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BAZI FITOKIMYASALLARIN iN VITRO VE IN VivO BiYOLOJIK
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IL. Damisman : Dr. Ogr. Uyesi Hiilya Tuba KIYAN |

Kanser; y1lda yaklasik 2,6 milyon vakayla, diinya capinda en 6nemli saglik sorunlarinin baginda
gelmektedir. Kanserin metastaz yoluyla yayilmasinda kilit rol oynayan faktor, anjiyogenez
stirecidir. Anjiyogenez, mevcut damar endotelinden tomurcuklanma yoluyla yeni kan damarlari
olusturmak i¢in endotel hiicrelerinin aktivasyonu, gocii ve proliferasyonunu igeren karmasik
bir mekanizmadir. Kanser gibi patolojik kosullarda, anjiyogenez siireci kontrolden ¢ikmaktadir.
Kemoterapi ve radyoterapi, yan etki profili ve doza bagli direng géstermeleri nedeniyle kanser
tedavilerinde sinirli etkinlige sahiptir. Bu nedenler, kanser tedavisinde kullanilacak yeni
terapotik ilaclara duyulan ihtiyact arttirmaktadir. Anjiyogenezin kanser siirecindeki rolii goz
Oniine alindiginda, tiimorlerde damarlanmay1 bozarak kanserin gelisimini baskilayan anti-
anjiyogenik tedaviler umut vadetmektedir. Kanser tedavisinde uygulanan anjiyogenez hedefli
ilaglarin 6nemli bir boliimiiniin, bitkilerden izole edilen alkaloidler, polifenoller veya terpen
gruplarina ait anti-kanser etkinligi olan dogal biyoaktif bilesikler oldugu bilinmektedir. Dogal
biyoaktif bilesikler olan Combretastatin A-4 (CA-4), plumbagin, berbamin, silibinin ve
lentinanin anti-kanser, antioksidan, anti-inflamatuvar gibi bircok biyolojik aktiviteye sahip
oldugu bildirilmistir. Bu nedenle, farkli kanser tiirlerine karsi, etkili birer potansiyel terapotik
ajan olabilecekleri distiniilmektedir. Bu tez c¢alismasinda, CA-4, plumbagin, berbamin,
silibinin ve lentinanin, A549 kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri ve HUVEC insan umblikal
ven endotel hiicrelerinde in vitro sitotoksik etkinlikleri belirlenerek, etkin biyoaktif bilesiklerin
in vitro anjiyogenez ve anjiyogenik faktorlerin ifadesi tizerindeki etkileri, ayrica A549 akciger
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kanseri hiicreleriyle tiimor olusturulan kulugkalik yumurtalarda in vivo timor anjiyogenezi
iizerindeki etkileri arastirildi.

CA-4 (1-10 uM), plumbagin (0,1-10 uM), berbamin (2,5-40 uM), silibinin (10-200 uM) ve
lentinan (20-320 uM) biyoaktif bilesiklerinin, A549 ve HUVEC hiicre hatlarinda hiicre canliligi
tizerindeki etkileri, 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil tetrazolyum bromid (MTT) canlilik
testiyle degerlendirildi. Etkin bulunan CA-4, plumbagin ve berbamin maddelerinin hiicre
canlilig1 lizerine etkileri, Stilforodamin B (SRB) canlilik testi ile dogrulandi. CA-4, plumbagin
ve berbaminin, HUVEC hiicrelerinde tiip olusumu yontemiyle in vitro anjiyogenez iizerine
etkileri belirlendi. Ardindan bu maddelerin, MTT testi ile belirlenen ICso dozlarinda, A549
hiicrelerinde anjiyogenik faktorlerin ifadesi lizerine etkileri western blot yontemi ile belirlendi.
CA-4, plumbagin ve berbaminin timdr anjiyogenezi iizerine etkileri, in vivo CAM yo6ntemiyle
arastirildi. Kuluckalik yumurtalar, embriyonik gelisimlerinin 9.giliniine kadar inkiibasyona
birakildi. 9.giinde, A549 hiicreleri (3x10° hiicre/yumurta), ICso dozlarindaki CA-4, plumbagin
ve berbamin ile siispanse edilerek matrigel ile silikon bir disk icerisinde CAM alanina
uygulandi. 72 saatlik tedavinin ardindan, kuluckalik yumurtalardaki vaskiiler yogunluk
incelendi ve timor dokulariin histokimyasal analizi yapildi.

MTT sonuglariyla, CA-4, plumbagin ve berbaminin, A549 hiicrelerinde hiicre canliligini inhibe
ettigi belirlendi. Silibinin ve lentinanin, kanser hiicrelerinde canlilig1 azaltmadig: tespit edildi.
Dogal biyoaktif bilesiklerin HUVEC hiicrelerinde, belirli bir sitotoksik aktivite gosterdigi
belirlendi. Plumbaginin, yiiksek dozlarda HUVEC hiicrelerinin canliligini, A549 hiicrelerine
kiyasla daha fazla etkiledigi saptandi. CA-4, plumbagin ve berbaminin A549 ve HUVEC
hiicrelerindeki iizerindeki etkilerinin, SRB sonuglariyla paralellik gosterdigi belirlendi. CA-4
(1 ve 5 uM), plumbagin (1 ve 3 uM) ve berbamin (5 ve 10 uM) biyoaktif bilesiklerinin,
belirlenen tiim dozlarda, HUVEC hiicrelerinde tiip benzeri yapilarin olusumunu inhibe ettigini
belirlendi. Western blot sonuglari, CA-4 (5 uM), plumbagin (10 uM) ve berbaminin (10 uM),
A549 hiicrelerinde VEGF-A ve MMP-2 ifadesini kontrole kiyasla inhibe ettigini gosterdi. /n
vivo CAM yontemi sonuglariyla, CA-4 (5 uM), plumbagin (10 uM) ve berbamin (10 uM)
biyoaktif bilesikleriyle tedavi edilen tedavi edilen kulugkalik yumurtalarda, vaskiiler
yogunlugun kontrole kiyasla anlamli olarak énemli 6l¢iide inhibe edildigi belirlendi. Tiimor
dokularinin histolojik analizleri, biyoaktif bilesiklerle tedavi edilen tiimorlerde CAM alanina
invazyonun kontrole kiyasla azaldigi gosterdi. Biitiin bu sonuglar géz Oniine alindiginda,
Combretastatin A-4, plumbagin ve berbamin dogal biyoaktif bilesiklerinin, akciger kanserinde
anjiyogenez inhibitorleri olarak terapétik ilag potansiyeli gosterdikleri diistiniilmektedir. |

Temmuz 2024, 106 sayfa.

Anahtar kelimeler: Combretastatin A-4, plumbagin, berbamin, silibinin, lentinan, timor
anjiyogenezi, dogal biyoaktif bilesik |
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| Cancer is one of the world's most serious health diseases, affecting around 2.6 million people
annually. Angiogenesis is a major factor in the spread of cancer via metastasis. Angiogenesis
is an intricate process in which endothelial cells are activated, migrated, and proliferated to
generate new blood vessels by budding from the existing vascular endothelium. In
pathological circumstances like cancer, the angiogenesis process becomes uncontrolled.
Chemotherapy and radiotherapy have limited efficacy in cancer therapies due to side effects
and dose dependence. These factors highlight the need for new therapeutic medications to be
employed in cancer treatment. Anti-angiogenic treatments, which prevent the growth of cancer
by altering the vascularization of tumors, show promise in light of the role that angiogenesis
plays in the development of cancer. It is well recognized that a significant portion of
angiogenesis-targeted cancer treatments are naturally occurring bioactive substances with anti-
tumor properties that are derived from plant groups called terpenes, polyphenols, or alkaloids.
Natural bioactive substances Combretastatin A-4 (CA-4), plumbagin, berbamine, silibinin, and
lentinan have been demonstrated to have a variety of biological properties, including anti-
inflammatory, anti-cancer, and antioxidant properties. As a result, they are regarded as
promising therapeutic agents that could be useful against many cancer types. In this thesis, the
in vitro cytotoxic activities of CA-4, plumbagin, berbamine, silibinin, and lentinan were

Xiv



determined on A549 non-small cell lung cancer and HUVEC human umbilical vein endothelial
cells, and the effects of active bioactive compounds on in vitro angiogenesis and the expression
of angiogenic factors, as well as the effects on in vivo tumor angiogenesis in hatching eggs in
which tumors were created with A549 lung cancer cells, were investigated.

CA-4 (1-10 uM), plumbagin (0,1-10 pM), berbamine (2,5-40 uM), silibinin (10-200 uM), and
lentinan (20-320 uM) The effects of bioactive compounds on cell viability in A549 and
HUVEC cell lines were evaluated by 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl tetrazolium
bromide (MTT) viability assay. The effects of the active substances CA-4, plumbagin, and
berbamine on cell viability were confirmed by the Sulfordamine B (SRB) viability test. The
effects of CA-4, plumbagin, and berbamine on in vitro angiogenesis in HUVEC cells were
determined by the tube formation method. Then, the effects of these substances on the
expression of angiogenic factors in A549 cells, at ICso doses determined by the MTT test, were
determined by the western blot method. The effects of CA-4, plumbagin, and berbamine on
tumor angiogenesis were investigated by the in vivo CAM method. Hatching eggs were
incubated until the 9th day of their embryonic development. On day 9, A549 cells (3x106
cells/egg) were suspended with I1Cso doses of CA-4, plumbagin, and berbamine and applied to
the CAM area in a silicone disk with matrigel. After 72 hours of treatment, vascular density in
hatching eggs was examined, and histochemical analysis of tumor tissues was performed.

The MTT results indicate that the viability of A549 cells was decreased by CA-4, plumbagin,
and berbamine. According to MTT data, silibinin and lentinan had no effect on the survival of
cancer cells. Additionally, MTT results proved that naturally occurring bioactive substances
showed a specific cytotoxic impact in HUVEC cells. Plumbagin was found to have a greater
effect at higher doses on HUVEC cell viability than A549 cells. The effects of berbamine,
plumbagin, and CA-4 on A549 and HUVEC cells were shown to be consistent with the SRB
findings. The production of tube-like structures in HUVEC cells was found to be suppressed
by the bioactive substances CA-4 (1 and 5 uM), plumbagin (1 and 3 uM), and berbamine (5
and 10 uM) at all indicated dosages. According to Western blot results, in A549 cells, the
expression of MMP-2 and VEGF-A was decreased by CA-4 (5 uM), plumbagin (10 uM), and
berbamine (10 uM) in contrast to the control. The findings of the in vivo CAM method showed
that vascular density was considerably reduced in hatching eggs treated with the bioactive
substances CA-4 (5 uM), plumbagin (10 uM), and berbamine (10 uM) in comparison to the
control. Histological examinations of the tumor tissues revealed that, tumors treated with
bioactive chemicals had less invasion into the CAM region, in comparison to the control. In
light of all these findings, it is believed that the naturally occurring bioactive substances
Combretastatin A-4, plumbagin and berbamine have therapeutic pharmaceutical potential as
lung cancer angiogenesis inhibitors. |

July 2024, 106 pages.

Keywords: [Combretastatin = A-4, plumbagin, berbamine, silibinin, lentinan, tumor
angiogenesis, natural biocompound |
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1. GIRIS

Bu ¢alisma, Combretastatin A-4, plumbagin, berbamin, silibinin ve lentinan dogal kaynakl
biyoaktif bilesiklerinin, AS549 akciger kanseri hiicrelerindeki sitotoksik aktivitelerinin
belirlenmesi ve etkili dogal biyoaktif bilesiklerin in vitro anjiyogenez ve kulugkalik
yumurtalarda akciger kanseri hiicreleriyle olusturulan tiimoérlerde in vivo timdr anjiyogenezi

iizerindeki etkilerinin arastirilmasi amaciyla yapilmistir.

Calismanin  “Genel Kisimlar” bdoliimiinde, kanser hastaliginda anjiyogenezin Onemi,
anjiyogenez arastirmalarinda yaygin olarak kullanilan modeller, Combretastatin A-4,
plumbagin, berbamin, silibinin ve lentinan dogal biyoaktif bilesiklerinin biyolojik aktiviteleri

ve kanser terapisinde kullanimlar1 hakkinda genel bilgiler, literatiir ile desteklenerek verilmistir.

“Malzeme ve Yontem” boliimiinde, arastirma kapsaminda laboratuvar ortaminda
gerceklestirilen biitlin deneyler ayrintili bir bicimde anlatilmis ve istatistiksel analizler

aciklanmustir.

“Bulgular” boliimiinde, laboratuvar ortaminda gergeklestirilen ¢alismalardan elde edilen biitiin

veriler, grafik ve tablolarla desteklenerek ayrintili bir bigimde anlatilmistir.

Son olarak “Tartisma ve Sonug¢” boliimiinde, calismalardan elde edilen tiim veriler
degerlendirilmis, bu alanda bugiine kadar yapilmis ¢alismalardan elde edilen bulgular ile

karsilagtirilarak yorumlanmis ve sonuca ulasilmistir. \



2. GENEL KISIMLAR

2.1. KANSER

Kanser; yilda yaklasik 2,6 milyon vakayla, diinya ¢apinda kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra
ikinci 6lim nedeni olan yaygin bir saglik sorunudur (Millimouno ve dig., 2014; Hazafa ve dig.,
2019). Diinya Saglik Orgiitii’niin acikladig1 veriler, 2022 yil1 boyunca 20 milyon yeni kanser
vakasinin meydana geldigini gostermektedir ve 2050 yilinda, bu saymnin 35 milyona
erisebilecegi ongoriilmektedir (Bray ve dig., 2024). Diinya ¢apinda, kanser tipleri arasinda en
sik goriilen ve 6liim oranlarinin en yiiksek oldugu akciger kanserini; ikinci sirada meme kanserti,

ticlincii sirada ise kolorektal kanser takip etmektedir (Hazafa ve dig., 2019; Torre ve dig., 2016).

Kanser, kisaca normal hiicrelerin gesitli uyaranlarin etkisiyle kontrolsiiz boliinmesi ve anormal
hiicre fenotipi kazanan bu hiicrelerin tiimor kitlesini olusturmasi siirecidir. Kanser olusumu
veya karsinogenezin nedenleri arasinda; iyonize ve ultraviyole radyasyon, viral enfeksiyonlar,
aflatoksinler ve genetik mutasyonlar yer almaktadir (Hazafa ve dig., 2019; Karidio ve Sanlier,

2021).

Kanser hem farkli tiplerinin kompleks fenotipleri hem de birgok molekiiler mekanizmay1
barindiran karmasikligi nedeniyle, yiizyillardir {izerine arastirmalar yapilan bir hastaliktir.
Kanserin ayirt edici 6zellikleri, arastirmacilar tarafindan daha genis kapsamda ve biitiinsel
olarak ele alinmasma imkan vermektedir (Hanahan, 2022). Kanserin onemli ayirt edici

oOzellikleri, su sekilde siralanabilir:

/7

¢ Sirdiiriilebilir proliferatif sinyalleme: Kanser hiicrelerinin en temel 6zelligidir. Normal
hiicreler, hiicre dongiisii sinyal mekanizmalarinin kontrolii altinda g¢ogalirlar ve
cogalmay1 uyaran sinyaller, her zaman kontrol altindadir. Kanser hiicrelerinde ise bu
kontrol mekanizmasi ortadan kalkar; hiicreler kronik olarak ¢ogalmaya devam eder ve
bu da normal hiicre fenotipinin bozulmasina yol acar (Hanahan ve Weinberg, 2000;

Hanahan ve Weinberg, 2011).

% Biiylimenin baskilanmasindan ve apoptozdan kagma: Normal hiicreler, ¢ogalarak
popiilasyonunu arttirdiginda, yogunlasan alanlarda hiicre-hiicre temaslar1 gergeklesir ve
dokudaki i¢ dengenin korunmasi adina hiicre ¢ogalmasi baskilanir. Bu durum “temas

inhibisyonu” veya “kontakt inhibisyon” olarak bilinmektedir. Kanser olusumunda,



temas inhibisyonu ve hiicre cogalmasini inhibe edecek diger faktorler ortadan
kaldirilmaktadir. Kanser hiicreleri, tiimor baskilayici genlerin mutasyonuna veya
fonksiyon kaybina yol acar, proto-onkogenlerin onkogene doniigiimiinii tetikler ve
anormal hiicre ¢ogalmasi gibi durumlarda apoptotik hiicre 6lim mekanizmalarinin

devreye girmesini engeller (Hanahan ve Weinberg, 2000; Hanahan ve Weinberg, 2011).

% Invazyon ve metastazin aktivasyonu: Kanser hiicreleri, biiyilyiip dokulara yayilabilmek
icin metastaz yapmalidir, fakat tliimoriin biiylimesi i¢in oncelikle daha fazla oksijen ve
besin kaynagi saglayacak yeni damar olusumuna ihtiyact vardir. Bu durumda kanser
hiicreleri, tiimor mikro c¢evresindeki pro-anjiyogenik faktorleri uyararak, anjiyogenik
dengeyi bozar ve anjiyogenezi tetikler. Bu adim, kanser gelisiminin en kritik
basamagidir; anjiyogenezin gerceklesmesi, tiimor dokusunun diger dokulara yayilarak
metastaz yapabilmesine imkan vermektedir (Bergers ve Benjamin, 2003; Dudley ve
Griffioen, 2023).

2.2. TUMOR ANJIYOGENEZIi ve METASTAZ
2.2.1. Anjiyogenez

Kanserin metastazi ve dolayisiyla tiimoriin yayilmasinda kilit rol oynayan faktor, anjiyogenez
siirecidir. Ik kez 1787 yilinda John Hunter tarafindan ortaya atilan anjiyogenez kavramu;
Folkman’in 1971 yilinda, timdr biliylimesinin anjiyogenez siirecine bagli oldugu hipotezini
yayimlamasi ve anjiyogenezi, kanser tedavisinde terapotik bir hedef olarak ele almasiyla,

kanser ¢aligsmalarinin odagi haline gelmistir (Folkman, 1971; Khalid ve dig., 2016).

Anjiyogenez, mevcut damar endotelinden tomurcuklanma yoluyla yeni kan damarlari
olusturmak icin endotel hiicrelerinin (EC) aktivasyonu, gocii ve proliferasyonunu igeren
kompleks bir siirectir. Bu siire¢ saglikli dokuda, fizyolojik kosullar altinda, vaskiiler mikro
cevrede bulunan anjiyogenik molekiiller, hiimoral faktorler, biiylime faktorleri, hiicre disi
matriks (ECM) proteinleri ve adezyon reseptorleri gibi uyarici ve baskilayici diizenleyiciler
tarafindan molekiiler diizeyde dengede tutulmaktadir (Al-Ostoot ve dig., 2021; Fakhri ve dig.,
2021). Anjiyogenezin azligi veya coklugu sonucunda bu dengenin bozulmasi, ¢esitli

hastaliklaraneden olmaktadir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1: Anjiyogenez dengesinin bozulmasinin neden oldugu hastaliklar (Al-Ostoot ve dig., 2021).

2.2.2. Anjiyogenez Mekanizmasi

Fetal donemdeki embriyoda, endotel progenitor hiicrelerden (anjiyoblast) yeni kan
damarlarinin  olusumu anlamina gelen vaskiilogenez siireciyle birlikte vaskiiler ag
gelismektedir. Yetigkinlerde neovaskiilarizasyon ya da diger adiyla anjiyogenez, nadiren (yara
iyilesmesinde ve kadin iireme siklusunda) gergeklesir; bunun disinda saglikli dokulardaki
vaskiiler hareketsizlik, pro-anjiyogenik ve anti-anjiyogenik molekiiller tarafindan dengede
tutulmaktadir. Bu dengenin bozulmasi, pro-anjiyogenik faktorlerin artan salinimi ile
gerceklesir. Hipoksi, iskemi, inflamasyon ve karsinogenez gibi patolojik kosullar; vaskiiler
endotelyal biiyime faktorii (VEGF) ve fibroblast biiylime faktorii (FGF) gibi 6nemli pro-
anjiyogenik faktorlerin yukar1 regiilasyonu igin bir uyarict gérevi goriir ve anjiyogenezin
kontrolden ¢ikmasiyla sonuglanir (Bergers ve Benjamin, 2003; Ribatti, 2008; Khalid ve dig.,
2016; Viallard ve Larrivée, 2017).

Anjiyogenez kisaca baslangig, gog, tiip olusumu ve olgunlagsma evrelerinden olusan 4 adimh
bir siirectir (Fan ve dig., 2006; Khalid ve dig., 2016; Al-Ostoot ve dig., 2021; Zhang ve dig.,
2024) (Sekil 2.2):



1. Baslangig: Iskemik ya da hasarli dokudan gesitli uyaranlara yanit olarak anjiyogenik
faktorler sentezlenir ve salinir. Bunlar FGF ve VEGF gibi pro-anjiyogenik faktorler
olup, EC’lerin iizerindeki reseptdrlere baglanir. Bu durum EC’lerin aktivasyonuna yol
acar. EC’ler, bazal membranin ve ¢cevre dokunun (ECM) pargalanmasi (degradasyonu)
icin harekete geger ve proteolitik enzimler olan matriks metalloproteinazlarin (MMP)

salinmasini uyarir.

2. GO¢: Bozulmaya ugrayan ECM’den salinan FGF ve VEGF gibi anjiyogenik faktorler,
EC’leri uyarir ve bozunan ECM’ye dogru gégiinii baslatir. Bu go¢ ayn1 zamanda;
adezyon molekiilleri olan integrinlerin, ECM’ye baglanmasiyla da uyarilarak

diizenlenmektedir.

3. Tiip Olusumu: Endotel hiicreleri VEGF tarafindan uyarildiktan sonra, iki yeni fenotipe
biiriiniir; ug hiicreleri uyariciya dogru goc eder, sap hiicreleri de bu hiicreleri takip
ederek tek sira halinde ¢ogalir ve ici bos, tlip benzeri yapilar olusturulur. Bu olusum,
anjiyopoietin molekiillerinin dogal ligandi olan tirozin kinaz reseptorii Tie-2 ile

etkilesimi tarafindan diizenlenir.

4. Olgunlasma: Perisitlerin ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinin devreye girmesiyle, olusan
yeni kan damarlarinin morfolojik biitiinliigii saglanir ve damarlar olgunlastiktan sonra

stabil hale gelerek hareketsizlesir.

Vaskiler ~ _——— Bazal Membran
Gegirgenlik / Ty Bozunmasi

b Buyome

Olgunlagmis Stabil
Damarlar /

Anjiyogenez
\% .

~ Gogalma
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Sekil 2.2: Anjiyogenez siireci (Bryan ve D’ Amore, 2007).



2.2.3. Tiimor Anjiyogenezi ve Metastaz

Dokularin biiyiimesi ve ylizey alanini genisletebilmesi i¢in oksijen ve besine ihtiyaci vardir.
Fakat bir dokunun hacmini 1 mm®’ten daha fazla arttirabilmesi, ancak daha fazla oksijen ve
besin kaynagi saglayacak yeni damar olusumu ile gerceklesebilir (Dudley ve Griffioen, 2023).
Bu kosullar timor dokusu i¢in de gecgerlidir. Erken evredeki kati tiimorlerin biiylimesi, basitce
avaskiiler ve vaskiiler olmak iizere iki fazda gergeklesir (Chaplain, 1996; Bielenberg ve Zetter,
2015; Balberova ve dig., 2021):

Avaskiiler Faz: Tumor kitlesi, oksijen ve besin gereksinimini komsu kilcal damarlardan
difiizyon yoluyla karsilar. Bu evrede tiimor hiicreleri ¢ogalsa da mitotik aktivite, hiicresel
mekanizmalarin kontrol ettigi apoptoz (hiicre 6liimii) ile dengelenir, dolayisiyla tiimor kitlesi

stabil tutulabilmektedir. Bu fazdaki tiimdriin cap1 1 mm®’ten azdir.

Vaskiiler Faz: Kanser hiicreleri kontrolsiiz ¢ogalma 6zellikleri sayesinde sayilarini arttirdikea,
tiimor kitlesi biiylimeye baslar. Tiimor capinin artmasi, hiicrelerin daha fazla oksijen ve besine
ve dolayisiyla yeni kan damarlarinin olusumuna ihtiya¢ duymasina neden olur. Boylece tiimor
hiicreleri, mikro ¢evresine tiimor anjiyogenik faktorlerini (TAF) salarak, neovaskiilarizasyonu

uyarir.

Birincil tiimorler, biiyliyiip dokulara yayilabilmek i¢in metastaz yaparlar. Metastaz, malign
(kotii huylu) fenotipli kanser hiicrelerinin, bulunduklar1 birincil bolgelerinden daha uzak bir
dokuya yayilim gostermesidir. Kanserin metastatik biiylimesi, 5 adimdan olusan kompleks bir

stirectir (Su ve dig., 2015; Auyeung ve Ko, 2017; Fares ve dig., 2020):

1. Invazyon: Tiimér hiicreleri, bulundugu ECM ile ve mikro cevresindeki diger hiicrelerle
etkilesime girer. Bu durumda, hareketsiz ve ECM'ye bagl epitel hiicrelerinin
transdiferasyon siireci olarak adlandirilan, epitelyal-mezenkimal gecis (EMT)
gerceklesir. EMT, kanser metastaz siireci i¢in kritik olan malign hiicrelerin hareketli ve

invaziv 0zellik kazanmasina neden olur.

2. Intravazasyon (viicuttaki bir damara yabanci madde girisi): Tiimér hiicreleri, primer
bolgelerinden uzaklasarak, damar sisteminin liimeni aracilifiyla sistemik dolasima

katilir.



3. Yayilma: Dolasimdaki tiimdr hiicreleri, kan damarlarinin duvarlarina yapisma 6zelligi
gostermektedir. Damar duvarina tutunurlar ve ekstravazasyondan Once biiyiimeye

baslarlar.

4. Ekstravazasyon (damardan doku araliklarmna sizma): Timor hiicreleri kan

damarlarinin duvarimi gegerek, hedefledigi organa niifuz ederler.

5. Kolonizasyon: Timoér hiicreleri yayildigi dokuda biiyiiyerek metastatik lezyonlar
(mikro ve makro metastazlar) olusturur. Kanser bu evrede, metastatik uyku hali
(dormansi) denilen bir evreye gegerek timor biiylimesini, yeni bir anjiyogenezi

indiikleyene kadar durdurabilmektedir.

Metastaz, kanserin ilerleyisinin son basamagidir. Tiimor hiicrelerinin biiylimesi, ¢evre dokulari
istila etmesi ve en sonunda da metastazi i¢in anjiyogenez gereklidir. Bu olguya dair ilk ¢alisma,
1963 yilinda Folkman ve digerleri tarafindan yapilmistir. Calismada, izole edilen kopek tiroid
bezi, plazma ile perfiize edilmis ve ardindan, fare melanom hiicre slispansiyonu enjekte
edilmistir. Perfiize dokuda bu kanser hiicreleri nodiiller halinde gozlense de nodiillerin ¢apinin
yalnizca 1-2 mm’ye ulasabildigi ve invazyon gostermedigi goriilmiistiir. Bu nodiillerden birinin
tiroid bezi lobuna implantasyonu yapildiginda ise kisa siire igerisinde melanomun implant
edildigi lobun distal ucunda yeni bir nodiiliin olustugu ve iki giin igerisinde 2 mm’lik bir
biliyiime gdosterdigi; bu hizda bir biiyiimenin ancak implant edilen melanomun yeni damar
olusumunun yardimi ile dolasima katilabilmesiyle miimkiin oldugu tespit edilmistir (Folkman

ve dig., 1963).

Karsinojen ile uyarilmig fare ve sicanlarin meme bezi dokusundan alinan parcalarin tavsan
irisine implant edilerek incelenen ¢aligmalarda; neoplastik dokunun anjiyogenezi daha fazla
indiikledigi tespit edilmistir. Neoplastik epitelin, hiperplastik epitele kiyasla ¢ok daha yiiksek
seviyelerde anjiyogenik aktivite gdsterdigi ve dolayisiyla anjiyogenik aktivite ile dokunun
neoplastik doniisiimii arasinda paralellik oldugu gozlenmistir. Ayrica bu yiiksek anjiyogenik
kapasitenin, hiperplastik epitelin, neoplastik fenotipe doniistimiiniin morfolojik belirte¢lerinden
cok daha Once ortaya ¢iktigr bildirilmistir. Bu veriler dogrultusunda, tiimoriin malign 6zellik
kazanmas: siirecinde anjiyogenezin onemli bir belirte¢ oldugu ve neoplazi 6ncesi dokularin
tespit edilmesinde olduk¢a yararli olabilecegi sonucuna varilmistir (Gimbrone ve Gullino,

1976; Maiorana ve Gullino, 1978). Bu bulgular, avaskiiler fazdaki kat1 timoriin vaskiiler faza



gecerek anjiyogenik kapasite kazanmasinin, metastaza kadar giden ilerlemenin baslangici

olarak kabul edildigini gostermektedir.

