2003; Solovey, ve ark., 1999). Isin ilging yan1 ise apoptosiz halindeki
endotel hiicreler mikro partikiiller birakirlar; bunlar akis sitometresi ile tespit
edilebilir ve karakteristik olarak biiylik Olglide CD31 ve CDI105 yilizey
antijenlerinin bulgularini tasirlar (Duval, ve ark., 2003; Jimenez, ve ark., 2003).

Endotel hiicre apoptosizi anjiyogenez siirecinde Onemli bir diizenleyici
role sahiptir. Endotel hiicrelerinde, anjiyogenik uyaran faktorlerinin, apoptosizin
icrasin1 bloke etmek suretiyle endotelyal hiicrelerin canli kalmasini saglayan
cesitli yolaglarinin yardimiyla apoptosize karst koruma etkileri bulunmaktadir.

Buna karsilik, anjiyogenezin negatif diizenleyicilerinin sadece endotel hiicrelerin
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cogalmasini, goclinii ve yeniden yapilanmasini etkilemedigini beraberinde
endotelyal apoptosizi de dogrudan veya dolayli olarak uyardig1 goriilmiistiir
(Beloussow, ve ark., 2002; Dimmeler ve Zeiher, 2000). Asir1 apoptosiz,
endotelyal hiicre ¢cogalmasinmi kisitlayarak anjiyogenezi sinirlayabilir ve timdriin
gerilemesine neden olabilir (Beloussow, ve ark., 2002).

Mitokondriler apoptosiz Oncesi ¢esitli sinyaller i¢in odak noktalaridirlar ve
apoptosiz programinin kontroliinde, yiiriitiilmesinde anahtar role sahiptirler.
Proapopitik uyaranlar mitokondrial Ca*" asir1 yiikii ve oksidatif stress MPTP
(Mitochondrial Permeability Transition Pore) olarak bilinen ve i¢ mitokondrial
membrandan dis mitokondrial membrana uzanan spesifik olmayan bu gézenegin
acilmasmna neden olur. MPTP’nin agilmasiyla i¢ mitokondrial tim kiigiik
¢oOziiniirler (<1,5 kDa) denklesirler ve mitokondrinin sismesine, dig membraninin
parcalanmasina, proton motivasyonlu kuvvetin azalmasina, oksidatif fosforilasyon
baginin c¢oziilmesine ve glikoliz ile iiretilen ATP’nin hidrolizine yol agar.
MPTP’nin gegici olarak ac¢ilmasi, mitokondrinin i¢ mebran alanindan sitokrom C
ve apoptosize neden olan faktdriin salinimi ile sonuglanir. Bunu sonucunda kaspaz
mekanizmasi aktif hale gelir. Mitokondrial Ca®" asir1 yiikiiniin hizli bir sekilde

yayilmasinda MPTP’ nin fizyolojik bir rolii oldugu ileri siiriilmiistiir.

1.5. ENDOTEL HUCRELERI

Endotel terimi kan ve lenf damarlarin1 doseyen epitel i¢in kullanilir. Tek
sira, bliylik yassi yada kiibik hiicrelerden olusurlar. Endotel hiicreleri kapillerleri
kesintisiz olarak doserler. Diger yassi epitel hiicrelerinden daha ac¢ik boyanmasi,
cekirdeginin biraz daha kiiciik ve daha ince uzun olmasi ile ayirdedilirler.
Incelmis sitoplazmalarinda ¢ok sayida pinositik vezikiil vardir. Belli yasam
stireleri vardir. Endotel hiicrelerinin ayak sekilli sitoplazmik uzantilar1 bazal
lamina ve membrana elastika internadan gecerek, diiz kas hiicreleriyle gap
junction seklinde baglant1 yaparlar (Paker, 1993).

Endotel hiicreleri, damar sistemini tek katmanli bir hat halinde saran ince,
yasst hiicrelerdir. F-aktinden olusan hiicre iskeletleri bulunmaktadir. Damarsal

endotelyumun basglica fonksiyonu kan plazmasi ve dokulararasi sivi arasinda



27

suyun ve ¢0zelti aligverisini kontrol etmenin yaninda bunlar arasinda arabuluculuk
etmektedir. iltihaplanmada veya bagisiklik sisteminin reaksiyonlar1 sirasinda
endotel hiicreleri agonistlerin neden oldugu bir takim islevsel ve morfolojik
degisime ugrarlar. Agonistlerin bir ¢ogu iltithaplanma esnasinda arabulucudur ve
endotel hiicrelerinin gegirgenligini arttirmak icin calisirlar. Gegirgenlikteki bu
artis, endotel hiicrelerin F-aktin hiicre iskeletindeki degisimlerle birlikte
hiicreleraras1 bosluklarin olusumu ile de baglantilidir (Yamany ve ark., 1997;
Khiani ve ark., 1996).

Endotel hiicreleri aktin mikrofilamanlari, vimentin ve tubulin
mikrotiiplerinden olusan {i¢ biiyiik hiicre iskeletine sahiptirler. Mekanik 6zellikleri
belirlemenin yaninda; sabitlenme zorunlulugunda olan hiicre iskeleti, hiicre
seklini ve arabulucularin biiyiimesini ve farklilasmasini saglayan mekansal olarak
organize olmus ve hiicre dis1 uzantilara cevap veren sinyallesme mekanizmalarini
belirler (Apostolova ve ark., 2003; Janmey, 1998). Hiicre iskeleti ayn1 zamanda
hiicre dis1 matrikse goclin ve hiicrenin yapigmasi i¢in gerekli olan hiicre igi
gerilimi saglayamaya yardimci olan en biiyiik etkendir (Apostolova ve ark., 2003;
Ingber, 1991). Hiicre iskeleti, kendi dinamiklerini diizenleyen sinyallesen
yolaglari ile etkilesebildiginden ve hCys (homocysteine) ile Cu-hCys (Copper-
homocysteine complexes) bilesikleri tatbik edildikten sonra hiicre dis1 matriks
proteinlerinde gozlemlenen degisiklikler nedeniyle hiicre iskeletinin degisime
ugramis cevaplarinin meydana gelmesi halinde yeni cevreye adaptasyonun
saglanabilmesi icin ihtiyact belirten bir sinyal verebilmesi miimkiin
goriinmektedir. Devam eden deneyler, bir ¢ok hiicresel cevaba neden olan
sinyallesen yolaglar1 arasindaki karsilikli etkilesimin  dogasimn1  agikliga
kavusturacaktir (Apostolova ve ark., 2003).

Endotelyum kanda bulunan makro molekiillere karsi secici bir bariyer
olusturur ve bu bariyerin hasara ugramasi inflamasyon patogenezi ve
arterioskleroz tiirii hastaliklar ile birlikte goriiliir. Endotel hiicrelerinin
gecirgenligi, esas olarak hiicrenin seklini belirleyen subselliiler matrikse hiicrenin
yapismasini kolaylastiran ve baglanti yapisinin olusumunda rol oynayan hiicre
iskeletinin kisimlarinca kontrol edilir (Kolodgie ve ark., 1999; Savion ve ark.,

1982; Gobliet ve ark., 1990; Wehlang ve ark., 1979; Wong ve Gobliet, 1986)
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Hiicre iskeletini olusturan bdliimlerin islevleri, ikincil mesaj sistemleri olarak
kabul edilen kalsiyumu, protein kinaz C ve periyodik niikleotidler ile diizenlenir
(Kolodgie ve ark., 1999; Hoek ve ark., 1992).

Agonistlerin endotel hiicreleri iizerindeki etkilerini otomatik olarak
siiflandirabilmek i¢in, F-aktin dagilimi diger agonistleri eleme islemi icin
kullanilabilir. Giincel teknikler agonistlerin etkilerini tam olarak siniflandirmak
icin geleneksel methanol ekstrasyon metodunu kullanmaktadirlar. Bu teknikler
genellikle pahalidir ve fazla zaman almaktadir. Ancak her agonistin hiicredeki F-
aktin  fiberinin dagilimi ile ayirdedilebilecegi bildirilmistir.  Otomatik
smiflandiricinin - karsilastigi diger bir sorun ise goriintiileme isleminin bazi
parametrelere karst hassas olmasidir; bunlar arasinda mevcut sicaklik,
goriintiilenen alanda bulunan agonist dozajinin yiizdesi, 151k yogunlugu, katman
tizerindeki agonist dagilimimin rastlantisalligi, floresan boyanin foto agartma
(photobleaching) etkisi ve agonistin yaslanma etkisi bulunmaktadir.

Hemen hemen biitiin dokularin kan destegine ihtiyact bulunmaktadir ve
kan destegi de endotel hiicrelerinin mevcudiyetine baghdir. Bu hiicreler adapte
edilebilen bir yasam destek sistemi yaratirlar ve viicudun herhangi bir alaninda
damar olusturabilirler. Kan damarlarin1 olusturan ve modellendirebilen endotel
hiicreleri olmasaydi dokularin biiylimesinin ve onarilmasinin imkansiz oldugu
gbzlenmistir. (Alberts ve ark., 1980).

Endotel hiicreleri, bir hiicre kalinliginda tiim kardiyovaskiiler sistemi
araliksiz olarak sarar ve cogul olarak endotelyum olarak adlandirilirlar. Damar
duvarlarimin metabolik dengesini (homeostasis) ve normal dolasim islevini
korumak i¢in endotel hiicrelerin yapisal ve islevsel biitiinliigli ¢ok biiylik 6nem
tasimaktadir. Endotel hiicreleri kendilerine 6zgli 0.1 um genisliginde Weibel-
Palade cisimciklerini, von Willebrand faktoriinii (VWF) igeren 3 pum uzunlugunda
membrana bagli depolama organellerini bulundurmaktadir. Endotel hiicreler
PECAM-1 (endotelin birlesme kisminda bulunan ve CD31 de denilen bir
proteindir), CD34 ve vWF ile anticisimcikler sayesinde immunohistokimyasal
olarak teshis edilebilmektedirler (Kumar ve ark., 2005).

Damarsal endotelyum ¢ok yonlii, sentetik ve metabolik 6zelliklere sahip

cesitli islevleri bulunan bir dokudur ve kan-doku etkilesimlerinin aktif bir
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katilimcisidir. Yar1 gegirgen bir membran olarak endotelyum, biiyiik ve kiiciik
molekiillerin damar duvarindan gecisini kontrol eder. Hiicre-i¢i birlesme kisimlari
normalde ¢ogu bolgede plazma proteinleri gibi biiylik molekiilleri gecirmez ancak
endotellerin kendi aralarinda bulunan degisken birlesim kisimlar1t hemodinamik
faktorlerin (yiiksek kan basinci gibi) ve vasoaktif ajanlarin (iltihabi olaylarda
histamin gibi) etkisiyle genisleyebilir. Bunun otesinde endotel hiicreler;
trombogenik olmayan kan-doku arayiiziinii, kan akisimnin ayarmi ve damarlarin
direncini, hormonlarin metabolizmasini, bagisikligin ve iltihaplara gdsterilen
tepkinin diizenini ve 6zellikle diiz kas hiicrelerinin gelisim diizenini korumada rol
oynamaktadir. Endotel hiicrelerinin kaybi (soyulma), tromboza ve diiz kas
hiicrelerinin ¢ogalmasina neden olur (Kumar ve ark., 2005).

Bulundugu anatomik bolgeye veya lokal g¢evrenin Ozelliklerine
uyarlanmasina bagl olarak endotel hiicreler 6nemli fenotipik cesitlilige sahiptir.
Ornegin, baslangigtan itibaren farkli bolgelerde gelisen endotel hiicre
poplilasyonlar1 farkli 6zellikler tasiyabilirler. Lenf endotelyumu, lenfler tiimor
metastazinda rol oynadigindan 6nem tasimaktadir (Kumar ve ark., 2005).

Kan damarlarinda siralanmis olan endotel hiicrelerinin, bulunduklari
cevrenin ihtiyaglarina gore kendi sayilarini ve diizenlerini dikkate deger bir
sekilde adapte edebilme yetenekleri vardir (Alberts ve ark., 1989).

Bir yetiskinin damar sistemindeki endotel hiicrelerinin, hiicre boliinmesi
ve hareket yetenegi vardir. Ornegin aort damarmin bir boliimii hasara ugrar ve
endotel hiicrelerini yitirirse, komsu endotel hiicreleri cogalirlar ve hasara ugramis
yiizeyi kaplamak i¢in go¢ ederler. Endotel hiicrelerinin ¢ogalimi, DNA sentezini
yapan hiicreleri smiflandirmak icin kullamlan “H-timidin kullanilarak
gergeklestirilir. Normal damarlarda siniflandirilan endotel hiicre orani, 6zellikle
atardamarlarin kollara ayrildigi noktalarda yiiksektir, buradaki turbulans ve
endotel hiicrelerin agimasi hiicrenin geri donmesine neden olur. Genel olarak
endotel hiicreleri ¢ok yavag doniis yaparlar, bu doniis hiicre zamanina gore aylar
hatta yillar almaktadir (Alberts ve ark., 1989).

