
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

STİKTİK ASİT, SALAZİNİK ASİT VE ATRANORİN’İN 

BİYOLOJİK AKTİVİTELERİNİN KÜLTÜR HÜCRELERİNDE  

ARAŞTIRILMASI 

 

Pınar AKCAN YILMAZ 

Yüksek Lisans Tezi 

 

Biyoloji Anabilim Dalı 

Kasım - 2014 

 

 

Bu tez çalışması Anadolu Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri 

Komisyonu Başkanlığı tarafından desteklenmiştir. Proje No: 1005F112 

 



 

JÜRİ VE ENSTİTÜ ONAYI 

 

 

Pınar AKCAN YILMAZ‘ın “Stiktik Asit, Salazinik Asit ve 

Atranorin’in Biyolojik Aktivitelerinin Kültür Hücrelerinde Araştırılması” 

baĢlıklı Biyoloji Anabilim Dalındaki, Yüksek Lisans Tezi 07.11.2014 tarihinde, 

aĢağıdaki jüri tarafından Anadolu Üniversitesi Lisansüstü Eğitim-Öğretim ve 

Sınav Yönetmeliğinin ilgili maddeleri uyarınca değerlendirilerek kabul edilmiĢtir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

          Adı-Soyadı                                               İmza 

 

Üye (Tez Danışmanı) : Doç. Dr. AYŞE TANSU KOPARAL      ……………… 

 

Üye                         : Prof. Dr. AYŞEN ÖZDEMİR TÜRK    ……………… 

 

Üye                               : Doç. Dr. FİGEN ÇALIŞKAN                 ……………… 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anadolu Üniversitesi Fen Bilimleri Enstitüsü Yönetim Kurulu'nun 

……………… tarih ve ………… sayılı kararıyla onaylanmıştır. 

 

 

Enstitü Müdürü 

 

 

 



i 

 

ÖZET 

 

Yüksek Lisans Tezi 

 

STİKTİK ASİT, SALAZİNİK ASİT VE ATRANORİN’İN BİYOLOJİK 

AKTİVİTELERİNİN KÜLTÜR HÜCRELERİNDE ARAŞTIRILMASI 

 

Pınar AKCAN YILMAZ 

 

Anadolu Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı 

 

 

Danışman: Doç. Dr Ayşe Tansu KOPARAL 

2014, 84 sayfa 

 

Likenler yüzyıllardır geleneksel tedavi yöntemleri için kullanılan 

canlılardır. Likenler primer ve sekonder metabolitler sentezlerler. Liken sekonder 

metabolitlerinin; antioksidan, antibiyotik, antienflamatuar, antimikrobiyal, 

allelopatik, antifungal, herbisit, antimutajenik, antitümor, antimikobakteriyel, 

antiviral, antioksidan, hücre bölünmesini düzenleyici, analjezik, antiproliferatif, 

sitotoksik etkileri bilinmektedir. 

Bu tez çalıĢmasında likenlerden elde edilen sekonder metabolitlerin 

(Stiktik asit, Salazinik asit ve Atranorin) sitotoksik etkileri (MTT ve LDH testleri 

ile) ve hücre içi reaktif oksijen seviyelerine (ROS testi) etkileri tek baĢlarına ve 

ikili kombinasyon Ģekline A549 (insan akciğer adenokarsinoma hücresi) ve 

HUVEC (insan göbek kordonu toplar damarı endotel hücresi) hücreleri 

kullanılarak araĢtırılmıĢtır. Antitümöral etki A549 hücrelerinde koloni oluĢum 

deneyi uygulanarak belirlenmiĢtir. Anjiyojenez üzerine etkileri HUVEC hücreleri 

ile yapılan tüp oluĢum deneyi sonucunda saptanmıĢtır. Atranorin‘in tek baĢına ve 

ikili kombinasyon Ģeklinde diğer liken sekonder metabolitlerine göre daha 

sitotoksik, antitümöral ve antianjiyojenik etkilerinin olduğu belirlenmiĢtir.   