Timdorlin avaskiiler fazdan vaskiiler faza gegcisi, anjiyogenik anahtarin aktivasyonu ile
gerceklesir (Ribatti, 2008; Ribatti ve Pezzella, 2021). Anjiyogenik anahtarin ya da diger adiyla
anjiyogenik salterin aktivasyonu, pro-anjiyogenik faktorlerin, genel olarak VEGF’in,
ekspresyonunu tetikleyici birden fazla unsur ile gergeklesebilir. Bunlar, basta hipoksi olmak
iizere proto-onkogenlerin onkogenlere doniisiimii gibi genetik degisiklikler, timor ile iliskili
inflamasyon ve tiimor mikro cevresinde toplanan inflamatuvar hiicrelerin, anjiyogenik
molekiillerin salinmasini tetiklemesiyle gergeklesebilmektedir (Auyeung ve Ko, 2017; Ribatti
ve Pezzella, 2021). VEGF’nin bu sekilde uyarilmasi, anjiyogenik dengeyi pro-anjiyogenik
sinyallemeyi arttiracak sekilde bozar ve anjiyogenik anahtarin aktivasyonu gergeklesir.
Sonrasinda sinirl biiyiimedeki kati tiimorler uyku halinden ¢ikar, malign bir fenotipe gecerek

invazyon siirecini baslatir (Lugano ve dig., 2020; Al-Ostoot ve dig., 2021) (Sekil 2.3).

© AAF Anjiyogenik
Anahtar

/\\‘

Sekil 2.3: Anjiyogenik anahtarin aktivasyonu ve anjiyogenik faktorler (Yue ve dig., 2007).

Timor kitlesi biiyiidiikge, i¢te kalan tlimor hiicreleri komsu hiicrelerden, yani difiizyon
kaynagindan uzaklasir ve dolayisiyla besin ve oksijenden yoksun hale gelir. Bu durum, tiimor
hiicrelerinin hipoksik duruma gegisine neden olur (Bielenberg ve Zetter, 2015). Hipoksik
ortamdaki tiimorler yiiksek miktarda Hipoksi ile Indiiklenebilir Faktor-1 alfa (HIF-1a)
iretmeye baslar. HIF-1a, hipoksi ile tetiklenen anjiyogenezde kilit rol oynamaktadir. HIF-1a,
normal kosullar altinda sentezlenip bozunurken; hipoksik kosullarda sitoplazmada birikerek

beta konfigiirasyonu (HIF-1B) ile dimer olusturur. HIF-1a ve HIF-1B dimerleri, VEGF’in



ekspresyonunu diizenleyebilir -ki bu durum, pro-anjiyogenik VEGF’in yukar1 regiilasyonuna

ve dolayisiyla anjiyogenezin baslatilmasina neden olur (Aguilar-Cazares ve dig., 2019). Timor

anjiyogenezi, slire¢ olarak normal anjiyogenez ile ayni adimlarda ilerler, fakat timor

anjiyogenezindeki mekanizmada, negatif geri besleme (feedback) olmaksizin hiperaktivite

(pro-anjiyogenik faktorlerin asirt ve kontrolsiiz liretimi gibi) s6z konusudur (Dudley ve

Griffioen, 2023). Bu nedenle tiimor kan damarlari, normal kan damarlarindan farkli morfolojik

ve islevsel niteliklere sahip olmaktadir (Nagy ve dig., 2009; Hida ve dig., 2010; Viallard ve
Larrivée, 2017; Al-Ostoot ve dig., 2021):

X/
o

0

Timor kan damarlari, diisiik ve yogun damar yogunlugu olan bolgeler iceren vaskiiler
heterojenite ile karakterizedir. Timor kitlesinin biiytidiigii bolgelerde vaskiiler

yogunluk azalir, bu durum iskemik bolgelerin olugsmasiyla sonuglanir.

Kan damarlar1 olgunlasmamistir, kararli hale gecmez ve dolayisiyla normal kan
damarlarinda oldugu gibi vaskiiler gecirgenlik dengede degildir. Timoér kan
damarlarinda asir1 gecirgenlik s6z konusudur, mikro damarlar ve interstisyel sivi

basinglar1 neredeyse aynidir. Bu da perfiizyon eksikligine ve hipoksiye neden olur.

Normal damar sisteminde goriilen arter-arteriyol-kilcal damar-veniil-damar hiyerarsisi,
timor kan damarlarinda goriilmez. Tiimor damar sistemi olduk¢a genis, kivrimli ve
diizensiz bir ag gibidir, damarlar asir1 dallanma gosterir ve diizensiz diiz kas hiicre

tabakalarini igerir. Ayrica damarlarin ¢ap1, normal kan damarlarina kiyasla daha dardir.

Timor kan damarlart perisitler bakimindan fakirdir. Perisitler diizensiz siralanmistir ve
EC’ler ile gevsek baglantilara sahiptir, dolayisiyla normal kan damarlarinda oldugu gibi

morfolojik biitlinliik saglanamaz.

Tiimo6r kan damarlarinda kan akisi, normal kan damarlarinda oldugu gibi tek yonlii

degildir; karmagiktir ve birden fazla farkli yol izleyebilir.

Bazal membran anormal bir morfoloji gosterir, ¢ok katmanli ve farkli kalinliklardan

olusmaktadir.
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% Son olarak belki de en 6nemli fark, fizyolojik kosullarda gergeklesen anjiyogenezin,
yeni kan damarinin olgunlagmasi ile sona ermesidir; tiimor anjiyogenezi ise timor

dokusu var oldukga siirekli olarak devam edebilir (Bielenberg ve Zetter, 2015).
2.2.3.1. Titmér Anjiyogenezinde Bazi Anjiyogenik Faktorlerin Rolii

VEGF, anjiyogenik faktorler arasinda timor anjiyogenezindeki en etkili ve 6nemli oyuncudur.
Tiimor Anjiyogenik Faktor (TAF) veya Vaskiiler Gegirgenlik Faktorii olarak da bilinir (Khalid
ve dig., 2016). Bu 6nemli TAF elemani; nétrofiller, trombositler, makrofajlar, perisitler ve
endotelyal hiicrelerden salinabilmektedir (Aguilar-Cazares ve dig., 2019). VEGF ailesinin en
bilinen iiyeleri, VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D ve Plasental Biiyiime Faktorii
(PGF)’diir. Bu tiyelerden VEGF-A, anjiyogenezin en biiyiik tetikleyicisi ve en giiclii izoformu
olarak kabul edilmektedir (Aguilar-Cazares ve dig., 2019; Al-Ostoot ve dig., 2021). VEGF-A
faktorii, VEGF reseptorlerinden VEGFR-2’ye baglanarak onu aktive etmesiyle tiimor
anjiyogenezini tetikler. VEGFR-2, endotelyal hiicrelerde iiretilen bir tirozin kinaz reseptoriidiir
ve en yiiksek etkilesimi VEGF-A ile gostermektedir (Claesson-Welsh ve Welsh, 2013; Al-
Ostoot ve dig., 2021). VEGF-A/VEGFR-2 kompleksi, EC’lerin ¢ogalmasini ve goglinii,
Fosfatidilinositol-3 Kinaz/AKT (PI3K/AKT) sinyal yolagi araciligiyla uyarir. Bazal membran
ve ECM’nin bozunmasini ise MMP’lerin ekspresyonunu uyararak baslatmaktadir (Claesson-

Welsh ve Welsh, 2013; Zhang ve dig., 2024).

Trombosit Kaynakli Biiyiime Faktorii (PDGF) de tiimor anjiyogenezinde onemli bir role
sahiptir. Tuimor ile iliskili fibroblastlar1 uyararak, VEGF ekspresyonunu ve dolayisiyla timor
anjiyogenezini aktive eder (Moshe ve dig., 2023). PDGF ailesinden PDGF-AB, endotel
hiicrelerinin tiip benzeri yapilar olusturarak, yeni kan damarini insa etmesi sirasinda perisitlerin
bolgeye toplanmasini uyararak, tiimoér kan damarlarinin olgunlasmasina ve kararli hale
gelmesine aracilik eder. PDGF ayni1 zamanda, bir tirozin kinaz olan reseptorii PDGFR’ye
baglanarak RAS/Mitojen Aktif Protein Kinaz (MAPK) ve PI3K sinyal yolaklarini da
uyarmaktadir. Bu ailenin baska bir iiyesi olan PDGF-BB, anjiyogenez sirasinda VEGFR-2
sinyallemesini kontrol ederek, yiiksek seviyelerde VEGF ekspresyonunun neden oldugu

vaskiiler anormallikleri 6nlemeye yardimci olur (Zhang ve dig., 2024).

Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF), bir diger 6nemli TAF elemanidir. FGF, normal kosullar

altinda yara iyilesmesinde ve fizyolojik anjiyogenezde rol oynayan bir pro-anjiyogenik
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molekiildiir. Timdr anjiyogenezinde, tipki VEGF gibi FGF’de uyarilir ve ekspresyonu artar.
Ayni zamanda FGF aktivasyonu, VEGF ekspresyonunu indiikleyebilmektedir (Al-Ostoot ve
dig., 2021; Moshe ve dig., 2023). Timor anjiyogenezinde FGF’ler, tirozin kinaz olan
reseptorlerine (FGFR) baglanarak PI3K/AKT, RAS/MAPK ve JAK/STAT sinyal yolaklarinin

asag1 diizenlenmesini uyarir (Moshe ve dig., 2023).

Matriks metalloproteinazlar (MMP), tiimoriin anjiyogenezinde 6nemli olan bir bagka faktordiir.
MMP’ler, EC’ler tarafindan uyarilarak bazal membranin ve ECM bilesenlerinin bozunmasina
katilarak patolojik anjiyogenezde; Plasental Biiylime Faktorii (PGF) tarafindan uyarilarak ve
yine ECM parcalanmasina katilarak da (spesifik olarak MMP-9) metastatik evrenin
baslangicindaki tiimor hiicrelerinin invazyonunda rol oynarlar. MMP ailesi, VEGF ve FGF gibi
cesitli TAF elemanlar tarafindan aktive edilebilmektedir. MMP-2, MMP-9 ve MMP-14, timor
anjiyogenezinde gorev alan asil oyunculardir (Quintero-Fabidn ve dig., 2019; Al-Ostoot ve dig.,

2021; Moshe ve dig., 2023.
2.3. IN ViVO ANJIYOGENEZ MODELLERI

Anjiyogenik faktorlerin kanser terapisinde kullanilmaya baslanmasiyla birlikte, anjiyogenez
modellerine olan ilgi artmustir. /n vitro modeller hizli sonug alinan ve niceliksel veriler elde
edilen yontemler olsa da 6zellikle anjiyogenez alaninda bir basamak olarak goriiliir ve mutlaka
in vivo modeller ile dogrulanmasi gerekmektedir. Bu nedenlerden dolayi, in vivo anjiyogenez
modelleri, potansiyel terapotik ilag calismalarinda daha ¢ok tercih edilmektedir (Adair ve

Montani, 2010).
2.3.1. Kornea Anjiyogenez Modeli

Kornea, viicuttaki avaskiiler ve seffaf olan tek dokudur. Bu nitelikleri korneay1 farelerde,
sicanlarda ve tavsanlarda anjiyogenezin incelenmesi icin benzersiz bir doku yapmaktadir
(Adair ve Montani, 2010). Folkman ve Gimbrone, tavsan korneasinin bahsedilen
ozelliklerinden yararlanarak anjiyogenezi incelemek i¢in bu modeli ilk kez kullanmis ve
yontemin gelisimine Onciiliik etmistir (Nowak-Sliwinska ve dig., 2018; Ribatti, 2021).
Yaptiklar1 calismada, tavsan korneasina, limbustan (kornea ve skleranin birlestigi bolge) farkli
mesafelerde olacak sekilde Brown-Pearce epitelyomasi ve V2 karsinomu tlimoérlerini implant
ettiklerinde, 10 giin igerisinde limbustan 2-3 mm mesafede yeni kan damarlarinin varhigini

tespit etmislerdir (Gimbrone ve dig., 1974).
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Kornea anjiyogenez modelinde, yavas salinimli polimer peletler kullanilmaktadir. Timor
parcalarin1 veya anjiyogenik faktorleri iceren peletler, anestezi altindaki hayvanlarin
korneasinda cerrahi olarak olusturulan, kiigiik i¢i bos ceplere implant edilir. Bu kiigiik stromal
cebin limbusa olan uzakligi, deneyde kullanilan hayvana gore degisiklik gostermektedir.
Limbal pleksustan yeni kan damarlarimin filizlenmesi, tavsanlarda 3-5 gilin igerisinde
gerceklesir ve anjiyogenik aktivite analizi, vaskiiler yogunluk {iizerinden yapilir. Fare ve
sicanlarda ise anjiyogenik yanit, damar uzunlugu parametresi lizerinden tespit edilmektedir

(Adair ve Montani, 2010; Nowak-Sliwinska ve dig., 2018; Ribatti, 2021).
Kornea anjiyogenez modelinin avantaj ve dezavantajlari, Tablo 2.1’deki gibi siralanabilir.

Tablo 2.1: Kornea anjiyogenezi yonteminin avantaj ve dezavantajlar1 (Nowak-Sliwinska ve dig., 2018;
Ribatti, 2021).

AVANTAJLAR DEZAVANTAJLAR

Tavsan modelinde, hayvanin boyu ve agirligi | Fare ve sigan kullanilan modellerde anjiyogenik
miidahaleyi ve cerrahi uygulamayi kolaylastirir. || yanit degisken oldugundan deney grubu
optimizasyonu i¢in ¢ok fazla hayvana ihtiyac
duyulabilir. Bu durum deney maliyetini

yiikseltmektedir.

Modelde  kullanilan  pelet,  anjiyogenik || Implant edilecek tiimoriin kokeni, vaskiiler yanit:
faktorlerden birkaginin birlikte uygulanmasima || degistirebilmektedir. ~ Modelin ~ uygulandig1
imkan vermektedir. Bu da ¢esitli anjiyogenik || hayvandan farkli kékendeki tiimdriin indiikledigi
faktorlerin ~ kombinasyonlarinin  sinerjistik | immiin ~ yanit, inflamasyon kaynakli  bir
etkisini ve vaskiiler yanitint inceleme olanagi || anjiyogeneze sebep olabilir.

sunar.

Modelde, g6z gibi kiicilk ve manipiilasyonu || Yontem, yetkinlik gerektiren ve uygulamasi zor
kolay bir organ kullanilmasi ©6nemli bir || bir prosediir igerir.

avantajdir. Ayrica korneanin saydam bir doku
olmasi, vaskiilarizasyonun kolayca
gozlemlenmesine ve herhangi bir inflamatuvar

reaksiyonun tespit edilmesine imkan verir.
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Yontemde kullanilan peletlerin, anjiyogenik
faktorlerin homojen bir sekilde dagilabilecegi

sekilde hazirlanmasi gerekir.

2.3.2. Matrigel Tika¢ Yontemi

Matrigel tika¢ (plug) yontemi hem hayvanlarda anjiyogenezin incelenmesi hem de potansiyel
pro- ve anti-anjiyogenik molekiillerin test edilmesi i¢in yaygin olarak kullanilan yontemlerden
biridir. Matrigel, Engelbreth-Holm-Swarm fare tiimoriinden tiiretilen, bazal membran
proteinlerini iceren bir karisimdir (Nowak-Sliwinska ve dig., 2018; Rahman ve dig., 2020).
Esas bilesenleri, 4 bazal membran proteininden olusmaktadir. Bunlar laminin (~60%),
kollagen-1V (~30%), entaktin (~8%) ve perlekan gibi heparin siilfat proteoglikanlardir (~2-3%)
(Aisenbrey ve Murphy, 2020). Matrigel, yapist itibariyle 37°C’de jelsi bir formdayken, 4°C’de
kat1 haldedir.

Bu yontem ilk kez, Passaniti ve digerleri (1992) tarafindan tanimlanmistir. YoOntemde,
anjiyogenik ajanlar, matrigel icerisinde siispanse edilerek, C57/BL farelere subkutan olarak
(deri altina) enjekte edilir. Matrigel, hayvanin viicut sicakligiyla bulustugunda kat1 form alacagi
icin uygulama esnasinda soguk olmalidir. Enjeksiyondan yalnizca 30 dakika sonra, matrigel
katilagarak bir tika¢ olusturur ve bu tikag, igerisindeki maddenin yavas salinimina imkan verir.
Endotel hiicreleri, tikacin igerisine go¢ eder ve damar benzeri yapilar olusturur. Deney
sonlandirildiktan ve tikaci igeren deri pargasi ¢ikarildiktan sonra, tikag igerisindeki vaskiiler
yogunluk analiz edilir. Calismada, matrigel karisiminin, FGF ile desteklendiginde daha yogun
bir vaskiiler yanitin olustugunu tespit etmislerdir (Passaniti ve dig., 1992; Nowak-Sliwinska ve
dig., 2018; Kastana ve dig., 2019; Stryker ve dig., 2019; Rahman ve dig., 2020).

Matrigel tika¢ modelinin avantaj ve dezavantajlari, Tablo 2.2°deki gibi siralanabilir.

Tablo 2.2: Matrigel tikag yonteminin avantaj ve dezavantajlari (Nowak-Sliwinska ve dig., 2018).
AVANTAJLAR DEZAVANTAJLAR

Yontem kolay uygulanabilir bir prosediir | Matrigel pahali bir karigimdir. Yontemde aym
icermektedir. zamanda fareler de kullanildigindan, deneyin

maliyeti yliksektir.
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Yontem, birden fazla ~maddenin veya | Matrigel, 37°C’de katilasir Bu nedenle
konsantrasyonlarin analiz edilmesine imkan | anjiyogenik faktor ile karistirilmasi sirasinda ¢ok
tanir, bu nedenle potansiyel ilaglarin test edilmesi | dikkat edilmesi gerekmektedir. Eger katilagsmaya
icin en uygun yontemlerden biridir. baglamigsa, anjiyogenik  faktér  matrigel

icerisinde homojen bir sekilde dagilamaz.

Matrigel, igerigi itibariyle canli sistemlerin | Yontemde kullanilan farelerin tiirii, yasi ve
ECM’sini  taklit ettiginden, bu yOntem | cinsiyeti gibi parametrelerin optimize edilmesi
anjiyogenez tahlili i¢in kullanilabilecek en | gerekmektedir. Matrigelin tiiretildigi C57BL/6

gercekei in vivo yontemlerden biridir. farelerin kullanilmasi daha uygundur.

Matrigel, karistirildigt maddeye yavas salinim
firsatt  verir, dolayisiyla  kullanilan  her
anjiyogenik faktor icin tikag¢ olustuktan sonraki

stirenin optimize edilmesi gerekmektedir.

2.3.3. Koryo-Allantoyik Membran (CAM) Y ontemi

CAM vyontemi, vaskiiler biyoloji ve kanser caligmalari, biyomiihendislik, kozmetik testleri,
transplantasyon biyolojisi ve ila¢ gelistirmede yaygin olarak kullanilan in vivo bir yontemdir
(Nowak-Sliwinska ve dig., 2018). Bu yontem ilk kez, Rous ve Murphy tarafindan, memeli
tiimor graftlarinin baska bir dokuda biiylimesini incelemek amaciyla kullanilmistir. Rous ve
Murphy, Rous 45 tavuk sarkomasmin graftini CAM iizerine implant ederek, 147 tavuk
yumurtasinin 108’inde, implant edilen tiimor graftinin bir veya daha fazla tiimor olusturdugunu
tespit etmislerdir. Ayn1 zamanda, farkli giinlerde implantasyon yaparak, tiimdr biiylimesi i¢in
en uygun kosullarin, kulugkanin embriyonik gelisiminin 7. veya 8. giinlinde elde edildigini

gbzlemlemislerdir (Murphy ve Rous, 1912).

CAM yontemi kullanilarak in vivo timor ile iliskili anjiyogenezin ilk kaniti, yine Murphy
tarafindan yapilan bir ¢aligmada elde edilmistir. Murphy, civcivin embriyonik gelisiminin 5.-
7.glinlerinde, CAM kismina Jensen sican sarkomasinin inokiilasyonunu gerceklestirmistir.
CAM’1, yumurtanin kabuk zarinin hemen altinda bulundugu icin kolay uygulama adina daha
avantajli bir bolge olarak nitelendirmistir. Murphy, embriyonik gelisimin 10.-12.giinlerinde
timorlerin 2,1 cm ¢apina ulagtiklarini tespit etmistir. Ayrica, embriyonun tiimorlerinde

damarlanmanin ¢ok daha yogun oldugunu bildirmistir. Bu ¢alismadaki en 6nemli gozlemlerden
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biri, histolojik analizlerde, civciv embriyosunun yabanci tiimor dokusuna karsi immiin yanit

gelistirdigine dair hi¢bir bulgu olmamasidir (Murphy, 1913).

Koryo-allantoyik membran (CAM), civcivin embriyonik gelisiminin 4-5. giinlerinde, koryon
ve allantoyis zarlarinin mezodermal katmanlarinin fiizyonu ile olugsmaktadir. CAM, tiim kus
tirlerinin dollenmis yumurtalarinda bulunur, kabugun hemen altinda konumlanir ve
embriyonun gaz aligverisinden sorumludur, dolayisiyla vaskiilarite bakimindan zengin bir
membrandir. Embriyonik gelisimin 12. ve 13. giinlerinde, CAM tiim kabuk zarin1 kaplar ve
genislemesi tamamlanmis olur (Norrby, 2006; Stryker ve dig., 2019; Asai ve dig., 2021). CAM,;
fibronektin, laminin, tip-1 kollagen, MMP-2 ve integrin gibi ECM proteinleri bakimindan
zengin bir membrandir, dolayisiyla timor hiicrelerinin invaziv karakterini incelemek ig¢in
gerekli olan fizyolojik nisi olusturmaktadir (Fischer ve dig., 2022). Ayrica membranin kolay
erisilebilir, seffaf bir yiizey olusu ve en 6nemlisi de civcivin yabancit dokuya immiin yanit
gelistirmemesi, bu yontemi in vivo anjiyogenezin incelenmesi i¢in ideal bir yontem haline
getirmektedir (Norrby, 2006; Asai ve dig., 2021). Gelismekte olan embriyonun bagisiklik
sistemi ii¢ adimda olusmaktadir: Ik asama, embriyonik gelisimin 10-12. giiniinden sonra
baslayan, bagisiklik sisteminin devreye girmesidir; bunu bagisiklik reaksiyonlarinin olusmaya
basladigi, embriyonik gelisimin 15. giliniine kadar devam eden ikinci asama takip eder. 16.
giinden itibaren embriyo, yabanci dokuya (patojenlere) kars1 immiin yanit gosterecek yeterliligi
kazanmaya baslar (Fischer ve dig., 2022). Bu kosullar, CAM yontemini vaskiiler analizler i¢in

daha optimize bir yontem yapmaktadir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4: Embriyonik gelisiminin 7. giiniindeki kulugkalik embriyo (Ganti, 2003).
Klasik CAM yo6ntemi, dollenmis civciv yumurtalarinin, 37°C'de 72 saat boyunca inkiibasyonu
ile baslar. Inkiibasyon sonunda yumurtalardan, kabugun zarmnm yapismasini olabildigince
minimum seviyeye indirmek amaciyla albiimin ¢ekilir. CAM alanina erisimi kolaylastiran bir
pencere agilarak, test edilecek madde/graft/implant CAM iizerine uygulanir. Pencerenin
kesilerek acilmasi sirasinda dokiilmesi muhtemel olan kabuk tozu ve CAM iizerine madde
uygulanirken bolgede olusturulabilecek fiziksel tahrigler, bir bagisiklik yanitina neden olarak
anjiyogenezi tetikleyebilmektedir. Ayrica, agilan pencerenin uygulamadan sonra siki bir sekilde
kapatilmas1 gerekmektedir, ¢linkii membran, oksijen gerilimindeki degisikliklere karsi hassastir
(Nowak-Sliwinska ve dig., 2018; Staton ve dig., 2009). Bu sebeplerden, test maddesi
uygulanmadan once birkag¢ giin beklemek ve embriyonun herhangi bir inflamatuvar reaksiyon
gostermediginden emin olmak 6nemlidir (Stryker ve dig., 2019). Test edilecek madde, yavas
salinima imkan veren polimer peletler, jelatin siingerler, plastik diskler veya ksenograft halinde
CAM alanma uygulanir ve yalnizca birkag giin igerisinde (¢ogunlukla 3 giin), madde uygulanan

alan yumurtadan ¢ikarilarak, anjiyogenez analizi yapilir (Norrby, 2006; Stryker ve dig., 2019).

CAM yontemi bazi ¢aligmalarda, embriyonun tamaminin bir petri kabina aktarilmasiyla da
yapilmustir. Bu, teoride in vitro bir yontem gibi goriinse de aslinda ex ovo bir hayvan deneyidir.
Embriyonun ve ekstra-embriyonik membranlarinin petri kabina aktarilmasi, vaskiilarizasyonun

daha genis bir alanda ve kolayca gozlemlenebilir halde gerceklesmesine firsat vermektedir.
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Ayrica maddenin uygulanmasi, yumurta i¢ine kiyasla ¢ok daha kolaydir (Norrby, 2006; Staton
ve dig., 2009; Stryker ve dig., 2019). Auerbach ve dig. (1974), embriyonik gelisiminin 3-4.
giinlerinde, civciv yumurtast embriyolarini bir petri kabina aktararak, tiimdr anjiyogenezini
incelemek amaciyla bir ¢alisma yapmistir. Petri kabina aktarilmasindan sonraki ilk {i¢ giinde,
embriyolarin %50’si, yumurta sarisi zarinda meydana gelen sizintilar, yumurta sarisi ve
albiiminin ortak yiizeyindeki kontaminasyon ve diger goézlemlenemeyen sebeplerden dolay1
kaybedilmistir. Bu durum, heniiz uygulama yapilamadan deney grubu sayisinin oldukg¢a
azalmasina neden olmaktadir (Auerbach ve dig., 1974). Sonug olarak ex ovo yontem, yumurta
icinde yapilan in vivo CAM yontemine kiyasla daha ¢ok bakim gerektirir (embriyolarin

kurumasi) ve daha fazla 6liim oranina sahiptir (Ribatti, 2021).

CAM yontemi, basta embriyologlar tarafindan embriyonik doku graftlarinin gelisiminin
incelenmesi i¢in kullanilmistir (Norrby, 2006). Daha sonra bu yontem, tiimor doku graftlarinin
veya hiicrelerinin uygulanmasiyla, timor anjiyogenezinin analizi ve ¢esitli maddelerin anti-
anjiyogenik potansiyellerinin belirlenmesi i¢in kullanilmaya baslanmis ve oldukca popiiler bir
in vivo yontem haline gelmistir. CAM yo6ntemi, yukarida bahsedilen ve daha sayisiz arastirmaci
tarafindan onlarca varyasyonu denenerek, siirekli gelistirilmis ve daha optimize bir deney

haline gelmistir.

Son yillarda, timor anjiyogenezinin CAM yontemi ile analizi amaciyla birgok calisma
yapilmistir. Bu calismalarda genel olarak, test maddesini igeren tiimor hiicre siispansiyonu ve

test maddesi/tiimor hiicresi igeren matrigel olmak {lizere 2 uygulama tiirii kullanilmaktadir.

Live dig. (2015), hepatoseliiler karsinoma (HCC) {izerine bir model gelistirmek amaciyla CAM
modelini kullandiklar1 ¢alismada, tiimor hiicreleri, matrigel igerisinde silispanse edilmistir.
CAM iizerine bir silikon disk yerlestirilip matrigel/hiicre siispansiyonu uygulanmis ve timor
biiylimesi i¢cin 5-7 giin beklenerek deney sonlandirilmistir. Deney sonunda, embriyolarin
hayatta kalma oraninin %93 oldugu ve bu embriyolarin %100’tinde tiimdr olusumunun basarili

bir sekilde gerceklestigi tespit edilmistir.

Bagka bir ¢aligmada, nazofaringeal karsinoma (NPC) hiicre siispansiyonlar1 ve NPC birincil
tiimor biyopsi dokulari, embriyonik gelisiminin 8. giinlindeki yumurtanin CAM’1 {izerine bir
silikon disk igerisinde uygulanarak 5 giin boyunca gozlemlenmistir. inokiilasyondan 3 giin

sonra, NPC hiicreleri ve birincil tiimor biyopsi dokularinin %100’iinde mikro tiimér olusumu
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belirlenmis, ayrica anjiyogenez yoluyla tiimdr biyopsi dokularinin hacminin arttifi tespit

edilmistir (Xiao ve dig., 2015).
CAM modelinin avantaj ve dezavantajlari, Tablo 2.3’deki gibi siralanabilir.

Tablo 2.3: CAM yo6nteminin avantaj ve dezavantajlari (Norrby, 2006; Nowak-Sliwinska ve dig., 2018;

Fischer ve dig., 2022).

AVANTAJLAR

DEZAVANTAJLAR

Civciv embriyolari, embriyonik gelisimlerinin
10-12. giinlerine kadar bagisiklik yetersizligiyle
karakterizedir, dolayisiyla bir inflamatuvar yanit
olmaksizin farkli tiirde tiimor hiicrelerinin veya

dokulariin inokiilasyonu yapilabilir.

Test edilecek maddelerin mutlaka ¢o6ziinebilir
olmasi gereklidir. CAM iizerine uygulanmadan
once gerekli tastyicilar igerisinde karistiriimali

ve homojen bir yapida olmalidir.

CAM iizerindeki tlimor olusumu, biiyiimesi ve
invazyonu asamalari, histokimyasal analizler ile

kolaylikla incelenebilmektedir.

Kulugkalik yumurtanin embriyonik gelisiminin
15. giiniinden itibaren devam eden CAM
deneylerinde, spesifik olmayan inflamatuvar

reaksiyonlar gozlemlenebilir.