Endotel hiicreleri sadece olusturulan kan damarlarinin smirlarinm
onarmakla kalmaz ayni zamanda yeni kan damarlarin1 da olusturur. Bu, normal

yetigskin dokularin1 yinelenen modelleme dongiisiinii ve yeniden yapilandirmay1
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desteklemek, hasara ugramis yetiskin dokularinda onarimi saglamak, embriyonik
dokularda biiyiime hizina ayak uydurabilmek i¢in gergeklestirilmektedir (Alberts
ve ark., 1989).

Yeni kan damarlart her zaman mevcut kiigiik damarlarda gelisen kilcal
damarlardan tiirer. Anjiyogenezde bu islem belirli sinyallere tepki olarak meydana
gelir. Hiicre ilk dnce kati1 bir damar siirgiiniidiir, daha sonra tiip haline gelmesi i¢in
i¢ci bosalir. Bu islem damar siirgiinii baglanacagi baska bir damarla karsilagana
kadar devam eder ve kan akis1 saglanir. Hiicre kiiltliriinde yapilan deneyler uygun
biliylime faktorleri tagiyan medyuma konulan endotel hiicrelerinin, diger hiicre
tiplerinden izole edilseler dahi kendiliklerinden kapiller tiipler olusturmaya devam
ettiklerini gostermistir. Kiiltlirdeki tiip olusumunun ilk isareti uzamis olan hiicre
icindeki boslugun ilk olarak sitoplazmayla kusatilmasidir. Bitigik hiicreler de
benzer bosluklar olustururlar ve sonug olarak hiicreler bosluklar1 ardarda dizilecek
sekilde hizalanirlar. Boylece hiicreden hiicreye kesintisiz bir sekilde siralanan bu
bosluklar kilcal bir kanal olustururlar. Saf endotel hiicre kiiltiiriinde biiyiitiilen
kilcal tiipler kan icermez ve iglerinde herhangi birsey dolagsmaz ki bu durum kan
akiginin ve basicinin kilcal ag1 olusturmak ic¢in gerekli olmadigini gostermektedir
(Alberts ve ark., 1989).

Canli hayvanlarda gerekli oldugunda endotel hiicreler kilcal damarlari
olustururlar. Dokularin oksijensiz kaldiklarinda yeni kilcal damarlar olusturmak
icin anjiyogenik faktorler salgiladiklar1 diigiiniilmektedir. Biiyiik bir olasilikla bu
nedenle tiim omurgalilara ait hiicreler, kilcal damarm 50 pm biiyiikligii kadar bir
aralikla dizilmislerdir. Benzer sekilde yaralanmadan sonra hasar gérmiis dokunun
komsu dokular1 uyarilarak kilcal damar olusumunda artis meydana gelmektedir.
Lokal tahrisler veya enfeksiyonlar da yeni kilcal damar olusumunda artis meydana
getirmektedir. Bu durumda iltihap azaldiginda veya giderildiginde bu yeni kilcal
damarlar ya azalmakta ya da yok olmaktadir (Alberts ve ark., 1989).

Endotel hiicreleri sadece oksijen ve besin girisini denetlemekle kalmaz
ayn1 zamanda katabolitlerin ¢ikisin1 da denetler ve bu hiicreler timor hiicreleri
i¢in mitojenleri ve hayatta kalma faktorlerini dikkatle hazirlarlar. Mikrovaskular
endotel hiicrelerin bu parakrin aktivitesi, bazik fibroblast biiylime faktoriiniin

(bFGF) seferberligini, trombosit kdkenli biiyiime faktorii, insiilin benzeri biiylime
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faktorii-1 ve 2, interleukin-6, granulosit-makrofaj koloni uyar1 faktori gibi
sitokinleri icerir. Damarsal endotel hiicrelerin en az 20 parakrin faktor iirettigi
bilinmektedir (Folkman, 2001).

Endotel hiicre katmaninin biitiinliigii, bariyerin korunmasi i¢in énemli bir
ihtiyac oldugu gibi 6dem olugumunun 6nlenmesi i¢in de gereklidir. Endotel hiicre
katmaninin biitiinliiglinde meydana gelebilecek herhangi bir bozulma dokulararasi
0dem olusumuna yol agar ve bu durum biyoaktif ajanlar tarafindan tetiklenebilir
(Lee ve ark., 1998; Majno ve Palade, 1961; Majno ve ark., 1969; Sharma ve
Cervos Navarro, 1990). Vasoaktif ajanlarin, hiicre seklindeki degisiklikle birlikte
endotel hiicrelerin gegirgenligini arttirdig1 ve hiicrelerarasi bosluklarin olusmasina
neden oldugu belirtilmistir ( Lee ve ark., 1998; Rotrosen ve Gallin,1986; Phillips
ve ark., 1989; Patterson ve ark., 1994; Goeckeler ve Wysolmeraki, 1995). Hiicre
seklindeki bu degisimler; aktinde, kas hiicresi olmayan hiicrelerdeki agirlikli
sitoplazmik mikrofilamanlarda meydana gelen degisimleri yansitiyor olabilir ve
bu biyofiziksel nitelikler yapisal biitlinliigiin korunmasina katkida bulunuyor
olabilir. Bu nedenle; endotel hiicrelerinin gegirgenliginin belirlenmesinde hiicre
iskeletinin rolii 6nemli oranda rapor edilmistir. Bir ¢ok arastirmaci endotel
hiicrelerindeki aktinin ve miyozinin, hiicre i¢i bosluklarin genisliginin
belirlenmesinde baslica rolii oynadigini; bdylece vaskiiler gegirgenligin
hiicreleraras1 yolagini kontrol ettigini gostermislerdir (Lee ve ark., 1998 Shasby
ve ark., 1982; Wong ve Gottlieb, 1986, Wong ve Gottlieb 1990; Schnittler ve ark.,
1990; Gottlieb ve ark., 1991; Patterson ve ark., 1994). Ethchlorvynol ve
cytochlasin D ilaglarinin hiicre iskeletini bdldiigiinii; bunun sonucu olarak endotel
hiicrelerin gegirgenligini arttirdig1 (Lee ve ark., 1998 Shasby ve ark., 1982;
Wysolmerski ve ark., 1984) ve phallacidin ve phalloidin ajanlarinin hiicre
iskeletini stabilize ettigi, agonistlerin neden oldugu endotel hiicre gecirgenlik
artisgin1 engellendigi bildirilmistir (Lee ve ark., 1998; Alexander ve ark., 1988;
Phillips ve ark., 1989; Langeler ve Van Hinsbergh, 1991; Alexander ve ark., 1993;
Ma ve Pedram, 1996). Yapilan diger ¢alismalarda, 3’, 5° periyodik adenozin
monofosfat (¢CAMP: cyclic adenosine monophosphate) aktivasyonunun, in vitro
olarak endotel makro molekiiler bariyerin 6nemli bir belirleyicisi oldugu

kesfedilmistir. cAMP tarafindan tetiklenmis etkiler endotel hiicrelerdeki
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polimerlesmis aktin havuzunda artiglarla iliskilidir ( Lee ve ark., 1998, Bensch ve
ark.,1983; Stelzner ve ark., 1989).

Endotelyum, damarsal homeostasise iliskin ¢ok c¢esitli islevleri bulunan
aktif metabolik bir dokudur. Endotel hiicrelerinin yapist ve islevleri hakkinda
bilinenlerin ¢ogu genis damarlarin endotel hiicreleri {izerinde yapilan ¢aligmalar
sonucunda elde edilmistir. Insan karin damari ve inek aort damari bu hiicreleri
elde etmek i¢in kullanilan baslica kaynaklardir. Ancak gecirgenlik degisimleri
agirlikli olarak mikro damar sistemi seviyesinde gerceklesmektedir. Islevleri
arasinda en oOnemli olan1 dokularla kan arasinda bulunan segici bariyerin
korunmasidir. Iltihaplanma sirasinda endotelyumun gosterdigi tepki gecirgenligin
artmasidir ve normal olarak damar bolimiinde kalan biiyiik molekiiller,
endotelyumdan gegebilirler. Insan gobek kordonundan elde edilen endotel
hiicreleri (HUVEC=Human Umbilical Vein Endothelial Cell) ve inek aort damari
endotel hiicreleri ile yapilan in vitro g¢aligmalarda iltihaplanma sonucunda
hiicrenin geriye dondiiriilebilir bir sekilde yuvarlaklastigi ve endotel hiicreler
arasinda bosluklarin olustugu goriilmiistiir (Budworth ve ark., 1999; Lum ve
Malik, 1996). Periferal aktin mikrofilament yigmlarmin hiicrelerarasi
gecirgenlikle baglantili olarak stres fiberlerinin kasilmasinda etkili oldugu

belirtilmistir (Budworth ve ark., 1999; Gotlieb ve ark., 1991).

1.6. HUCRE iSKELETI

Hiicre sitoplazmasinda sitoplazmik filamentler (mikrofilament ve ara
filamentler) ve mikrotiipgiik gibi ipliksi yapilar bulunmaktadir. Sitoplazmanin
zemin maddesi ii¢ boyutlu ince bir iplik agindan olugmaktadir. Bu yapiya
mikrotrabekiil ag1 denmektedir. Bu ag hiicre i¢indeki bir¢ok organelin bulindugu
yerde asili kalmasina yardimeci olmakta ve mikroflamentlerle mikrotiipgiikler
arasinda bir bag kurmaktadir. Mikrotrabekiil agi, mikrotiipglikler ve
mikrofilamentler bir arada sitoplazmik matriksi meydana getirir. Sitoplazmik
matriks hiicreye seklini verir, hiicreyi destekler ve hiicre boliinmesi, hiicre
hareketi, sil ve kamc¢i1 hareketleri gibi hiicre faaliyetlerinde gorevlidir (Karol,

1988). Hiicrenin sekli, hiicre membraninin, hiicre iskeletinin ve dis gii¢lerin kendi
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aralarindaki etkilesiminin bir sonucudur. Hiicre membrani, zayif, iki boyutlu sivi

bir yapidir (Cekic ve ark., 2002; Jacobson, 1983; Gruen ve Wolfe, 1982).

1.6.1. Hiicre iskeletinin Elemanlari

1.6.1.1. Mikrotiipciikler

250 A° capinda tiip seklinde yapilardir. Enine kesitleri yuvarlak ve
duvarlart 60 A° kalimhgindadir. Her mikrotiip¢iigiin duvarinda 13 kadar
subfilament bulunmaktadir. igi bos diiz silindire benzeyen mikrotiipgiikler genel
olarak sitoplazmada bulunmakla beraber sil, kam¢i, sentriol gibi organellerin
yapisina  katilmaktadirlar. ~ Sillerin ~ yapisinda  bulunan tel kompleksi
mikrotiipciiklerden olugmaktadir. Silin yapisinda 11 tane mikrotiip¢iik bir araya
gelerek sili olusturmaktadir (Karol, 1988).

Mikrotiipgiikler bir¢ok hiicrede elastik cubuklardan olusan bir hiicre
iskeleti olusturmaktadirlar. Embriyogenez sirasinda hiicrenin seklini belirleyen
mikrotiipciikler, sitoplazmik materyalin yer degistirmesine de yarayan kanallar
olusturmaktadirlar (Karol, 1988).

Mikrotiipgtikler tiibiilin ad1 verilen 110.000 Dalton molekiil agirliginda bir
protein kapsamaktadirlar. Tiibiilin 2 monomerden olusan bir dimerdir. Kolsisin,
vinblastin gibi alkoloid maddeler ig ipliklerindeki tiibiiline baglanarak mitozu
engellemektedirler. Baglanma sirasinda dimer monomerlerine ayrilirlar (Karol,
1988).

Mikrotiipgiikler ilk olarak miyelinli sinir tellerinin aksoplazmasinda
gosterilmistir. Bunlara norotiipgiikler adi verilmektedir. Norotiipgiikler 200-300A°
capinda ¢ok uzun, dallanmamus silindir seklinde yapilardir (Karol, 1988)

1.6.1.2. Mikrofilamentler
Mikrofilamentler 40-70 A° ¢apinda ipliksi yapilardir. Yapilan ¢alismalarla

mikrofilamenterin sikloz, amdboid hareket gibi hiicre faaliyetlerinde gorev yapan

kontraktil bir sistem olduklar1 gosterilmistir. Kas sistemi disindaki hiicrelerde
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bulunan kontraktil kas proteini olan bu mikrofilamentlere aktin adi verilmektedir.
Kas sistemindekiler ise 6zellesmis olup bunlara miyofilament (kas ipligi) adi
verilmektedir (Karol, 1988).

Bir hiicrede bulunan aktin filamentler, mikrotiip¢iiklere goére daha
fazladirlar ve bir hiicrede aktif filamentlerin toplam uzunlugu mikrotiip¢iiklerin
tiimiiniin uzunlugunun 30 katina esittir (Koparal, 2001).