 

Anahtar kelimeler: Stiktik asit, Salazinik asit, Atranorin, ROS, LDH,   

                       anjiyojenez 
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ABSTRACT 

 

Master of Science Thesis 

 

THE RESEARCH OF THE BIOLOGICAL ACTIVITIES OF STICTIC 

ACID, SALAZINIC ACID AND ATRANORIN IN CULTURE CELLS 

 

Pınar AKCAN YILMAZ 

 

Anadolu University 

Graduate School of Sciences 

Biology Program 

 

Supervisor: Associate Professor Ayse Tansu KOPARAL 

2014, 84 pages 

 

Lichens are the living beings which are used for traditional treatment 

methods for centuries. Lichens synthesize primary and secondary metabolites. 

The secondary metobolites are known to have effects such as; antioxidants, 

antibiotics, anti-inflammatory, antimicrobial, allelopathy, antifungal, herbicide, 

antimutagenic, antitumor, antimycobacterial, antiviral, antioxidant, regulatory of 

cell division, analgesic, antiproliferative and cytotoxic effects. 

In this thesis, the cytotoxic effects (with MTT and LDH tests) and 

intracellular reactive oxygen levels (ROS test) of the secondary metabolites 

(Stictic acid, Salazinic acid, Atranorin) obtained from lichens were studies single 

and dual combination by using A549 (human lung adenocarcinoma cell) and 

HUVEC (human umbilical vein endothelial cell) cells. Antitumoral effect was 

determined by using colony formation experiment in A549 cells. The effects on 

angiogenesis was determinded as the result of tube formation experiment done 

with HUVEC cells. It was determined that, single and dual combination of the 

atranorin had more cytotoxic, antitumor and antiangiogenic effects than other 

lichen secondary metabolites. 

  

Keywords: Stictic acid, Salazinic acid, Atranorin, ROS, LDH, angiogenesis 
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1 GİRİŞ 

 

Tıbbi bitkilerin eski çağlardan beri çeĢitli hastalıkların tedavisi için 

kullanıldığı bilinmektedir. Dünya Sağlık Örgütü‘nün (WHO) raporuna göre, bitki 

türlerinin yaklaĢık 20 000`i tıbbi amaçlar için kullanılmaktadır (Güllüce ve ark. 

2006). Doğal maddelerin ilaç, gıda, parfüm ve boya sanayinde kullanıldıkları 

bilinmektedir (Ren ve ark. 2009). Doğada bazı organizmaların canlılığını ve 

büyümesini ürettikleri özel kimyasallar yoluyla kontrol eden ve düzenleyen baĢka 

organizmalara ait çeĢitli örnekler bilinmektedir (Bačkorova ve ark. 2011).  

Likenler, mantar ve algden meydana gelen, dünya çapında yayılıĢ gösteren 

ve yüksek rakım, direkt güneĢ ıĢığı gibi zor çevresel koĢullar altında hayatta 

kalmaya devam edebilen simbiyotik organizmalardır (Devehat ve ark. 2007). 

Likenler dünya çapında gıda, yem, ilaç, boya, parfüm, baharatlar ve çeĢitli 

amaçlar için kullanılan değerli bitki kaynaklarıdır (Manojlovic ve ark. 2012b). 

Birçok liken türü Avrupa ülkelerinde mide hastalıkları, diyabet, boğmaca, 

tüberküloz, kanser tedavisi ve cilt hastalıklarının tedavisinde kullanılmaktadır 

(Ranković ve ark. 2008). 