In vivo memeli hayvan modellerinde tiimor
bliylimesi i¢in yaklasik 3-6 hafta boyunca
beklenmesi gerekmektedir. CAM yoOnteminde ise
tiimdr hiicresi inokiilasyonunu takiben 2-5 giin

icerisinde tlimor olusumu gergeklesmektedir.

Deney siiresinin kisa olmasi, tiimdriin metastazi

gibi uzun vadeli gézlemleri engellemektedir.

Deney ekipmani ve yumurtalarin maliyeti, diger
hayvan deneylerine kiyasla oldukea diisiiktiir ve

genel anlamda kolay uygulanabilir bir yontemdir.

CAM yontemi, kemik iliginden elde edilen
implantlar i¢in kullanilamaz. Bu, model i¢in bir

sinirlayict unsur olarak diisiiniilebilir.

CAM yontemi, civeiv embriyolari gelisimlerinin
14. giiniinii gecmedigi siireyle yapildiginda etik

kurul onay1 gerektirmez.

CAM zaten vaskiiler bir yapiya sahiptir ve bu

ozelligi, yeni damarlarin tespit edilmesini

zorlastirir.

In vivo hayvan deneylerinde, 6rnegin farelerde,

icerisindeki ~ hayvanlarim  genetik

grup

heterojenite ~ gostermemesi  gerekmektedir,

CAM, oksijen gerilimlerine kars1 ¢ok hassas bir
membrandir, dolayisiyla yumurtada pencere

acildiktan sonra sikica kapatilmasi ve havayla
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deneylerde aymi genetik arka plandan gelmis || temasinin  mimkiin oldugunca engellenmesi
hayvanlar  kullanii. =~ CAM  yo6nteminde || gerekmektedir.

kullanilan civciv embriyolarinda hem boyle bir
sorun yoktur hem de erkek veya disi ayrimi
olmadan heterojen bir grupta deneyler

yapilabilmektedir.

2.4. KANSER TERAPISINDE DOGAL KAYNAKLI BILESIKLER

Kanser hastalig1, genellikle uzun soluklu bir tedavi siireci gerektirmektedir. Kanser tedavisinde
kullanilan kemoterapi ve radyoterapi, yan etkileri ve doza bagli direng géstermeleri nedeniyle
siirl etkinlige sahiptir. Bu durum, yeni bir potansiyel terapiye duyulan ihtiyaci arttirmaktadir.
Anjiyogenezin tiimdr billylimesi, invazyonu ve metastazindaki kilit rolii g6z 6niine alindiginda;
timor biylimesini, tiimorlerde damarlanmay1 bozarak baskilayan anti-anjiyogenik tedaviler
umut vadetmektedir. Bu yaklagim, tiimor anjiyogenezinin baskilanmasini hedefleyerek etki
gosteren inhibitorleri, kanser terapisi igin potansiyel bir ila¢ haline getirmektedir (Fakhri ve

dig., 2021).

VEGF, anjiyogenez siireci boyunca endotelyal hiicrelerin fonksiyonu, proliferasyonu ve
gOclinii, gesitli sinyal yolaklari iizerinden diizenleyebilmesi nedeniyle, anti-anjiyogenik terapi
icin onemli bir ajan olarak goriilmektedir (Maj ve dig., 2016). Kanser terapisinde kullanilan ve
monoklonal bir antikor olan Bevacizumab, Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ila¢ Dairesi
(FDA) tarafindan onaylanmis ilk VEGF-hedefli ajandir (Ansari ve dig., 2022). Klinik
caligmalar, ilerlemis kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri (NSCLC) hastalarinda
Bevacizumab ve kemoterapi kombinasyonunun, ilk tedavide sagkalimi iyilestirdigini

gostermistir (Sandler, 2007).

Kanser tedavisinde uygulanan anti-anjiyogenik ilaglarin énemli bir boliimiiniin, bitkilerden
izole edilen fitohormonlar, polifenoller, alkaloidler veya terpen gruplarmna ait, anti-kanser
etkinligi olan biyoaktif bilesikler oldugu bilinmektedir. Curcuma longa L. (zerdegal), Camellia
sinensis (L.) Kuntze (yesil ¢ay), Ginkgo biloba L., Capsicum frutescens L. (ac1 biber), Berberis
vulgaris L. (adi kadintuzlugu), Aloe vera (L.) Burm. f. (Aloe vera), Apium graveolens L.
(kereviz) ve Panax ginseng L. (ginseng)’ten izole edilen dogal biyoaktif bilesikler, anti-kanser

aktivite gosteren Onemli fitokimyasallardan bazilaridir. Taxol (Taxus brevifolia Nutt.),
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Combretastatin (Combretum caffrum (Eckl. & Zeyh.) Kuntze), Camptothecin (Camptotheca
acuminata) ise bitkilerden izole edilen fitoterapétiklerden tiiretilmis anti-kanser ilaglara
ornektir. Bu fitokimyasallar, mevcut anti-anjiyogenik ilaglar ile ayn1 terapotik etkilere sahip
olmalarinin yani sira; kemoterapdtiklerin yan etkilerini sinirlamalari, diisiik toksisite profilleri,
kolay ulasilabilirlikleri, diisiik maliyetleri ve c¢ok hedefli etkinlikleriyle de 6n plana
cikmaktadir. Bu veriler, timor anjiyogenezinin inhibisyonunda ve dolayisiyla kanser
terapisinde, dogal biyoaktif bilesiklerin 6nemini vurgulamaktadir (Fan ve dig., 2006; Wang ve

dig., 2015).
2.4.1. Silibinin

Silibinin, Asteraceae ailesinin Silypbum marianum L. Gaertn (siit devedikeni) tohumlarindan
izole edilen silimarinin ana biyoaktif bilesenidir ve flavonoidlerin alt sinifi olan
flavonolignanlarin bir tiyesidir (Verdura ve dig., 2021). Silimarin, binlerce yildir, yilan zehrine
ve bocek 1sirmalarma karsit kullanilmaktadir. 1970’lerde, Diinya Saghk Orgiiti (WHO)
tarafindan resmi ila¢ olarak siiflandirilan silimarin, hepatoprotektif bir ajan olarak karaciger
hastaliklarinin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Silimarinin dort izomerinden
(silibinin, izosilibin, silichristin ve silidianin) biri olan silibinin, bu kompleks bilesigin yaklagik
%60’1m1 olusturmaktadir. Ayrica silibininin kendisi de Silibinin A ve Silibinin B olmak tizere
iki diastereomerin 1:1 orandaki karistmindan olusmaktadir (Wang ve dig., 2015; Luo ve dig.,
2019; Verdura ve dig., 2021) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5: Silibininin molekiiler yapisi. https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Silibinin [Ziyaret
Tarihi 17.05.2024].

Silibinin; antioksidan, hipokolesterolemik, anti-tiimor, kardiyoprotektif, néroprotektif, anti-
viral, antibakteriyal olmak {izere bir¢ok biyolojik aktiviteye sahiptir (Luo ve dig., 2019; Das ve
Banik, 2021). Son yillarda silibinin ve anti-kanser etkinligine dair ¢alismalar artis gostermistir.

HT-29 (insan kolon kanseri) hiicreleri silibinin ile tedavi edildiginde, kanser hiicrelerinin
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bliylimesi, hiicre dongiisiiniin GO/G1 ve G2/M evrelerindeki duraksamalar {izerinden, doza ve
zamana bagli olarak inhibe edildigi bildirilmistir (Agarwal ve dig., 2003). Baska bir ¢alisma,
silibinine maruz birakilan HUVEC (insan umblikal ven endotel hiicresi) hiicrelerinde, kontrole
kiyasla tiip olusumunun azaldigini bildirmistir. Ayn1 ¢alismada, A549 (insan kii¢iik hiicreli
olmayan akciger kanseri) hiicre sayisinin, 48 saat boyunca silibinine maruz birakildiktan sonra
doza bagli olarak azaldig1 tespit edilmistir (Rugamba ve dig., 2021). Prostat tiimorlii farelerde
yapilan bir caligmada, fareler 11 hafta boyunca silibinin fosfatidilkolin ile beslendiklerinde,
farelerin timorlerindeki biiytimenin %60 oraninda inhibe edildigi ve tiimdr ilerleyisinin, doza
bagli olarak epitel i¢i neoplaziden farklilasmis adenokarsinom seviyelerine kadar baskilandigi
goriilmiistlir. Ayrica diyetteki silibinin, VEGF ve VEGFR2 ifadesini ve tiimér mikro damar
yogunlugunu baskilayarak, anjiyogenezi onemli dl¢iide inhibe etmistir (Singh ve dig., 2008).
Baska bir calismada, hipoksik kosullara maruz birakilan HelLa (insan servikal karsinom) ve
Hep3B (hepatoseliiler karsinom) hiicrelerindeki HIF-l1alfa birikiminin, silibinin tedavisiyle
tamamen inhibe edildigi gosterilmistir. Ayrica silibinin, hipoksi ile indiiklenen VEGF ifadesini

de azaltmistir (Garcia-Maceira ve Mateo, 2009).

Silibinin, in vitro ve in vivo ¢alismalarda, potansiyel bir anti-kanser ilag olarak yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Bir dezavantaji, maddenin diisiik biyoyararlanimli olmasidir. Bu
0zelligi, silibininin anti-kanser etkinliginin sinirlanmasina neden olmaktadir, ayn1 zamanda
terapotik dozda silibinin elde edilmesini zorlastirabilmektedir. Bu durum, yeni silibinin
formiilasyonlar1 veya kapsiillenmis nanopartikiiller kullanilarak ¢oziilmeye calisiimaktadir.
Silibinin maddesinin diger terapilerle kombinasyonu, kanser i¢in timit vadeden bir tedavi olarak

goriilmektedir (Bosch-Barrera ve dig., 2017; Luo ve dig., 2019).
2.4.2. Plumbagin

Plumbagin, Plumbaginaceae, Droseraceae ve Ebenaceae gibi farkli tibbi bitki ailelerinden elde
edilen bir naftokinon bilesenidir. Ayni zamanda, K3 vitamininin yapisal analogudur (Sekil 2.6).
Plumbaginaceae ailesinden Plumbago zeylanica L. bitkisi, plumbagin elde edilen bitkiler
icerisinde en bilinen tibbi bitkidir (Yin ve dig., 2020; Petrocelli ve dig., 2023).
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Sekil 2.6: Plumbaginin molekiiler yapisi https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Plumbagin
[Ziyaret Tarihi 17.05.2024].

Plumbagin; antioksidan, antibakteriyel, anti-fungal, analjezik, anti-inflamatuvar, anti-diyabetik
ve anti-kanser gibi ¢esitli biyolojik aktivitelere sahip bir ikincil metabolittir (Yin ve dig., 2020;
Petrocelli ve dig., 2023). Plumbaginin anti-kanser etkinligi iizerine yapilan bir ¢alismada, ER+
MCF-7 ve ER-MDA-MB-231 (insan meme kanseri) hiicrelerinde proliferasyonun doza bagl
olarak azaldigi, tstelik MCF-10A (timorojenik olmayan normal insan meme kanseri)
hiicrelerinde toksik etki gostermedigi tespit edilmistir (Ahmad ve dig., 2008). Baska bir
caligmada, OVCAR-5 (insan ovaryum kanseri) hiicre siispansiyonu ile tiimdr olusturulan
farelere plumbagin tedavisi uygulandiginda, tiimor biiylimesinin baskilandigr ve tiimor
hacminin kontrol grubuna kiyasla azaldig1 gosterilmistir. Ayni ¢alismada, BRCA2 gen eksikligi
olan PEO-1 ve sisplatine direngli, BRCA2 geni aktif PEO-4 (insan ovaryum kanseri)
hiicrelerinde in vitro plumbagin tedavisinin, VEGF-A faktoriinii 6nemli 6lgiide inhibe ettigi
bildirilmistir. HUVEC (insan umblikal ven endotelyal hiicre hatt1) hiicrelerinde ise plumbagin
tedavisi, VEGF iizerinden yukar1 diizenlenen pro-anjiyogenik sinyalizasyonu ve endotelyal
hiicrelerin cogalmasini baskilamistir (Sinha ve dig., 2013). A549 ve NCI-H522 akciger kanseri
hiicrelerinde, 24 saatlik plumbagin tedavisinin hiicre ¢cogalmasini énemli 6l¢iide inhibe ettigi,
bir bagka ¢aligmada rapor edilmistir. Ayrica plumbagin uygulamasi, bu hiicrelerin koloni
olusturma yetenegini ve gdo¢ hareketini baskilamistir. Ayni ¢aligmada plumbaginin, A549
hiicreleriyle olusturulan sferoidlerin boyutunu doza bagli olarak azalttig1 bildirilmistir (Tripathi
ve dig., 2020). PTEN-kosullu knockout farelerin, kisirlastirilarak plumbagin igeren bir diyetle
beslendigi ¢aligmada, plumbaginin, prostat tiimorii agirliginin doza bagl olarak 6nemli dlgiide
azalttig1 bildirilmistir. Ayrica, plumbagin tedavisinin karaciger, akciger, bobrek ve dalak
dokularinda herhangi bir toksik etkisi bulunmadig1 da tespit edilmistir. Kontrol gruplarinda
saptanan epitelyal neoplazinin yaygin oldugu; ancak plumbagin tedavi gruplarinda doza bagl
olarak invaziv adenokarsinomlarin biiylik 6l¢iide azaldig: bildirilmistir (Hafeez ve dig., 2015).

Plumbaginin tiimdr anjiyogenezi lizerine etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada, plumbagin
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uygulanan HUVEC hiicrelerinde, kilcal tiip benzeri yapilarin olusumunun doza bagli olarak
inhibe edildigi gosterilmistir. Plumbagin ayrica, VEGF ile uyarilan HUVEC hiicrelerinin gog
hareketini 6nemli &lgiide baskilamistir. /n vivo CAM yodnteminde, plumbagin uygulanan
embriyoda, plumbaginin kontrole kiyasla mikro damarlarin sayisini azalttigi gosterilmistir.
Kornea anjiyogenez yonteminde, farelerde VEGF uygulamasiyla indiiklenen anjiyogenezin,
plumbagin tedavisiyle 6nemli dlgiide baskilandigi tespit edilmistir. Ayni ¢alismada, HCT116
(insan kolon karsinoma) ve PC-3 (insan prostat kanseri) hiicreleriyle timor olusturulmus
farelerde, plumbagin tedavisinin iki timoriin de hacimlerini kontrol grubuna gdre onemli

derecede azalttig1 goriilmiistiir (Lai ve dig., 2012).

Plumbagin, gesitli kanser tiirlerinde anti-kanser ve anti-anjiyogenik etkinlik gosteren, kanser
terapisi i¢in umut vadeden dogal bir biyoaktif bilesiktir. Bitkilerden izole edilen diger biyoaktif
bilesiklerin ¢ogunda oldugu gibi plumbagin de diisiikk biyoyararlanima sahip bir maddedir
(Petrocelli ve dig., 2023). Bu nedenle, potansiyel anti-kanser ilag ¢alismalarinda énemli bir
aday olan plumbaginin, biyoyararlanimi  yiiksek  nanopartikiil  formiilasyonlar

gelistirilmektedir.
2.4.3. Berbamin

Berbamin, Berberidaceae ailesine mensup Berberis amurensis, Berberis vulgaris ve Berberis
poiretii bitkilerinden izole edilen bir bis-benzilizokinolin alkaloididir (Sekil 2.7). Berberis
tiirleri, geleneksel Cin tibbinda hipertansiyon, kronik kolesistit, hepatit, kanser, dizanteri,
enterit ve iskemik kalp rahatsizliklar1 olmak iizere birgok hastalikta yaygin olarak
kullanilmaktadir (Zhao ve dig., 2020; Farooqi ve dig., 2022; Yu ve dig., 2022; Liu ve dig.,
2023). Berberis tiirlerinde bulunan ana biyoaktif bilesikler, berberin ve berbamindir. Berberis
cinsi, yaklagik 500 tiir igermektedir ve bu bitkiler antimikrobiyal, anti-emetik, anti-piretik,
antioksidan, anti-inflamatuvar, hipotansif, anti-aritmik, sedatif, anti-nosiseptif ve anti-
kolinerjik olmak iizere cesitli biyolojik aktivitelere sahiptir (Mokhber-Dezfuli ve dig., 2014;
Liu ve dig., 2021).
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Sekil 2.7: Berbaminin molekiiler yapist [https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/16217067
Ziyaret Tarihi 17.05.2024].

Berbaminin kolorektal kanser iizerine etkilerinin incelendigi ¢alismada, HT-29, HCT116,
RKO, SW480 kolorektal kanser hiicreleri, 24 saat berbamine maruz kaldiklarinda,
cogalmalarinin baskilandig1 ve HT-29, HCT116, RKO hiicrelerinde, kontrole gore berbamin
uygulanan grubun doza bagh olarak koloni sayisinin azaldig tespit edilmistir. Ayni ¢aligmada,
HCT116 hiicreleriyle olusturulan timdr modelinde, berbamin uygulamasi yapilan farelerde
timor agirhiginin kontrole kiyasla azaldigi bildirilmistir (Liu ve dig., 2023). Bagka bir
caligmada, A549 hiicreleriyle tiimor olusturulan farelerde berbamin ile tedavinin, tiimor
hacmini kontrole gore onemli Ol¢iide azalttigi gosterilmistir. Ayrica, berbamin uygulanan
farelerde akciger dokusunun agirhginin ve dokudaki nodiillerin sayisinin da azaldigi
gosterilmigtir. Berbaminin, A549 ve PC-9 (insan akciger adenokarsinoma) hiicrelerinin
cogalmasini zamana ve doza bagli olarak inhibe ettigi ve hiicrelerin go¢iinlin ve invazyonunun
doza bagli olarak baskilandig1 da bildirilmistir (Liu ve dig., 2021). Yine A549 hiicreleriyle
yapilan bir caligma, berbamin uygulamasinin konsantrasyona bagli olarak, hiicrelerde
biiylimeyi inhibe ettigini gostermistir. A549 hiicreleriyle tiimdr olusturulan farelerde berbamin
tedavisi, doza bagl olarak tlimorlerin biiylimesini 6nemli 6l¢iide baskilamistir (Hou ve dig.,
2014). Kim ve dig. (2021), US7MG (glioblastoma) hiicrelerini matrigel i¢inde kuluckalik
embriyonun CAM’i {izerine ekerek berbaminin anti-anjiyogenik etkinligini incelediklerinde,

kontrole gore tiimdr biiyiimesini dnemli 6l¢iide inhibe ettigini rapor etmislerdir.

Berbamin, anti-kanser etkinligi iizerine halen bir¢ok arastirma yapilan 6nemli bir dogal
biyoaktif bilesiktir, ancak bu aktivitesini hangi sinyal yolaklarinin diizenlenmesi iizerinden
gerceklestigi konusunda yeterli ¢aligma bulunmamaktadir. Bir kemoterapi ilact olan sorafenib

ile sinerjistik etkinligi ve ilacin yan etkilerini azaltarak ilaca duyarliligini arttirabilmesi (Zhao
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ve dig., 2020), berbaminin kombine kanser terapilerinde umut vadeden bir bilesik oldugunu

gostermektedir.
2.4.4. Combretastatin

Combretastatin, Combretum caffrum (Eckl. & Zeyh.) Kuntze (Afrika ¢alisi) tiiriinde bulunan,
fenolik stilben grubuna mensup dogal bir bilesiktir. Combretaceae ailesinin bir¢ok iiyesi,
Afrika ve Hindistan'da geleneksel tipta (akrep sokmasi, kardiyovaskiiler hastaliklar) yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bu ailenin tiyeleri olan combretastatinler, kolsisin (dogal tiibiilin
polimerizasyon inhibitorii) ile paylastigi yapisal benzerlikleri nedeniyle kolsisinoidler olarak
da bilinmektedirler (Cirla ve Mann, 2003; Seddigi ve dig., 2017; Nainwal ve dig., 2019) (Sekil
2.8).

Sekil 2.8: Combretastatinin molekiiler yapisi
[https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Combretastatin Ziyaret Tarihi 17.05.2024].

Combretastatin ilk kez yaklasik 40 y1l 6nce, Pettit ve dig. (1982) tarafindan Combretum caffrum
(Eckl. & Zeyh.) Kuntze bitkisinin kabuklarindan izole edilmistir. Combretastatinler (CA)
yapisal oOzelliklerine gore A (stilbenler), B (dihidrostilbenler), C (fenantrenler) ve D
(makrosiklik laktonlar) olmak iizere dort gruptan olusmaktadir (Karatoprak ve dig., 2020).
Kimyasal yapist nedeniyle genellikle aragtirmalarin asil konusu, Combretastatin A grubu
bilesikleri olmustur. Pettit ve digerleri, combretastatinlerin g¢ogunun izole edilmesi,
biyoyararlanim ve terapdtik agidan daha giiclii combretastatin tiirevlerinin sentezlenmesi
alanlarinda oncii arastirmalar yaparak, bu dogal biyoaktif bilesigin gelistirilmesine en dnemli
katkiy1 saglamiglardir (Pettit ve dig., 1987; Pettit ve dig., 1989). 1989 yilinda Pettit ve digerleri
tarafindan tanimlanan Combretastatin A-4 (CA-4), Combretum caffrum tiiriniin bilesenleri

arasinda, kolsisin baglanma bdlgesinde (kolsisinin de mikrotiibiillere baglandig1 bolge
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oldugundan bu sekilde bilinmektedir) tiibiiline baglanma ve inhibisyon hizi nedeniyle en giiclii
anti-mitotik ajan ve dolayisiyla en giiclii form olarak kabul edilmektedir (Pettit ve dig., 1987;
Pettit ve dig., 1989; Cirla ve Mann, 2003; Nainwal ve dig., 2019) (Sekil 2.9).

Sekil 2.9: CA-4’tin molekiiler yapisi [https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5351344 Ziyaret
Tarihi 17.05.2024].

CA-4; antioksidan, anti-inflamatuvar, anti-mitotik, anti-mikrobiyal olmak {izere birgok
biyolojik aktiviteye sahip bir cis-stilbendir (Karatoprak ve dig., 2020). CA-4 ve tiirevleri
tizerinde en ¢ok ¢alisilan etkinlik ise anti-kanser ve anti-anjiyogenik aktiviteleridir. Grosios ve
dig. (1999), MAC 15A ve SW620 (kolon kanseri) timor modellerinde, CA-4 ve suda
¢oziinebilen bir 6n ilact olan CA-4-fosfat (CA-4P) ile tedavi edilen tiimorlerde, bir doz CA-4
veya CA-4P tedavisinden yalnizca 2 saat sonra hemorajik nekroz belirtileri gézlemlemis, 4 saat
sonra ise yogun nekrotik alanlar tespit etmislerdir. MAC 15 ortotopik tiimor modelinin, birincil
tiimoriin yani1 sira, metastatik pargalarin da oldukca zengin bir vaskiiler sistem olusturabildigi,
buna karsin tedavi edilen farelerde metastatik parcalarin kiigiik ve avaskiiler oldugu ve
dolayisiyla CA-4 ve CA-4P’nin birincil tlimdrlerin yani sira metastatik timorlerde de etkili
oldugu bildirilmistir. Bagka bir ¢aligmada, anjiyogenik faktorler olan FGF-2 veya VEGF-A ile
uyarilan HUVEC hiicrelerinde CA-4P’nin toksik olmayan konsantrasyonlarinin, hiicre
cogalmasin1 Onemli Ol¢iide inhibe ettigi goriilmiistiir. Ayn1 zamanda CA-4P, HUVEC
hiicrelerinde kilcal tiip olusumunu da 6nemli 6l¢iide inhibe etmistir (Vincent ve dig., 2005). Su
ve dig. (2016a), MCF-7, T47D (insan meme kanseri), A549 ve 5-8F (nazofaringeal karsinom)
hiicrelerine CA-4 uygulamasinin, hiicre ¢ogalmasini inhibe ettigini bildirmislerdir. Ayrica, in
vivo CAM yonteminde CA-4 uygulamasi, 48 saatlik tedavinin ardindan kontrol grubuna kiyasla
doza bagh olarak, yeni kilcal damar olusumunu baskilamistir. Yine bu calismada, hipoksik
kosullarda CA-4 tedavisinin, HUVEC hiicrelerinde VEGF ekspresyonunu inhibe ettigi de
bildirilmistir. Baska bir ¢alismada, CA-4’iin farkli dozlarina 24 saat boyunca maruz kalan U-
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87 MG (glioma) hiicrelerinde go¢ ve invazyon yeteneginin baskilandigi ve ayrica MMP-2 ve
MMP-9 enzimlerinin aktivitelerinin inhibe edildigi bildirilmistir (Roshan ve dig., 2023).

Combretastatin  A-4’in anti-kanser ve anti-anjiyogenik etkinlikleri, bu bilesigi kanser
terapisinde Onemli bir yere koymaktadir. Biyoyararlanimin daha yiiksek oldugu, suda
¢ozlinebilen tiirevleri, umut verici sonuglar vermistir ve hali hazirda kati timdrlerin terapisinde

kullanilmak tizere klinik ¢calismalar1 ylriitilmektedir (Seddigi ve dig., 2017).
2.4.5. Lentinan

Lentinan, Sitaki Mantar1 olarak da bilinen Lentinula edodes tiiriinden izole edilen bir
polisakkarittir. Sitaki Mantari, geleneksel Cin tibbinda, ¢esitli hastaliklarin tedavisinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Lentinan, molekiiler yapisinda -1,3-D-glukan icermektedir. f-glukan,
en ¢ok arastirilan polisakkarittir ve biyolojik yanit degistiriciler olarak kabul edilmektedir. Ayn1
zamanda lentinanin, anti-timor ve anti-inflamatuvar basta olmak iizere farmakolojik
etkinliklerinin sorumlusu olan anahtar bir bilesendir (Sekil 2.10). Anti-inflamatuvar ve anti-
timor etkinliklerinin yani sira, lentinanin immiinomodiilator, antibakteriyal, hipolipidemik,
anti-virts, hipoglisemik aktiviteleri de bilinmektedir (Zhang ve dig., 2018; Meng ve dig., 2020;
Zhou ve dig., 2024).

Sekil 2.10: Lentinanin molekiiler yapisi [https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/37723 Ziyaret
Tarihi 17.05.2024].

Li ve dig. (2021), A549 ve 16HBE (normal insan bronsiyal epitelyal) hiicrelerinin lentinan ile
24 saatlik inkiibasyonunda, saglikli hiicrelere kiyasla akciger kanseri hiicrelerinde doza bagl
olarak daha fazla toksisite gosterdigini bildirmislerdir. Ayni ¢alismada, A549 hiicrelerinin

koloni olusturma egiliminin, lentinan tarafindan baskilandigi da gosterilmistir. Bir baska
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calisma, LAP0297 (akciger karsinomu) ve CT26 (kolorektal kanser) hiicreleriyle olusturulan
tiimorlerde, farelerin diisiik dozlarda lentinan ile tedavisinin, kontrole goére tiimor biiylimesini
inhibe ettigini gostermistir. Ayrica LAP0297 akciger karsinomlu farelerin lentinan ile 30
glinlik tedavisinin, tiimor hacmini kalici olarak azaltarak, uzun vadede anti-anjiyogenik
aktivite gosterebildigi tespit edilmistir (Deng ve dig., 2018). Baska bir c¢alismada, 24 saat
lentinana maruz birakilan S180 fare sarkoma ve MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin
cogalmasinin doza bagli olarak inhibe edildigi, ancak sisplatin uygulamasma kiyasla
inhibisyonun daha az oldugu rapor edilmistir. Ayni ¢alismada, S180 tiimor modeli olusturulan
farelerde lentinan tedavisinin, kat1 tiimorleri inhibe ettigi, ancak yine bir kemoterapi ilaci olan
siklofosfamid tedavisiyle kiyaslandiginda, anti-tiimor etkinliginin daha az oldugu bildirilmistir

(Zhang ve dig., 2015).

Lentinan ve anti-kanser etkinligiyle ilgili literatiirdeki ¢alismalar, lentinanin kombine
terapilerdeki rolii lizerine yogunlasmistir. Gergekten de lentinan, kombine caligsmalarda daha
giiclii bir anti-kanser etkinin meydana gelmesini saglamistir. A549 hiicrelerinde lentinan ve
paklitakselin kombine tedavisinin, hiicre ¢ogalmasini, tek basina paklitakselin etkinligine
kiyasla daha giiclii bir sekilde inhibe ettigi bir ¢alismada rapor edilmistir (Liu ve dig., 2015).
Lentinan ve kombinasyonlar1 ile hali hazirda gastrik kanser ve akciger kanserinin klinik
caligmalar1 siirdiiriilmektedir (Zhou ve dig., 2024), ancak bu alanda yapilacak daha g¢ok

arastirmaya gereksinim duyulmaktadir.