Aktin filamentler hiicre hareketliliginde, membrandan giris ¢ikislarda,
hiicre polaritesinin ve sitokinezin denetlenmesinde anahtar rol oynayan yapilardir
(Witke, 2004).

Aktini baglayan c¢ok sayida protein aktinin polimerizasyonunda ve
filament diziliminde gosterdikleri aktiviteye gore siniflandirilmaktadir. 11k protein
grubu —profilinler- monomerik asidi ayirirlar, aktin monomerdeki niikleotoit
degis-tokusunu katalize eder ve sonug¢ olarak monomerleri aktin filamentlerin
ucuna gotiirmektedirler. ikinci protein grubu —aktini depolimerize eden faktorler-
ise tam tersi aktivite gostermektedir. Bu proteinler yash aktin filamentleri

tamimakta ve daha yavas biiyllyen ugtan bu filamentleri depolimerize

etmektedirler (Witke, 2004).

1.6.1.3. intermediate filamentler

Intermediate filamentler yiiksek yapili okaryotik hiicrelerde ii¢ temel
filament sisteminden biridir (Strelkov ve ark., 2003). Intermediate filamentlerin
molekiiler yapisi dimetlerin filament olusturmak iizere ii¢c boyutlu bir sekilde bir
araya gelmesiyle olusmaktadir.

Intermediate filamentlerin fonksiyonlar1 tam olarak bilinmektedir. Bununla
birlikte hiicre iskeletinin komponenti olarak hiicresel biitiinliik, sekil ve organel
pozisyonlarinin korunmasi, hiicresel ve hiicre i¢i hareketlerin diizenlenmesi gibi
gorevleri oldugu ileri siiriilmektedir. Sitokeratin filamentleri epitel hiicrelerinde,
vimentin  filamentleri mezengimal hiicrelerde, demsin filementleri kas
hiicrelerinde, nérofilamentler sinir hiicrelerinde, glial fibriler asidik protein

filamentleri de astrositlerde bulunmaktadir (Milli ve ark., 2000).
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Molekiil agirlig1 55000 Dalton olan vimentin ve 57000 Dalton olan desmin
hiicre iskeletini olusturan en stabil komponentlerdir. Bu iki filament hiicre spesifik
bir lokalizasyon gosterirler ve hiicre farklilagsmasi olaylarina katilmaktadirlar.
Vimentin bag dokusu ve embriyonal hiicrelerde genis olarak dagilim gosterirken

demsinin dagilimi kas hiicreleri ile sinirh kalmaktadir (Korgun ve ark., 1999).

1.7. DENEYLERDE KULLANILAN TEST MADDELERI

1.7.1. Karvakrol

Karvakrol, Labiatae familyasindan Origanum tiirinden elde edilen
aromatik bir terpen bilesigidir. Glinlimiizde biiyiik 6l¢iide besin ve kozmetik
sanayinde kullanilmaktadir. Ayrica karvakrolun antibakteriyel, antifungal, bocek
oldiiriicii (Ipek ve ark., 2003; Didry ve ark., 1994; Thompson, 1996; Ultee ve ark.,
1998), analjezik (Ipek ve ark., 2004; Aydin ve ark., 1996), antioksidan (Ipek ve
ark., 2003; Aeschbach ve ark., 1994; Puertas-Mejia ve ark., 2002), aktiviteleri
gosterilmistir.

Karvakrolun ¢esitli tiimor tiplerinin olusumunda inhibitor etkisi oldugu
bulunmustur (Ipek ve ark., 2003). Karvakrolun ratlarda DMBA nin neden oldugu
timor olusumunu inhibe ettigi ve in vitro da melanomalarin biiyiimesini
engelledigi goriilmiistir (He ve ark., 1997; Zeytinoglu ve ark., 1998). Insan
larinks karsinoma kdkenli Hep-2 hiicrelerinin karvakrol ile muameleden sonra

apoptotik fenotip gosterdigi goriilmiistiir (Stammatia ve ark., 1999).

1.7.2. Bifora radians

Bifora radians son yillarda Orta Anadolu’da hububat ekili alanlarda
miicadelesi zorunlu bir yabanci ot olarak goriilmektedir. Orta Anadolu giftgisi
tarafindan ‘kokarot’, ‘Rakiotu’ veya ‘Tosbagaotu’ olarak adlandirilan Bifora
radians’in en belirgin 6zelligi, ¢ok uzaklardan bile duyulabilen ve ¢ogu kimse
tarafindan kotii olarak nitelendirilen bir koku yaymasidir. Govdesi koseli, dik, i¢

kism1 bos ve boyu 100 cm’ye kadar cikabilen bitkinin alt yapraklari maydanoz
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bitkisinin yapraklarina, {ist yapraklar1 ise dereotunun yapraklarina benzemektedir.
Cicekleri beyaz renkli olup ¢igek topluluklar1 semsiye seklinde dizilmistir. Bifora
radians diger yabanci otlar gibi kiiltiir bitkisinin su, besin maddeleri ve 151k gibi
vazgecilmez ihtiyaclarina ortak olarak zarar vermektedir (Yegen, 1984).

Bifora radians’1n biyolojisi ve miicadelesi iizerinde yapilan c¢aligmalarda
yapilan gozlemlerde Bifora radians’da herhangi bir fungal ya da bakteriyel
hastalik etmenine rastlanmadigi gibi, bu yabanci otun ¢evresindeki bugday
bitkilerinin de rekabet zarar1 disinda hastalik etmenlerinden pek etkilenmedikleri
goriilmiistiir (Yegen, 1984).

Yegen, (1984) tarafindan etrafina oldukca yogun olarak yaydigi kendine
has kokunun fungal hastalik etmenlerini etkileyip etkilemedigi sorusunu
cevaplamak iizere Bifara radians’im kendine has kokusunu olusturan
blinyesindeki ugucu yaglar izole edilmis ve bazi1 funguslara karsi fungitoksik
potansiyelleri arastirilmistir. Yapilan ¢alismada kimyasal maddelerden oldukga az
etkilenen bir patojen olan Fusarium culmorum’un besin ortamlarina cesitli
konsantrasyonlarda eklenen Bifora radians ugucu yagmin bu fungusun misel
gelismesini %50 azalttigr goriilmiistiir. Bu ¢alismada Bifora radians’un ugucu
yagiyla yetistigi ortamda dogrudan temas eden fungus miseline karsi yiiksek
fungitoksik potansiyele sahip oldugu ortaya ¢ikarilmistir (Yegen, 1984.).

Fusarium culmorum’un gelistirildigi ortamin havasinda Bifora radians
ucugu yag buharlarinin bulunmasi durumunda ise bu fungusun 4 giin i¢inde misel
gelismesinin %40 dan fazla negatif yonde etkilendigi goriilmiistiir (Yegen, 1984).

Yugoslavya’da yapilan bir c¢alismada Bifora radians’in tohumlarindan
salgilanan ugucu yag niteliginde ‘Biforin’ adli bir madde saptanmis ve bu
maddenin uygulandig1 bugday bitkilerinin kok ve toprakiistii organlarinda normal
bitkilere gore daha fazla biiylimeye neden oldugu, bu biiyiime farkliligina
‘Biforin’ uygulanmis bugday bitkisi biinyesindeki Tryptophan artisinin neden
oldugu ileri siiriilmiistiir (Yegen, 1984).

Bifora radians’in (kokarot) meyveleri mideyi kuvvetlendirici ilag
olarak ve karin gazi giderici ilag olarak kullanilmasina ragmen kumarin i¢eren ilag
acisindan zayif ve yetersizdir. Bifora radians’in ekstratt P. aeruginosa ve E.

coli'ye karst1 oldukca etkilidir. Bifora radians’m ugucu yagmin bu
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mikroorganizmalara karsi aktif olabilecegi ancak bitkisel ve meyve 06ziiniin

aktivite acisindan daha az etkili oldugu diistintilmektedir (Yegen, 1984).

1.7.3. Dill

Anethum graveolens L. (dill) tiiylii yapraklart olan ve kii¢iik sar1 ¢igekleri
bulunan daginik goriiniimli bir bitkidir (Hosseinzadeh H., ve ark., 2002). Dereotu
soguga dayanikli, bir yillik bir bitkidir (de Carvalho ve da Fonseca, 2005).
Dereotu tohumlart %2.3-3.5 oraninda yag igermektedir ve bu yagin %40-60’1
karvon ihtiva ederken dereotu bitkisi, %0.4-0.8 oraninda yag igerir; bu yag % 40
oraninda karvon, %32 oraninda limonen ve %20 oraninda phellandrene
icermektedir. Karvon hem anti-bakteriyel hem de anti-fungal aktiviteye sahiptir.
Bulgaristan’da yetisen dereotu tohumlarindan elde edilen ve 35 yildan fazla bir
siire boyunca saklanmis olan eterik yag, Aspergillus niger mantar1 ile
Saccharomyces cerevisiae ve Candida albicans mayalarina kars1 yiiksek oranda
antimikrobiyal etki gostermistir (de Carvalho ve da Fonseca, 2005; Jirovetz ve
ark., 2003). Karvon ve phellandrenenin Candida albicans mantarinin kiiresel
sekilden patojen hali olan iplik sekline doniisiimiinii engelledigi ve bu nedenle bu
mantar sebebiyle ortaya ¢ikan enfeksiyonlara karsi iyi bir tedavi ajani oldugu
kesfedilmistir (de Carvalho ve da Fonseca, 2005; McGeady ve ark., 2002).
Karvon, eleutherobin isimli tiimoére karsi etkili denizden elde edilen ajanin
stereoselective sentezinde kullanilmistir (de Carvalho, 2005; Carter ve ark., 2000).
(+)-limonen ve (4S)-(+) karvon, A/J disi farelerde N-nitrosodiethylamine sebepli
karsinogenezi Onleme kapasitelerine bagli olarak 6n mide tiimorlerini %60
oraninda ve akciger adenomasini %35 oraninda azalttig1 arastirmacilar tarafindan
gosterilmistir. (de Carvalho, ve ark., 2005; Wattenberg, ve ark., 1989). Diyet
amacl kullanilan monoterpenlerin kanserin hem Onlenmesinde hem de
tedavisinde yararli oldugu kesfedilmistir (de Carvalho ve da Fonseca, 2005;
Crowell, 1999). Karvon son yillarda aralarinda bazi onemli tibbi 6zelligi olan
farkli bilesiklerin sentezi i¢in de kullanilmaktadir (de Carvalho, 2005).

Dill’in antimikrobiyal, antihiperlipidemik ve antihiperkolesterolemik

aktiviteler gibi baz1 farmakolojik etkileri bildirilmistir. Halk arasinda ila¢ olarak
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kullanilan dill (dereotu) midede olusan gaz, mide agris1 ve buruntu gibi bazi
gastrointestinal rahatsizliklar i¢in kullanilmaktadir. Dereotu meyvesinin
gastrointestinal sistemin diiz kaslarin kasilimi iizerine etkisi bulunmaktadir

(Hosseinzadeh ve ark., 2002).

1.7.4. Olivetorik Asit

Liken materyalinin elde edildigi Pseudevernia furfuracea (var. furfuracea
ve var. ceratea) Anadolu Universitesi Biyoloji boliimii tarafindan Pinus nigra
subsp. pallasiana’nin govdesinden Eskisehir-Bozdag’da 1200 m. yiikseklikten
toplanmistir. Ayn1 morfolojiye sahip varyeteler C-spot testi ile tanimlanmig ve

birbirlerinde ayrilmislardir.

1.7.4.1. Ekstraksiyon islemi

10 g kurutulmus ve 6giitiilmiis Pseudevernia furfuracea var. furfuracea
ornekleri iizerine 100 ml aseton eklenmis, karisim 30 dakika oda sicakliginda
ultrasonik banyoda tutulduktan sonra bir gece karanlikta bekletilmis ve sivi faz
beyaz bant siizgec¢ kagidi ile stiziilerek ekstrasyon ortamindan ayrilmistir. Ekstrat
¢ozeltinin ¢oziiclisii rotari evaporatérde ucurularak kati liken ekstrati elde edilmis
ve P. Furfuracea igin kloroform, etanol, dietil eter ve petrol eteri ile de
ekstraksiyon islemleri de yapilmis ve c¢oziiciiler ugurulduktan sonra ekstrat

miktarlar1 bulunmustur.