Likenler primer ve sekonder olmak üzere iki farklı yapıda metabolitler 

sentezlerler. Primer liken metabolitleri, diğer mantarlara benzer, hücre 

metabolizmasında yapısal fonksiyonlara ve rollere sahiptirler. Primer metabolitler 

hücre içi kökenlidir ve her iki simbiyont tarafından birbirlerinden bağımsız halde 

sentezlenirler. Primer metabolitler; likenin, izolikenin, hemiselüloz, pektinler, 

disakkaritler, polialkoller, amino asitler, enzimler, alg kromoforuna benzer  

klorofil, beta karotenler ve ksnatofiller gibi pigmentler özellikle hif duvarındaki 

kitinden meydana gelirler. Bunun aksine sekonder metabolitler likenin mantar 

kısmı tarafında özel olarak üretilir, fungal hifin dıĢına gönderilir ve tallusun farklı 

bölgelerinde kristal yapıda biriktirilirler (Shrestha ve Clair 2013).  

Liken sekonder metabolitleri organizma herhangi bir stres durumuyla 

karĢılaĢtığında, özelleĢmiĢ metabolik yollar tarafından üretilirler (Valarmathi ve 

ark. 2009). 
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Kanser büyük ölçüde insan sağlığını tehdit eden kompleks bir hastalıktır 

(Wu ve ark. 2015). Akciğer kanseri, dünya çapında yaklaĢık 1.3 milyon kiĢinin 

ölümüne neden olan kansere bağlı ölümlerinin baĢında gelir (Bleau ve ark. 2014). 

Kanser bir kısım malign hücre üzerindeki normal büyüme kontrolünün 

kaybedilmesidir (Lucia 2013). Kanserin 6 biyolojik belirtisi vardır. Bunlar: 

proliferatif sinyal, büyüme baskılayıcılardan kaçınma, hücre ölümüne direnç, 

ölümsüzlük sağlamak, anjiyojenez, invazyon ve metastazı aktif hale getirmektir 

(Liu ve ark. 2014). 

Anjiyojenez tümörlerin büyümesi ve metastaz gibi patolojik süreçlerde 

önemli rol oynar. Kanser tedavisinde antianjiyojenik terapinin baĢarısı, 

antianjiyojenik maddelerin araĢtırılmasına öncülük etmiĢtir. Yeni oluĢan kan 

damarları besin ve oksijen temini ve atık ürünlerin kaldırılması ile kanserin 

büyümesini destekler (Pund ve ark. 2014). Anjiyojenezin tamamlanmamıĢ olması, 

kusurlu kan damarı oluĢumu ve yetersiz doku onarımı ile iliĢkilidir (Whipple ve 

Korc 2011). 

Bu tez çalıĢmasında, likenlerden elde edilen sekonder metabolitlerin (Stiktik 

asit, Salazinik asit ve Atranorin) hücre çoğalması, ROS (Reaktif Oksijen Türleri), 

LDH (Laktat Dehidrojenaz), anjiyojenez ve koloni oluĢumları üzerine olan etkileri 

tek baĢlarına ve ikili kombinasyon Ģeklinde A549 (insan akciğer adenokarsinoma 

hücresi) ve HUVEC (insan göbek kordonu toplar damarı endotel hücresi) 

hücreleri kullanılarak araĢtırılmıĢtır.  

1.1 Likenler 
 

Likenlerin oluĢumunun 400 milyon yıl öncesine, Erken Devoniyen 

Dönemi`ne denk geldiği tahmin edilmektedir. Dünyadaki karasal habitatlar 

arasında en erken kolonileĢen ve en baĢarılı olan simbiyoz formlar likenlerdir 

(Chen ve ark. 2000). Likenler yüzyıllardır geleneksel ilaç kaynağı olarak 

kullanılmıĢtır ve halen dünyanın pek çok yerinde alternatif tedavi için 

kullanılmaktadır (Pavlovic ve ark. 2013). Likenlerin biyolojik aktivitelerinin 

incelenmesi 1940‘lı yıllarda Penicillium notatum‘dan penisilinin ve mantarlardan 

elde edilen diğer antibiyotiklerin keĢfi ile baĢlamıĢtır. Birçok liken türünün 
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mikobakteriler ve gram pozitif bakterilere karĢı aktif bileĢikler içerdiği 

bulunmuĢtur (Ingólfsdóttir ve ark. 2000). Lösemili farelerin kullanıldığı büyük 

ölçekli bir tarama programı oluĢturulmuĢ ve sonrasında da 60'dan fazla farklı 

insan kanser hücre hattında in vitro taramalar yapılmıĢtır. Yeni klinik 

uygulamaların çoğunda kullanılan bitki sekonder metabolitleri ve onların türevleri 

son 50 yıldır kanseri tedavi etmektedir (El-Seedi ve ark. 2013). 