Biitiin bu bilgilerin 1s181nda ¢alismamizda, birgok biyolojik aktiviteye sahip CA-4, plumbagin,
berbamin, silibinin ve lentinan dogal biyoaktif bilesiklerinin, kiigiik hiicreli olmayan akciger
kanseri hiicreleri ilizerindeki sitotoksik aktivitesinin belirlenmesi ve etkili olan biyoaktif
bilesiklerin, in vitro anjiyogenez ve in vivo tiimdr anjiyogenezi iizerindeki aktivitelerinin

arastirilmasi amaclanmistir. \
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. IN VITRO CALISMALAR
3.1.1. Hiicre Kiiltiirii

Calismada, A549 insan akciger adenokarsinom hiicre hatt1 (ATCC CCL-185) ve HUVEC insan
umblikal ven endotelyal hiicre hatt1 (ATCC CRL-1730) kullanildi. A549 ve HUVEC hiicrelert,
%10 fetal sigir serumu (FBS, GIBCO), %1 penisilin/streptomisin (P/S, GIBCO) ilave edilerek
hazirlanan Dulbecco’nun modifiye Eagle medyumunda (DMEM, GIBCO), 37°C’de, 1
atmosfer basing altinda ve %5 CO2’li etiivde inkiibe edildi.

3.1.1.1. Hiicrelerin Pasajlanmas

Hiicreler, cogaltildiklar1 75 cm?’lik (T75) hiicre kiiltiir kabinin tiim yiizeyini kapladiginda, pasaj
islemi gerceklestirildi. Oncelikle, kiiltiir kabindaki besiyeri bosaltildi ve hiicreler kalsiyum ve
magnezyum icermeyen fosfat tamponlu tuz c¢ozeltisi (PBS, WISENT) ile yikanarak,
yapigsmayan hiicreler uzaklastirildi. Ardindan %0,25°1ik Tripsin-EDTA soliisyonu (GIBCO)
eklenerek, kiiltiir kabinin yiizeyine yapisan hiicrelerin kaldirilmasi i¢in 1 dakika 37°C’de ve %5
CO2’li etiivde inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda kiiltiir kabina besiyeri ilave edilerek
enzim aktivitesi inhibe edildi. Daha sonra hiicreler kiiltiir kabindan santrifiij tiiplerine
aktarilarak, 1500 devirde 5 dakika santrifiij edildi. Tiiplerdeki siipernatant atilarak hiicre
peletine DMEM besiyeri eklendi ve hiicre siispansiyonu yeni hiicre kiiltiir kaplarina aktarilarak,
belirtilen kosullarda inkiibasyona birakildi. /n vitro deneylerin devami boyunca A549 ve

HUVEC hiicreleri i¢in 2 giinde bir pasaj islemi yapildu.
3.1.1.2. Hiicrelerin Ekimi

Sitotoksik aktivite deneylerinde kullanilacak olan hiicre sayisi, Thoma laminda sayilarak
hesaplandi. Bunun i¢in kiiltlir kaplarma tripsin-EDTA soliisyonu eklendi ve ylizeye yapisan
hiicreler kaldirilarak santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 siipernatant uzaklastirilarak hiicre peleti
DMEM besiyeri ile siispanse edildi. Bu siispansiyondan yeterli miktarda lama alinarak,
mikroskop altinda hiicre sayimi yapildi. Sitotoksik aktivite deneyleri icin A549 ve HUVEC
hiicreleri, 96 kuyucuklu plakalara 5000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekildi. Ekimi yapilan
hiicreler 37°C’de ve %5 CO2’li etiivde 24 saat inkiibasyona birakildi.
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3.1.1.3. Biyoaktif Bilesiklerin Hazirlanmasi

Deneyde kullanilacak olan dogal biyoaktif bilesikler Combretastatin A-4 (CA-4, Sigma
Aldrich, C7744) Plumbagin (Sigma Aldrich, P7262), Berbamin (Sigma Aldrich, 547190),
Silibinin (Sigma Aldrich, S0417) ve Lentinan (Santa Cruz, SC-499200A) ticari olarak temin
edildi. Biyoaktif maddelerin A549 ve HUVEC hiicrelerine uygulanacak konsantrasyonlar1 CA-
41¢in 1 uM, 2 uM, 5 uM, 10 uM; plumbagin i¢in 0,1 uM, 1 uM, 3 uM, 5 uM, 10 uM; berbamin
icin 2,5 uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM, 40 puM; silibinin icin 10 pM, 25 uM, 50 uM, 75 uM, 100
uM, 200 uM ve lentinan i¢in 20 uM, 40 uM, 80 uM, 160 uM, 240 uM, 320 uM olacak sekilde
belirlendi. Biyoaktif maddeler belirlenen konsantrasyonlarda, HUVEC ve A549 hiicrelerinin
besiyeri olan yiiksek glikozlu DMEM ile sulandirilarak hazirlandi.

96 kuyucuklu plakalarda 24 saat inkiibe edilen hiicrelerden, bu siirenin sonunda besiyerleri
mikropipet yardimiyla ¢ekilerek uzaklastirildi ve hazirlanan konsantrasyonlardaki biyoaktif
maddeler 100 pl olacak sekilde her hiicre kabmna verildi. Daha sonra, kontrol ve deney
gruplarini igeren 96 kuyucuklu plakalarin sitotoksik aktivite analizinin yapilmasi i¢in 24, 48 ve

72 saat boyunca inkiibasyona birakildi.
3.1.2. Sitotoksik Aktivite Analizi
3.1.2.1. MTT Hiicre Canlilik Testi

Bu yoOntem, sar1 renkte ve suda ¢oziinme Ozelligindeki 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil
tetrazolyum bromid (MTT) maddesinin, metabolik olarak aktif canli hiicrelerde bulunan
mitokondriyal dehidrogenaz enzimleri tarafindan mor renkte ve suda ¢oziinmeyen formazan
kristallerine indirgenmesine ve bu renkli reaksiyonun kolorimetrik olarak oOlgiilebilmesine
dayanmaktadir. Mor rengin yogunlugu, hiicre metabolik aktivitesi ve dolayisiyla canli hiicre

sayisi ile dogru orantilidir (Mosmann, 1983).

MTT (Sigma Aldrich) soliisyonu, PBS igerisinde 5 mg/ml yogunlukta hazirlandi.
Combretastatin  A-4, plumbagin, berbamin, silibinin ve lentinan, 3.1.1.3.’de belirtilen
konsantrasyonlarda hazirlanarak, 100 pl/kuyucuk olacak sekilde, 96 kuyucuklu plakalardaki
A549 ve HUVEC hiicrelerine verildi. Kontrol ve deney gruplarimi igeren 96 kuyucuklu
plakalarin 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda, her kuyucuga 30 pl olacak sekilde

MTT soliisyonu verilerek, 4 saat siiresince karanlik ortamda 37°C’de ve %5 CO2’li etiivde
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inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda, kuyucuklardaki MTT iceren besiyerleri, kristalize
formazanlara dikkat edilerek mikropipet yardimiyla uzaklastirildi. Ardindan her kuyucuga 100
ul dimetil stilfoksit (DMSO) (Merck) eklenerek, formazan kristallerin ¢oziinmesi saglandi ve
96 kuyucuklu plakalar, orbital calkalayicida 5 dakika boyunca 150 devirde birakildi. Bu siire
sonunda, renkli reaksiyonun absorbans degerleri mikroplaka okuyucu ile 570 nm dalga
boyunda o6l¢iildi. Hiicrelerin % canlilik analizi, kontrol gruplarinin absorbans degerlerinin
ortalamast %100 olarak kabul edilerek yapildi. MTT deneyi, her biyoaktif maddenin
konsantrasyonu 3 kuyucuk c¢alisilarak, 2 kez tekrar edildi.

3.1.2.2. Siilforodamin B Hiicre Canlilik Testi

Siilforodamin B (SRB) testi, SRB’nin hiicrelerin protein bilesenlerine baglanma yetenegine
dayanmaktadir. Parlak pembe renkteki SRB, trikloroasetik asit (TCA) yardimiyla asidik
kosullar altinda hiicresel proteinlere stokiyometrik olarak baglanma ve bazik kosullar altinda
ayrisma Ozelligine sahiptir; dolayisiyla baglanan boya miktari ile hiicre kiitlesi dogru orantilidir

(Vichai ve Kirtikara, 2006; Orellana ve Kasinski, 2016).

Combretastatin A-4, plumbagin ve berbamin, 3.1.4 boliimiinde belirtilen konsantrasyonlarda
hazirlanarak, HUVEC ve A549 hiicrelerine verildi. Kontrol ve deney gruplarini igeren 96
kuyucuklu plakalarin 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda, her kuyucuga 50 pl
%50’lik TCA (Sigma Aldrich) eklenerek +4°C’de 1 saat boyunca fikse edildi. Bu siire boyunca
hiicresel proteinlerin fiksasyonu gercgeklestirildikten sonra, TCA’nin kuyucuklardan
uzaklastirilmasi i¢in tiim kuyucuklar 5 kez deiyonize su ile yikandi. Ardindan 96 kuyucuklu
plakalar oda sicakliginda kurumaya birakildi. Kuyucuklar tamamen kuruduktan sonra, %]l
asetik asit (Merck) ile %0,4’lik oranda hazirlanan SRB soliisyonu (Sigma Aldrich),
kuyucuklara 50 pl olacak sekilde eklendi ve 30 dakika boyunca karanlikta, oda sicakliginda
inkiibasyona birakild:. Inkiibasyon siiresi sonunda, tiim kuyucuklar 5 kez %1’lik asetik asit ile
yikanarak hiicresel proteinlere baglanmayan boya uzaklastirildi. Kuyucuklar oda sicakliginda
tamamen kuruduktan sonra, 10 mM konsantrasyonda hazirlanan Tris bazi (VWR) her kuyucuga
150 pl eklendi ve hiicrelerdeki proteinlere baglanan SRB boyasi ayristirildi. Son olarak,
absorbans degerleri mikroplaka okuyucu ile 564 nm dalga boyunda 6l¢iildii. Hiicrelerin %
canlilik analizi, kontrol gruplarinin absorbans degerlerinin ortalamasi %100 olarak kabul
edilerek yapildi. SRB deneyi, her biyoaktif maddenin konsantrasyonlar1 3 kuyucuk ¢alisilarak,
2 kez tekrar edildi.
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3.1.3. Tiip Olusumu Analizi

Bu yontem, endotelyal hiicrelerin farklilagarak bir bazal membran matrisi olan matrigel

iizerinde tiip benzeri yapilarin olusumuna dayanmaktadir (Ponce, 2009).

Matrigel (Corning), 96 kuyucuklu plakaya 50 pl ekilerek, 37°C ve %5 CO2’li etiivde bir saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda, DMEM besiyerinde siispanse edilen HUVEC hiicreleri
(kontrol grubu) ile CA-4 (1 ve 5 uM), plumbagin (1 ve 3 uM) ve berbamin (5 ve 10 uM)
maddelerinin konsantrasyonlarini i¢eren hiicre siispansiyonlar1 (deney grubu), matrigel iizerine
50 ul olacak sekilde ekildi ve 10 saat inkiibasyona birakildi. HUVEC hiicreleri, tiip benzeri
yapilarin olusumunun gézlemlenmesi igin inkiibasyon siiresinin sonunda, Nikon Eclipse Ti-U
invert 1s1tk mikroskobu yardimiyla 10X biiyiitmede incelenerek, fotograflandi. Fotograflar,

ImageJ Angiogenesis Analyzer programi kullanilarak analiz edildi.
3.1.4. Western Blot Yontemi

Bu yontem, hiicre siispansiyonlu bir karisimdaki spesifik proteinlerin ve bu proteinlerin
molekiiler agirliginin, antikor-antijen etkilesimine bagl olarak kantitatif veya yar1 kantitatif

bigimde analiz edilmesine dayanmaktadir (Hnasko ve Hnasko, 2015).
3.1.4.1. Protein Izolasyonu

A549 hiicreleri, 6 kuyucuklu plakalara ekilerek 37°C ve %5 CO2’li etiivde 24 saat inkiibasyona
birakildi. inkiibasyon siiresinin sonunda, A549 hiicre besiyeri olan DMEM igerisinde, MTT
testi ile belirlenen ICso konsantrasyonlarinda hazirlanan CA-4 (5 uM), plumbagin (10 uM) ve
berbamin (10 uM) maddeleri her kuyucuga 2 ml uygulandi ve hiicreler tekrar inkiibe edildi.

Hiicrelerin lizis islemi i¢in 600 pul RIPA tamponu (Santa Cruz), 6 pl fenilmetilsiilfonil florid
(PMSF, Santa Cruz), 9 ul proteaz inhibitor kokteyl (Santa Cruz) ve 6 pl sodyum ortovanadat
(Santa Cruz) bir tiipte hazirlandi. Inkiibasyon sonunda, maddeli besiyeri kuyucuklardan
uzaklastirildi ve hiicreler 1 ml PBS ile yikandi. PBS kuyucuklardan uzaklastirildiktan sonra, 6
kuyucuklu plakalar bir buzun {izerine alinarak hazirlanan soguk lizis tamponu her kuyucuga
100 pl olacak sekilde eklendi ve hiicreler, silikon uglu bir spatiil yardimiyla kuyucuklardan

kazinarak toplandi.
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Lizis edilen hiicreler, 1,5 mI’lik tiiplere aktarild1 ve buzun tlizerinde 5 dakikada bir karistiricida
tutularak 30 dakika siiresince bekletildi. Bu siirenin sonunda, 10’ar saniye olmak iizere 5 defa
sonike edildi. Daha sonra tiiplerdeki hiicreler +4°C’de 13000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi, siipernatant kismi toplanarak 0,5 ml’lik tiiplere aktarildi.

3.1.4.2. Bradford Yontemi ile Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi ve Orneklerin

Hazirlanmasi

Bradford, Coomassie Brilliant Blue boyasinin proteinlere baglanarak, proteinlerin
konsantrasyonlarina gére maksimum absorbansinin 465 nm’den 595 nm’ye ve renginin kizil-
kahverengiden maviye degismesine dayanan, protein miktarinin tayini i¢in kullanilan bir

yontemdir (Kielkopf ve dig., 2020).

Standartlar, sigir serum albiimini (BSA, BioRad) kullanilarak 80, 40, 20, 10 ve 8 pug/ml
konsantrasyonlarinda hazirlandi ve 96 kuyucuklu plakanin ilgili kuyularina aktarildi. Ornekler,
distile su (dH20) ile 1:100 oraninda seyreltilerek hazirlandi ve kuyucuklara aktarildi. Her bir
kuyuya 40 pl Bradford soliisyonu (BioRad) eklendi ve karisim, kopiirtiillmeden pipetlenerek
homojen hale getirildi. Renkli reaksiyonun absorbans degerleri spektrofotometrede 595 nm

dalga boyunda olgiildii.

Ornekler, protein konsantrasyonlar1 dogrultusunda belirlenen hacimlerde alinarak, dH2O ile
toplam hacim 10 pl olacak sekilde sulandirildi ve 0,5 ml’lik tiiplere aktarildi. Beta
merkaptoetanol ve Laemmli 6rnek tamponu (LSB, BioRad) 1:20 oraninda hazirlanarak, 6rnek
tiplerine 1:1 oraninda olacak sekilde eklendi. Daha sonra tiipler, drneklerdeki proteinlerin
denatiirasyonu i¢in kuru blok 1siticiya yerlestirilerek 100°C’de 10 dakika bekletildi. Ardindan
5 dakika boyunca buz iizerinde tutularak sogutuldu ve -20°C’de saklandi.

3.1.4.3. Sodyum Dodesil Siilfat - Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ve Aktarim

Diizenekteki aparatlara takilarak yerlestirilen iki cam yiizey arasina, 1 mm kalinliga sahip hazir
gradient jel dokiildii ve hemen ardindan 10 kuyucuklu taraklar, jelin lizerine yerlestirildi. Jelin
donmas1 i¢in diizenek oda sicakliginda yaklasik 1 saat birakildi. Bu siirenin sonunda,
elektroforez tankinin igerisine jel yerlestirildi ve yiiriitme tamponu eklendi. Ik kuyucuga 5 ul

protein standardi (marker), diger kuyucuklara ise her bir drnekten 30 pg denatiire edilmis
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protein olacak sekilde belirlenen hacimler yiiklendi. Jele yiiklenen 6rnekler kademeli olarak

once 100 V gerilimde 30 dakika; sonra 120 V gerilimde 50 dakika boyunca +4°C’de yiiriitiildii.

Elektroforez siireci tamamlandiktan sonra, proteinlerin jelden nitroselilloz membrana transferi
yari-islak aktarim cihazi (BioRad) yardimiyla yapildi. Bu islemden sonra, aktarimin
gerceklestigini dogrulamak amaciyla, membranlar Ponceau S boyasi ile boyandi ve protein

bantlar1 kontrol edildi. Ardindan boya, membranlardan uzaklastirildi.
3.1.4.4. Membranlarin Bloklanmasi, Antikor Uygulamast ve Goriintiileme

Aktarim sonrast membranlar, Tris tamponlu tuz ¢ozeltisi (TBS) ile hazirlanan %2,5’1uk siit tozu
iceren bloklama soliisyonunda birakilarak, oda sicakliginda ve ¢alkalayici lizerinde 60 dakika
boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyonun sonunda bloklama soliisyonu membranlardan

uzaklastirild1 ve antikor uygulamasi yapild.

Calismada, ekstraselliiler matriks (ECM)’in proteolitik bozunmasini indiikleyen matriks
metalloproteinaz-2 (MMP-2) (Affinity Biosciences, AF0577) ve anjiyogenezde Kilit rol
oynayan Vaskiiler Endotelyal Biiytime Faktori-A (VEGF-A) (Affinity Biosciences, AF5131)
antikorlar1 kullanildi. Antikorlarin molekiiler agirliklar1 birbirinden farkli oldugundan (MMP-
2: 74 kD; VEGF-A: 27 kD), birincil antikorlar MMP-2 ve VEGF-A, %5’lik bloklama soliisyonu
ve TBS igerisinde 1:500 oraninda birlikte hazirlanarak uygulandi. Membranlar +4°C’de 16 saat
calkalayicida inkiibasyona birakildi. Bu silirenin sonunda, membranlar oda sicakliginda 1 saat
daha antikora maruz birakildi ve Tween 20 igeren TBS (TBST) ile ii¢ defa 15 dakika yikama
islemi yapildi. Yikamalarin sonunda, %5’lik bloklama soliisyonu ve TBS igerisinde 1:5000
oraninda hazirlanan ikincil antikor (Goat Anti-Rabbit IgG HRP; Affinity Biosciences, S0001)
uygulandi ve membranlar oda sicakliginda calkalayicida 60 dakika boyunca inkiibasyona
birakildi. inkiibasyonun sonunda, membranlar énce TBST ile ii¢ defa 15 dakika; daha sonra

TBS ile iki defa 5’er dakika yikandi.

Membranlar, 1:1 oraninda karistirilarak hazirlanan Peroksidaz reaktifi ve Luminol reaktifi
(BioRad) ile 5 dakika boyunca yikandi ve immiinpozitif protein bantlar1 BioRad Chemidoc MP
goriintiileme cihazi yardimiyla goriintiilendi. Protein bantlarinin densitometrik analizi Image
Lab programi kullanilarak yapildi. Membranlarin beta-aktin goriintiilenmesi referans alinarak,

gruplar arasi istatistiksel analiz yapildi.
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3.2. INVIVO CALISMALAR
3.2.1. Tiimor Anjiyogenezi Koryo-Allantoyik Membran (CAM) Yontemi

Tiimor anjiyogenezi CAM deneyi, Klingenberg ve dig. (2014); Li ve dig. (2015); Swadi ve dig.
(2018); Javed ve dig. (2022) tarafindan bildirilen yontemler modifiye edilerek gergeklestirildi.

3.2.1.1. Dollenmis Yumurtalarin Hazirlanmasi

Dollenmis kulugkalik civeiv yumurtalari, PakTavuk firmasindan temin edildi. Dollenmis
yumurtalar %70’lik etil alkol (Merck) ile silinerek 37°C sicaklikta ve %380 relatif nemdeki
kulugka etiiviinde yatay pozisyonda 72 saat inkiibe edildi (Sekil 3.1). Yumurtalar, embriyo
gelisiminin durdurulmasi i¢in firmadan buz akiileri ve strafor kutular yardimiyla getirildi;
dolayisiyla inkiibasyon basladiginda yumurtalar, embriyonik gelisimlerinin (EG) 0. giiniinde
kabul edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda (ED-3), steril enjektdrler ile yumurtalarmn alt
kismindan 5-7 ml albiimin (yumurta aki) ¢ekildi ve kulugkalik yumurtalar viyollere dikey bir
sekilde yerlestirilerek, 6 giin boyunca inkiibasyona birakildi.

Sekil 3.1: Dollenmis yumurtalarin yatay inkiibasyonu.
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3.2.1.2. Kanser Hiicrelerinin ve Biyoaktif Maddelerin Hazirlanmasi

Embriyoda tiimdr olusturmak amaciyla, dncelikle CAM alanina ekilecek kanser hiicresi sayist
optimize edildi. A549 hiicreleri 3.1.1 boliimiinde anlatildig1 sekilde 175 cm?lik kiiltiir
kaplarinda ¢ogaltilarak 37°C’de %5 CO2’li etiivde inkiibe edildi ve hiicreler kiiltiir kabinin
yiizeyini kapladiginda pasajlandi.

Tiimor olusturmak tizere CAM alanina ekilecek hiicre sayisinin optimizasyonu i¢in deney

gruplari, Tablo 3.1°de belirtildigi gibi olusturuldu:

Tablo 3.1: Kontrol ve deney gruplari.

KONTROL GRUPLARI DENEY GRUPLARI

1.Kontrol grubu: 2 milyon hiicre siispansiyonu

iceren grup.

1.Deney  grubu:  Combretastatin  A-4,

Plumbagin ve Berbamin maddeleri eklenmis 2

milyon A549 hiicre siispansiyonu igeren grup.

2.Kontrol grubu: 3 milyon hiicre siispansiyonu

iceren grup.

2.Deney  grubu:  Combretastatin ~ A-4,

Plumbagin ve Berbamin maddeleri eklenmis 3

milyon A549 hiicre siispansiyonu igeren grup.

3.Kontrol grubu: 4 milyon hiicre siispansiyonu

iceren grup.

Combretastatin ~~ A-4,

Plumbagin ve Berbamin maddeleri eklenmis 4

3.Deney  grubu:

milyon A549 hiicre siispansiyonu igeren grup.

Hiicre ve biyoaktif madde siispansiyonlari, uygulamanin yapilacagi ED-9. giinde taze olarak
hazirlandi. Deney optimizasyonu i¢in gereken hiicre sayist Thoma laminda sayilarak
hesaplandi. Her bir kontrol grubu i¢in 2, 3 ve 4 milyon hiicre, yiiksek glikozlu DMEM
besiyerinde siispanse edilerek, 15 ml’lik tiiplerde hazirlandi. Deney grubu igin biyoaktif
maddelerin MTT testi analizine gore hesaplanan A549 hiicrelerinin %50’sini 6ldiiren
inhibisyon konsantrasyonlari (ICso) kullanildi. Yapilan analizde ICso degerleri CA-4 i¢in 5 uM,
plumbagin ve berbamin i¢in 10 pM olarak hesaplandi. Biyoaktif maddelerin belirtilen

konsantrasyonlar1 2, 3 ve 4 milyon kanser hiicresi ile siispanse edildi. Hazirlanan biyoaktif
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madde ve hiicre siispansiyonlari, matrigel (Corning) ile 1:1 oraninda siispanse edilerek 0,2

ml’lik tiiplere koyuldu.
3.2.1.3. Matrigel/Hiicre Siispansiyonlarinin CAM Uzerine Uygulanmasi

Uygulamadan hemen 6nce, yumurtalarin iist sivri kismindaki kabuk, steril bir pens yardimiyla
uzaklastirildi. Daha sonra, yine bir pens yardimiyla steril silikon diskler, déllenmis
yumurtalarin  CAM alanina yerlestirildi. Bu uygulama, matrigelin oda sicakliginda
katilasmadan, CAM alanimna yayilmasini engellemek amaciyla yapildi. Ardindan CAM alan
iizerindeki silikon disklerin igerisine, matrigel+hiicre siispansiyonu veya matrigel+biyoaktif
maddeli hiicre slispansiyonu ekildi. Uygulamadan sonra, déllenmis yumurtalar bir stre¢ film
yardimi ile hava almayacak sekilde kapatildi ve 36,5°C’de, %80 relatif nemdeki etiivde dikey
bir pozisyonda 3 giin inkiibasyona birakildi (Sekil 3.2). Ttimor olusumu, uygulamadan sonraki
giinlerde siirekli olarak takip edildi. Inkiibasyonun sonunda (ED-12) deney sonlandirilds,
déllenmis yumurtalar Canon EOS 600D fotograf makinesine bagl bir stereomikroskop (Leica
M205) ile fotografland1 ve hemen ardindan timér dokularmin rezeksiyonu gergeklestirildi.
Fotograflar, vaskiiler yogunluk parametresi tizerinden, ImageJ Angiogenesis Analyzer

programi kullanilarak analiz edildi (Sekil 3.3).

Sekil 3.2: Madde uygulanan ve stre¢ film yardimiyla kapatilan dollenmis yumurtalar.
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Matrigel/Hiicre Stispansiyonu

Sekil 3.3: CAM yénteminin uygulanisi. A: Kulugkalik yumurtalardan albiimin ¢ekilmesi. B: Ust kabuk
kisminin pens yardimiyla ¢ikarilmasi. C: Steril disklerin yerlestirilmesi. D: Matrigel/Hiicre
siispansiyonlarinin disk igerisine inokiilasyonu. E: Yumurtalarin hava almayacak sekilde steril bir
stre¢ film yardimiyla kapatilmasi (BioRender ile olusturuldu).

3.2.2. Histolojik Yontem

Tiimor dokulari, %10’luk notral formalinde fiksasyona birakildi. Fikse edilen dokular birkac
kez musluk suyu ile yikanarak dnce yiikselen alkol (%70, %80, %90 ve %100), daha sonra da
ksilolden gegirilerek 42°C parafinde bekletildi. Ardindan takibi yapilan dokular 58°C’lik
parafine bloklar halinde gomiildii. Parafin bloklardan mikrotom (Leica) yardimiyla kesitler (5-

um) alinarak, albiimin mayer ile kaplanmis lamlarin iizerine kesitler yapistirildi.
3.2.2.1. Hematoksilen-Eozin Boyama

Tiumor doku kesitleri sirasiyla ksilen, alkol ve su serilerinden gegirilerek deparafinizasyon ve
rehidratasyon islemleri gerceklestirildi. Kesitler, 1 dakika hematoksilen soliisyonunda tutuldu
ve hemen ardindan akarsuya alinarak, morarana kadar, yaklasik 8 dakika bekletildi. Daha sonra
Kesitler eozin soliisyonunda 5 dakika bekletildi ve ardindan akarsuda yikandi. Kesitler, %70,

%96 ve %100’liik alkol serilerinden ve ksilolden gegirilerek, entellan ile kapatildi.

Déllenmis kulugkalik yumurtada tiimor olusturmak tizere CAM alanina ekilecek hiicre sayisi,
ImageJ programi ve histolojik kesitlerden elde edilen analiz sonuglar1 degerlendirilerek, 3
milyon olarak belirlendi. Combretastatin A-4, Plumbagin ve Berbamin maddeleri eklenmis 3
milyon A549 hiicre siispansiyonu igeren deney gruplari (12 yumurta/grup) ve 3 milyon A549
hiicre siispansiyonu iceren kontrol grubu (12 yumurta/grup) olusturularak, 3.2.1 boliimiinde

ayrintili bir sekilde anlatilan Tiimoér Anjiyogenezi CAM yontemi gergeklestirildi ve alinan
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timor dokularindan elde edilen kesitlere, 3.2.2 boliimiinde anlatildig1 sekilde hematoksilen-

eozin boyamast yapildi.
3.3. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Tiim calismalar sonucunda elde edilen bulgular, ortalama + standart hata (SEM) olarak
hesaplandi. Kontrol ve deney gruplar1 arasinda anlamlilik olup olmadigi, GraphPad Prism 5
(GraphPad Prism Version 5 Software Program, San Diego, CA, ABD) programi kullanilarak
belirlendi. /n vitro ¢alismalar, Student t testi; in vivo ¢alismasi ise tek yonli ANOVA ve

devaminda Tukey’in ¢oklu karsilagtirma testi kullanilarak analiz edildi. p< 0,05 degeri, anlaml1
olarak kabul edildi. |
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4. BULGULAR

4.1. IN VITRO BULGULAR
4.1.1. Sitotoksik Aktivite Sonuclari
4.1.1.1. MTT Hiicre Canlilik Testi Sonuclari

Combretastatin A-4 (CA-4), plumbagin, berbamin, silibinin ve lentinan maddelerinin, HUVEC
ve A549 hiicre hatlari iizerindeki sitotoksik etkinligini belirlemek amaciyla MTT canlilik testi
kullanildi. Combretastatin A-4 1 uM, 2 uM, 5 uM, 10 uM; plumbagin 0,1 uM, 1 uM, 3 uM, 5
uM, 10 uM; berbamin 2,5 uM, 5 uM, 10 uM, 20 pM, 40 pM; silibinin 10 uM, 25 uM, 50 uM,
75 uM, 100 pM, 200 uM ve lentinan 20 pM, 40 pM, 80 uM, 160 uM, 240 uM, 320 uM
konsantrasyonlarinda hiicrelere uygulanarak 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda
olusturduklari sitotoksik etki belirlendi. MTT deneyi, her biyoaktif maddenin konsantrasyonlari
3 kuyucuk ¢alisilarak, 2 bagimsiz tekrar ile gerceklestirildi. Deney sonunda, her iki hiicre hatti
icin de %canlilik degerleri hesaplandi ve kontrol grubuyla deney gruplar: arasindaki anlamlilik

degerleri istatistiksel analizler ile belirlendi.