1.7.5. Fisodik Asit

Likenlere 0zgii polisakkaritlerin yanisira primer maddeler (¢esitli
proteinler, aminoasitler, aminler) ve sekonder metabolik iirlinler (alifatik ve
aromatik bilesikler) bulunmaktadir. Alifatik asitlerden fisodik asit gibi liken
bilesiklerinin antibiyotik etkileri saptanmistir (Vartia, 1950; Diilger ve ark., 1998)

Hypogymnia enteromorpha’nin bilesenlerinden biri olan fisodik asidin

Salmonella typhirium TA98deki benzo-a-pyrene ve heterosiklik aminlerinde
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dahil oldugu dolayli mutajenlerin mutajenitesini 6nledigi goriilmiistiir. Buna
karsilik 6-nitropiperonal ve adriamycin gibi dolayli mutajenler {izerinde etkili
olmadig1r goriilmistiir. Fisodik asidin antimutajenik etkisi serbest radikallerin
ortadan kaldirilmas1 veya antioksidan aktivitesi ile iligkili degildir. Fisodik asit,
hepatik mikrozomal oksidasyon sistemleri bloke etmek suretiyle reaktif
metabolitlerin olusumlarini onler. Hypogymnia enteromorpha’nin diger bir
komponenti olan fisodolik asidin de Salmonella typhirium TA98’de bir
heterosiklik amin olan Trp-P-2’nin mutajenitesini de inhibe ettigi goriilmiistiir

(Osawa ve ark., 1991).

1.7.5.1. Ekstrasyon islemi

10 g kurutulmus ve 6gitilmiis Pseudevernia furfuracea var. furfuracea
ornekleri iizerine 100 ml aseton eklenmis, karisim 30 dakika oda sicakliginda
ultrasonik banyoda tutulduktan sonra bir gece karanlikta bekletildikten sonra
karisim siizlilmiis ve elde edilen ekstrat ¢ozeltisinin ¢oziiclisli rotari evaporatorde
ucurulmustur. Geriye kalan kati ekstrat yeterli miktarda asetonda ¢oziildiikten
sonra preparatif ince tabaka kromatograsi yoOntemi ile silikajel ilizerinde saf
maddelerine ayrilmistir. Liken maddelerinin saflastirilmasinda yiiriitiicii faz olarak
A, B, C, E, F ve G ¢ozeltileri olarak nitelenen standart ¢ozeltiler kullanilmaktadir.
Fisodik asidin Pseudevernia furfuracea ekstratindan izolasyonu i¢in A, B, C ve
G c¢ozeltileri kullanilmis ve en iyi aymrma, ylriticii olarak A ¢ozeltisi

kullanildiginda gerceklesmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Diisiik glikozlu) (Sigma),
Fetal Bovine Serum (FBS) (Sigma), Penicilin-Streptomycin (Sigma),
10X Trypsin-EDTA soliisyonu (Sigma), Sodyum Bikarbonat (Sigma), Dimethyl
Sulfoxide (DMSO) (Meck), Metanol (Lab Scan), Triton X-100 (Sigma), May
Griinwald Solution (Fluka), Gimsa (Sigma), Formaldehit (Sigma), TRITC
Phalloidin (Tetramethylrhod amine B isothiocyanate Phalloidin Conjugate)
(Sigma), MTT (Methylthiazoletetrazolium=Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide)
(Sigma), Tripan Blue (Sigma), HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) (Sigma),
Endothelial Cell Basement Medium-2 (Clonetics), Matrigel Basement Membrane

Matrix (Bioscience).

2.2. Kullanilan Malzemeler

25 cm®’lik flasklar, 96 ve 6 kuyucuklu plakalar, Thoma lamui, ¢esitli cam

malzemeler, steril enjektor (20 ml), steril filtreler.

2.3. Kullanilan Aletler

ELISA cihazi, inverted mikroskop, su banyosu, sogutmali ve yiiksek
devirli santrifiij (Heraus), kuru hava sterilizatorii (Niive), otoklav, derin
dondurucu, buzdolabi, CO, inkiibatorii (Heraus), steril kabin (Heraus), siv1 azot

kabi, otomatik pipetler, kar-buz makinesi.
2.4. Deneylerde kullanilan RATEC C2 klon hiicreleri
RATEC C2 klon hiicreleri (Rat Adipose Tissue Endothelial Cell=si¢can yag

dokusu endotel hiicreleri) Koparal ve arkadaslar tarafindan (2004) F344 NSIc ki
sicanin testisi etrafindaki adipose (yag) dokusundan (epididimal dokudan) elde
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edilen hiicre siispansiyonundan (stromal vascular fraction) endotel hiicrelerinin
izole edilmesi ile elde edilmistir. Hiicreler Dr. A.Tansu Koparal (Anadolu

Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii) tarafindan saglanmistir.

2.5. Kullanilan Arag¢ ve Gereclerin Hazirlanmasi

Calismalarda kullanilacak cam ve metal malzemeler aliiminyum folyolara
sartl1 olarak sterilizatérde 180°C’de 2 saat, sivi solusyonlar ise 121°C, 1.5
atm/Hg’de 20 dakika steril edilmistir. Kullanilan tiim sivi kimyasallar seliiloz
nitrat filtreden gegirilerek steril edilmislerdir (Jakoby ve Pastan, 1979).

2.6. Test Maddelerinin Dozlarimin Hazirlanmasi

2.6.1. Karvakrol dozlarmin hazirlanmasi

Karvakrol, dimetil siilfoksit (DMSO) i¢inde ¢oziilerek 100 uM, 200 puM,
400 uM, 600 uM ve 800 uM’lik dozlar hazirlanmistir. Karvakrol DMSO iginde
¢oziildiigli i¢in pozitif kontrol olarak DMSO kullanilmistir. DMSO orani total
inkiibasyon hacminin %0.1’ini ge¢memistir. Karvakrol’un hazirlanan dozlari

(+4°C)’de saklanmistir.

2.6.2. Bifora radians dozlarinin hazirlanmasi

Bifora radians, dimetil siilfoksit (DMSO) ig¢inde ¢oziilerek 12,5 uM,
25 uM, 50 uM, 75 uM ve 100 uM’lik dozlar hazirlanmistir. Bifora radians,
DMSO i¢inde ¢oziildiigii i¢in negatif kontrol olarak ¢6ziicii madde olan DMSO
kullanilmigtir. DMSO orami total inkiibasyon hacminin %0.1’ini ge¢memistir.

Bifora radians’1in hazirlanan dozlar1 (+4°C)’de saklanmustir.
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2.6.3. Dill dozlarimin hazirlanmasi

Dill, dimetil siilfoksit (DMSO) i¢inde ¢oziilerek 12,5 uM, 25 uM, 50 uM,
75 uM ve 100 uM’lik dozlar hazirlanmigtir. Dill, DMSO i¢inde ¢oziildigi i¢in
negatif kontrol olarak ¢6ziicii madde olan DMSO kullanilmigtir. DMSO orani
total inkiibasyon hacminin %0.1’ini ge¢gmemistir. Dill’in hazirlanan dozlar

(+4°C)’de saklanmistir.

2.6.4. Olivetorik asit dozlarinin hazirlanmasi

Olivetorik asit, metanol ve steril PBS (Phosphate Buffer Saline=Fosfat
tamponlanmis tuz) (PBS: 137 uM NaCl, 2.7 uM KCl, 15 uM KH,PO4 8 uM
NaHPO,4, pH 7.3) (Iml metanol, 9ml PBS) i¢inde ¢doziilerek 25 uM, 50 uM,
100 uM 150 uM ve 200 uM’lik dozlar hazirlanmistir. Coziicii madde olarak
metanol ve PBS (1:9) kullanilmistir. Metanol orani total inkiibasyon hacminin

%0,1’ini agmamuistir. Olivetorik asit’in hazirlanan dozlar1 (+4°C)’de saklanmuistir.

2.6.5. Fisodik asit dozlarinin hazirlanmasi

Fisodik asit, metanol ve steril PBS (Phosphate Buffer Saline=Fosfat
tamponlanmis tuz) (1ml metanol, 9ml PBS) i¢inde ¢oziilerek 25 pM, 50 uM,
100 uM, 150 pM ve 200 uM’lik dozlar hazirlanmistir. Coziicii madde olarak
metanol ve PBS (1:9) kullanilmigtir. Metanol orani total inkiibasyon hacminin

%0,1’ini agmamustir. Fisodik asit’in hazirlanan dozlar1 (+4°C)’de saklanmustir.

2.7. In vitro Calismalar

2.7.1. RATEC C2 hiicre Kiiltiiri

RATEC C2 hiicreleri 37 °C de, nemli bir ortamda (%5 CO,, %95 hava),
%10 FBS, % 9.2'lik NaHCO; ve %! penisilin/streptomisin eklenmis diisiik
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glikozlu Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)) icinde 25 cm?®lik

flasklarda kiiltiire edilmislerdir.
2.7.2. Hiicre sayimlari

Flasklarda bulunan RATEC C2 hiicreleri goriiniimleri kaldirim taglarimi
andirir bicimde flasklar1 %70 oraninda doldurduklarinda PBS-EDTA (Phosphate
Buffer Saline-Ethylenediaminetetraacedic acid) (PBS: 137 uM NaCl, 2.7 uM KCl,
15 uM KH,PO4, 8 uM NaHPO4, pH 7.3, EDTA: 1M) ile yikanmuslardir. Daha
sonra Tripsin-EDTA soliisyonu kullanilarak flask yiizeyinden ve birbirlerinden
ayrilmalar1 saglanmustir. Uzerlerine 800ul HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution)
ilave edilmistir. 2 ml hacimli ependorf tiiplere her bir 6rnegimiz igin 0.5 ml
%0.4’1ik Tripan mavisi solusyonundan eklenmis ve lizerine iyice pipetlenerek
homojen hale getirilen hiicre siispansiyonundan 0.5 ml ilave edilerek
karistirtlmigtir. 10 dakika beklendikten sonra Trypan mavisi ile boyanmis RATEC

C2 hiicreleri Thoma lamu ile sayilmistir. Sayimlar 3 kez tekrarlanmustir.

2.7.3. Test maddelerinin hiicreler iizerindeki etkilerini belirlemek i¢in

yapilan calismalar

Ayni pasaj numarasina sahip RATEC C2 klon hiicreleri flasklar1 %70
oraninda kapladiginda flasklardaki besiyeri uzaklastirilmis ve Tripsin-EDTA
soliisyonu kullanilarak hiicrelerin flask tabanindan ve birbirlerinden ayrilmasi
saglanmistir. Daha sonra hiicreler Thoma lam ile sayilmiglardir. Test maddeleri
uygun coziiciiler i¢cinde ¢oziilmiis ve negatif kontrol, pozitif kontrol ile uygun
dozlar1 igeren deney setleri hiicre cogalimi, F-aktin iskeleti, hiicre migrasyonu ve

tiip olusumu deneylerinde kullanilmustir.
2.7.3.1. Hiicre ¢cogalimi deneyleri (MTT)

MTT yontemi hiicre c¢ogalmasinin ve mitokondrial fonksiyonun bir

belirteci olarak kullanilir. MTT yontemi direk ve hizli bir sekilde baslica
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mitokondrilerde bulunan dehidrogenazlarin (siiksinat dehidrogenaz) aktivitesini
Olcer (Wu ve ark., 1999). MTT testi, sar1 renkli suda ¢oziinebilen tetrazolium
tuzunun (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT))
mor renkli ¢oziinmeyen formazon tuzuna doniisiimiine dayali, hizli ve hassas
kalorimetrik bir testtir. Tetrazoliumun formazona doniisiim iirtinleri NADP ve
NADPH’in indirgenmesi ile olusur. NADH dehidrogenazlar primer olarak
solunum siklusunun enerji liretim reaksiyonunda (glikoliz, TCA siklusu ve
oksidatif fosforilasyon) gorev alirlar. NADPH dehidrogenaz ise primer olarak
biyosentezdeki indirgeyici reaksiyonda gorev alir. MTT yonteminde canh
hiicrelerin mitokondrial dehidrogenazi tetrazolium halkasini bdler ve MTT
sitotoksite yontemi hiicrenin, tetrazolium tuzunu formazon iiriiniine ¢evirebilme
yetenegini Olger. Hiicrenin canlilifl (metabolik aktivitesi) kayboldugu zaman
mitokondrial fonksiyon azalir ve sonug¢ olarak cevirebilme yetenegi azalir.
Formazon miktar1 bir¢ok cell line hiicresinde hiicre sayisi ile orantili olarak olusur.
Bu nedenle MTT testi hiicre canliliginin ve ¢ogalmasinin dl¢giilmesinde kullanilir.
Bu teknik 0Ozellikle metabolik olarak aktif hiicreler i¢in kullanilmaktadir,
¢ogalmayan yada siispansiyon hiicre kiiltlirlerinde kullanilmaz (Mossmann, 1983;
Alley ve ark., 1988; Wu ve ark., 1999; Putman ve ark., 2002).

Ayn1 pasaj numarasina sahip RATEC C2 klon hiicreleri flasklarin %70’ini
kapladiginda flasklardaki besiyeri uzaklastirilmis ve Tripsin-EDTA soliisyonu
kullanilarak hiicrelerin tabanindan ve birbirlerinden ayrilmasi saglanmistir. Daha
sonra hiicreler Thoma lami ile sayilmiglardir. Hiicre ¢cogalimi deneyleri i¢in 96
kuyucuklu plakalar kullamlmustir. Hiicreler her kuyucuga 3x10° hiicre gelecek
sekilde 4 adet 96 kuyucuklu plakalara ekilmistir. 24 saatlik inkiibasyonun
ardindan besiyerleri uzaklagtirilmistir. Negatif kontrol, pozitif kontrol ve test
maddelerinin belirlenen dozlar1 hiicrelere eklenmistir. Deneyler 4 giin boyunca
stirdiiriilmiistiir. Hiicreler gerekli siirelerde inkiibasyona birakilmistir. Besiyerleri
gerekli inkiibasyon siirelerinin sonunda hiicrelerden uzaklastirilmis ve MTT
ilavesi yapilarak test maddelerinin hiicre cogalmasina olan etkileri saptanmustir.