Likenlerin tıbbi kullanımları çok eski zamanlardan beri bilinmekte olup, 

likenin morfolojik yapısına uygun tedavi yöntemleri geliĢtirilmiĢtir. Örn; uzun 

ipliksi bir yapıda olan Usnea barbata ve diğer Usnea türleri saç dökülmesi ve saç 

çıkmasında, retikulat bir tallusa sahip Lobaria pulmonaria akciğer ve verem 

hastalığı tedavisinde kullanılmıĢtır. Benzer Ģekilde sarı-turuncu renkli bir liken 

olan Xanthoria parietina sarılık hastalığının tedavisinde, kafatası likeni olarak 

bilinen Parmelia saxatilis veya diğer bazı türlerin epilepsi (sara) hastalığının 

tedavisi, tallusunda küçük siğillere benzeyen tüberküller olan Peltigera apthosa 

pamukçuk hastalığına yakalanmıĢ çocukların tedavisinde kullanılmıĢtır (Güner 

2011). 

Mantar ve alg arasındaki simbiyoz iliĢkinin sonucu olarak likenlerde yeni 

metabolitlerin üretildiği bulunmuĢtur. Bu yeni metabolitler fungal partner 

tarafından saklanmaktadır ve tallus denilen simbiyont gövdenin yüzeyinde 

biriktirilmektedir (Bačkorova ve ark. 2011). Liken asitleri denilen bu maddelerin 

çoğu mantar kökenlidir (Chooi ve ark. 2008) ve mantar hifinin hücre duvarının dıĢ 

tarafında bulunmaktadırlar (Stark ve Hyvärinen 2003). 

Likenler mevalonat, Ģikimik ve poliketid yolaklar tarafından türetilen çeĢitli 

sekonder metabolitlere sahiptirler (Tokiwano ve ark. 2009). Alifatik, sikloalifatik, 

aromatik ve terpenik yapıda çok sayıda benzersiz metabolitler oluĢtururlar (Ren 

ve ark. 2009). Likenler depsidler, depsidonlar, usnik asit, dibenzofuranlar, 

ksantonlar, atrakinonlar ve bunlara ek olarak pulvinik asit türevleri ve alifatik 

asitler gibi birbirinden farklı fenolik bileĢikler üretirler (Honda ve ark. 2010). 

Likene özgü metabolitlerin çoğu, depsidler, depsidonlar ve dibenzofuranlar hepsi 

okside poliketidlerdir ve asetat polimalonil yolağı aracılığı ile üretilmiĢlerdir 

(Fazio ve ark. 2009). Depsidler ve depsidonlar mantar hifinin polisakkarit 
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matriksinde gömülü olarak suda çözünmeden birikmektedirler. Tallusun yaĢı ile 

birlikte depsidlerin ve depsidonların artma eğiliminde olduğu varsayımı 

desteklenmiĢtir (Armaleo ve ark. 2008). Depsid molekülleri kalan bağları ester 

gruplarıyla bağlanan 2-4 hidroksibenzoik asit molekülünden meydana gelir. 

Depsidonların depsidlerden daha etkili antioksidanlar olduğu tespit edilmiĢtir 

(Manojlovic ve ark. 2012b). Depsidler: atranorin, difraktaik ve lekanorik asitler; 

depsidonlar: protosetrarik, salazinik, hipostiktik ve norstiktik asitler; ksantonlar: 

likekstanton ve sekalonik asitlerdir (Honda ve ark. 2010). Bu asitler suda düĢük 

oranda, organik çözücülerde ise yüksek oranda çözünürlüğe sahip sekonder 

metabolitlerdir (Cabral 2003).   