A549 hiicrelerinde Combretastatin A-4 uygulamasi, hiicre canliligini kontrol grubuna gore
zamana bagl olarak anlamli bir sekilde azaltti (p<0,001). Hiicre canliligimin inhibisyonu
bakimindan en kuvvetli etki 72. saatte, 1 uM konsantrasyonda gézlendi. Ek olarak, 24 saatlik
inkiibasyonda, en yiiksek CA-4 dozunda (10 uM) hiicrelerin maruz kaldigi1 DMSO kontroliinde,
kontrole kiyasla hiicre canliliginda anlaml bir artis gozlendi (p<0,05). CA-4 uygulamasinin,
hiicre  canliigim1  48. ve 72. saatte %50’nin altina  dislirdiigii  saptandi

(Sekil 4.1). CA-4’lin A549 hiicreleri icin ICso degeri, 48. saatte 5 uM olarak belirlendi.

HUVEC hiicrelerinde Combretastatin A-4 uygulamasinin, 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon
siireleri boyunca herhangi bir dozda, hiicre canliligin1 %50’nin altina diisirmedigi gozlendi.
CA-4 uygulamasinin, 24. saatte 1 uM (p<0,001) ve 10 uM (p<0,01) dozunda; 2 uM ve 5 uM
dozuna (p<0,05) kiyasla daha kuvvetli bir azalma meydana getirdigi saptandi. Ayrica 1 pM, 5
uM ve 10 uM konsantrasyonlarinda, hiicre canlilifinin kontrol grubuna goére zamana bagl
olarak anlamli bir sekilde azaldigi goriiliirken (sirasiyla p<0,05, p<0,01, p<0,001); 2 uM
dozunda inkiibasyon siirelerine bagli bir azalma gozlenmedi. Ayrica, 48 ve 72 saatlik

inkiibasyon siirelerinde, en yiiksek CA-4 dozunda (10 uM) hiicrelerin maruz kaldigt DMSO
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kontroliinde, kontrol grubuna kiyasla HUVEC hiicrelerinin canliliginda anlamli bir artig

gozlendi (p<0,05) (Sekil 4.1).

HUVEC hiicrelerinde CA-4 uygulamasinin, hiicre canliligin1 A549 hiicrelerine kiyasla daha az
diistirdiigii saptandi. CA-4 uygulamasinin kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicrelerine,
saglikli hiicrelerden daha duyarli oldugu goézlendi. Bu nedenle CA-4’iin, akciger kanseri

hiicrelerine segici olarak giiclii toksisite gosterdigi diistiniilmektedir.

A549 hiicrelerinde plumbagin uygulamasi, hiicre canliligin1 doza bagli olarak anlamli bir
sekilde azaltti. 24. saatte plumbagin uygulamasi, 0,1 uM dozunda hiicre canliliginda anlaml
bir azalmaya neden olmazken, konsantrasyon arttikca istatistiksel olarak anlamli bir azalma (1
uM igin p<0,05; 3 uM, 5 uM ve 10 uM igin p<0,001) meydana getirdigi saptandi. 48. saatte
plumbagin uygulamasinda, 3 uM dozunda anlamli bir azalma (p<0,05) gozlendi ve hiicre
canliligindaki bu azalma, konsantrasyona bagli olarak (5 uM ve 10 uM icin p<0,001)
kuvvetlendi. Benzer sekilde, 72 saatlik inkiibasyonda plumbagin uygulamasinin her dozda
hiicre canliligin1 anlamli bir sekilde diisiirdiigli gozlenirken, 3 uM dozu (p<0,01) itibariyle bu
etkinin konsantrasyona bagli olarak anlamli bir sekilde (5 uM ve 10 uM ig¢in p<0,001)
kuvvetlendigi belirlendi. Plumbaginin hiicre canliliginda meydana getirdigi en kuvvetli
azalmanin, 10 uM dozunda, zamana bagli olarak ve anlamli bir sekilde gergeklestigi saptandi
(p<0,001). Ek olarak, 48 saatlik inkiibasyonda, en yiiksek plumbagin dozunda (10 puM)
hiicrelerin maruz kaldigt DMSO kontroliinde, kontrol grubuna kiyasla A549 hiicrelerinin
canliliginda anlamli bir artis (p<0,01); 24 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde ise anlamli bir
azalma (p<0,05) gozlendi (Sekil 4.1). Plumbaginin A549 hiicreleri igin ICso degeri, 24. saatte
10 uM olarak belirlendi.

Plumbagin uygulamast HUVEC hiicrelerinde, sadece 5 uM ve 10 uM dozlarinda hiicre
canliligin1 tiim inkiibasyon siireleri boyunca %350°nin altina diistirdii (p<0,001). 24 saatlik
inkiibasyonda, plumbagin uygulamasinin her dozda hiicre canliligin1 anlamli bir sekilde
diigiirdiigti gozlenirken, 3 pM dozundan itibaren bu etkinin sirasiyla 5 uM ve 10 uM dozlarinda,
konsantrasyona bagli olarak anlamli bir sekilde kuvvetlendigi saptandi (p<0,001). 48. saatte 0, 1
uM ve 1 uM dozlarindaki plumbagin uygulamasinda, hiicre canliliginda istatistiksel olarak
anlamli bir azalma meydana gelmezken; konsantrasyonun artmastyla hiicre canliliginin anlaml

bir sekilde inhibe edildigi (3 uM, 5 uM ve 10 uM ig¢in p<0,001) gozlendi (Sekil 4.1).
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Yiiksek dozlarda plumbagin uygulamasinin, A549 hiicrelerinde hiicre canliligini, HUVEC

hiicrelerine kiyasla daha az diislirdiigli saptandi.

Berbamin uygulamasinin, A549 hiicrelerinin canlilifint doza ve zamana bagli olarak anlaml
bir sekilde azalttig1 gozlendi. Berbaminin 24 saatlik inkiibasyonda, en diisilk dozunda (2,5 uM)
anlaml1 bir azalma goézlenmezken; diger biitiin dozlarda, kontrole kiyasla konsantrasyona ve
zamana bagli olarak hiicre canliligini anlaml bir sekilde azalttigi (5 uM, 10 uM, 20 uM ve 40
UM i¢in p<0,001) saptandi. 48. ve 72. saatlerde ise berbamin uygulamasi, tiim dozlarda hiicre
canlilig1 tizerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma (48. saatte 2,5 uM i¢in p<0,05; diger
dozlar i¢in p<0,001; 72.saatte tiim dozlar i¢in p<0,001) meydana getirdi. 2,5 uM, 5 uM, 10 uM
ve 40 uM dozlarinda berbamin uygulamasi, hiicre canliligini inkiibasyon siirelerine bagli olarak
gittikce azaltirken, en kuvvetli etkinin 40 uM dozunda meydana geldigi (p<0,001) belirlendi.
Berbamin uygulamasinin, A549 hiicre canliligini 24. saat itibariyle 40 uM; 48. saatte 20 uM ve
72. saatte 10 pM dozunda %50 nin altina disiirdiigii gozlendi (p<0,001). Ayrica, 24, 48 ve 72
olmak iizere tiim inkiibasyon siirelerinde, en yiiksek berbamin dozunda (40 uM) hiicrelerin
maruz kaldigi DMSO kontroliinde, kontrol grubuna kiyasla A549 hiicrelerinin canliliginda
anlamli bir azalma gozlendi (24. ve 48. saatlerde p<0,05; 72. saatte p<0,001) (Sekil 4.1).
Berbaminin A549 hiicreleri i¢in ICso degeri, 48. saatte 10 uM olarak belirlendi.

Berbamin uygulamasi, HUVEC hiicrelerinde hiicre canliligini yalnizca en yiiksek iki dozunda
(20 uM ve 40 pM) %50’nin altina distirdii (p<0,001). Berbamin uygulamasi, en diisiik
konsantrasyon olan 2,5 uM dozunda hiicre canliliginda, hicbir inkiibasyon saatinde anlamli bir
azalmaya neden olmadi. 24. saatte berbamin uygulamasinin, hiicre canliliginda doza bagh
olarak anlamli bir sekilde azalma meydana getirdigi saptandi (5 pM i¢in p<0,01; 10 uM, 20
uM ve 40 puM icin p<0,001). Benzer sekilde, HUVEC hiicrelerinde berbamin uygulamasinin,
48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde de hiicre canlili§ini doza bagli olarak anlaml1 bir sekilde
diisiirdiigii gozlendi (48. saatte 5 uM icin p<0,05, 10 uM, 20 uM ve 40 uM i¢in p<0,001; 72.
saatte 5 pM icin p<0,01, 10 uM, 20 uM ve 40 uM igin p<0,001). Berbamin uygulamasinin,
hiicre canliliginin inhibisyonu bakimindan en kuvvetli etkisinin, en yiiksek konsantrasyon olan
40 uM dozunda goriildigii (p<0,001) ve bu etkinin en diisiik dozlarda (2,5 uM ve 5 pM)
olduk¢a az oldugu gozlendi. Bunlara ek olarak hiicre canliligindaki azalmanin inkiibasyon
stirelerine bagli olarak gergeklesmedigi belirlendi (Sekil 4.1). Berbamin uygulamasinin,

HUVEC hiicrelerindeki hiicre canliligini, diisiik dozlarda A549 hiicrelerine kiyasla daha az
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diisiirdiigii saptandi. En diisiikk konsantrasyon olan 2,5 uM dozunda HUVEC hiicrelerinde
anlamli bir azalma meydana gelmezken; A549 hiicrelerinde, ayn1 dozda hiicre canlilig1 anlamli
bir sekilde azaldi (p<0,05, p<0,001). 5 uM dozunda berbamin uygulamasinin, A549 hiicre
canliligin1 (p<0,001), HUVEC hiicrelerine kiyasla (p<0,05, p<0,01) daha kuvvetli bir sekilde
inhibe ettigi saptandi.

Silibinin uygulamasinin A549 hiicrelerinde, herhangi bir doz ve inkiibasyon siiresinde, hiicre
canliligini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaltmadig: saptandi. 24 saatlik inkiibasyonda
silibinin uygulamasi, biitiin dozlarda hiicre canliligini arttird1 ve bu artisin 25 uM, 50 uM, 75
uM, 100 uM ve 200 uM dozlarinda anlamli bir sekilde meydana geldigi belirlendi (p<0,05,
p<0,01, p<0,001). Benzer sekilde, 48. ve 72. saatte silibinin uygulamasi, tiim dozlarda A549
hiicrelerinin canliligim arttirdi ve bu etkinin 48. saat i¢in tiim dozlarda; 72. saat i¢inse 10 uM,
25 uM, 50 uM, 75 uM ve 100 uM dozlarinda anlamli oldugu belirlendi (p<0,05, p<0,01,
p<0,001). Ek olarak, 24. saatte en yiiksek silibinin dozunda (200 uM) hiicrelerin maruz kaldigi
DMSO kontroliinde, kontrol grubuna kiyasla, A549 hiicrelerinin canliliginda diisiik siddette bir
azalma gozlendi (p<0,05). 24. saatte silibinin uygulamasinin, hiicre canliligin1 25 uM-75 uM;
48. saatte 10 uM-75 uM; 72. saatte ise 10 uM-100 uM dozlar1 arasinda, konsantrasyona bagli
olarak anlamli bir sekilde arttirdig1 gézlendi (Sekil 4.1).

Silibinin uygulamasi, HUVEC hiicrelerinde 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siirelerinde, hiicre
canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma meydana getirmedi. 24. saatte silibinin
uygulamasi, hiicre canliligin1 anlamli bir sekilde arttird1 (p<0,01, p<0,001). Bu etkinin 10 uM,
25 uM, 50 uM ve 75 uM dozlar arasinda konsantrasyona bagh bir sekilde kuvvetlendigi; en
yiiksek konsantrasyonlar olan 100 uM ve 200 uM dozlarinda giderek zayifladigi goézlendi.
Silibinin uygulamasinin, 48 saatlik inkiibasyonda hiicre canliligin1 10 uM, 25 uM, 50 pM, 75
uM, 100 uM dozlarinda anlamli olarak arttirdigi (p<0,001), ancak 200 uM dozundaki artigin,
istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi. Hiicre canliligindaki bu artisin, 48. saatte 10
uM-25 uM dozlan arasinda konsantrasyona bagli olarak kuvvetlendigi, 50 uM ve 200 uM
dozlar1 arasinda ise konsantrasyona bagli olarak zayifladig1 saptandi. Benzer sekilde, silibinin
uygulamasinin 72. saatte 10 pM-25 uM dozlarinda hiicre canliligin1 konsantrasyona bagl
olarak anlaml1 bir sekilde arttirdig1 (p<0,001); fakat bu anlamli artigin 50 uM, 75 uM ve 100
uM dozlarinda gittikce zayifladigr (p<0,05, p<0,001) gozlendi. 72 saatlik inkiibasyonda

silibinin uygulamasi, 200 uM dozunda kontrol grubuna goére hiicre canliliginm1 anlamli bir
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sekilde azaltt1 (p<0,001). Ayrica, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde, en yiiksek silibinin
dozunda (200 pM) hiicrelerin maruz kaldigt DMSO kontroliinde, kontrol grubuna kiyasla,
HUVEC hiicrelerinin canliliginda anlamli bir artis gézlendi (p<0,05) (Sekil 4.1).

Silibinin, akciger kanseri hiicrelerinin canliliginda higbir azalmaya neden olmadi. Aksine
silibininin, HUVEC ve AS549 hiicrelerinde hiicre ¢ogalmasini uyarict bir etki gosterdigi
saptandi. Silibinin, akciger kanseri hiicreleri iizerinde sitotoksik aktivite gdstermemesi

nedeniyle sonraki deneylerde kullanilmada.

A549 hiicrelerinde lentinan uygulamasinin, A549 hiicre canliligin1 yalnizca 80 uM dozunda,
72 saatlik inkiibasyon siiresinde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalttigi (p<0,01)
belirlendi. 24 saatlik inkiibasyonda lentinan uygulamasinin, 20 uM, 160 uM, 240 uM ve 320
uM dozlarinda hiicre canliligini anlamli bir sekilde arttirdigi saptandi (sirasiyla p<0,05,
p<0,001, p<0,01, p<0,01). 48. saatte lentinan uygulamasimin higbir dozu, hiicre canliligini
anlaml bir sekilde etkilemedi. Lentinan uygulamasinin, 24. saatte 80 uM; 48. saatte 20 uM, 80
uM ve 160 uM; 72. saatte ise 160 uM ve 240 uM dozlarinda A549 hiicre canlilifini ¢ok diistik

seviyede azalttigi, ancak anlamli bir azalma meydana getirmedigi belirlendi (Sekil 4.1).

HUVEC hiicrelerinde lentinan uygulamasi, hiicre canliliginda 24 saatlik inkiibasyonda,
yalnizca 80 uM dozunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma meydana getirdi (p<0,001). 48.
saatte lentinan uygulamasinin, hiicre canliligini tiim dozlarda anlamli bir sekilde azalttigi
saptand1 (p<0,001). 72 saatlik inkiibasyon siiresinde, lentinan uygulamast HUVEC hiicre
canliligini 160 uM ve 320 uM dozlarinda anlaml1 bir sekilde inhibe etti (p<0,05) (Sekil 4.1).

Bu bulgular lentinan uygulamasinin, iki hiicre hattinda da doza veya zamana bagli olarak hiicre
canliliginda anlamli bir azalma meydana getirmedigini gostermektedir. Lentinan, akciger
kanseri hiicreleri iizerinde sitotoksik aktivite gostermemesi nedeniyle sonraki deneylerde

kullanilmada.
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Sekil 4.1: A549 ve HUVEC hiicre hatlarinda Combretastatin A-4 (CA-4), plumbagin (PL), berbamin
(BRB), silibinin (SLB) ve lentinan (LNT) maddeleriyle 24, 48 ve 72 saatlik tedavi sonrast MTT
testi ile belirlenen hiicre canlilik degerleri. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001; kontrole gore
anlamlilik degerleri.
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Sekil 4.1 (devami): A549 ve HUVEC hiicre hatlarinda Combretastatin A-4 (CA-4), plumbagin (PL),
berbamin (BRB), silibinin (SLB) ve lentinan (LNT) maddeleriyle 24, 48 ve 72 saatlik tedavi
sonrast MTT testi ile belirlenen hiicre canlilik degerleri. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001;
kontrole gore anlamlilik degerleri.

4.1.1.2. SRB Hiicre Canlilik Testi Sonuclart

Combretastatin A-4, plumbagin ve berbamin maddelerinin, A549 ve HUVEC hiicre hatlar
iizerindeki sitotoksik etkinligini belirlemek ve MTT hiicre canlilik testinin sonuglarini
dogrulamak amaciyla SRB canlilik testi kullanildi. CA-4 1 uM, 2 uM, 5 uM, 10 pM; Plumbagin
0,1 uM, 1 pM, 3 puM, 5 pM, 10 uM; Berbamin 2,5 uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM, 40 uM
konsantrasyonlarinda hiicrelere uygulanarak 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda
olusturduklart sitotoksik etki belirlendi. SRB deneyi, her biyoaktif maddenin konsantrasyonlari
3 kuyucuk c¢alisilarak, 2 bagimsiz tekrar ile gerceklestirildi. Deney sonunda, her iki hiicre hatti
icin de %canlilik degerleri hesapland1 ve kontrol grubuyla deney gruplar1 arasindaki anlamlilik

degerleri istatistiksel analizler ile belirlendi.

Combretastatin A-4 uygulamasinin, A549 hiicrelerinin canliligini istatistiksel olarak anlamli bir

sekilde azalttigi goriildi. 24. saatte CA-4 uygulamasi, tim dozlarda hiicre canliliginda
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azalmaya neden olurken; yalnizca 2 pM dozunda anlamli bir azalmanin meydana geldigi
belirlendi (p<0,01). Yine 24. saatte CA-4 uygulamasinin, hiicre canliligint 1 uM-2 uM
dozlarinda, konsantrasyona bagli olarak azalttig1 saptandi. 48 saatlik inkiibasyonda ise CA-4,
tim dozlarda hiicre canliligini anlaml bir sekilde azaltti (p<0,001). Benzer sekilde, bu
azalmanin 1 pM-2 uM dozlarinda, konsantrasyona bagli olarak gergeklestigi gozlendi. 72
saatlik inkiibasyonda, CA-4 tiim dozlarda hiicre canliligint %50 nin altinda ve anlamli olarak
azaltt1 (p<0,001). Bununla birlikte, 72. saatte hiicre canliliginin inhibisyonu bakimindan en
kuvvetli etkinin, 5 uM dozunda meydana geldigi saptandi (p<0,001). Ek olarak, 48 ve 72 saatlik
inkiibasyon siirelerinde, en yiiksek CA-4 dozunda (10 uM) hiicrelerin maruz kaldigt DMSO
kontroliinde, kontrol grubuna kiyasla, A549 hiicrelerinin canliliinda anlamli bir artis gozlendi

(p<0,01) (Sekil 4.2).

HUVEC hiicrelerinde CA-4, 24 saatlik inkiibasyonda, tiim dozlarda kontrole kiyasla hiicre
canliligin1 anlaml bir sekilde arttirdi (p<0,05, p<0,001). Combretastatin A-4’iin 24. saatte en
yiiksek proliferatif etkiyi, en yiiksek konsantrasyonu olan 10 uM dozunda gosterdigi saptandi.
48 ve 72 saatlik inkiibasyonlarda, CA-4 uygulamasinin hiicre canliligini tiim dozlarda zamana
bagli olarak anlamli bir sekilde azalttigir gozlendi (p<0,001). CA-4’1in, hi¢cbir dozda HUVEC
hiicrelerinin canliligint %50’nin altina diistirmedigi saptandi. Ayrica; 24, 48 ve 72 saatlik
inkiibasyon siirelerinde, en yiiksek CA-4 dozunda (10 uM) hiicrelerin maruz kaldigt DMSO
kontroliinde, kontrol grubuna kiyasla, HUVEC hiicrelerinin canliliginda anlamli bir artig

gozlendi (24, 48 ve 72 i¢in sirastyla p<0,001, p<0,001, p<0,05) (Sekil 4.2).

Combretastatin A-4’iin, MTT canlilik testi sonuglarina benzer sekilde, HUVEC hiicrelerinde
hiicre canliligin1 A549 hiicrelerine kiyasla daha az diisiirdiigti saptandi. CA-4 uygulamasinin
akciger kanseri hiicrelerine, saglikli hiicrelerden daha duyarli oldugu, hatta HUVEC
hiicrelerinde 24 saatlik inkiibasyonda hiicrelerin proliferasyonunu uyardigr gozlendi ve
dolayisiyla CA-4’lin, akciger kanseri hiicrelerine segici olarak giiclii toksisite gosterdigi

diistiniilmektedir.

Plumbaginin 24 saatlik inkiibasyonunda, 1 uM, 3 uM, 5 uM ve 10 uM dozlarinda, hiicre
canliligin1 konsantrasyona bagli olarak anlamli bir sekilde azalttig1 saptandi (p<0,05, p<0,001).
En diisiik doz olan 0,1 uM dozunda ise hiicre canliliginda diisiik seviyede bir artis meydana
geldigi, fakat bu artisin anlamli olmadig1 belirlendi. Benzer sekilde, 48. saatte plumbagin

uygulamasi, 1 uM, 3 uM, 5 uM ve 10 uM dozlarinda, hiicre canliligin1 konsantrasyona bagl
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olarak anlamli bir sekilde azaltt1 (p<0,05, p<0,001); 0,1 dozunda ise hiicre canliliginda, diisiik
seviyede ve anlamli bir artis gdzlendi (p<0,05). 72 saatlik inkiibasyon siiresinde plumbagin, 3
uM, 5 uM ve 10 uM dozlarinda, hiicre canliligini1 konsantrasyona bagli olarak anlamli bir
sekilde azaltt1 (p<0,01, p<0,001). 0,1 uM ve 1 uM dozlarinda ise A549 hiicre canliligini diisiik
seviyede arttirdig1 belirlendi. Plumbaginin hiicre canliligini, 5 uM ve 10 uM dozlarinda zamana
bagli olarak anlamli bir sekilde inhibe ettigi gozlendi. Ayrica bu dozlardaki plumbagin
uygulamasi, hiicre canliligini 48. saat itibariyle %50 nin altina diistirdi (p<0,001). Ek olarak,
tiim inkiibasyon stirelerinde, en yiiksek plumbagin dozunda (10 pM) hiicrelerin maruz kaldig:
DMSO kontroliinde, kontrol grubuna kiyasla, A549 hiicrelerinin canlilifinda diistik seviyede

ve anlamli olmayan bir artis gézlendi (Sekil 4.2).

HUVEC hiicrelerinde plumbagin, en diisiik dozda (0,1 uM) tiim inkiibasyon siirelerinde hiicre
canliligini arttirdi. Bu etki, 48. saatte anlaml1 bir sekilde meydana geldi (p<0,001). 24 saatlik
inkiibasyonda plumbagin uygulamasimnin, 1 uM, 3 uM, 5 uM ve 10 puM dozlarinda hiicre
canliligmi anlamhi bir sekilde azalttigi; bu azalmanin 1 uM-5 puM dozlar1 arasinda
konsantrasyona bagli olarak gerceklestigi saptandi (p<0,001). Plumbagin, 48 ve 72 saatlik
inkiibasyon siirelerinde, 3 uM, 5 uM, 10 uM dozlarinda hiicre canliligin istatistiksel olarak
anlaml bir sekilde azaltt1 (p<0,001). Hiicre canliliginin inhibisyonunun, 3 uM, 5 uM ve 10 uM
dozlarinda zamana baglh bir sekilde anlamli olarak meydana geldigi belirlendi. Plumbagin
uygulamasinin, HUVEC hiicrelerinin canliligini 3 uM, 5 uM ve 10 uM dozlarinda %50 nin
altina diisiirdiigli saptandi (p<<0,001). Ek olarak, 24 ve 72 saatlik inkiibasyonlarda, en yliksek
plumbagin dozunda (10 uM) hiicrelerin maruz kaldigt DMSO kontroliinde, kontrol grubuna
kiyasla, HUVEC hiicrelerinin canliliginda anlamli olmayan bir artis gézlendi. Bu etki 48. saatte
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,001) (Sekil 4.2).

Plumbagin, A549 hiicrelerinin canliligini, MTT hiicre canlilik testi sonuclariyla paralel bir
sekilde, yiiksek dozlarda daha kuvvetli inhibe etti. MTT analizinin aksine, SRB hiicre canlilik
testinde plumbagin uygulamasinin, en diisiik dozda hiicrelerde canlilig1 diisiik seviyede
arttirdigt  gozlendi. Benzer sekilde HUVEC hiicrelerinde  plumbagin, yiiksek
konsantrasyonlarda hiicre canlilifin1 daha fazla azaltti. Bu inhibisyonun MTT hiicre canlilik

testine kiyasla, SRB testinde daha kuvvetli oldugu gozlendi.

Berbamin uygulamasi, A549 hiicrelerinin canliligini kontrol grubuna kiyasla, yiiksek dozlarda

anlamli olarak azaltt1 (10, 20 ve 40 uM igin p<0,001). 24 saatlik inkiibasyonda berbaminin, 5
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uM, 10 uM, 20 uM ve 40 uM dozlarinda, hiicre canliligin1 konsantrasyona bagli olarak anlamli
bir sekilde azalttig1 (p<0,01 ve p<0,001); en diisiikk konsantrasyon olan 2,5 uM dozunda ise
hiicre canliligini diisiik seviyede de olsa anlaml1 bir sekilde arttirdig1 saptand1 (p<0,01). Benzer
sekilde, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde berbamin uygulamasi, 5 uM, 10 uM, 20 uM
ve 40 uM dozlarinda, hiicre canliligini konsantrasyona bagli olarak anlamli bir sekilde
azaltirken (p<0,01 ve p<0,001); 2,5 uM dozunda hiicre canliligin1 kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirdig1 saptandi (p<<0,001). Sonug olarak berbaminin,
en diisik dozda hiicre canliligina proliferatif bir etkide bulundugu goézlendi. Berbamin
uygulamasinin, 10 uM, 20 uM ve 40 uM dozlarinda, hiicre canliligin1 doza ve zamana bagl
olarak azalttig1 saptandi (p<0,001). Ayrica berbaminin, 20 uM ve 40 uM dozlarinda, hiicre
canliligin1 %50’nin altinda azalttig1 belirlendi. 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde, en
yliksek berbamin dozunda (40 puM) hiicrelerin maruz kaldigit DMSO kontroliinde, kontrol
grubuna kiyasla, A549 hiicrelerinin canliliginda anlamli bir artis gézlendi (24 saat i¢cin p<0,01;

48 ve 72 saat i¢in p<0,001) (Sekil 4.2).

HUVEC hiicrelerinde berbamin uygulamasi, en diisiik dozda (2,5 uM), tiim inkiibasyon
stirelerinde hiicre canliligim1 arttirdi. Bu etki, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05, p<0,01). 5 uM, 10 uM, 20 uM ve 40 uM
dozlarinda berbamin uygulamasinin, tiim inkiibasyon siirelerinde HUVEC hiicre canliligini
anlaml bir sekilde azalttig1 saptandi (p<0,001). Berbamin uygulamasinin hiicre canliligini,
yalnizca en yiiksek konsantrasyonda (40 uM) %50’nin altinda azalttig1 belirlendi (p<0,001).
Berbamin uygulamasinin, 20 uM ve 40 uM dozlarinda hiicre canliligini, doza ve zamana bagl
olarak azalttif1 saptandi (p<0,001). Ayrica, 72 saatlik inkiibasyonda, en yiiksek berbamin
dozunda (40 puM) hiicrelerin maruz kaldigt DMSO kontroliinde, kontrol grubuna kiyasla,
HUVEC hiicrelerinin canliliginda anlamli bir artis gézlendi (p<0,01) (Sekil 4.2).

Berbamin uygulamasi, HUVEC hiicrelerinde yalmizca 40 pM dozunda hiicre canlilifini
%350’nin altina dusiiriirken; AS549 hiicrelerinde 20 uM ve 40 uM dozlarinda bu etkiyi
gerceklestirdi. Berbamin uygulamasi, A549 hiicrelerinde 10 pM, 20 pM ve 40 uM dozlarinda,
HUVEC hiicrelerine kiyasla hiicre canliligini daha fazla inhibe etti; ancak MTT canlilik testi

analizindeki kadar kuvvetli bir etki gozlenmedi.
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Sekil 4.2: A549 ve HUVEC hiicre hatlarinda Combretastatin A-4 (CA-4), plumbagin (PL), berbamin
(BRB) maddeleriyle 24, 48 ve 72 saatlik tedavi sonrasi SRB testi ile belirlenen hiicre canlilik
degerleri. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001; kontrole gére anlamlilik degerleri.
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4.1.2. Tiip Olusumu Sonuclari

HUVEC hiicreleri, Combretastatin A-4 (1 ve 5 uM), plumbagin (1 ve 3 uM) ve berbamin (5 ve
10 pM) maddeleri ile siispanse edilerek, matrigel igerisine ekildi ve 10 saat boyunca
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun sonunda, hiicreler mikroskop yardimiyla fotografland: ve
tiip benzeri yapilarin olusumu analiz edildi (Sekil 4.4). HUVEC hiicrelerinde tiip olusumu;
diiglim sayisi, baglanti noktasi (¢atallanma olusturan diigiim gruplarinin sayisi), aglarin sayisi
(tlip benzeri yapilarin olusturdugu aglarin sayisi), toplam uzunluk ve toplam dallanmalarin

uzunlugu parametreleri lizerinden degerlendirildi.