Hiicreler 5m/ml” MTT stok solusyonu ile 2 saat CO, inkiibatoriinde
inkiibasyona brrakilmigtir. Bu siire sonunda MTT igeren besiyerleri

kuyucuklardan uzaklastirilmis ve her kuyucuga 100 ul DMSO ilave edilmistir. 5
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dakika beklendikten sonra plakalardaki hiicrelerin optik dansiteleri ELISA
cihazinda 540 nm. dalga boyunda okutulmustur (Bézivin ve ark., 2003; Holst ve
Oredsson, 2005).

2.7.3.2. F-aktin deneyleri

25 cm?” lik flasklarda biiyiitiilen RATEC C2 klon hiicreleri Tripsin-EDTA
soliisyonu ile flask tabanindan kaldirildiktan sonra iclerine 2 adet steril yuvarlak
lamel bulunan her bir kuyucuga 3x10° hiicre gelecek sekilde 6’li plakalara
ekilmiglerdir ve %95 hava ve %5 CO;’li gaz ortaminda 37 °C’deki CO,
inkiibatoriinde 24saat inkiibe edilmistir. Negatif kontrol, pozitif kontrol ile test
maddelerinin belirlenen dozlar1 hiicrelere eklenmistir. 24 saatlik inkiibasyonun
ardindan besiyerleri 6’11 plaka kuyucuklarindan uzaklastirilmistir. Lameller
lizerine yapismis olan hiicreler 1X’lik steril fosfat tampon tuz ¢ozeltisi (PBS) ile
yikanmiglar ve formaldehit ile 15 dakika 37 °C’de tespit edilmislerdir. Bu tespit
isleminden hiicreler PBS ile 3 kez 5’er dakika yikanmistir. Yikanma isleminden
sonra Triton X-100 ile 5 dakika 37 °C’de muamele edilmistir. Hiicreler tekrar PBS
ile 3 kez 5’er dakika yikanmislardir. Bu yikamanin ardindan Spg/ml TRITC-
Phalloidin uygulanarak hiicreler nemli bir ortamda, 37 °C’de 1 saat inkiibe
edilmiglerdir. Inkiibasyon sonunda lameller 3 kez 5’er dakika PBS ile
yikanmiglardir. Daha sonra lamlarin {izerine 10ul PBS konularak lameller lam

tizerine kapatilmis, lam ve lamel birbirlerine tirnak cilasi ile yapistirilmistir.
2.7.3.3. Hiicre gocii deneyi

25 em” lik flasklarda biiyiitiilen RATEC C2 klon hiicreleri Tripsin-EDTA
ile flask tabanindan kaldirildiktan sonra her bir kuyucuga 3x10° hiicre gelecek
sekilde 6 kuyucuklu plakalara ekilmislerdir ve %95 hava ve %5 CO;’li gaz
ortaminda 37 °C’deki CO; inkiibatoriinde 24 saat inkiibe edilmistir. 1nk1"1basyonun
ardindan 6’1 plaka kuyucuklar alt taraflarindan kuyucuk boyunca cam kalemi ile
¢izilmis ve bu ¢izgi boyunca kuyucuklardaki hiicre tabakasi sar1 tip kullanilarak

cizilmistir. Daha sonra besiyeri ortamdan uzaklastinlmistir. Negatif kontrol,
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pozitif kontrol ve test maddelerinin belirlenen dozlar1 hiicrelere verilmistir. 48
saatlik inkiibasyonun ardindan hiicreler May-Griinwald:Giemsa boyama teknigine
gére boyanmislardir. Hiicrelerin i¢inde bulundugu kuyucuklardaki besiyeri
tamamen alinmig ve hiicreler steril PBS ile 2 kez yikanmislardir. Daha sonra
%100’liik soguk metanol ile 1 dakika muamele edilerek tespit edilmistir. Hiicreler
May-Griinwald ile 2 dakika muamele edilmis, 2 dakika sonunda boyanin yarisi
alinmis ve kuyucuklarda kalan boyanin {izerine alinan boyaya esit miktarda distile
su ilave edilmis ve 1 dakika bu boyama islemi siirdiiriilmiistir. Bu islemin
ardindan tiim boya alinmis ve hiicreler 2 kez distile su ile yikanmistir. Daha sonra
hiicreler %50 sulandirilmig Gimsa ile boyanmustir. En son hiicreler 3 kez distile su
ile yikanmistir. En son yikamada kullanilan suyun yarist atilmamis, hiicrelerin

kurumamasi i¢in kuyucuklarda birakilmistir (Koparal, 2001).

2.7.3.4. Tiip olusumu deneyi

96 kuyucuklu plakalar 50 pl/kuyucuk olacak sekilde matrijel ile
kaplanmistir. Plakalar 37 °C’de 20 dakika bekletilmistir. Yaklasik 4 saat %l
serum (FBS) iceren EBM-2 (Endothelial Cell Basement Medium) i¢inde serum
acligina maruz birakilan hiicreler 1,5x10 hiicre/kuyucuk olacak sekilde %l
oraninda serum ve test maddelerinin belirlenen konsantrasyonlarini iceren EBM-2
medyum i¢inde matrijellerin iizerine ekilmis ve yaklasik 12 saat kiiltiire edilmistir.
Tiip ag olusumlart mikroskop altinda rastgele sec¢ilmis 5 alandan

fotograflanmistir.

2.8. Mikroskobi

RATEC C2 hiicreleri Soif XSZ-D, inverted mikroskobuyla incelenmistir.
Kiiltiir hiicreleri boyandiktan sonra Olympus BX50 arastirma mikroskobu altinda
ve degisik biliyltmelerde incelenmiglerdi. RATEC C2 hiicrelerinin
immiinositokimyasal yapilar1 Olympus U-UHK fluoresans mikroskobuyla
incelenmigtir, tip olusumu Olupmus CKX41 fluoresan mikroskobuyla

goriintiilenmistir.
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2.9. Fotografi

RATEC C2 kiltiir hiicrelerinin mikroskop altinda saptanan uygun
gorlintiileri  Olympus PM-30 otomatik fotomikrografi aract kullanilarak

fotograflanmustir.
2.10. istatistiksel Degerlendirmeler
Istatistiksel degerlendirmeler icin SPSS programi kullamlmistir. Elde

edilen verilerin tek yonlii ANOVA ile post-hoc olarak Tukey testi uygulanarak

anlamliklar1 belirlenmistir. Anlamlilik degeri olarak p<0.05 kabul edilmistir.
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3.1.1. Karvakrol’'un RATEC hiicrelerinin ¢ogalmasi iizerine etkisi

Hiicre c¢ogalimi deneylerinde negatif ve pozitif kontrol gruplarindaki

hiicrelerin flasklarda bulunan hiicreler gibi kaldirim tas1 goriiniimiinde olduklari,

100 uM ve 200 pM’lik dozlarda hiicrelerin test maddesi etkisiyle igsi bir goriiniim

kazandigi, 100 pM ve 200 puM’lik dozlarm 1. giin hiicre sayisinda artisa neden

oldugu goriilmistiir. Daha biiyilk dozlarda ise hiicrelerin morfolojilerinin

tamamen bozuldugu gorilmiistiir. 400 pM, 600 uM ve 800 puM’lik dozlar

1. glinden itibaren artan oranda hiicre sayisinda diisiise neden olmustur. 600 uM

ve 800 uM’lik dozlarin etkileri birbirine yakin oldugu i¢in 600 pM’lik doz diger

deneylerde kullanilmamistir (Sekil 3.1.).

HUCRE CANLILIGI (% KONTROL

120 4

100 q

80

60 q

40 4

20 A

RATEC

—e—DMSO 1pl/ml
—=— Karvakrol 100 uM
Karvakrol 200 pM
Karvakrol 400 pM
—%— Karvakrol 600 uM
—e— Karvakrol 800 uyM

Sekil 3.1. Karvakrol’'un RATEC hiicrelerinin ¢ogalmasi iizerine etkisinin MTT testi ile
degerlendirilmesi. *Tukey testi ile kontrol grubuna gore anlamli farkliliklar.

Anlamlilik degeri p<0.05
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3.1.2. Karvakrol’un RATEC hiicrelerinin aktin filamentleri iizerine etkKisi

Pozitif ve negatif kontrol gruplarinda F-aktin hiicre iskeletinde herhangi
bir bozulma goriillmemis, besiyerlerine karvakrol eklenmis hiicrelerin 100 pM’lik
dozda kaybolmadigi, diger dozlarda ise karvakrole yanit olarak aktin
filamentlerinin doza bagimli depolimerizasyonu sonucu kayboldugu gdzlenmistir

(Sekil 3.2.a.).

Sekil 3.2.a. Karvakrol’'un RATEC hiicrelerinin aktin filamentleri iizerine etkisinin goriintiileri.
F-aktin hiicre iskeleti TRITC-phalloidin ile boyanmistir. a-b) Negatif kontrol grubu,
c-d) Pozitif kontrol grubu, e-f) 100uM karvakrol uygulanan grup. Olgii birimi
125 pm
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Sekil 3.2.b. Karvakrol’'un RATEC hiicrelerinin aktin filamentleri {izerine olan etkisinin
goriintiileri. F-aktin hiicre iskeleti TRITC-phalloidin ile boyanmuistir. g-h) 200 uM
karvakrol uygulanan grup, 1-j) 400 uM karvakrol uygulanan grup, k-1) 800 uM
karvakrol uygulanan grup. Olgii birimi 125 pm

200 uM, 400 pM ve 800 uM’lik dozlarda pozitif ve negatif kontrol
gruplarindaki diizenli F-aktin dagilimmin kayboldugu, hiicre morfolojisinin

bozuldugu goriilmektedir (Sekil 3.2.b.).
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3.1.3. Karvakrol’un RATEC hiicrelerinin gociine etkisi

Hiicre go¢ii deneyinde kuyucuklari tamamen kaplamis ve kaldirim tasi
goriiniimiinde olan RATEC hiicrelerinin negatif ve pozitif kontrol gruplarinda
olusturulan kesigi kapatabildigi, 100 uM’lik dozda kontrol gruplarina gére daha
az da olsa kapatabildigi, 200 uM’lik dozda ise kesigi kapatamadigi goriilmiistiir.
400 uM’lik ve 800 uM’lik dozlarda ise hiicrelerin tamamen 6ldiigii goriilmiistiir
(Sekil 3.3.).

Sekil 3.3. Karvakrol’'un RATEC hiicrelerinin gogiine olan etkisinin goriintiileri. RATEC hiicreleri
MayGriinwald-Gimsa ile boyanmislardir. a) Negatif kontrol grubu, b) Pozitif kontrol
grubu, ¢) 100 uM karvakrol uygulanan grup, d) 200 uM karvakrol uygulanan grup.
Olgii birimi 125 um
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3.1.4. Karvakrol’un RATEC hiicrelerinin tiip olusturmasina etkisi

Tiip olusumu deneyinde besiyerinde test maddesi icermeyen ve acliga
mahkum edilmis kontrol gruplarindaki RATEC hiicrelerin tlip formu
olusturduklar1 goriiliirken, besiyerlerinde test maddesi igeren ve serum agligina
maruz kalan RATEC hiicrelerinin tliip formu olusturamadiklar1 gdzlenmigtir

(Sekil 3.4.).