Bazı liken fenollerinin savunma ve saldırıda rol oynadığı ve özellikle de 

topraktaki mikroorganizmaların ve damarlı bitkilerin üzerindeki liken 

bileĢiklerinin potansiyel allelopatik etkileri olduğu bilinmektedir (Stark ve 

Hyvärinen 2003). Sekonder metabolitlerin bazı liken türlerinde liken ağırlığının 

%30`una kadar ulaĢması ilgi çekicidir. Liken bileĢiklerinin fotobiont hücreleri,  

likenleri aĢırı ıĢık ve potansiyel toksik metallerle birleĢmesine karĢı korumaktadır. 

Bazı liken sekonder metabolitleri (örn; usnik asit) fotobiontdaki hücre 

bölünmesini engelleyerek tallustaki fotobiont popülasyonunu düzenleyebilir 

(Baćkorova ve ark. 2012). Likenler, çok sayıda sekonder metabolitler ve 

pigmentler üretmelerinden dolayı, UV ıĢığına dayanıklıdırlar ve antioksidanlar 

kadar filtre görevi görebilirler (Devehat ve ark. 2007; Armaleo ve ark. 2008). 

Zeytinoğlu ve ark. (2008) tarafından yapılan çalıĢmada Cetraria aculeata 

ekstresinin bakteriyal sistemlerde anlamlı antigenotoksik aktivite gösterdiği ve 

bazı memeli kanser hücrelerinde sitotoksik aktivite gösterdiği rapor edilmiĢtir. 

 Sekonder metabolitlerin bazı kanser türlerinde apoptozu baĢlattığı 

gözlenmiĢtir (Ren ve ark. 2009). Likenler antibiyotik (Chooi ve ark. 2008; Fazio 

ve ark. 2009; Ranković ve ark. 2008), antienflamatuar (Chooi ve ark. 2008; Fazio 

ve ark. 2009), antimikrobiyal (Chooi ve ark. 2008; Tokiwano ve ark. 2009; Cabral 

2003; Bačkorova ve ark. 2011), allelopatik (Bačkorova ve ark. 2011), antifungal, 

herbisit (Tokiwano ve ark. 2009), antimutajenik (Fazio ve ark. 2009), antitümöral 

(Tokiwano ve ark. 2009; Cabral 2003; Fazio ve ark. 2009; Ranković ve ark. 2008) 

etkiler göstermiĢtir. 
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 Ayrıca antimikobakteriyel (Fazio ve ark. 2009), antiviral (Chooi ve ark. 

2008; Ren ve ark. 2009; Fazio ve ark. 2009; Ranković ve ark. 2008), antioksidan 

(Ren ve ark. 2009), antiherbivor (Ren ve ark. 2009; Cabral 2003; Bačkorova ve 

ark. 2011; Ranković ve ark. 2008), antialerjik (Ranković ve ark. 2008), enzim 

aktivitesini engelleyici (Ren ve ark. 2009; Fazio ve ark. 2009), fotobiontlarda 

hücre bölünmesini düzenleyici (Bačkorova ve ark. 2011), güneĢin zararlı ıĢığına 

karĢı koruyucu (Cabral 2003), analjezik, antipiretik, antiproliferatif, sitotoksik 

etkileri içeren (Chooi ve ark. 2008; Fazio ve ark. 2009), ilaç ve endüstriyel 

kullanım için birer potansiyel olan çeĢitli biyolojik aktivite gösteren farklı 

diziliĢlerde sekonder metabolitler sentezlerler. Likenlere özgü olan sekonder 

metabolitlerin çoğu mantar kökenlidir, önceki çalıĢmalarda sadece kültürdeki 

mikobiontlarda sentezlenebileceği gösterilmiĢtir (Chooi ve ark. 2008). 