Combretastatin  A-4’tin, HUVEC hiicrelerinde tiip olusumunu, kontrole kiyasla her iki
konsantrasyonda da istatistiksel olarak anlaml bir sekilde inhibe ettigi saptandi (p<0,001).
Dikkat cekici sekilde CA-4, hiicre diiglimlerinin olusumunu, kontrole kiyasla 1 ve 5 uM
dozlarinda sirasiyla %27 ve %31 oranlarinda baskiladi. Benzer sekilde CA-4’tin, HUVEC
hiicrelerinin olusturdugu tiip benzeri aglarin sayisini, diisiik dozda kontrole kiyasla daha
kuvvetli olarak baskiladig1 saptandi (p<0,001). Ayn1 zamanda, tiip benzeri yapilar, dallanmalar
dahil olmak {izere hiicresel yapilarin toplam uzunlugu, CA-4 tarafindan onemli derecede
azaltild1 (p<0,001). CA-4’{in tiim parametreler géz oniine alindiginda, tiip benzeri yapilarin

olusumunu %50 ve daha altinda bir oranda inhibe ettigi tespit edildi (Sekil 4.3).

Plumbaginin, HUVEC hiicrelerinde tiip olusumunu, kontrole gore anlaml bir sekilde inhibe
ettigi saptandi. Plumbagin tedavisi hiicre diigiimlerinin olusumunu (p<0,001) ve tiip benzeri
yapilar olusturmak iizere catallanan diiglim gruplarinin sayisimi (baglanti noktasi sayisi)
(p<0,01), anlaml1 olarak inhibe etti. Plumbagin uygulamasinin, tiip benzeri aglarin sayisini,
doza bagli bir sekilde inhibe ettigi saptandi. Bu inhibisyon, diisiik dozda (1 pM) anlaml
bulunmazken, yiiksek dozda (3 puM) istatistiksel olarak olduk¢a anlamli bulundu (p<0,001).
Ayrica plumbagin, hiicresel yapilarin toplam uzunlugunu, 1 uM dozunda anlamli olarak inhibe
etti (p<0,001). Parametreler g6z Online alindiginda, plumbagin tedavisinin, HUVEC
hiicrelerinde tiip benzeri yapilarin olusumunu azalttii, ancak herhangi bir dozda tiip

olusumunu %50 oraninda inhibe etmedigi gézlendi (Sekil 4.3).

Berbaminin, HUVEC hiicrelerinde tiip olusumunu, kontrole kiyasla anlamli bir sekilde inhibe
ettigi belirlendi. Berbamin tedavisinin, hiicre diigiimlerinin olusumunu doza bagli olarak

anlamli bir sekilde inhibe ettii saptandi (p<0,001). Benzer sekilde, tiip benzeri yapilar
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olusturmak iizere gatallanan diiglim gruplarmin sayis1 (baglanti noktasi sayisi), berbamin
uygulamasiyla doza bagli olarak azaldi (p<0,001). Bu parametrelerin inhibisyonunun, yiiksek
dozdaki berbamin tedavisiyle (10 uM) %50’nin altinda gerceklestigi tespit edildi. Berbamin
tedavisi, tliip benzeri aglarin sayisint 5 uM dozunda diisiik seviyede; 10 uM dozunda ise
kuvvetli bir sekilde ve anlamli olarak inhibe etti (p<0,001). Berbamin, hiicresel yapilarin toplam
uzunlugunu, doza bagl bir sekilde anlamli olarak inhibe etti (p<0,001). Tiim parametreler goz
oniline alindiginda, berbamin tedavisinin HUVEC hiicrelerinde tiip olusumunu inhibe ettigi ve

bu inhibisyonun doza bagl olarak gergeklestigi belirlendi (Sekil 4.3).

Tiim bu bulgular g6z 6niine alindiginda, HUVEC hiicrelerinde tiip olusumunun inhibisyonu

bakimindan en etkili dogal biyoaktif bilesigin CA-4 oldugu diisiiniilmektedir.

IR Kontrol

Combretastatin A4 Wl Kontrol Plumbagin
I PL-1pM

150 El CA4-1pM 150

% Inhibisyon
% Inhibisyon
-

"

1

Berbamin Wl Kontrol
B BRB-5uM

% Inhibisyon

Sekil 4.3: Combretastatin A-4 (CA-4; 1 ve 5 uM), plumbagin (PL; 1 ve 3 uM) ve berbamin (BRB; 5 ve
10 uM) maddelerinin HUVEC hiicre hattinda 10 saat tedavi sonucu tiip olusumu iizerindeki
etkilerinin belirlenmesi. **p<0,01, ***p<0,001; kontrole gore anlamlilik degerleri.
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Sekil 4.4: HUVEC hiicre hattinda Combretastatin A-4 (CA-4; 1 ve 5 uM), plumbagin (PL; 1 ve 3 uM)
ve berbamin (BRB; 5 ve 10 uM) maddeleriyle 10 saat tedavi sonucu tiip olusumu. Fotograflar,

invert 151k mikroskobu ile 10X biiyiitmede ¢ekildi. Bar: 100 pm.
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4.1.3. Western Blot Sonuclari

A549 kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicreleri, ICso dozlarinda Combretastatin A-4 (5
uM), plumbagin (10 uM) ve berbamin (10 uM) ile tedavi edilerek inkiibe edildi (inkiibasyon
siireleri plumbagin igin 24, berbamin ve CA-4 igin 48 saattir). Inkiibasyon siirelerinin sonunda,
hiicre lizatlarinin protein miktarmin belirlenmesi icin BSA kullanilarak standart egri grafigi
hazirland1 ve Orneklerin konsantrasyonlar1 bu grafige gore belirlendi. Western blot analizi,
deney gruplari i¢in 30 pg protein lizat1 kullanilarak gergeklestirildi. Yontemde, dogal biyoaktif
bilesiklerin A549 hiicrelerindeki anjiyogenik faktorlerin ekspresyonu fiizerine etkilerini
degerlendirmek i¢gin MMP-2 ve VEGF-A antikorlar1 ve kontrol olarak beta-aktin antikoru
kullanildi.

CA-4 tedavisinin, A549 hiicrelerinde VEGF-A’nin ifadesini anlamli bir sekilde azalttig tespit
edildi  (p<0,001). Benzer sekilde, plumbagin uygulamasinin, hiicrelerde VEGF-A
ekspresyonunu anlamli olarak inhibe ettigi gozlendi (p<0,05). Berbamin tedavisinin, A549
hiicrelerinde kontrole kiyasla, VEGF-A proteininin ifadesini anlamli bir sekilde inhibe ettigi

saptand1 (p<0,01) (Sekil 4.5) (Sekil 4.6).

CA-4 tedavisi, hiicrelerde MMP-2’nin ifadesini, kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde inhibe etti (p<0,01). Plumbagin uygulamasi, hiicrelerde MMP-2 ifadesinin anlaml1 bir
sekilde inhibisyonuyla sonuc¢landi (p<0,01). Benzer sekilde berbamin tedavisinin, A549
hiicrelerinde kontrole kiyasla, MMP-2 proteininin ekspresyonunu anlamli olarak azalttigi
gozlendi (p<0,01). Ayrica, CA-4’iin, plumbagin ve berbamine kiyasla, A549 hiicrelerindeki
VEGF-A ifadesi daha kuvvetli bir sekilde azalttig1 gézlendi (Sekil 4.5) (Sekil 4.6).

CA-4, plumbagin ve berbamin ile tedavinin, akciger kanseri hiicrelerinde VEGF-A ve MMP-2
ifadelerini inhibe ettigi tespit edildi. Bu bulgular, dogal biyoaktif bilesiklerin VEGF ile uyarilan

ve MMP-2nin rol oynadig1 anjiyogenezin inhibisyonunda etkili oldugunu gdstermektedir.
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Sekil 4.5: A549 hiicrelerinde Combretastatin A-4 (CA-4; 5 uM) ve berbamin (BRB; 10 pM)
maddeleriyle tedavinin VEGF-A ve MMP-2 ifadeleri iizerine etkilerinin belirlenmesi. A) Protein
bantlari. Beta-aktine oranlama yapilarak belirlenen B) VEGF-A ve C) MMP-2 proteinlerinin
seviyeleri. **p<0,01, ***p<0,001; beta-aktine (kontrol) gére anlamlilik degerleri.
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Sekil 4.6: A549 hiicrelerinde plumbagin (PL; 10 pM) maddesiyle tedavinin VEGF-A ve MMP-2
ifadeleri iizerine etkilerinin belirlenmesi. A) Protein bantlari. Beta-aktine oranlama yapilarak
belirlenen B) VEGF-A ve C) MMP-2 proteinlerinin seviyeleri. *p<0,05, **p<0,01; beta-aktine

(kontrol) gore anlamlilik degerleri.

4.2. IN Vivo BULGULAR
4.2.1. Tumor Anjiyogenezi CAM Analizi

Embriyonik gelisimlerinin (ED) 9. giiniinde, kulugkalik civeiv yumurtalarinin CAM alanina
matrigel icerisinde, ICsp dozlarinda Combretastatin A-4 (5 uM), plumbagin (10 uM) ve
berbamin (10 uM), A549 hiicreleri ile siispanse edilerek uygulandi. 72 saatlik inkiibasyondan
sonra, ED-12. giinde, yumurtalar bir stereomikroskop yardimiyla fotografland1 ve vaskiiler

yogunluk parametresi lizerinden analiz edildi (Sekil 4.7).

Combretastatin A-4, plumbagin ve berbamin ile tedavi edilen kulugkalik yumurtalarda,

vaskiiler yogunlugun kontrole kiyasla dnemli derecede inhibe edildigi saptandi (p<0,001). Bu
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bulgu, biyoaktif maddelerin A549 hiicrelerindeki sitotoksik aktivite sonuclariyla da paralel
bulundu. CA-4, plumbagin ve berbamin maddelerinin, A549 hiicreleriyle olusturulan timoriin

anjiyogenezini inhibe ettigi tespit edildi (Sekil 4.8).

KONTROL CA-4

Sekil 4.7: In vivo CAM yontemiyle A549 hiicreleriyle timér olusturulan kulugkalik yumurtalarda
Combretastatin A-4 (CA-4; 5 uM), plumbagin (PL; 10 uM) ve berbamin (BRB; 10 uM) tedavisi.
Fotograflar, fotograf makinesi bagli stereomikroskop ile 7.80X bilyiitmede, kulugkalik
yumurtalarin embriyonik gelisimlerinin 12. giiniinde ¢ekildi.
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Sekil 4.8: In vivo CAM yontemiyle A549 hiicreleriyle timér olusturulan kulugkalik yumurtalarda
Combretastatin A-4 (CA-4; 5 uM), plumbagin (PL; 10 uM) ve berbamin (BRB; 10 puM)
tedavisinin tiimor anjiyogenezi iizerine etkileri. ***p<0,001; kontrole gére anlamlilik degeri.

4.2.2. Histolojik Bulgular

Timor dokulari, histolojik takipten gecirilerek, Hematoksilen & Eosin ile boyandi ve

fotograflandi.

Kontrol grubunda, matrigel icerisindeki tiimor hiicrelerinin yogunlukta oldugu gériildii. Timor
hiicrelerinin CAM alanina kitleler halinde invazyonu gozlendi. Ayrica kontrol grubunda, ¢ok
saylda kan damarlariin varhigi tespit edildi. CA-4, plumbagin ve berbamin olmak iizere tedavi
gruplarinda, kontrol grubuna kiyasla matrigel igerisindeki tiimor hiicrelerinin daha az
yogunlukta oldugu saptandi. Bu bulgu, A549 hiicrelerinde gerceklestirilen MTT ve SRB hiicre
canlilik testleri ile paralellik gostermektedir. Tedavi gruplarinda, CAM alanina gegen timor
hiicrelerinin kontrol grubuna gore 6nemli 6lglide seyrek oldugu ve membran boyunca yayilma
gostermedigi tespit edildi. Bu sonuglar, vaskiiler alan analizi bulgulariyla uyumlu bulundu.
Ayrica kontrol grubuna kiyasla, tedavi gruplarinda CAM alan1 ve tiimor kitlesi arasindaki alan
daha belirgindi ve invaziv bolgeler 6nemli 6l¢iide azd1 (Sekil 4.9). Bu bulgular, akciger kanseri
hiicreleri ile tiimor olusturulmasimin basarili olarak gerceklestigini, CA-4, plumbagin ve
berbamin ile tedavi edilen tiimorlerin yeni damar olusumu siireci olan anjiyogenezi kontrol
grubuna kiyasla inhibe ettigini, tiimor hiicrelerinin CAM alanina invazyonunu baskiladigini

gostermektedir.
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Sekil 4.9: /n vivo CAM yontemiyle A549 hiicreleriyle timér olusturulan kulugkalik yumurtalarda
Combretastatin A-4 (CA-4; 5 uM), plumbagin (PL; 10 uM) ve berbamin (BRB; 10 pM)
tedavisinin timor anjiyogenezi iizerine etkilerinin Hematoksilen-Eozin boyamasiyla
belirlenmesi. TH: Tiim&r hiicreleri, siyah oklar: CAM alanina gegis yapan tiimor hiicreleri, kesikli
¢izgili yuvarlak: Yogun tiimor hiicre kitlesi, M: Matrigel, kesikli ¢izgi: CAM ile tiimor kitlesi
arasinda kalan alan. Bar: 100 um ve 200 um. |
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5. TARTISMA VE SONUC

Kanser; yilda yaklasik 2,6 milyon vakayla, diinya capinda kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra
ikinci 6liim nedeni olan yaygin bir saglik sorunudur (Millimouno ve dig., 2014; Hazafa ve dig.,
2019). Diinya ¢apinda, kanser tipleri arasinda en sik goriilen ve 6liim oranlarmin en yiiksek
oldugu akciger kanserini; ikinci sirada meme kanseri, tigiincii sirada ise kolorektal kanser takip
etmektedir (Torre ve dig., 2016; Hazafa ve dig., 2019). Kanserin metastazi1 ve dolayisiyla
timoriin yayilmasinda en kilit rolii oynayan faktor, anjiyogenez siirecidir (Al-Ostoot ve dig.,
2021; Fakhri ve dig., 2021). Hipoksi, iskemi, inflamasyon ve karsinogenez gibi patolojik
kosullar, pro-anjiyogenik faktorlerin yukar1 diizenlenmesi i¢in bir uyarici gorevi goriir ve
anjiyogenezin kontrolden ¢ikmasiyla sonuglanir (Bergers ve Benjamin, 2003; Ribatti, 2008;
Khalid ve dig., 2016; Viallard ve Larrivée, 2017). Kanser hastaligi, genellikle uzun bir tedavi
stireci gerektirmektedir. Yan etki profili ve doza baglh direng gibi faktorler nedeniyle
kemoterapi ve radyoterapinin etkinliginin siirli olmasi, kanser tedavisinde yeni bir potansiyel
terapiye duyulan ihtiyaci arttirmaktadir. Anjiyogenezin tiimor biiylimesi, invazyonu ve
metastazindaki kilit rolii g6z oniine alindiginda, tiimor biiylimesini, timorlerde damarlanmayi
bozarak baskilayan anti-anjiyogenik tedaviler umut vadetmektedir (Fakhri ve dig., 2021). Bu
bilgilerden yola ¢ikarak tez kapsaminda, Combretastatin A-4, plumbagin, berbamin, silibinin
ve lentinan dogal biyoaktif bilesiklerinin, kii¢lik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre hatti
A549 ve insan umblikal ven endotel hiicre (HUVEC) hatt1 tizerindeki sitotoksik etkinligi, CA-
4, plumbagin ve berbamin dogal biyoaktif bilesiklerinin HUVEC hiicrelerinin tiip olusturmasi
tizerindeki ve A549 hiicrelerinde VEGF-A ve MMP-2 gibi anjiyogenik faktorlerin ifadesi
tizerindeki etkinlikleri in vitro yontemlerle; CA-4, plumbagin ve berbamin dogal biyoaktif

maddelerinin timor anjiyogenezi tizerindeki etkileri ise in vivo yontem kullanilarak arastirild.

Bu tez kapsaminda, Combretastatin A-4 (1 uM, 2 uM, 5 uM, 10 uM), plumbagin (0,1 uM, 1
uM, 3 uM, 5 uM ve 10 uM), berbamin (2,5 uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM ve 40 uM), silibinin (10
uM, 25 uM, 50 uM, 75 uM, 100 uM, 200 pM) ve lentinan (20 uM, 40 uM, 80 uM, 160 pM,
240 puM, 320 puM) dogal biyoaktif bilesiklerinin, A549 ve HUVEC hiicrelerinin canlilig1
iizerindeki etkilerini incelemek amaciyla, MTT hiicre canlilik testi kullanildi. MTT testinin
sonuglar1 degerlendirilerek, akciger kanseri hiicreleri iizerinde sitotoksik etkinlik gdsteren

Combretastatin A-4, plumbagin ve berbamin dogal biyoaktif maddeleriyle diger caligmalara
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devam edildi ve bu maddelerin HUVEC ve A549 hiicrelerinin canlilig1 iizerindeki etkileri, SRB

hiicre canlilik testi ile dogrulandu.

Su ve dig. (2016a) tarafindan yapilan ¢calismada, A549 hiicre hattinda Combretastatin A-4’lin
1, 5, 10, 50, 100 nM konsantrasyonlarindaki sitotoksik etkinligi MTT testi ile belirlenmistir.
Caligmada, 48 saatlik inkiibasyonda CA-4’{in hiicre canliligin1 doza bagl bir sekilde inhibe
ettigi, ancak hicbir dozun, hiicre canliligini %50 ve altinda azaltmadig1 gozlenmistir. Zhu ve
dig. (2010) MTT testini kullanarak, bir CA-4 tiirevi olan 4-(4-metoksifenil)-5-(3,4,5-
trimetoksifenil)-1H-pirazol-3-amin (XN0502)’nin, 2-10 uM dozlarinda A549 hiicrelerinin
canliligini 72 saatlik inkiibasyonda inhibe ettigini saptamistir. Calismada, ICso degeri 1,8 (£0.6)
uM olarak belirlenmistir. Boehle ve dig. (2001), CA-4P’nin, kiiciik hiicreli olmayan akciger
kanseri hiicre hatlarindaki (Colo-699 ve KNS-62) sitotoksik etkinligini, EZ4U hiicre canlilik
kitini kullanarak belirlemislerdir. CA-4P’nin 108-10* mol/L dozlarina 3 saat boyunca maruz
kalan KNS-62 hiicrelerinin canliligi, 10“ mol/L dozunda %31 oraninda azalirken; Colo-699
hiicrelerinin canlilig1 10 mol/L dozunda %21 oraninda azalmistir. Ayrica, iki hiicre hattinda
da diisiik dozlarin hiicre canliliginda anlamli bir inhibisyona neden olmadigi rapor edilmistir.
CA-4P dozlarinm bu hiicrelere 24 saatlik tedavisinde ise en diisiik dozun (10 mol/L), Colo-
699 ve KNS-62 hiicrelerinin canliligini sirasiyla %39 ve %31 oraninda; daha yiiksek
konsantrasyonlarin ise sirastyla %55 ve %46 oraninda inhibe ettigi saptanmustir. CA-4 ile ilgili
literatiirdeki calismalar, CA-4’ten tiiretilen sentetik bilesiklere odaklanmistir. Bunun sebebi,
CA-4 tiirevlerinin biyoyararlaniminin daha yiiksek, suda ¢oziilebilen ve daha kararli bilesikler
olmalaridir. Calismamizda A549 hiicre hattinda, her iki yontemde de, CA-4’iin doza baglh
olarak hiicre canliligini azalttig1 ve 72. saatte hiicre canlilifini %50°nin altina disiirdiigii
saptandi. Bu agidan sonuglarimiz, literatiirle uyumludur. Ote yandan, Su ve dig. (2016a), 5-100
nM dozlarinda CA-4’{in, hiicre canlilifin1 doza baglh bir sekilde inhibe ettigini, ancak higbir
dozun, hiicre canliligim1 %50 ve altinda bir oranla azaltmadigini rapor etmislerdir. Bunun

nedeni, ¢aliysmamiza kiyasla daha diisiik CA-4 dozlarinin uygulanmasi olabilir.

Grosios ve dig. (1999) tarafindan yapilan ¢alismada, CA-4’lin ve suda ¢oziilen 6n ila¢ formu
Combretastatin A-4 fosfatin (CA-4P) HUVEC hiicrelerindeki sitotoksik etkinligi, notral kirmizi
boyama yontemi ile incelenmistir. 0,31 uM ve 0,40 uM dozlarinda CA-4 ve CA-4P’ye 24 saat
maruz kalan hiicrelerin canlilifinin kontrole kiyasla, sirasiyla %68,3 ve %63,1°e diistiigi

bildirilmistir. Deng ve dig. (2020), CA-4P’nin HUVEC hiicreleri iizerindeki sitotoksik
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etkinligini, CCK-8 testini kullanarak degerlendirmistir. 12, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon
stirelerince 0,001-1000 ng/ml dozlar1 arasinda CA-4P’ye maruz birakilan hiicrelerin
canliliginin, 0,1 ng/mL ve daha yiiksek dozlarda azaldigi, ancak %50’ye diismedigi tespit
edilmigstir. Baska bir ¢aligmada (Yavvari ve dig., 2022), CA-4P’nin HUVEC hiicrelerinin
canlilig1 tlizerindeki etkileri, 2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolyum (MTS) hiicre canlilik testi ile
belirlenmistir. CA-4P’nin 0,5-10 ng/ml dozlar1t HUVEC hiicrelerine uygulanarak, 48 saat
inkiibasyona birakilmistir. CA-4P’nin, hiicre canliligin1 doza baglh olarak inhibe etse de higbir
dozda %50’ye diistirmedigi rapor edilmistir. Porcu ve dig. (2013) yaptiklar1 ¢alismada, tripan
mavisi boyama yoOntemini kullanarak CA-4’tin HUVEC hiicreleri iizerindeki etkilerini
degerlendirmislerdir. Hiicreler, CA-4’tin 10-1000 nM dozlarina 24, 48 ve 72 saat boyunca
maruz birakilmistir. 10 nM dozunda, 24 saatlik inkiibasyonda CA-4’lin hiicre canliligini,
kontrole kiyasla yaklasik %45 oraninda inhibe ettigi saptanmistir. Vincent ve dig. (2005),
HUVEC hiicrelerine CA-4P’nin 5-50 nM arasindaki dozlarin1 uygulayarak 12, 24, 36 ve 48
saatlik inkiibasyonun ardindan tripan mavisi boyama yontemini kullanarak sitotoksik
etkinligini incelemisler ve 20, 30 40 ve 50 nM dozlarindaki CA-4P tedavisinin, HUVEC
hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe ettigini tespit etmislerdir. Yukarida da bahsedildigi iizere, CA-
4 ile ilgili literatiirdeki ¢calismalar, CA-4’ten tiiretilen ve biyoyararlanimi daha yiiksek, suda
coziilebilen ve daha kararli olan sentetik bilesiklere odaklanmistir. Bu tez kapsaminda, CA-4
uygulamasinin hiicre canlilifini tiim dozlarda zamana bagli olarak anlamli bir sekilde azalttigi;
ancak hicbir dozda HUVEC hiicrelerinin canliligini %50°nin altina diisiirmedigi saptanmaistir.

Bu agidan sonuglarimiz, literatiirle uyumludur.

Tripathi ve dig. (2020) tarafindan yapilan ¢alismada, A549 hiicre hattinda, plumbaginin 1 pM-
6 uM dozlar ile 24 saatlik inkiibasyon sonundaki sitotoksik etkinlik MTT testi kullanilarak
degerlendirilmistir. Buna gore plumbagin, doza bagli olarak A549 hiicrelerinin canliligini
inhibe etmistir. Panda ve dig. (2020) tarafindan yapilan bir baska calismada, plumbaginin
akciger kanseri hiicreleri iizerindeki inhibisyon etkisi, MTT testi ile incelenmistir. Caligmada
plumbagin 2-10 uM dozlar1 arasinda, A549 hiicrelerine uygulanmis ve 24 saat inkiibe
edilmistir. Sonuglar, plumbaginin hiicre canliligini doza baglh bir sekilde azalttigini
gostermistir. Xu ve dig. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada, CCK-8 kitini kullanarak, 3 pM-
19 uM dozlarindaki plumbagin uygulamasinin, 24 saatlik inkiibasyonda A549 hiicrelerinin
canliligint doza bagli olarak inhibe ettigi bildirilmis, ICso degeri ise 10,3 uM olarak
belirlenmigtir. Gomathinayagam ve dig. (2008) MTT testini kullanarak, A549 hiicrelerinde 3-
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15 uM dozlar1 arasinda 24 saatlik plumbagin tedavisinin, hiicre canliligin1 doza bagli olarak
azalttigini rapor etmislerdir. Calismada, plumbagin uygulamasinin 9 pM dozunda hiicre
canliligint %55; 12 pM dozunda ise %33 inhibe ettigi bildirilmistir. Bu tez kapsaminda
plumbaginin, A549 hiicre canliligin1 doza bagl olarak anlamli bir sekilde azalttig1 saptanmaistir.
Bu ag¢idan sonuglarimiz, literatiirle uyumludur. Ayrica ¢alismamizda, MTT ve SRB yontemleri
kullanilarak uygulanan 10 uM dozundaki plumbaginin, hiicre canliligin1 zamana bagl olarak
anlaml bir sekilde inhibe ettigi ve %50°nin altina diisiirdiigli gozlenmistir. Sonuglar, Xu ve dig.

(2013) ve Gomathinayagam ve dig. (2008) tarafindan yapilan ¢alismalarla paralel bulunmustur.

Lai ve dig. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada, plumbaginin HUVEC hiicreleri iizerindeki
sitotoksik etkinligi, MTS hiicre canlilik testi kullanilarak degerlendirilmistir. 1 uM, 3 uM, 5
uM ve 10 uM dozlarindaki 72 saatlik plumbagin tedavisinin, hiicre canliligin1 doza bagl bir
sekilde inhibe ettigi tespit edilmistir. Calismada, HCT116 (kolon) ve PC-3 (prostat) olmak
iizere kanser hiicrelerinde, ayni dozlardaki plumbagin tedavisi de gerceklestirilmistir. Sonugclar,
HUVEC hiicrelerinin plumbagine, kanser hiicrelerine kiyasla daha duyarli oldugunu
gostermistir; HUVEC hiicrelerinde plumbaginin ICsg inhibisyon degerinin 5 pM’dan kiigiik,
kanser hiicrelerinde ise 5 pM’dan biiylik oldugu saptanmistir. Bagka bir ¢alismada (Sinha ve
dig., 2013), MTS testi ile HUVEC hiicrelerinde, plumbaginin 0,5 uM, 1 uM ve 5 uM
dozlarindaki etkisi incelenmis; 0,5 uM ve 1 puM dozlarinda, plumbaginin hiicre canlilig1
iizerinde etkisi olmadigi, ancak en yiiksek dozda (5 uM) hiicre canliligin1 kuvvetli bir sekilde
inhibe ettigi rapor edilmistir. Calismamizda, plumbagin uygulamasinin HUVEC hiicrelerinin
canliligim doza bagh bir sekilde azalttigi, inhibisyon etkisinin yiiksek dozlarda daha kuvvetli
oldugu, MTT testinde 5 uM ve 10 uM; SRB testinde ise 3 uM, 5 uM ve 10 uM dozlarinda
hiicre canliligini tiim inkiibasyon siireleri boyunca %50’nin altina diislirdiigii saptanmistir. Bu
acidan sonuclarimiz literatiir ile uyumlu bulunmustur. Lai ve dig. (2012) tarafindan yapilan
caligsmada, plumbaginin HCT116 (kolon) ve PC-3 (prostat) kanser hiicrelerine kiyasla HUVEC
hiicrelerine daha duyarli oldugu gozlenmistir. Benzer sekilde, ¢alismamizda plumbaginin,
A549 hiicrelerine kiyasla HUVEC hiicrelerine daha duyarli oldugu saptanmistir. Bu bakimdan,

bulgularimiz Lai ve digerlerinin (2012) ¢alismasi ile paralellik gostermektedir.

Hou ve dig. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada, MTT testi kullanilarak, A549 hiicrelerinde 2,
4, 8, 16, 32 ve 64 pM dozlarindaki berbamin uygulamasinin, 48 saatlik inkiibasyonda hiicre

canliligint doza bagl olarak azalttig1 saptanmistir. Hiicre canliliginin inhibisyonu bakimindan
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ICs0 degeri 11,2 uM olarak belirlenmistir. Liu ve dig. (2021) yaptiklar1 ¢alismada, 1,25 uM-80
UM dozlarinda berbamin uygulamasinin, 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonlarda, A549 hiicre
canlili§ini zamana ve doza bagli olarak inhibe ettigini MTT testini kullanarak rapor etmislerdir.
Caligmada, 72. saatte berbamin uygulamasinin ICso degeri 8,3 uM olarak belirlenmistir. Benzer
bir calismada (Duan ve dig., 2009), MTT testini kullanilarak 10 uM-80 puM dozlarindaki
berbamin uygulamasinin, 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde A549 hiicre canliligini
doza ve zamana bagli olarak inhibe ettigi gosterilmistir. Bu tez kapsaminda, berbamin
uygulamasinin, A549 hiicrelerinin canliligin1 doza ve zamana bagl olarak anlamli bir sekilde

azalttig1 saptanmistir. Bu agidan, sonuglarimiz literatiir ile uyumlu bulunmustur.