Sekil 3.4.  Karvakrol’'un RATEC hiicrelerinin tiip olusturmasi lizerine etkisinin goriintiileri.
a) Negatif kontrol grubu, b) Pozitif kontrol grubu, ¢) 100uM karvakrol uygulanan
grup, d) 200 pM karvakrol uygulanan grup, ¢) 400 uM karvakrol uygulanan grup,
f) 800 uM karvakrol uygulanan grup. Olgii birimi 125 pm
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3.2. Bifora radians’in RATEC Hiicrelerine Etkileri

3.2.1. Bifora radians’1n RATEC hiicrelerinin ¢ogalmas iizerine etkisi

MTT deneylerinde besiyerlerinde Bifora radians bulunan hiicrelerin
normal RATEC hiicrelerine gore morfolojilerinde bozulmalar goriilmiis ve
hiicreler canliliklarin1 kaybetmislerdir. Standart RATEC hiicreleri birbirlerine
sikica baglanmis ve kaldirim tagi goriiniimiinde olan hiicrelerdir. Bifora radians
ile muamele edilmis hiicrelerde ise bu goriiniim diisiikk dozlarda igsi hale
dontigiirken yiliksek dozlarda hiicre silueti haline donligmiistiir ve hiicreler arasi
baglantilar ¢oziilmiistiir. MTT testi sonucunda RATEC hiicrelerinde doza bagimhi
olarak birinci giin baglayip dordiincii giinde de devam eden bir diisiis gdzlenmistir.
75 uM ve 100 puM’ Iik dozlardaki diisiislerin tiim giinlerde paralel olduklar
goriilmiistiir. 75 uM ve 100 pM’lik dozlarin etkileri birbirine yakin oldugu igin
75 uM’lik doz diger deneylerde kullanilmamistir (Sekil 3.5.).
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@ o . . N Bifora radians 25 pM
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5 % T == Bifora radians 50 pM
g —*— Bifora radians 75 pM
m 409 * —e— Bifora radians 100 pM
:E % * = *
.
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. *
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Sekil 3.5. Bifora radians in RATEC hiicrelerinin ¢ogalmasi lizerine etkisinin MTT testi ile
degerlendirilmesi. *Tukey testi ile kontrol grubuna gore anlamli farkliliklar. Anlamlilik
degeri p<0.05
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3.2.2. Bifora radians’1n RATEC hiicrelerinin aktin filamentleri iizerine

etkisi

Negatif kontrol grubunda aktin filamentleri sitoplazmada kalin bir korteks
seklinde ve sitoplazma boyunca uzanan daha ince fibriller seklinde goriilmektedir.
Pozitik kontrol grubunda da aktin filamentler olagan goriiniimiindedir. 12,5 uM
Bifora radians uygulanan RATEC hiicrelerinin aktin filamentlerinin yapisi

korunmustur (Sekil 3.6.a.).

Sekil 3.6.a. Bifora radians’n RATEC hiicrelerinin aktin filamentleri {izerine olan etkisinin
goriintiileri. F-aktin hiicre iskeleti TRITC-phalloidin ile boyanmistir. a-b) Negatif
kontrol grubu, c-d) Pozitif kontrol grubu, e-f) 12,5 uM Bifora radians uygulanan
grup. Olgii birimi 125 pm
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Sekil 3.6.b. Bifora radians’in RATEC hiicrelerinin aktin filamentleri lizerine olan etkisinin
goriintiileri. F-aktin hiicre iskeleti TRITC-phalloidin ile boyanmistir. g-h) 25 uM
Bifora radians uygulanan grup, 1-j) 50 uM Bifora radians uygulanan grup
g-h) 100 uM Bifora radians uygulanan grup. Olgii birimi 125 um

25 uM’lik dozda aktin filamentlerin diizenli yapilar1 devam etmektedir.
50 uM ve 100 uM’lik dozlarin negatif kontrol ve pozitif kontrol guplan ile
karsilagtirildiginda  diizenli  bir  sekilde yerlesmis aktin  filamentlerin

organizasyonunun bozuldugu goriilmektedir (Sekil 3.6.b.).
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3.2.3. Bifora radians’in RATEC hiicrelerinin gogii iizerine etkisi

Bifora radians uygulanan RATEC hiicrelerinin kontrol gruplarinda
olusturulan kesigi kapatabildigi, 12,5 uM ve 25 pM’lik dozlarda kesigin
kapatilamadig1 goriilmiistiir. Daha sonraki dozlarda hiicrelerin tamamen 6ldiigii

goriilmistir (Sekil 3.7.).

Sekil 3.7. Bifora radians’in RATEC hiicrelerinin gogiine olan etkisinin goriintiileri. RATEC
hiicreleri MayGriinwald-Gimsa ile boyanmiglardir. a) Negatif kontrol grubu, b) Pozitif
kontrol grubu, ¢) 12,5 uM Bifora radians uygulanan grup, d) 25 uM Bifora radians
uygulanan grup. Olgii birimi 125 pm
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3.3.4. Bifora radians’1n RATEC hiicrelerinin tiip olusturmasina etkisi

%1 serum iceren EBM-2 ( Endothelial Cell Basament Medium-2) ile
serum agligina mahkum edilen RATEC hiicrelerinde negatif ve pozitif kontrol
gruplarinda tlip olusumunun gergeklestigi, 12,5 uM ve 25 uM Bifora radians ile
muamele edilmis hiicrelerin ¢ok az oranda yan yana geldigi fakat tiip olusumunun
gerceklesmedigi goriilmistiir. 50 uM ve 100 uM’lik dozlarda ise hiicrelerin yan

yana gelmesi ve tiip olusumu olaylar1 gézlenmemistir (Sekil 3.8.).

Sekil 3.8. Bifora radians’in RATEC hiicrelerinin tiip olusturmasi {izerine olan etkisinin
goriintiileri. a) Negatif kontrol grubu, b) Pozitif kontrol grubu, c¢) 12,5 uM Bifora
radians uygulanan grup, d) 25 uM Bifora radians uygulanan grup, ) 50 uM Bifora
radians uygulanan grup, f) 100uM Bifora radians uygulanan grup. Olgii birimi
125 pm
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3.3. Dill’in RATEC Hiicreleri Uzerindeki Etkileri

3.3.1. Dill’in RATEC hiicrelerinin ¢cogalmasi iizerindeki etkisi

RATEC hiicreleri ¢esitli konsantrasyonlardaki dill ile muamele edilmis ve
MTT deneyleri sonucu endotel hiicrelerinin ¢ogalmasinin durdugu ELISA
cihazinda yapilan Olglimler sonucu tespit edilmistir. Ayrica negatif ve pozitif
kontrol gruplarinda hiicre morfolojilerinde bir de§isme gozlenmemesine ragmen
diisiik dozlarda dill eklenmis hiicrelerin igsi bir forma doniistiigii, daha biiyiik
dozlarda dill eklenmis hiicrelerin tamamen canliliklarii kaybettikleri, MTT
Ol¢iim sonuglarinda 12,5 uM ve 25 uM’lik dozlarin birinci ve ikinci gilinlerde
hiicre sayisinda azalmaya neden oldugu fakat ii¢lincii giin hiicrelerde bir artiga
neden oldugu, dordiincii giin tekrar hiicrelerin diisiise gegtigi goriilmiistiir. 50 uM,
75 uM ve 100 pM’lik dozlarin doz ve giin artisgina bagli olarak hiicre
cogalmasida diisiisler goriilmiistiir. Ozellikle 75 uM ve 100 uM lik dozlarda
ticiincii ve dordiincti giinlerde dill’in anti proliferatif etkisi maksimum olarak
gozlenmistir. 75 pM ve 100 uM’lik dozlarin etkileri birbirine yakin oldugu i¢in
75 uM’lik doz diger deneylerde kullanilmamistir (Sekil 3.9.).
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Sekil 3.9. Dill’in RATEC hiicrelerinin g¢ogalmasi {izerine olan etkisinin MTT testi ile
degerlendirilmesi. *Tukey testi ile kontrol grubuna gore anlamli farkliliklar.
Anlamlilik degeri p<0.05
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3.3.2. Dill’in RATEC hiicrelerinin aktin filamentleri tizerine etkisi

Dill uygulanmis RATEC hiicrelerinde negatif ve pozitif kontrol
gruplarinda aktin filamentlerin sitoplazma boyunca uzunan ince stres fiberleri
seklinde organize oldugu, 25 uM’lik dozda dill’in aktin filamentleri ¢ok fazla
etkilemedigi, kontrol gruplarina paralel bir goriiniim sergiledikleri goriilmiistiir

(Sekil 3.10.a.).

Sekil 3.10.a. Dill’in RATEC hiicrelerinin aktin filamentleri iizerine olan etkilerinin goriintiileri.
F-aktin hiicre iskeleti TRITC-phalloidin ile boyanmustir. a-b) Negatif kontrol grubu,
c-d) Pozitif kontrol grubu, e-f) 12,5 uM dill uygulanan grup. Olgii birimi 125 pm
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Sekil 3.10.b. Dill’in RATEC hiicrelerinin aktin filamentleri iizerine olan etkilerinin goriintiileri.
F-aktin hiicre iskeleti TRITC-phalloidin ile boyanmustir. g-h) 25 pM dill uygulanan
grup, 1-j) S0uM dill uygulanan grup, k-1) 100 uM dill uygulanan grup. Olgii birimi

125 pm

25 uM’lik dozda polimer aktin fibrillerin sayisinda azalma goriilmiistiir.

Aktin filamentlerin dill’e yanit olarak bozulmasi 50 uM ve 100 uM’lik dozlarda

da devam etmektedir (Sekil 3.10.b.).
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3.3.3. Dill’in RATEC hiicrelerinin gociine etkisi

Dill uygulanmis RATEC hiicrelerinin negatif ve pozitif kontrol gruplar ile
12,5 uM’lik dozlarda kesigi tamamen kapattigi gozlemistir. 25 uM’lik dozda
hiicre sayis1 cok azalmis ve kesik kapatilamamistir. 50 pM ve 100 uM’lik

dozlarda hiicreler tamamem Slmiistiir (Sekil 3.11.).

Sekil 3.11. Dill’in RATEC hiicrelerinin gdgiine olan etkilerinin goriintiileri. RATEC hiicreleri
MayGriinwald-Gimsa ile boyanmuslardir. a) Negatif kontrol grubu, b) Pozitif kontrol
grubu, c¢) 12,5 uM dill uygulanan grup, d) 25 uM dill uygulanan grup. Olgii birimi
125 pym
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3.3.4. Dill’in RATEC hiicrelerinin tiip olusturmasina etkisi

Dill uygulanmis RATEC hiicrelerinde pozitif ve negatif kontrol
gruplarinda tiip olusumu tam olarak gerceklesmistir. 12,5 pM’hik dozda
pargalanmis tlip izlenimi verecek sekilde hiicrelerin yan yana geldigi, 25 pM’lik
dozda hiicrelerin 12,5 uM’lik doza gore daha az sayida hiicrenin yan yana gelerek
kiimelestigi goriilmiistiir. 50 uM ve 100 uM’lik dozlarda hiicrelerin sayisinda doz
artisina bagl olarak azalma oldugu ve hiicrelerin yanyana gelip kiime

olusturmadiklar1 goriilmiistiir (Sekil 3.12.).

Sekil 3.12. Dill’in RATEC hiicrelerinin tiip olusturmasi {izerine olan etkisinin goriintiileri.
a) Negatif kontrol grubu, b) Pozitif kontrol grubu, c) 12,5 uM dill uygulanan grup,
d) 25 puM dill uygulanan grup, e) 50 uM dill uygulanan grup, f) 100 pM dill
uygulanan grup. Olgii birimi 125 pm
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3.4. Olivetorik Asit’in RATEC Hiicreleri Uzerine Olan Etkileri

3.4.1.0livetorik asit’in RATEC hiicrelerinin ¢cogalmasi iizerine olan etkisi

Olivetorik asit’in MTT testi sonucu RATEC hiicrelerinin proliferasyonunu
25 ve 50 uM’lik dozda tiim giinlerde sitimiile ettigi gorilmiistiir. 100 uM’hik
dozda ilk iki giine gore, li¢lincli ve dordiincii giinde olivetorik asit proliferatif bir
etki gostermistir. 200 uM’ lik dozda birinci giinden baglayarak hiicre sayisinda
azalma goriilmiistiir. 200 uM’lik dozun RATEC hiicreleri iizerinde maksimum
sitotoksik etkisi dordiincli giinde goriilmiistiir. 150uM ve 200 pM’lik dozlarin
etkileri birbirine yakin oldugu ig¢in 150 pM’lik doz diger deneylerde
kullanilmamustir (Sekil 3.13.).

RATEC

120

100

80 T 3 ~ - —e— Metanol 0,1ul/ml

—a— Olivetorik asit 25 pM
Olivetorik asit 50 pM
Olivetorik asit 100 uM

60

—%— Olivetorik asit 150 uM
401 —e— Olivetorik asit 200 uM

HUCRE CANLILIGI (% KONTROL

20 A

GUN

Sekil 3.13. Olivetorik asit’in RATEC hiicrelerinin ¢ogalmasi tizerine etkisinin MTT testi ile
degerlendirilmesi. *Tukey testi ile kontrol grubuna gore anlamli farkliliklar. Anlamlilik
degeri p<0.05
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3.4.2. Olivetorik asit’in RATEC hiicrelerinin aktin filamentlerine etkisi

Negatif kontrol, pozitif kontrol ve 25 uM’lik olivetorik asit ile muamele
edilmis hiicrelerin aktin filamentlerinin sitoplazma boyunca diizenli demetler

seklinde uzandig1 goriilmektedir (Sekil 3.14.a.).

3.14.a. Olivetorik asit’in RATEC hiicrelerinin aktin filamentleri {izerine olan etkilerinin
goriintiileri. F-aktin hiicre iskeleti TRITC-phalloidin ile boyanmistir. a-b) Negatif kontrol
grubu, c-d) Pozitif kontrol grubu, e-f) 25 uM olivetorik asit uygulanan grup. Olgii birimi
125 pm
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Sekil 3.14.b. Olivetorik asit’in RATEC hiicrelerinin aktin filamentleri iizerine olan etkilerinin
goriintiileri. F-aktin hiicre iskeleti TRITC-phalloidin ile boyanmistir. g-h) 50 uM
olivetorik asit uygulanan grup, 1-j) 100 uM olivetorik asit uygulanan grup, k-1) 200
uM olivetorik asit uygulanan grup. Olgii birimi 125 pm

Olivetorik asit’in 200 uM’lik dozunda aktin filamentlerinin yapisinda

bozulmalar goriilmektedir (Sekil 3.14.b.).
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3.4.3. Olivetorik asit’in RATEC hiicrelerinin gociine etkisi

Olivetorik asit uygulanmis RATEC hiicrelerinin negatif ve pozitif kontrol
gruplarinda hiicrelerin kesigi tam olarak kapattigi, 25 uM ve 50 uM’lik dozlarda
hiicre sayisinin azalip kesigin tam olarak kapanmadigi goriilmiistiir. Daha yiiksek

dozlarda ise hiicrelerin tamamen dldiikleri goriilmiistiir (Sekil 3.15.).

Sekil 3.15. Olivetorik asit’in RATEC hiicrelerinin gociine olan etkilerinin goriintiileri .RATEC
hiicreleri MayGriinwald-Gimsa ile boyanmislardir. a) Negatif kontrol grubu,
b) Pozitif kontrol grubu, c¢) 25 uM olivetorik asit uygulanan grup, d) 50 uM
olivetorik asit uygulanan grup. Olgii birimi 125 um
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3.4.4. Olivetorik asit’in RATEC hiicrelerinin tiip olusturmasi iizerine etkisi

Olivetorik asit uygulanmis RATEC hiicrelerinde negatif ve pozitif kontrol
gruplarinda tiip olusumu tam olarak gerceklesmistir. 25 uM ve 50 puM’lik
dozlarda yapis1 bozulmus tiip izlenimi veren yapilar olusmustur. 100 uM’hik
dozda hiicreler kiime olusumu seklinde bir araya gelmis fakat tiip olusumunu
andiracak bir yap1 olusmamistir. 200 uM’lik dozda tlip olusumu gozlenmemistir
(Sekil 3.16).

Sekil 3.16. Olivetorik asit’in RATEC hiicrelerinin tiip olusturmasi {izerine olan etkisinin
goriintiileri. a) Negatif kontrol grubu, b) Pozitif kontrol grubu, c¢) 25 uM olivetorik
asit uygulanan grup, d) 50 uM olivetorik asit uygulanan grup, ¢) 100 uM olivetorik
asit uygulanan grup, f) 200 uM olivetorik asit uygulanan grup. Olgii birimi 125 pm
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3.5. Fisodik asit’in RATEC Hiicreleri Uzerine Olan Etkileri

3.5.1. Fisodik asit’in RATEC hiicrelerinin cogalmasi iizerine olan etkisi

MTT deneylerinde fisodik asit’in tiim dozlarda 1. giin hiicre sayisinda
artisa neden oldugu goriilmiigtir. Bu sonug¢ fisodik asit’in hiicrelerin aktin
filamentlere olan etkisi ile de uyusmaktadir. 50 uM’lik dozun diger iki giine gore
3. giin hiicre ¢cogalmasin1 daha fazla stimiile ettigi gortilmiistiir. 3.glin 100 uM,
150 uM ve 200 uM’lik dozlar hiicre sayisinda diisiise neden olmustur. Maksimum
sitotoksik etki 200 uM’lik doz ile 4.giin gozlenmistir. 150 puM ve 200 uM’lik
dozlarin etkileri birbirine yakin oldugu i¢in 150 puM’lik doz diger deneylerde
kullanilmamustir (Sekil 3.17).
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Sekil 3.17. Fisodik asit’in RATEC hiicrelerinin ¢ogalmasi iizerine olan etkisinin MTT testi ile
degerlendirilmesi. *Tukey testi ile kontrol grubuna gore anlamli farkliliklar. Anlamlilik
degeri p<0.05
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3.5.2. Fisodik asit’in RATEC hiicrelerinin aktin filamentleri iizerine etkisi

F-aktin deneylerinde negatif ve pozitif kontrol gruplarinda aktin
filamentler sitoplazma boyunca birbirlerine paralel olarak uzanmiglardir. 25 uM
fisodik asit uygulanmis hiicrelerde de bu diizenli aktin filament yapisi

korunmustur (Sekil 3.18.a.).

3.18.a. Fisodik asit’in RATEC hiicrelerinin aktin filamentleri iizerine olan etkilerinin goriintiileri.
F-aktin hiicre iskeleti TRITC-phalloidin ile boyanmistir. a-b) Negatif kontrol grubu,
c-d) Pozitif kontrol grubu, e-f) 25 uM fisodik asit uygulanan grup. Olgii birimi 125 um
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Sekil 3.18.b. Fisodik asit’in RATEC hiicrelerinin aktin filamentleri iizerine olan etkilerinin
goriintiileri. F-aktin hiicre iskeleti TRITC-phalloidin ile boyanmistir. g-h) 50 uM
fisodik asit uygulanan grup, 1-j) 100 pM fisodik asit uygulanan grup, k-1) 200 uM
fisodik asit uygulanan grup. Olgii birimi 125 pm

50 uM, 100 uM, 200 uM’lik dozlarda diizenli aktin polimer demet yapisi
korunmusgtur (Sekil 3.18.b.).
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3.5.3. Fisodik asit’in RATEC hiicrelerinin gogiine etkisi

Fisodik asit uygulanmis RATEC hiicrelerinin negatif ve pozitif kontrol
gruplarinda hiicrelerin kesigi tam olarak kapattigi, 25 uM ve 50 uM’lik dozlarda
hiicre sayisinin azalip kesigin tam olarak kapanmadigi, 100uM ve 200 uM’lik

dozlarda ise hiicrelerin tamamen dldiikleri goriilmiistiir (Sekil 3.19.).

Sekil 3.19. Fisodik asit’in RATEC hiicrelerinin gogiine olan etkilerinin goriintiileri. RATEC
hiicreleri MayGriinwald-Gimsa ile boyanmislardir. a) Negatif kontrol grubu,
b) Pozitif kontrol grubu, c¢) 25 uM fisodik asit uygulanan grup, d) 50 uM fisodik asit
uygulanan grup. Olgii birimi 125 pm



72

3.5.4. Fisodik asit’in RATEC hiicrelerinin tiip olusturmasi iizerine olan etkisi

Fisodik asit uygulanmis RATEC hiicrelerinin pozitif ve negatif kontrol
gruplarinda tiip olusumunun tam olarak gerceklestigi, 25 uM’lik dozda da tiip
olusumunun gerceklestigi goriilmiistiir. 50 uM’lik dozda bozulmus tiip yapisi
izlenimi veren yan yana gelmis hiicreler gozlenmektedir. 100 pM’lik dozda
hiicrelerin kiimelestigi fakat tiip olusumunu andiracak bir yap1 olusturamadiklar
goriilmektedir. 200 pM’lik dozda hiicreler birbirinden bagimsiz olarak
bulunmaktadirlar (Sekil 3.20).

Sekil 3.20. Fisodik asit’in RATEC hiicrelerinin tiip olusturmasi iizerine olan etkisinin goriintiileri.
a) Negatif kontrol grubu, b) Pozitif kontrol grubu, ¢) 25 uM fisodik asit uygulanan grup,
d) 50 uM fisodik asit uygulanan grup, e) 100 pM fisodik asit uygulanan grup,
£) 200 uM fisodik asit uygulanan grup. Olgii birimi 125 um
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4. TARTISMA VE SONUC

Anjiyogenez sonugta yeni bir kan damari olusumuna neden olan bazal
membran degradasyonu, endotel hiicre gogii, ¢ogalmasi, tekrar diizenlenmesi ve
diger morfolojik degisiklikler gibi agamalari igerir.

Bugiin tiimor biiyiimesinin anjiyogeneze bagimli oldugu ve tiimoriin
bliylime artisinin, damarlagsma artisin1 gerektirdigi genel olarak kabul edilmektedir.
Anjiyogenezin ger¢eklesmedigi tiimorler siiresiz olarak uyku halinde kalirlar.
Siiratli logaritmik biiyiimeyi, kan desteginin kazanilmasi takip eder. Anjiyogenez,
bircogunu sitokinlerin olusturdugu cesitli faktorler araciligiyla ilerler. Bu
anjiyogenik faktorler timor hiicrelerinde ve komsu stromal hiicrelerde iretilirler,
bunlar, ¢evredeki endotel hiicrelerinde bulunan reseptorlerine baglanirlar ve
anjiyogenik sinyallerin aktarimini saglarlar. Buna bagli olarak endotel hiicreler
cogalma, hareket ve damar olusturabilmek i¢in istila etme yetenegi kazanirlar. Bu
nedenle anjiyogenik sinyaller bloke edilirse, anjiyogenez engellenmis ve tiimdriin
biiylimesi de dolayli olarak durdurulmus olur (Shimizu ve Oku, 2004).

Anjiyogenezin engellenmesi tiimorii Oldiirmekten ziyade uyku haline
gegmesine neden olabilir. Boylece antivaskular ajanlarin idaresi, hastalig1
ilerlemis metastaz sathasinda olan ve diger tedavi tiirlerine diren¢ kazanmis
hastalarda uzun dénemli hafifleme siirecini slirdiirmede etkili olabilir (Margeli, ve
ark., 2003; Hayes, ve ark., 1999). Anti-anjiyogenezin bir tedavi araci olabilecegi
diistincesi 1970'lerin baslarina dayanmaktadir. Anjiyogenezin biyolojisini anlama
yolundaki ilerlemeler; anjiyogenezin ilerletilmesi (6rnegin koroner ve periferik
iskemi, yaralarin iyilestirilmesi), veya Onlenmesi (Ornegin tiimorlerin
bliylimesinin) i¢in yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesini olanakli kilmigtir
(Margeli, ve ark., 2003; Kahn, ve ark., 2000). Bir¢ok ilaca direngli tiimorlerin de
antianjiyogenik kemoterapi ile etkili bir sekilde hedeflenmesi de miimkiindiir
(Margeli, ve ark., 2003; Browder, ve ark., 2000; Klement, ve ark., 2000).

Geleneksel  anti-anjiyogenik  terapi;  pro-anjiyogenik  faktorlerin
reseptorlere baglanmasi, sinyal aktarimi, ¢ogalan endotel hiicrelerinin gogii ve tiip
olusumu gibi anjiyogenik agamalarin engellenmesi iizerine kuruludur. Ne var ki

bu agamalardan herhangi birinin tamamen engellenmesinin tamamen anjiyogenezi
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onledigi veya bu engellemenin tiimoriin gerilemesine yol actig1 kesin olarak
ispatlanamamistir. Daha da 6tesi beklenmeyen yan etkiler de goriilebilir. ANET
(Anti-neovaskuler therapy), endotel hiicreleri hedef alan yeni bir kemoterapi
tiridiir. Anjiyogenez sirasinda hiicreler cogaldigindan, bunlar anti-kanser
ajanlarina karst dayaniksizdirlar. ANET (Anti-neovaskuler therapy) anti-
anjiyogenik terapi olarak kategorize edilse de yukarida tanimlanan geleneksel
anti-anjiyogenik terapiden farklidir, ¢iinkii bu terapi ¢ogalan endotel hiicrelerini
yok eder ve ayrica tiimorlerin gerilemesiyle sonuglanan tiimor dokularina gelen
kan desteginin tamamen bloke edilmesi sirasinda tiimor hiicrelerini de yok ettigi
diisiiniilmektedir. Bundan baska ANET'in ilaglara diren¢ kazandirmasi
beklenmemektedir. Sitotoksik anti-kanser ajanlarin kullanimina bagli olarak bu
terapiye potansiyel olarak eslik eden yan etkiler bulunmasina ragmen bu yan
etkiler DDS (Drug Delivery System=ilag Tasima Sistemi) teknolojisinin
kullanimiyla ve dozajin diisiiriilmesine bagl olarak azaltilabilir (Shimizu ve Oku,
2004).

Timor kan damarlarn gelistikleri tuhaf ortamdan kaynaklanan bir¢ok
anormallige sahiptir. Arteriollerin kilcal damarlara baglandigi geleneksel damar
hiyerarsisi tiimorlerde bulunmaz. Tiimor damarlarindaki endotel hiicreler siki bir
duvar olusturmazlar ve perisitler gevsekce baglanmislardir. Timdrlerin
anjiyogenez inhibitorleri ile tedavi edilmesi yeni damar gelisimini durdurabilir,
baz1 damarlar1 geriletebilir ve digerlerini normallestirebilir. Tiimor damarlarinin
normalizasyonu tlimor hiicrelerine ilag dagilimini arttirabilir. Perisitler ve endotel
hiicre gerilemesinden kurtulan damarsal bazal membran, tedavi durduruldugunda
yeni tiimor damarlarinin gelismesi icin bir tiir yap1 iskelesine doniigebilir (Baluk,
ve ark., 2005).