Kim ve dig. (2021) tarafindan yapilan ¢alismada, berbaminin HUVEC hiicreleri lizerindeki
sitotoksik etkinligi, tripan mavisi ile boyama yontemi kullanilarak incelenmistir. 72 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda, berbaminin 5-20 uM dozlarinda, HUVEC hiicre canlilig1 iizerinde
diisiik ve anlamli olmayan bir inhibisyon etkisinin gozlendigi bildirilmistir. Calismamizda,
berbamin uygulamasinin, her iki yontemde de HUVEC hiicrelerinde hiicre canliligin1 doza
bagli olarak inhibe ettigi, MTT testinde en yiiksek iki dozunda (20 uM ve 40 uM); SRB testinde
ise yalnizca en yiiksek konsantrasyonda (40 uM) %50’nin altinda azalttig1 belirlenmistir. Kim
ve dig. (2021) tarafindan yapilan calismaya kiyasla, ¢alismamizda daha yiiksek bir doz
kullanilmas1 ve hiicre canlilik analizlerinin farkli olmasi nedeniyle, hiicre canliliginda doza
bagli ve anlamli bir inhibisyonun meydana geldigi diisiiniilmektedir. Literatiirde, berbaminin
MTT veya SRB hiicre canlilik testleri kullanilarak in vitro hiicre canliligi analizi {izerine bir
caligmaya rastlanmamistir. Bu agidan, ¢alismamizin literatiire 6nemli bir katki saglayacagi

diistiniilmektedir.

Rugamba ve digerlerinin (2021) yaptiklar1 ¢alismada, silibininin A549 hiicreleri lizerindeki
sitotoksik etkinligi MTT testi ile belirlenmistir. Silibininin, 50, 100, 200, 300 ve 400 uM
dozlarinda, 48 saatlik inkiibasyondan sonra hiicre canliliginin azalmasina neden oldugu ve
%50’1ik inhibisyonun 100 pM dozunda meydana geldigi rapor edilmistir. Baska bir ¢aligmada
(Mateen ve dig., 2009), silibininin kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicrelerinin (H1299,
H460 ve H322) ¢ogalmasi tizerindeki etkileri, tripan mavisi ile boyama ydntemini kullanarak
incelenmistir. Hiicreler 10 pM-75 pM dozlar1 arasinda silibinine maruz birakilarak, 72 saat
inkiibe edilmistir. Silibinin, H1299 hiicrelerinin ¢ogalmasini doza ve zamana bagli olarak

inhibe etmistir. Hiicre sayisindaki azalmanin, 48. saatte %22-43; 72. saatte ise %21-72
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araliginda oldugu rapor edilmistir. H460 hiicrelerinde hiicre sayisindaki azalmanin 48. saatte
%33-53 ve 72. saatte %19-65; H322 hiicrelerinde ise 24. saatte %28-53, 48. saatte %17-43 ve
72. saatte %24-62 araliginda oldugu saptanmustir. 72. saatte, en yliksek konsantrasyonda (75
uM) silibinin uygulamasinin H1299, H460 ve H322 hiicrelerinin ¢cogalmasini sirastyla %72,
%65 ve %62 oranlarinda inhibe ettigi belirtilmistir. Calismamizda silibinin uygulamasinin
A549 hiicrelerinde, herhangi bir doz ve inkiibasyon siiresinde, hiicre canliligini istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde azaltmadig1 saptanmistir. Aksine, silibinin uygulamasinin, hiicre

canliligini uyarici bir etki gosterdigi gozlenmistir.

Zahira ve dig. (2018) tarafindan yapilan c¢alismada, silibininin HUVEC hiicre canliligi
iizerindeki etkileri, MTT hiicre canlilik testi ile belirlenmistir. 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon
stireleri boyunca, 50-200 ug/mL dozlarinda silibinine maruz birakilan HUVEC hiicrelerinin
canliliginda, doza bagh bir azalma oldugu, ancak inkiibasyon siireleri arasinda anlamli farklar
gbzlenmedigi tespit edilmistir. Silibinin uygulamasinin, HUVEC hiicre canliligin1 72. saatte ve
en yliksek dozda ancak %25 oraninda inhibe edebildigi rapor edilmistir. Bir baska ¢alismada
(Deep ve dig., 2012), silibinin bilesenleri olan silibinin A ve silibinin B, 5-30 uM dozlarinda
HUVEC hiicrelerine uygulanmis, 24 ve 48 saatlik tedaviden sonra etkileri hemositometre
yardimiyla hiicreler sayilarak incelenmistir. Caligmada, silibinin A ve B’nin, hiicre canliligini
doza ve zamana bagli olarak azalttig1 saptanmistir. Calismamizda, 72 saatlik inkiibasyonda
silibinin uygulamasinin, en yiiksek konsantrasyon olan 200 uM dozunda kontrol grubuna
kiyasla, hiicre canliligin1 anlaml bir sekilde azalttigi, ancak doza veya zamana bagli bir azalma
meydana gelmedigi gosterilmistir. Zahira ve dig. (2018) tarafindan yapilan ¢alismada, silibinin
uygulamasinin hiicre canliliginda zamana bagh olarak anlamli farklar gostermedigi rapor
edilmistir. Bu agidan sonug¢larimiz, Zahira ve dig. (2018) tarafindan yapilan ¢alisma ile uyumlu

bulunmustur.

Liu ve dig. (2015) tarafindan yapilan calismada, lentinanin 0,5-100 pg/ml dozlarinin, A549
hiicre hattindaki sitotoksik etkileri MTT testi ile belirlenmistir. 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon
stirelerinde lentinan uygulamasinin, hiicre canliigini sirasiyla %13,8; %26,9 ve %47,7
oranlarinda inhibe ettigi rapor edilmistir. Li ve dig. (2021) yaptiklari ¢alismada, 1 puM-1000 uM
dozlarindaki lentinan uygulamasinin, A549 hiicre canliligin1 yalnizca en yiiksek
konsantrasyonlarda inhibe ettigini, CCK-8 (Hiicre Sayim Kiti-8) ile belirlemislerdir. Lentinan

uygulamasimin ICsp inhibisyon dozunun ise 500 pM oldugu rapor edilmistir. Bagka bir
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calismada (Tian ve dig., 2024), lentinan 10 pM-320 pM dozlarinda A549 hiicrelerine
uygulanmig, CCK-8 testi ile sitotoksik etkinligi incelenmistir. Lentinanin, hiicre canliligin1 80
uM dozundan itibaren inhibe ettigi, ancak %50 oraninda azaltmadigi tespit edilmistir. Bu tez
kapsaminda, A549 hiicrelerinde lentinan uygulamasinin, A549 hiicre canliligini yalnizca 80 uM
dozunda, 72 saatlik inkiibasyon siiresinde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalttigi
saptanmistir. Bu bulgumuz, Tian ve dig. (2024) tarafindan yapilan ¢alismanin sonucuyla
uyumludur. Calismamizda, lentinan uygulamasinin 24. saatte 80 uM; 48. saatte 20 uM, 80 uM
ve 160 uM; 72. saatte ise 160 uM ve 240 uM dozlarinda A549 hiicre canliligini ¢ok diisiik
seviyede azalttig1, ancak anlamli bir azalma meydana getirmedigi belirlenmistir. Bu bulgumuz,
Li ve dig. (2021)’nin yaptig1 calismayla paralellik gostermektedir. Li ve dig. (2021) tarafindan
yapilan ¢alismada, en yiiksek lentinan dozu 1000 uM olarak belirlenmis, daha yiiksek dozlarda
daha kuvvetli inhibisyon gozlenmistir. Calismamizdaki hiicre canliligindaki disiik
inhibisyonun, secilen doz araligindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Ote yandan, Liu ve dig.
(2015) tarafindan yapilan caligmada, lentinanin A549 hiicre canliligini %50’nin altina
disiirdiigii belirlenmistir. Calismamizda, lentinan tedavisinin, kullanilan herhangi bir dozda
hiicre canliligin1i %50’nin altinda inhibe etmedigi gozlenmistir. Bu agidan Liu ve dig.

(2015)’nin galismasi ile sonuglarimiz uyumlu degildir.

Xu ve dig. (2020) tarafindan yapilan ¢alismada, lentinanin HUVEC hiicreleri iizerindeki
sitotoksik etkinligi, CCK-8 testi kullanilarak incelenmistir. Calismada, hiicreler 0,04, 0,4, 0,8,
1,2, 2, 4, ve 10 uM lentinan dozlarma 24 saat maruz birakilmistir. Lentinanin 0,04-2 uM
dozlarinin HUVEC hiicre canliligim1 etkilemedigi, 4 uM dozunda kontrole kiyasla diisiik
seviyede anlamli bir azalma gosterdigi, bunu takiben 10 uM dozunda, hiicre canliliginin daha
kuvvetli olarak azaldig: rapor edilmistir. Bu tez kapsaminda, HUVEC hiicrelerinde lentinan
uygulamasinin hiicre canliliini azalttig1, istatistiksel olarak anlamli bir azalmanin 24. saatte 80
UM dozunda; 48. saatte tiim dozlarda ve 72. saatte ise 160 uM ve 320 uM dozlarinda meydana
geldigi saptanmistir. Xu ve dig. (2020) tarafindan yapilan ¢aligmada, hiicrelere lentinanin 0,04-
10 uM dozlar1 uygulanmis ve yiiksek dozda (10 uM), diisiik dozlara kiyasla kuvvetli bir
inhibisyon gozlenmistir. Bu acidan, calismamiz Xu ve dig. (2020)’nin sonuglariyla uyumlu

bulunmustur.

Anjiyogenez siireci, kisaca ekstraseliiler matriksin bozunmasini takiben, endotel hiicrelerinin

cogalmasi, go¢ii ve tiip olusturmasina dayanan bir mekanizmadir. Endotel hiicreleri, tek sira
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halinde ¢ogalarak i¢i bos, tiip benzeri yapilar olusturur ve daha sonra bu yapilar olgunlasarak
yeni kan damarlari halini alir (Fan ve dig., 2006; Khalid ve dig., 2016; Al-Ostoot ve dig., 2021;
Zhang ve dig., 2024). Bu nedenle, HUVEC hiicrelerinde tlip olusumu deneyi, ¢esitli maddelerin

anti-anjiyogenik aktivitesini belirlemek agisindan 6nemli bir yontemdir.

Bu bilgilerden hareketle, calismamizda CA-4 (1 ve 5 uM), plumbagin (1 ve 3 uM) ve berbamin
(5 ve 10 uM) dogal bilesikleriyle ¢esitli konsantrasyonlarda 10 saatlik tedavinin, HUVEC
hiicrelerinde tiip olusumu Ttzerindeki etkileri degerlendirilmistir. Biyoaktif bilesiklere ait
dozlar, MTT testiyle analiz edilen hiicre canlilig1 tizerinden, HUVEC hiicrelerinde %350
inhibisyon meydana getirmeyen konsantrasyonlar goz Oniine alinarak belirlenmistir. CA-4,
plumbagin ve berbamin uygulamasimnin, HUVEC hiicrelerinde tiip olusumunu inhibe ettigi

tespit edilmistir.

Su ve dig. (2016a) tarafindan yapilan ¢alismada CA4’tin, HUVEC hiicrelerinde VEGF ile
indiiklenen tiip olusumunu inhibe ettigi tespit edilmistir. 5, 10 ve 20 nM dozlarindaki CA-4 ve
20 ng/mL dozundaki VEGF, matrigel iizerine ekilerek 2 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyonun
sonunda CA-4’in, kontrole kiyasla kilcal benzeri tiip olusumunu doza bagl olarak baskiladigi
saptanmistir. Bagka bir calismada (Vincent ve dig., 2005), HUVEC hiicreleri, matrigele ekilen
5 ng/ml dozundaki FGF-2 ile 3 saat inkiibasyona birakilmis, daha sonra 10 nM dozundaki CA-
4P uygulanarak, hiicreler her 3 saatte bir incelenmek {izere 9 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Calismada, FGF-2 ile uyarilan HUVEC hiicrelerinin CA-4P varliginda, kontrole kiyasla tiip
uzunlugunu ve dallanma noktalarinin olusumunu azaltarak, kilcal bir ag olusumunu inhibe
ettigi rapor edilmistir. Ding ve dig. (2011), yaptiklar1 ¢alismada HUVEC hiicreleri, matrigel
icerisinde 5 ve 10 ng/ml dozlarindaki CA-4P ile 12 saat inkiibe edilmis ve tiip olusumu
incelenmistir. Calismada, CA-4P’nin kontrole kiyasla tlip olusumunu doza bagl olarak (5 ve
10 ng/ml dozlarinda sirastyla %51 ve %69) inhibe ettigi belirlenmistir. Bu tez kapsaminda, CA-
4’{in, tiip olusumunu inhibe ettigi gosterilmistir. Bu acidan, bulgumuz literatiirle uyumludur.
CA-4, HUVEC hiicrelerinde toplam dallanma uzunlugu ve baglanti noktasi sayisini (tlip
benzeri yapilar olugturmak tizere ¢atallanan diigiim gruplarinin sayist), kontrole kiyasla anlamli
bir sekilde inhibe etmistir. Bu agidan, sonuglarimiz Vincent ve dig. (2005) tarafindan elde
edilen bulgularla paralel bulunmustur. Ayrica, CA-4 tedavisinin yalnizca bu parametreleri
(toplam dallanma uzunlugu ve baglanti noktas1 sayis1) doza bagli olarak inhibe ettigi

gozlenmistir. Bu parametreler bakimindan bulgularimizin Su ve dig. (2016a) ve Ding ve dig.
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(2011) ile ortiistigl goriilmiistiir. Ek olarak, CA-4’iin tim parametreler géz oniine alindiginda,
tiip benzeri yapilarin olusumunu %50 ve altinda inhibe ettigi tespit edilmistir. Ding ve dig.
(2011) tarafindan elde edilen sonuglarda, CA-4P’nin kontrole kiyasla tiip olusumunu 5 ve 10
ng/ml dozlarinda sirasiyla %51 ve %69 inhibe ettigi bildirilmistir. Bu farkliligin, CA-4’iin suda
¢cozlinen formunun kullanilmasi, inkiibasyon siiresi ve konsantrasyondan kaynaklandigi

disiinilmektedir.

Lai ve dig. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada, matrigel i¢erisindeki HUVEC hiicrelerine 0,1
puM, 1 uM ve 5 uM plumbagin dozlar1 uygulanarak, 6-8 saat inkiibe edilmis ve tiip olusumu
iizerindeki etkileri incelenmistir. Calismada, plumbaginin kontrole kiyasla, hiicrelerde tiip
benzeri yapilarin olusumunu doza bagli olarak inhibe ettigi bildirilmistir. Bir bagka ¢alismada
(Lee ve dig., 2019), plumbaginin insan endotelyal progenitor hiicre hattinda (EPC) tiip olusumu
iizerine etkileri incelenmistir. 0,3 uM,1 uM, 3 uM ve 10 uM dozlarindaki plumbagin, 100 ng/ml
VEGF ile uyarilmis matrigel icerisindeki EPC hiicrelerine uygulandiginda, 24 saatlik
inkiibasyon sonunda VEGF ile uyarilan EPC hiicrelerindeki (kontrol) tiip benzeri yapilarin
olusumunun, plumbagin tedavisiyle doza bagli olarak inhibe edildigi gézlenmistir. Literatiirde,
plumbaginin HUVEC hiicrelerinin tiip olusumu iizerindeki etkilerini inceleyen, Lai ve dig.
(2012) tarafindan yapilan calisma disinda bir arastirmaya rastlanmamistir. Bu agidan
sonuglarimizin, literatiire onemli bir katkida bulunacagini diisiinmekteyiz. Bu tez kapsaminda,
plumbaginin HUVEC hiicrelerinde tiip olusumunu inhibe ettigi tespit edilmistir. 1 ve 3 uM
dozlarindaki plumbagin tedavisi, tiip benzeri ag yapilarinin sayisin1 doza bagh olarak azaltti.
Bu parametremiz, Lai ve dig. (2012) tarafindan elde edilen verilerle uyumludur; ancak
caligmamizda, tiim parametrelerde inhibisyon, doza bagl olarak gerceklesmemistir. Lee ve
dig., (2019) tarafindan yapilan ¢alismada, EPC hiicreleri kullanilmigtir. Hiicre kaynag: farkliligi
gbz Oniline alinarak, calismamiz plumbagin tedavisiyle tiip olusumunun inhibisyonu

bakimindan Lee ve dig. (2019) ile uyumlu bulunmustur.

Kim ve dig. (2021) tarafindan yapilan ¢alismada, serum agligina birakilan HUVEC hiicreleri,
30 ng/ml VEGF ile uyarilarak matrigel igerisinde 10 uM ve 20 uM berbamin dozlari
uygulanmig ve 4 saat inkiibasyona birakilmistir. Calismada, VEGF ile uyarilan HUVEC
hiicrelerindeki tiip benzeri yapilar halinde tiip olusumunun, berbamin tedavisiyle doza bagl
olarak inhibe edildigi tespit edilmistir. Baska bir calisma (Jin ve dig., 2018), Berberis tiirlerinde

bulunan bir diger ana biyoaktif bilesik olan berberinin, HUVEC hiicrelerindeki tiip olusumuna
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etkilerini incelemistir. Calismada, 50 uM dozundaki berberin, matrigel i¢erisindeki HUVEC
hiicrelerine uygulanarak 6 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
berberinin, kontrole kiyasla hiicrelerdeki tlip olusumunu inhibe ettigi saptanmistir. Gao ve dig.
(2009) tarafindan yapilan ¢alismada 0,003 uM, 0,3 uM ve 3 uM berberin dozlari, 20 ng/ml
VEGEF ile uyarilan matrigel i¢erisindeki HUVEC hiicrelerine uygulanarak, 8 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Berberinin 0,03 uM ve 0,3 uM dozlarinda, tiip benzeri yapilarin dallanma
noktalarinin olusumunu, kontrole kiyasla yaklasik %86 oraninda inhibe ettigi saptanmustir.
Literatiirde, berbaminin HUVEC hiicrelerinin tiip olusumu tizerindeki etkilerini inceleyen, Kim
ve dig. (2021) tarafindan yapilan calisma disinda bir arastirmaya rastlanmamistir. Bu acidan
sonuglarimizin, literatiire onemli bir katkida bulunacag diisiiniilmektedir. Bu tez kapsaminda,
berbaminin HUVEC hiicrelerindeki tlip olusumunu inhibe ettigi tespit edildi. Berbamin
tedavisi, tim parametrelerde inhibisyon etkisini doza bagl olarak gerceklestirdi. Bu agidan
sonuc¢larimiz, Kim ve dig. (2021) tarafindan yapilan ¢alismayla paralellik gostermektedir. Gao
ve dig. (2009), 0,03 uM ve 0,3 uM dozlarindaki berberinin, tiip benzeri yapilarin dallanma
noktalarinin olusumunu, kontrole kiyasla %86 oraninda inhibe ettigini bildirmistir.
Calismamizda, berbaminin 5 uM ve 10 uM dozlarinin, baglanti noktasi sayisini, kontrole
kiyasla sirastyla %69 ve %41 oraninda inhibe ettigi tespit edilmistir. Bunun, biyoaktif
maddenin farkliligindan ve hiicrelerin VEGF varliginda berberine maruz kalmasindan

kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

VEGF, tiimériin anjiyogenezinde en kritik rolii oynayan pro-anjiyogenik faktérdiir. VEGF
ailesinin anjiyogenezde en onemli rolii Gistlenen tiyesi olan VEGF-A, reseptoriine baglanarak
endotel hiicrelerin yeni kilcal damarlar1 olusturmak iizere goglinii ve ¢ogalmasini uyararak
timor anjiyogenezi siirecini baglatmaktadir (Khalid ve dig., 2016; Aguilar-Cazares ve dig.,
2019; Al-Ostoot ve dig., 2021). MMP-2, tiimér anjiyogenezinde etkin rol oynayan bir faktordiir.
Endotel hiicreleri tarafindan uyarilarak, bazal membranin ve ekstraseliiler matriksin
parcalanmasinda goérev yapar. Bu sayede endotel hiicrelerinin goc¢ii ve sonrasinda yeni kilcal
damarlarin olusumu gergeklesmektedir (Quintero-Fabidn ve dig., 2019; Al-Ostoot ve dig.,
2021; Moshe ve dig., 2023).

Bu bilgilerden hareketle, tez kapsaminda CA-4, plumbagin ve berbamin maddelerinin, A549
akciger kanseri hiicrelerinde VEGF-A ve MMP-2 ifadesi lizerindeki etkinligi incelendi.
Hiicreler, MTT testiyle belirlenen ICso konsantrasyonlarinda plumbagin (10 uM) ile 24 saat,
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CA-4 (5 uM) ve berbamin (10 uM) ile 48 saat tedavi edildi. CA-4, plumbagin ve berbamin
tedavisinin, hiicrelerde VEGF-A ve MMP-2 ekspresyonlarin1 kontrole gore inhibe ettigi

saptandi.

Su ve dig. (2016a) tarafindan yapilan ¢calismada, CA-4’iin anjiyogenez lizerine etkileri, western
blot yontemi kullanilarak incelenmistir. Calismada, MCF-7 meme kanseri ve HUVEC hiicreleri
hem normoksik hem de hipoksik kosullarda 5, 10 ve 20 nM dozlarinda CA-4’e maruz
birakilarak, VEGF proteininin ifadesi incelenmistir. MCF-7"de daha kuvvetli olmak tizere iki
hiicre hattinda da normoksik kosullarda 24 saatlik CA-4 tedavisinin VEGF ekspresyonunu
baskiladigi, ancak hipoksik kosullarda bu inhibisyonun doza bagli olarak daha kuvvetli bir
sekilde gergeklestigi tespit edilmistir. Agut ve dig. (2020), CA-4’tin HT-29 kolon kanseri
hiicrelerinin VEGF ifadesi lizerindeki etkilerini, RT-qPCR ile incelemislerdir. 15 pM dozunda
48 saatlik CA-4 tedavisinin, hiicrelerde VEGF’in mRNA ekspresyonunu kontrole kiyasla %40
oraninda inhibe ettigi saptanmistir. Bagka bir ¢alismada (Xiong ve dig., 2015), HUVEC
hiicrelerinde, CA-4’iin bir tiirevi olan CPU-XT-008’in VEGF ifadesi tizerindeki etkilerini
western blot yontemi ile degerlendirilmistir. Hiicrelere 24 saat 0,01; 0,1; 1 ve 10 umol/l
dozlarinda uygulanan CPU-XT-008’in, VEGF ekspresyonunu doza bagli olarak inhibe ettigi
saptanmistir. Ayni ¢alismada, 24 saat uygulanan CPU-XT-008 tedavisinin, HUVEC
hiicrelerinde VEGF-A’nin iki farkli izoformu olan VEGF165 ve VEGFI121’in mRNA
ekspresyonlarin1 doza bagli olarak azalttigi, RT-PCR yontemi ile tespit edilmistir.

Roshan ve dig. (2023), U-87MG glioblastoma hiicrelerine uygulanan 6,25 ve 12,5 pg/ml
dozlarindaki CA-4’tin, MMP-2 ve MMP-9’un mRNA ekspresyonu iizerindeki etkilerini, qRT-
PCR kullanarak incelemislerdir. Calismada, 24 saatlik CA-4 tedavisinin hiicrelerde mRNA
seviyelerini kontrole kiyasla azalttigi; CA-4’lin bu etkisinin MMP-2 icin daha kuvvetli
meydana geldigi rapor edilmistir. Bagka bir ¢calismada (Yang ve dig., 2022), 50 uM dozunda
24 saatlik CA-4 tedavisinin, HepG2 karaciger kanseri hiicrelerinde MMP-2 ve MMP-9
ekspresyonunu inhibe ettigi, western blot yontemi kullanilarak tespit edilmistir. Yao ve dig.
(2015), CA-4P’nin 3 boyutlu kiiltiirlenmis Walker 256 sigan meme kanseri hiicrelerinin
normoksik ve hipoksik kosullarinda, MMP-2 ve MMP-14 ifadeleri iizerine etkilerini western
blot yontemi ile incelemislerdir. Caligmada, 2 uM dozunda 48 saat uygulanan CA-4P’nin
normoksik veya hipoksik kosullarda, MMP’lerin ekspresyonunu etkilemedigi saptanmaistir.

Gong ve dig. (2020) tarafindan yapilan calismada, H1299 kiigiik hiicreli olmayan akciger
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kanseri hiicrelerinde 24 saatlik CA-4 tedavisinin, MMP-2 ve VEGF ifadeleri iizerindeki etkileri,
western blot yontemi yardimiyla incelenmistir. 40 nM dozundaki CA-4, hiicrelerde VEGF
ekspresyonunu kontrole gére 6nemli 6l¢iide inhibe etmistir. CA-4 tedavisinin hiicrelerde MMP-
2 ekspresyonu lizerindeki inhibe edici etkisi anlamli bulunmamistir. Ayni ¢alismada, H1299
inokiilasyonu yoluyla tiimdr olusturulan disi fareler, 14 giin boyunca CA-4 ile (30 mg/kg) tedavi
edilmis ve tiimor dokularinda VEGF, MMP-2 ve MMP-9 ifadesi western blot yontemiyle
degerlendirilmistir. CA-4 tedavili tiimorlerde, kontrole kiyasla VEGF ekspresyonunda diisiik
etkili ve anlamli bulunmayan bir azalma, MMP-2 ve MMP-9 ekspresyonlarinda ise anlamli bir
azalma tespit edilmistir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda, 5 uM dozunda CA-4 tedavisinin, A549
hiicrelerinde VEGF-A ve MMP-2 ifadelerini kontrole kiyasla anlamli olarak inhibe ettigi ve bu
inhibisyonun VEGF-A ekspresyonu iizerinde daha kuvvetli olarak gegeklestigi tespit edildi.
Yao ve dig. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada, CA-4P’nin 3 boyutlu kiiltiirlenmis Walker
256 sigan meme kanseri hiicrelerinin normoksik veya hipoksik kosullarinda, MMP-2 ve MMP-
14 ifadelerini etkilemedigi bildirilmistir. Bu acidan sonuglarimiz, Yao ve dig. (2015)’nin
bulgular1 ile uyumlu bulunmamistir. Bunun; hiicre tiirtiniin, uygulanan dozun farkliligindan ve
CA-4’iin suda c¢oziilen tlrevinin kullanilmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir.
Bulgularimiz, genel olarak literatiirle uyumludur. Farkli hiicre tipleri olsa da ayni kanser
tirtindeki Gong ve dig. (2020) tarafindan yapilan ¢alismada, in vitro western blot analizinde
VEGF’in MMP-2’den daha kuvvetli inhibe edildigi belirtilmistir. Bu acgidan bulgularimiz,
Gong ve dig. (2020) ile de paralellik gostermektedir. Literatiirde, ¢esitli kanser tlirlerinin CA-4
ve CA-4’1in daha kararli ve biyoyararlanimi yiiksek tiirevlerinin tedavisiyle VEGF ve MMP-2
ifadesini azalttigiyla ilgili ¢caligmalar bulunmaktadir. Bu calismalar genellikle, CA-4 tiirevleri
lizerine yogunlagmistir. Literatiirde, western blot yontemi kullanilarak A549 hiicre hattinda
CA-4 tedavisinin VEGF-A veya MMP-2 ekspresyonunun inhibisyonu bakimindan inceleyen
herhangi bir ¢alismaya rastlanmamstir. Bu ag¢idan sonuglarimizin, literatiire 6nemli bir katkida

bulunacagi diistiniilmektedir.