Kanser terapisi olarak anjiyogenezi kontrol eden ajanlarin gelecekteki hedefi
kanser olarak ortaya cikan patolojik anjiyogenezin karakteri olan alt iist olmus
anjiyogenez slireci asamalarinin terapisidir. Anjiyo-Onleyici ajanlarin amaci;
timor olusumu esnasinda yeniden doku olusturma ve organizmanin tamaminda
tyilestirme gibi esasli fonksiyonlar1 tehlikeye diisiirmeden yeni damarlarin teskil

etmesini onlemek olmalidir (Bisacchi, ve ark., 2003).
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Ideal anti-damar ajanlarin hem tiimér hiicreleri iizerinde hem de damarsal
endotel hiicreler tlizerinde giiclii etkileri bulunabilmelidir (Gong, ve ark., 2004;
Hill, ve ark., 1995). Ancak su ana kadar test edilen ajanlarin giiglii bir
zehirlenmeye (toksisite) neden olduklar1 goriilmiistiir ve bu sebep deneysel
uygulamalarin giincel degerlerini sinirlar (Gong, ve ark., 2004).

Endotel hiicreleri, aktin mikrofilament, vimentin ve tiibiilin
mikrotiibiillerinden olusan ii¢ temel hiicre iskeleti ag1 igermektedir. Zemine baglh
hiicrelerde hiicre iskeleti hiicrenin seklini belirler ve ekstraselliiler sinyallere yanit
veren sinyal mekanizmalar1 araciligiyla hiicre biiylimesi ve farklilagsmasini
saglamaktadir. Hiicre iskeleti ayn1 zamanda ekstraselliiler matrikste hiicre gogii ve
hiicre adezyonu i¢in gerekli olan hiicre i¢i gerilimin saglanmasina da katkida
bulunmaktadir (Apostolova, ve ark., 2003).

Aktin filamentinin endotel hiicrelerinin gegirgenlik bariyerinin korunmasi
ve diizenlenmesi ile ilgili oldugu o6ne siiriilmektedir. Bir¢ok ¢alismada endotel
hiicrelerde ~ F-aktin  filamentlerinin ~ dagilimmmin  trombin,  bakteriyel
lipopolisakkarrit (LPS) ve tiimor nekrosiz faktorii-o (TNF-a) gibi vaskiiler
permeabilitiye etki eden ajanlarca diizenlenebildigi bildirilmektedir (Romero ve
ark., 1997).

In vitro testler kullanighdir; siiratle gerceklestirilebilirler ve Olgiilebilir
sonuclar verebilirler ancak ¢ok dikkatli yorumlanmalidirlar. In vitro testler kritik
bilgi saglarlar ve kabuliin saglanmasi i¢in gerekli ilk asamalardan biridirler. /n
vitro testlerden maksimum yararlanabilmek i¢in bir¢ok testin yapilmasi gereklidir.
Endotel hiicrelerin kemokinesizi, kemotaksisi, c¢ogalmasi ve tlip formu
olusturmasi in vivo dogrulanmasi gereken tamamlayic1 deneylerdendir. Genel
olarak in vivo deneyler, 6l¢lim yapilmasi zor deneylerdir ancak in vitro deneylerin,
ozellikle anjiyogenik ve antianjiyogenik ajanlara iligkin calismalar i¢in ¢ok
onemli olan, 6l¢iilebilirligin saglanmasina, damarlarin goriintiilenmesi ve goriintii
analizleri iizerine yeni metotlarin katkida bulunabilecegi ortaya c¢ikmaktadir
(Auerbach, ve ark., 2003).

In vitro testlerden elde edilebilecek bilgi miktarindan bagimsiz olarak, in
vivo testler anjiyogenezin dogru degerlendirilmesi i¢in kayitsiz sartsiz oneme

sahiptir. In vivo testler daha zor gergeklestirilebilir goriinmektedir ve sik sik
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cerrahi yetenekler gerektirdiginden kolayca yapilabilecek testlerin sayisini da
sinirlamaktadir (Auerbach, ve ark., 2003).

Biz bu g¢alismamizda karvakrol, Bifora radians, dill, olivetorik asit ve
fisodik asidin tiimoriin biiyiimesi ve metastaz yapmasi i¢in gerekli bir olay olan
anjiyogenezin temel adimlar1 olan endotel hiicre ¢ogalmasi, hiicre gocili ve tiip
olusumunu durdurup durduramayacagini ayni zamanda hiicre go¢iinde 6nemli bir
rolii olan F-aktin hiicre iskeletini olumsuz sekilde etkileyip etkilemeyecegini
dolayisiyla etkileri incelenen bitki ekstrelerinin doza bagimli olarak anjiyogenez
onleyici 6zelliklerini birkag in vitro model kullanarak inceledik.

Loza-Tavera (2001), monoterpenlerin diyette bulunan, efektif, nontoksik
bir antitiimoral olabilecegini belirtmislerdir. Zeytinoglu ve ark., (1998) tarafindan
ratlarda DMBA ile indiiklenen tiimor olusumu iizerinde karvakroliin inhibitor
etkisi gOsterilmistir.

Karvakrolun antibakteriyel, antifungal, bocek 6ldiiriicii (Ipek ve ark., 2003;
Didry ve ark., 1994; Thompson, 1996; Ultee ve ark., 1998), analjezik (Ipek ve ark.,
2004; Aydin ve ark., 1996), antioksidan (Ipek ve ark., 2003; Aeschbach ve ark.,
1994; Puertas-Mejia ve ark., 2002) aktiviteleri gosterilmistir. Karvakrolun ¢esitli
tiimor tiplerinin olusumunda inhibitdr etkisi oldugu bulunmustur (ipek ve ark.,
2003).

Koparal ve Zeytinoglu (2003), tarafindan yapilan bir c¢aligmada
karvakrol’un doz artisina bagli olarak A549 hiicreleri {izerinde hiicrelerinin
cogalmasini azaltic1 bir etki gosterdigi rapor edilmistir.

Bizim caligmamizda c¢esitli konsantrasyonlardaki karvakrol dozlar ile
muamele edilmis hiicrelerin, doz arttikga ¢ogalmasinin ve canliliginin azaldigi,
hiicre gocii ve tiip olusumunu gergeklestiremedigi, hiicre morfolojisinin ve F-aktin
hiicre iskeletinin bozuldugu goriilmiistiir.

Sonu¢ olarak karvakroliin anjiyogenezin temel adimlarinda hiicreleri
olumsuz etkilemesine dayanarak anti-kanserojenik etkiye sahip olabilecegi ve
kanser tedavisinde kullanilabilecek ilag gelistirilmesinde bir etken madde olarak
kullanilabilecegini  sdyleyebiliriz.  Bununla birlikte karvakroliin  kanser
tedavisindeki muhtemel rolii ile ilgili pek ¢ok arastirma yapmanin gerekli

olacagini diisiliniiyoruz.
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Bifora radians’m ugucu yagiyla yapilan calismalar bu bitkinin yiiksek
fungutoksik etkisi oldugunu ortaya koymustur. Ayrica Bifora radians’in
meyvelerinin mideyi kuvvetlendirici ilag olarak ve karin gazi giderici ilag olarak
kullanildig: belirtilmistir (Yegen, 1984)

Calismamizda kullandigimiz Bifora radians ile muamele edilmis hiicrelerin
anjiyogenezin temel basamaklar1 olan hiicre c¢ogalmasi, hiicre gocii ve tiip
olusumu olaylarim1 gergeklestiremedigi goriilmistiir. Tiim bu sonuglar bize Bifora
radians’in anti-kanser ilag¢ gelisiminde kullanilabilecek bir madde oldugu fikrini
uyandirmaktadir. Fakat bu konuda kesin bir sonuca ulasmak i¢in daha fazla
aragtirmalar yapilmasi gerektigini diistinmekteyiz.

Dill’in (dereotu) antimikrobiyal, antihiperlipidemik ve
antihiperkolesterolemik aktiviteler gibi bazi farmakolojik etkileri bildirilmistir.
Halk arasinda ila¢ olarak kullanilan dill, midede olusan gaz, mide agris1 ve
buruntu gibi bazi gastrointestinal rahatsizliklar icin kullanilmaktadir. Dereotu
meyvesinin  gastrointestinal sistemin diiz kaslarin kasilimi {izerine etkisi
bulunmaktadir (Hosseinzadeh ve ark., 2002).

Bizim ¢alismamizda RATEC hiicreleri ¢esitli konsantrasyonlardaki dill ile
muamele edilmis ve MTT deneyleri sonucu endotel hiicrelerinin ¢ogalmasinin
durdugu ELISA cihazinda yapilan 8lciimlerle tespit edilmistir. Ayrica negatif ve
pozitif kontrol gruplarinda hiicre morfolojilerinde bir degisme gdézlenmemesine
ragmen diisiik dozlar eklenmis hiicrelerin igsi bir forma doniistiigii, daha biiytik
dozlarda madde eklenmis hiicrelerin canliliklarin1 kaybettikleri goriilmiistiir.

Ayrica dill ile muamele edilmis RATEC hiicrelerinin ilk dozlardan itibaren
aktin filamentlerinin bozuldugu, hiicrelerin ¢ogalmasinin azaldigi, hiicre gociiniin
durdugu ve tiip olusumunun gergeklesemedigi goriilmiistiir. Deneylerimiz
sonucunda besiyerine dill eklenmis hiicrelerin tiip formu olusturamadiklar
gbzlenmigtir. Buna gore dill bir tiimdr kiitlesi i¢inde yer alan ve besin ve oksijen
gereksinimini  karsilayamayan hiicrelerin  anjiyogenez olaymi yapmasini
engelleyecek ve tlimoriin biiyliylip metastaz yapmasini dnleyebilecektir. Bununla
birlikte dill’in kanser tedavisindeki muhtemel rolii ile ilgili pek c¢ok arastirma

yapmanin gerekli olacagini diisiiniiyoruz.
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Olivetorik asit ile 1ilgili olarak literatiirde yapilan bir ¢alismaya
rastlanmamistir. Bizim calismamizda olivetorik asit’in ilk dozlarda sitotoksik
acidan fazla etkili olmamakla birlikte yiiksek dozlarda hiicrelerin ¢cogalmasi, hiicre
gbcl, tiip olusumu olaylarin1 olumsuz etkiledigi, hiicrelerin aktin filamentlerinin
yapisinda depolimerizasyona neden oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglara dayanarak
olivetorik asit’in anti-anjiyogenik etkili bir ilag etken maddesi olabilecegini
diisiiniiyoruz. Fakat daha kesin sonuglar i¢cin daha kapsamli ¢alismalar yapilmasi
gerektigini diislinliyoruz.

Osawa ve ark., (1991) tarafindan yapilan caligmalarda fisodik asidin
antimutajenik aktiviteleri gosterilmistir. Ayrica fisodik asit’in antibakteriyel etkisi
belirtilmistir (Vartia, 1950; Diilger ve ark., 1998).

MTT deneyleri sonucunda fisodik asit’in doz ve giin artigsina bagl olarak
hiicre sayis1 ve canliliginda azalmaya neden oldugu goriilmiistiir. Fisodik asit’in
ilk dozunda kontrol gruplarina gore daha az oranda olmak {iizere tiip olusumu
gerceklestigi fakat doz arttik¢a tlip olusumunun durdugu goézlenmistir. Fisodik
asit ile muamele edilmis hiicrelerin hiicre iskeletinde bozulma goriillmemistir.
Ayrica doz artimina bagli olarak fisodik asit ile muamele edilmis hiicrelerin gog
edemedikleri goriilmistiir.

Calismalarimiz sonucu fisodik asit’in anjiyogenezin temel adimlarini
olumsuz etkileyen bir madde olabilecegini ve anti-anjiyogenik tedavide
kullanilabilecek ilag gelistirilmesinde bir etken madde olarak kullanilabilecegini
diisiiniiyoruz. Fakat kesin bir sonuca ulasmak i¢in daha fazla arastirmalar
yapilmasi gerektigini diisiinmekteyiz.

Deneysel c¢alismalarimizdan elde ettigimiz bulgulara gore karvakrol,
Bifora radians, dill, olivetorik asit ve fisodik asitin birer antitiimdr, anti-
anjiyogenik ajan prototipi olabilir, kanser, romatoit artrit gibi anjiyogenez
olmadan gelismeye devam edemeyecek patolojik durumlarin tedavisinde etkili bir
terapotik ajan olarak kullanilabilir. Fakat anjiyogenik hastaliklarin tedavisinde bu
maddelerin anti-anjiyogenik aktivitesinin tam olarak ortaya konmasi i¢in farkl
dozlarda, degisik siirelerde, farkli hiicre tiplerinde denenebilecek, arastirmaya

uygun bir konu oldugunu diisiiniiyoruz.
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