Lai ve dig. (2012) tarafindan yapilan ¢aligmada, plumbagin tedavisinin, VEGF ile uyarilan
HUVEC hiicrelerinde VEGFR?2 ifadesi iizerindeki etkileri incelenmistir. Calismada HUVEC
hiicreleri, besiyeri bakimindan aglia maruz birakilarak 200 ng/ml dozunda VEGF ile
uyarilmis, VEGFR2 ve p-VEGFR?2 antikorlar1 western blot yontemi ile gosterilmistir. 0,1, 1, 3
ve 5 uM dozlarindaki 2 saatlik plumbagin tedavisinin, hiicrelerde p-VEGFR2 ekspresyonunu
kontrole gore doza bagli olarak inhibe ettigi tespit edilmistir. Bu bulgu, VEGFR2’nin VEGF
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kaynakli fosforilasyonunun ve dolayisiyla VEGF-VEGFR2 aracili anjiyogenezin
baskilandigini gostermektedir. Yang ve dig. (2020), SGC-7901 gastrik kanser hiicreleriyle
farelerde olusturduklar1 timor dokularinda VEGF ve VEGFR?2 ifadesi iizerine plumbaginin
etkilerini, western blot yontemiyle incelemislerdir. Diisiik (2 mg/kg), orta (4 mg/kg) ve yiiksek
dozda (6 mg/kg) plumbagin tedavisinin, tiimor dokularinda VEGF ve VEGFR?2 ekspresyonunu,
kontrole kiyasla doza bagli olarak inhibe ettigi tespit edilmistir. Ayrica ¢alismada, plumbagin
tedavisi ile VEGF ve VEGFR?2 ifadesinin inhibe edildigi, farelerin serum 6rnekleri kullanilarak
yapilan ELISA yontemiyle de saptanmistir. Li ve dig. (2012) tarafindan yapilan caligmada,
SGC-7901 gastrik kanser hiicreleri 2, 4, 8, 12 ve 24 saat olmak tiizere farkli inkiibasyon
stirelerinde, 10 umol/L plumbagin ile tedavi edilmis, plumbaginin hiicrelerde VEGF ifadesi
iizerine etkileri western blot yontemi kullanilarak incelenmistir. Calismada plumbagin
uygulamasinin, hiicrelerde VEGF ekspresyonunu inhibe ettigi saptanmistir. Jampasri ve dig.
(2022)’nin yaptiklar1 calismada, plumbaginin hipoksik kosullara maruz birakilan MCF-7 meme
kanseri hiicrelerinde VEGF-A ve VEGFR2 mRNA seviyeleri iizerindeki etkileri, RT-gPCR
yontemiyle degerlendirilmistir. Plumbagin uygulanmayan hiicrelerde hipoksik kosullarda,
normoksik kosullara kiyasla VEGF-A ve VEGFR2 mRNA seviyelerinin arttigi; 1, 2 ve 4 uM
dozlarindaki 24 saatlik plumbagin tedavisinin ise hipoksik kosullardaki hiicrelerde bu
proteinlerin mRNA ekspresyonunu doza bagl olarak inhibe ettigi tespit edilmistir. Baska bir
caligmada (Sakunrangsit ve Ketchart, 2019), farelere LCC9 endokrin direngli meme kanseri
hiicrelerinin ortotropik enjeksiyonu yoluyla olusturulan tiimoérlerde, plumbaginin VEGF ifadesi
tizerindeki etkileri, RT-qPCR yontemi ile degerlendirilmistir. Diisiik (2 mg/kg) ve yiiksek
dozda (4 mg/kg) plumbagin tedavisinin, timdrlerde VEGF’in mRNA ekspresyonunu doza bagli
olarak inhibe ettigi tespit edilmistir. Yine bu ¢alismada, LCC9 tiimorlii farelerin akcigerindeki
mikro metastazlar incelenerek, plumbagin tedavisinin akciger dokusundaki MMP-9 ifadesi
iizerindeki etkileri RT-qPCR yontemiyle degerlendirilmis, plumbagin uygulamasinin akcigerde
MMP-9 mRNA seviyelerini kuvvetli bir sekilde azalttig1 rapor edilmistir. Chen ve dig. (2017)
tarafindan yapilan caligmada, plumbagin uygulamasinin U887 ve U251 glioblastoma
hiicrelerinde MMP-2 ve MMP-9 ifadeleri lizerindeki etkileri, western blot yontemi kullanilarak
degerlendirilmistir. 1 ve 2 uM dozlarinda 24 saatlik plumbagin tedavisi, her iki hiicre hattinda
da MMP-2 ve MMP-9 ekspresyonlarini doza bagl bir sekilde inhibe etmistir. Plumbaginin,
MMP-2 ekspresyonunu U87 hiicrelerinde; MMP-9 ekspresyonunu ise U251 hiicrelerinde daha
kuvvetli bir sekilde inhibe ettigi saptanmistir. Ayrica western blot sonuglari, RT-qPCR yontemi
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kullanilarak desteklenmis, U87 ve U251 hiicrelerinde MMP-2 ve MMP-9 mRNA seviyelerinin,
1 ve 2 uM dozlarindaki 24 saatlik plumbagin tedavisiyle konsantrasyona bagli olarak azaldigi
rapor edilmistir. 12-O-tetradekanoilforbol 13-asetat (TPA), calismalarda yaygin olarak
kullanilan bir timor promotoriidiir. Protein Kinaz C’nin hizli aktivasyonu ve ardindan
bozunmasini uyararak, hiicre ¢ogalmasini tesvik eder (Kolb ve Davis, 2004). Shich ve dig.
(2010) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, TPA’ya maruz birakilan A549 akciger kanseri
hiicrelerinde plumbagin tedavisinin MMP-2 ifadesi lizerindeki etkileri, western blot yontemiyle
degerlendirilmistir. Calismada 80 nM TPA varliginda 0,5, 1 ve 1,5 uM dozlarinda 24 saatlik
plumbagin tedavisinin, hiicrelerde kontrole kiyasla doza bagl olarak MMP-2 ekspresyonunu
inhibe ettigi gozlenmistir. Yiksek konsantrasyondaki plumbagin uygulamasi, MMP-2
ekspresyonunu %70 oraninda baskilamistir. Bu bulgular, yar1 kantitatif RT-PCR yontemi ile
desteklenmis; 24 saatlik plumbagin tedavisinin TPA ile uyarilan A549 hiicrelerinde MMP-2
mRNA ekspresyonunu doza bagli olarak azalttigi rapor edilmistir. Bu tez c¢alismamiz
kapsaminda, 10 uM plumbagin tedavisinin, A549 hiicrelerinde VEGF-A ve MMP-2 ifadelerini
kontrole goére inhibe ettigi ve bu inhibisyonun MMP-2 ekspresyonu lizerinde daha kuvvetli
olarak gegeklestigi tespit edilmistir. Bulgularimiz, genel olarak literatiirle uyumlu bulunmustur.
Literatiirde, ¢esitli kanser tiirlerinin plumbagin tedavisiyle VEGF ve MMP-2 ifadesini
azalttigiyla ilgili ¢alismalar yer almaktadir. Shieh ve dig. (2010) tarafindan yapilan ¢alisma
disinda, western blot yontemi kullanilarak A549 hiicre hattinda plumbagin tedavisinin, VEGF-
A veya MMP-2 anlatiminin inhibisyonunu inceleyen baska bir ¢caligmaya rastlanmamistir. Bu

acidan sonuglarimizin, literatlire 6nemli bir katki saglayacagi diistiniilmektedir.

Kim ve dig. (2021), normoksik veya hipoksik kosullara maruz birakilan U87MG hiicrelerinde
berbaminin, VEGF ifadesi lizerindeki etkilerini ELISA yontemiyle incelemislerdir. 10 ve 20
uM dozlarindaki berbamin tedavisinin, hipoksik kosullardaki hiicrelerde kontrole kiyasla,
VEGF {iretimini inhibe ettigi belirlenmistir. Ayn1 ¢calismada berbaminin HUVEC hiicrelerinde,
VEGF (6zellikle VEGF-A) reseptorii olan VEGFR-2’nin ve fosforile-VEGFR2’nin (p-
VEGFR2) ifadeleri tiizerine etkileri, western blot yontemi kullanilarak incelenmistir.
Calismada, 30 ng/ml VEGF ve berbamin tedavisinin (10 ve 20 pM), hiicrelerde p-
VEGFR2/VEGFR2 ekspresyonunu doza bagli olarak ©nemli oOlg¢lide inhibe ettii rapor
edilmistir. Bu bulgu, VEGFR2’nin VEGF kaynakli fosforilasyonunun ve dolayisiyla VEGF-
VEGFR2 aracili anjiyogenezin baskilandigini gostermektedir. Wang ve dig. (2009) tarafindan
yapilan ¢alismada, berbaminin MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde VEGF salinimi
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izerindeki etkileri, ELISA yontemi kullanilarak incelenmistir. Calismada, berbaminin 10, 20
ve 40 uM dozlarmin, hiicrelerde doza bagli olarak VEGF proteininin salinimini inhibe ettigi
saptanmistir. Yine bu ¢alismada, berbaminin MDA-MB-231 hiicrelerinde MMP-2 ve MMP-9
mRNA ekspresyonlari iizerine etkileri de incelenmis, berbaminin 40 ve 60 uM dozlariyla 16
saatlik tedavinin, hiicrelerde MMP-2 ve MMP-9 mRNA seviyelerini énemli Olciide inhibe
ettigi, RT-PCR yontemi kullanilarak bildirilmistir. Baska bir ¢calismada (Liu ve dig., 2023),
berbaminin kolon kanseri hiicre hatlarinda (HCT116, HT-29, RKO) MMP-2 ifadesi {izerine
etkileri, western blot yontemi kullanilarak incelenmistir. 5, 10 ve 15 uM dozlarinda 24 saatlik
berbamin tedavisinin, kolon kanseri hiicrelerinde MMP-2 ekspresyonunu doza bagli olarak
inhibe ettigi saptanmistir. Han ve dig. (2021) tarafindan yapilan ¢calismada, berbaminin mesane
kanseri hiicrelerinde (T24 ve 5637) MMP-9 ifadesi lizerine etkileri, western blot yontemi
kullanilarak degerlendirilmistir; 8 ve 16 uM dozlarinda 48 saatlik berbamin uygulamasinin,
hiicrelerde MMP-9 seviyelerini doza bagli olarak inhibe ettigi tespit edilmistir. Bu tez
kapsaminda, 10 uM berbamin tedavisinin, A549 hiicrelerinde VEGF-A ve MMP-2 ifadelerini
kontrole kiyasla inhibe ettigi belirlenmistir. Bu agidan, bulgularimiz literatiirle uyumlu
bulunmustur. Literatiirde, ¢esitli kanser tiirlerinin berbamin ile tedavisi sonucunda, berbaminin
VEGF ve MMP-2 ifadesini azalttigiyla ilgili ¢calismalar bulunmaktadir, ancak western blot
yontemi kullanilarak, A549 hiicre hattinda berbamin tedavisinin VEGF-A veya MMP-2
ekspresyonunun inhibisyonunu inceleyen herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu agidan

sonuglarimizin, literatiire 6nemli katkilar saglayacagi diisiiniilmektedir.

Anjiyogenezin in vivo tahlili i¢in en ¢ok kullanilan yontemlerden biri, CAM yontemidir. CAM
yontemi, vaskiiler biyoloji ve kanser calismalari, biyomiihendislik, kozmetik testleri,
transplantasyon biyolojisi ve ilag gelistirmede yaygin olarak kullanilan bir yontemdir (Nowak-
Sliwinska ve dig., 2018). Diger hayvan deneylerine kiyasla maliyetinin diisiik olmasi, deney
stiresinin kisa olusu ve kolay uygulanabilirligi, ayn1 zamanda CAM iizerinde tiimor olusumu,
bilylimesi ve invazyonu agsamalarinin kolaylikla incelenebilir olmasi, CAM ydntemini
anjiyogenez calismalar1 i¢in olduk¢a popiiler bir metot haline getirmistir (Norrby, 2006;
Nowak-Sliwinska ve dig., 2018; Fischer ve dig., 2022).

Bu bilgilerden hareketle, tez kapsaminda CA-4, plumbagin ve berbamin ile siispanse edilen
A549 akciger kanseri hiicreleri (3x10° hiicre/yumurta), matrigel igerisinde, embriyonik

gelisimlerinin 9. giiniindeki kulugkalik yumurtalarm CAM alanina uygulandi. Hiicrelere, MTT
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testiyle belirlenen ICso konsantrasyonlarinda CA-4 (5 uM) plumbagin (10 pM) ve berbamin
(10 uM) uygulandi. Biyoaktif maddelerle 72 saatlik tedavinin, kulugkalik yumurtalarda
olusturulan tiimorlerde anjiyogenez iizerine etkileri vaskiiler yogunluk parametresi lizerinden

analiz edildi.

Combretastatin A-4’{in, akciger kanserinde in vivo tiimor anjiyogenezi CAM yontemi ile anti-
kanser etkinliginin incelenmesi iizerine, literatiirde bir ¢alismaya rastlanmamistir. Ote yandan,
CA-4 ve tiirevlerinin anti-anjiyogenik etkileri, in vivo CAM yontemi ile bazi ¢alismalarda
arastirilmistir. Porcu ve dig. (2013) tarafindan yapilan ¢aligmada, embriyonik gelisiminin (EG)
11. giinlinde, kulugkalik yumurtalarin CAM bolgesine, 150 ng FGF iceren veya icermeyen
pelletler halinde CA-4 (0,01, 0,1 ve 1 nmol/yumurta) topikal olarak uygulanmis ve 72 saat
inkiibasyonun ardindan (EG-14) incelenmistir. FGF igeren gruplarda, CA-4’iin kontrole kiyasla
damar olusumunu inhibe ettigi, ancak ilging bir sekilde, FGF igermeyen gruplarda CA-4’iin
damar olusumunu kontrole kiyasla uyardigi saptanmistir. Calismada bu bulgu, CA-4’iin
hiicresel bir hasari tetikleyerek, inflamatuvar bir yanit olusturmasindan kaynaklanabilecegi
seklinde agiklanmistir. Bagka bir ¢alismada (Su ve dig. 2016a), CA-4 biyoaktif maddesi 1, 5 ve
10 nmol/yumurta olacak sekilde, disk seklindeki filtre kagitlarina uygulanarak, EG-8’deki
kulugkalik yumurtanin CAM’1 iizerine yerlestirilmistir. Yumurtalar, 48 saatlik inkiibasyondan
sonra (EG-10) incelendiginde, CA-4’lin kontrol grubuna kiyasla yeni damar olusumunu doza
bagl olarak (1, 5 ve 10 nmol i¢in sirasiyla %26,8, %47,2 ve %77,3) inhibe ettigi saptanmistir.
Su ve dig. (2016b), bir CA-4 tiirevi olan ZLM-7’nin anti-anjiyogenik etkilerini in vivo CAM
yontemi ile incelemislerdir. EG-8’deki kulugkalik yumurtalara, ZLM-7 (1, 5 ve 10
nmol/yumurta) ¢esitli dozlarda, disk seklindeki filtre kagitlarina uygulanarak, CAM iizerine
yerlestirilmis ve 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda (EG-10) ZLM-7"nin,
yeni kilcal damar olusumunu doza bagl olarak (1, 5 ve 10 nmol dozlar1 i¢in sirastyla %27,3,
%42,6 ve %71,5) inhibe ettigi rapor edilmistir. Subbaraj ve dig. (2023), CA-4 ve suda ¢oziilen
nano formiilasyonunun (NF-C) anti-anjiyogenik etkinligini in vivo CAM yontemi ile
incelemislerdir. Calismada, CA-4 ve NF-C (10 uM/yumurta), kulugkalik yumurtalarin CAM’1
lizerine disk igerisinde uygulanmis ve 5 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun sonunda,
CA-4 ve NF-C’nin; damar yogunlugu, dallanma noktalari, toplam damar ag uzunlugunu
bakimindan anjiyogenezi inhibe ettigi ve NF-C’de bu inhibisyonun CA-4’¢ kiyasla daha
kuvvetli oldugu rapor edilmistir. Ayni ¢aligmada, NF-C’nin A498 bobrek kanseri hiicre hatti

lizerindeki anti-kanser etkinligi yine in vivo CAM yontemi ile degerlendirilmistir. Kulugkalik
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yumurtalara, EG-10.giinde, 2x10° A498 hiicreleri disk icerisinde enjekte edilerek, 4 giin inkiibe
edilmigtir. EG-14. giinde, NF-C (10 puM/yumurta) disk igerisine uygulanmis ve kulugkalik
yumurtalar 3 giin daha inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun sonunda (EG-17), NF-C ile
tedavi edilen kulugkalik yumurtanin tiimor kitlesinin, kontrole kiyasla daha kiigiik oldugu
saptanmistir. Ayrica, timor dokularinin histolojik analizinde, NF-C ile tedavi edilen timor
dokusunda kontrole kiyasla, CAM’in g¢evresinde daha az sayida biiyiik kan damar1 oldugu
saptanmustir. Literatiirde, CA-4’{in in vivo CAM yontemi kullanilarak akciger kanseri hiicreleri
ile olusturulan tlimor anjiyogenezi lzerindeki anti-kanser etkinligine dair bir ¢aligmaya
rastlanmamistir. Bu acidan c¢alismamizin, literatiire Onemli bir katkida bulunacagini
diisinmekteyiz. 11k kez bu tez kapsaminda, CA-4'tin A549 hiicre hatt: ile kulugkalik embriyoda
olusturulan tiimoriin anjiyogenezi tizerindeki etkileri incelenmistir. CA-4 tedavisinin, kontrole
gore vaskiiler yogunlugu inhibe ettigi tespit edilmistir. Bu bulgu, CA-4’{in akciger kanserinde
timoriin anjiyogenezini baskiladigini gostermektedir. Subbara; ve dig. (2023) tarafindan
yapilan ¢alismada, CA-4’iin suda ¢6ziilen nano formiilasyonunun (NF-C), A498 bobrek kanseri
hiicreleriyle kulugkalik embriyoda olusturulan tiimér dokusunda kontrole kiyasla, CAM’in
cevresinde daha az sayida biiyiik kan damari oldugu tespit edilerek, anti-anjiyogenik aktivite
gosterdigi bildirilmistir. Bu agidan bulgularimiz, kanser tiirti farkli olmakla birlikte, paralellik
gostermektedir. Ek olarak sonuglarimiz, CA-4 ve tiirevlerinin anti-anjiyogenik etkinlik
gostermesi bakimindan literatiir ile uyumludur. CA-4 ve nano formiilasyonlarinin, ¢esitli kanser
tiirlerinde anti-anjiyogenik aktivite gostermesi nedeniyle, anjiyogenez c¢alismalarinda 6nemli

biyoaktif bilesikler oldugu diisiiniilmektedir.

Plumbaginin, in vivo tiiméor anjiyogenezi CAM yontemi ile anti-kanser etkinliginin incelenmesi
iizerine literatiirde bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Lai ve dig. (2012) tarafindan, plumbaginin
anti-anjiyogenik etkileri, in vivo CAM yontemi ile arastirilmistir. Calismada, kulugkalik
yumurtalarin 3. gilinlinde, plumbagin (5 pg ve 15 pg /yumurta), disk seklindeki filtre kagitlart
iizerine uygulanarak CAM’e yerlestirilmis ve 5 giin inkiibasyona brrakilmistir. inkiibasyonun
sonunda (EG-8), plumbaginin mikro damar olusumunu kontrole kiyasla doza bagli olarak
azalttigl saptanmugtir. Literatiirde, plumbaginin in vivo CAM yontemi kullanilarak akciger
kanseri hiicreleri ile olusturulan tiimdr anjiyogenezi lizerindeki anti-kanser etkinligine dair bir
caligmaya rastlanmamustir. 1k kez bu tez kapsaminda, plumbaginin A549 hiicre hatti ile
kulugkalik embriyoda olusturulan tiimdriin anjiyogenezi lizerindeki etkileri incelenmistitr.

Plumbagin tedavisinin, kontrole kiyasla vaskiiler yogunlugu inhibe ettigi tespit edilmistir. Bu
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bulgu, plumbaginin akciger kanserinde tiimor anjiyogenezini baskiladigini géstermektedir. Bu
acidan calismamizin, literatiire onemli bir katkida bulunacagi diisliniilmektedir. Ayrica,
plumbagin tedavisinin anti-anjiyogenik etkinligi bakimindan, ¢alismamiz Lai ve dig. (2012)

tarafindan elde edilen sonuglarla uyumludur.

Kim ve dig. (2021) tarafindan yapilan ¢alismada, berbaminin anti-anjiyogenik etkinligi ve
U87MG glioblastoma hiicre hatti {izerindeki anti-kanser etkinligi, in vivo CAM yontemi ile
incelenmistir. Anti-anjiyogenik degerlendirme i¢in, kulugkalik yumurtalara EG-5. giiniinde
berbamin (10 pg/yumurta), disk seklinde seffaf steril kagitlara uygulanarak CAM f{izerine
yerlestirilmistir. 2 gilin inkiibasyondan sonra (EG-7), berbaminin, mikro damar olusumunu
kontrole kiyasla inhibe ettigi rapor edilmistir. Berbaminin, glioblastoma hiicre hattindaki tiimor
anjiyogenezi etkinligini degerlendirmek i¢in, U87MG hiicreleri (1x10° hiicre/yumurta) matrigel
icerisinde siispanse edilerek, berbamin ile (10 pg/yumurta) veya berbamin olmadan kulugkalik
yumurtalarin CAM’i iizerine silikon bir disk icerisinde implant edilmistir. 7 giinliik
inkiibasyondan sonra, berbamin uygulanan tiimor kitlesinin, kontrole kiyasla daha az oldugu;
berbaminin tiimor biliyiimesini baskiladigi tespit edilmistir. Benzer bir ¢alisma (Han ve Jung,
2022) berbaminin, US7MG hiicre hattindan tiiretilen kok hiicre benzeri gliobastoma (GSC)
iizerindeki timor anjiyogenezi etkinligini degerlendirmistir. Kulugkalik yumurtalara, EG-7.
giiniinde GSC’ler (2x10° hiicre/yumurta) ECM jeli icerisinde siispanse edilerek, berbamin ile
(5 png/yumurta) veya berbamin olmadan CAM f{izerine uygulanmis ve 7 giin boyunca inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun sonunda (EG-14), berbamin uygulanan tiimér hacminin, kontrole
kiyasla daha az oldugu saptanmustir. Literatiirde, berbaminin in vivo CAM yontemi kullanilarak
akciger kanseri hiicreleri ile olusturulan tiimor anjiyogenezi lizerindeki anti-kanser etkinligine
dair bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Bu acidan ¢alismamizin, literatiire 6nemli bir katkida
bulunacagim diisiinmekteyiz. 1k kez bu tez kapsaminda, berbaminin A549 hiicre hatt1 ile
kuluckalik embriyoda olusturulan tiimoriin anjiyogenezi tizerindeki etkileri incelenmistir.
Berbamin tedavisinin, kontrole kiyasla vaskiiler yogunlugu inhibe ettigi tespit edilmistir. Bu
bulgu, berbaminin akciger kanserinde tiimdr anjiyogenezini baskiladigini gostermektedir. Kim
ve dig. (2021) ve Han ve Jung (2022) tarafindan yapilan c¢alismalarda, berbamin tedavisinin
kulugkalik yumurtalarda sirastyyla US87MG ve U87MG hiicre hattindan tiiretilen kok hiicre
benzeri gliobastoma hiicreleriyle olusturulan tiimoérlerin kitlesini kontrole kiyasla inhibe ettigi
tespit edilmistir. Bu sonuglar, berbaminin tiimor anjiyogenezi iizerindeki anti-kanser etkinligini

gostermektedir. Calismamizda, vaskiiler yogunluk parametresi lizerinden, berbamin tedavisinin
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tiimor anjiyogenezi iizerindeki inhibisyonu belirlenmistir. Bu acidan, kanser tipleri farkl

olmakla birlikte, sonuglarimiz literatiir ile uyumlu bulunmustur.

Dogal kaynakli biyoaktif bilesiklerin ¢esitli biyolojik aktivitelere sahip olmasi ve kemoterapide
kullanilan ilaglara kiyasla yan etki profilinin sinirli olmasi nedeniyle kanser terapisinde
potansiyel terapotik ilag olarak degerlendirilmesi géz Oniinde bulundurularak, bu tez
kapsaminda; Combretastatin A-4, plumbagin, berbamin, silibinin ve lentinan dogal biyoaktif
bilesiklerinin, A549 ve HUVEC hiicreleri tizerindeki in vitro sitotoksik etkinliginin, HUVEC
hiicrelerinde tiip olusumu ve A549 hiicrelerinde VEGF-A ve MMP-2 ifadeleri iizerindeki
etkilerinin yani sira, A549 hiicreleriyle olusturulan in vivo CAM yontemi ile timor anjiyogenezi

iizerindeki anti-anjiyogenik etkinliginin ilk kez incelenmesi amaglanmastir.

Sitotoksik aktivite sonuglarimiz, CA-4, plumbagin ve berbaminin, A549 hiicrelerinde hiicre
canliligini basaril1 bir sekilde inhibe ettigini gdstermektedir. Ote yandan, silibinin ve lentinanin,
kanser hiicrelerinde canliligi azaltmadigi tespit edildi. Bu dogal biyoaktif bilesiklerin,
kemoterapi ilaglariyla kombinasyon halinde ¢alisildiginda, kanser hiicreleri tizerinde daha etkili
olacagini diisiinmekteyiz. Dogal biyoaktif bilesiklerin HUVEC hiicrelerinde, belirli bir
sitotoksik aktivite gosterdigi belirlendi. Bunlar arasinda plumbagin, yiliksek dozlarda HUVEC
hiicrelerinin canliligini, A549 hiicrelerine kiyasla daha fazla etkiledi. Bu agidan plumbaginin,
sagliklh hiicrelerde segici olarak daha az toksisite gosteren aktif tiirevlerinin gelistirilmesinin,

terapotik ilag potansiyeli bakimindan oldukg¢a 6nemli oldugunu diisiinmekteyiz.

In vitro tiip olusumu bakimindan sonuglarimiz, CA-4, plumbagin ve berbamin dogal biyoaktif
bilesiklerinin, HUVEC hiicrelerinde tiip benzeri yapilarin olusumunu inhibe ettigini
gostermektedir. Endotel hiicrelerinin aktivasyonuyla baslayan ve yeni damar olusumuyla
devam eden zincirleme siire¢ diislintildiiglinde, anjiyogenezin baskilanmasi acisindan CA-4,

plumbagin ve berbaminin etkin maddeler oldugunu diisiinmekteyiz.

Anjiyogenik faktorlerin ifadesi bakimindan sonuglarimiz, CA-4, plumbagin ve berbamin dogal
biyoaktif bilesiklerinin, A549 hiicrelerinde VEGF-A ve MMP-2 proteinlerinin ifadelerini
inhibe ettigini gostermektedir. Tiimdr anjiyogenezi ve metastazinda bu proteinlerin 6nemli
rollere sahip olduklari goz Oniinde bulunduruldugunda, CA-4, plumbagin ve berbamin
maddelerinin anti-anjiyogenik aktivitesini VEGF-A ve MMP-2 ifadelerinin baskilanmasi

tizerinden gosterdigi diigiiniilmektedir.
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In vivo CAM yéntemi ile tiimdr anjiyogenezi bakimindan sonuglarimiz, CA-4, plumbagin ve
berbamin dogal biyoaktif bilesiklerinin, A549 hiicreleriyle tiimor olusturulan kulugkalik
yumurtalarda damar yogunlugunu inhibe ettigini gostermektedir. Timdr dokulart
hematoksilen-eozin ile boyanip, histolojik olarak incelendiginde, dogal biyoaktif bilesiklerle
tedavinin, timdr dokusunda kanser hiicrelerini azalttig1 ve CAM alanina invazyonu inhibe ettigi
belirlendi. Bu bulgumuz da CA-4, plumbagin ve berbamin dogal biyoaktif bilesiklerinin timor

anjiyogenezi iizerinde anti-anjiyogenik etkinlik gosterdigini desteklemektedir.

Bu sonuclar g6z oniine alindiginda, Combretastatin A-4, plumbagin ve berbaminin, timor
anjiyogenezinin inhibisyonu bakimindan giiclii dogal biyoaktif bilesikler olmasi nedeniyle,
kanser terapisinde 6nemli birer potansiyel ilag oldugu diistiniilmektedir. CA-4 tiirevleri, hali
hazirda vaskiiler bozucu ajan olarak, kanser terapisi i¢in ilag gelistirme caligmalarinda
kullanilmaktadir. Ancak, farkli kanser tipleri ve etkili oldugu mekanizmalar bakimindan daha
¢ok arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Ote yandan, CA-4’{in tiimdr anjiyogenezi iizerinde
gosterdigi anti-anjiyogenik etkinlik, in vivo CAM yoéntemi kullanilarak ilk kez incelenmistir.
Bulgularimizin, akciger kanseri i¢in gelistirilecek yeni potansiyel ilag ¢alismalarina faydali
olacag diisiiniilmektedir. Benzer sekilde, plumbagin ve berbamin maddeleri ile ilgili timor
anjiyogenezi lizerine odaklanan ¢aligmalarin artmasi ve bu maddelerin etkinlik gosterdigi sinyal
mekanizmalarinin aydinlatilmasi oldukc¢a Onemlidir. Bulgularimiz, akciger kanseri i¢in bu
maddelerin potansiyel anti-anjiyogenik ila¢ ¢alismalarinda kullanilmasinin yararli olacagini
gostermektedir. Bu maddelerin kemoterapi ilaglariyla kombinasyonlarinin, kemoterapdtiklerin
yan etki profillerini sinirlayarak, segici anti-kanser etkinliklerini arttiracagini diistiniilmektedir.
Bu alanda daha ¢ok in vitro ve in vivo ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Molekiiler yapilari ve
fonksiyonel gruplarmin farkliligi bakimindan tek tek degerlendirilen CA-4, plumbagin ve
berbamin maddeleri, dogal kaynakli bilesikler olmalar1 dolayisiyla diisiik yar1 dmre sahiptir. Bu
dogal biyoaktif bilesiklerin  anti-anjiyogenik  etkinliginden = sorumlu yapilarinin
aydinlatilmasinin ve biyoyararlanimi yiiksek, suda ¢dzilinen tiirevlerinin gelistirilmesinin,

kanser ilaglarinin gelisimine 11k tutacagi diistiniilmektedir. \
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