 Literatürde liken sekonder metabolitlerinin antianjiyojenik etkilerini 

gösteren iki yayın bulunmaktadır. Bunlarda ilki; Koparal ve ark. (2010) tarafından 

yapılan çalıĢmaya aittir. Bu çalıĢmada Pseudevernia furfuracea var. ceratea 

likeninden elde edilen Olivetorik asitin antianjiyojenik etkiye sahip olduğu 

bildirilmiĢtir. Song ve ark. (2010) tarafından yapılan ikinci yayında ise ticari 

olarak satın alınan Usnik asitin antianjiyojenik etkiye sahip olduğu gösterilmiĢtir. 

20.0000 türle çiçeksiz bitkilerin büyük bir grubunu oluĢturan likenlerin 

1000 türünden fazlası Türkiye florasından rapor edilmiĢtir (Güvenç ve ark. 2012). 

Likenler ilaç endüstrisinde ya da gıda takviyesinde kullanılabilecek, kolaylıkla 

ulaĢılabilen doğal kaynaklardır (Geyikoğlu ve ark. 2007). 

Liken sekonder metabolitlerinin biyolojik rolleri Ģu Ģekilde özetlenebilir: 

1. Tallusu mikroorganizmalara karĢı koruma 

2. Fotobiont membranın geçirgenliğini arttırma 

3. Çevredeki vasküler bitkilerin fidesinin ve yosunların büyümesini ve 

çimlenmesini engelleme 

4. Ultraviyole ıĢığı absorbe etme ve fotobiontu yüksek radyasyondan 

koruma 

5. Likenlerle beslenen organizmaları engelleme (Pöykkö ve ark. 2010).  
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1.1.1 Stiktik Asit 

 

 Xanthopamelia cinsi dünya üzerinde 800'den fazla türe sahiptir, bunların 

600'ü sarı-yeĢil üst yüzeye sahiptir ve kabuk kısmında usnik ve izousnik asitler 

içerir. Xanthoparmelia olağanüstü bir kimyasal çeĢitlilik gösterir. Avrupa 

türlerinde konstipatik asit, fumarprotosetrarik asit, norstiktik asit, salazinik asit ve 

stiktik asit olmak üzere 5 farklı kimyasal yapıda tanımlanmıĢtır. Yaygın, sarmal 

yapıda, doğrusal uzanan loblara sahip, yüzeyinde küresel çıkıntıları olan ve 

medullada stiktik asit içeren bir karaktere sahiptir (Melo ve ark. 2011). Stiktik asit 

Xanthopamelia cinsinde medullada bulunmaktadır (Özdemir Türk ve ark. 2007). 

Ranković ve ark. (2008) tarafından yapılan çalıĢmada Stiktik asitin antimikrobiyal 

etkisinin çok düĢük olduğu, hücre canlılığını inhibe etmede ise Salazinik asite 

göre daha etkili olduğu rapor edilmiĢtir. Stiktik Asit`in antioksidan aktivitesinin 

Salazinik asitten düĢük olduğu bulunmuĢtur (Paz ve ark. 2010). Stiktik asit'in 

maymun böbrek hücrelerinde (BSC) düĢük sitotoksik aktivite gösterirken 

kemirgen lösemi hücrelerinde (P338) hiç aktivite göstermediği gözlenmiĢtir 

(Perry ve ark. 1999). 

 

Şekil 1. 1.Stiktik asit‘in kimyasal yapısı (Manojlovic ve ark. 2012b) 
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1.1.2 Salazinik asit 

 

Parmelia sulcata Taylor Parmeliaceae familyasında yer alır. Tallus 5-10 cm 

çapında, çoğunlukla rozet Ģeklinde ya da düzensiz ve yapaksı formdadır. Substrata 

gevĢek bir Ģekilde tutunur. Gri-beyazdan, gri-yeĢile kadar değiĢen renk tonlarına 

sahiptir. Alt yüzey merkezde siyah, kenara doğru kahverengi tonlarındadır. 

Rizinler basit ya da çatallı bazıları fırça Ģeklinde dallanmıĢtır (Karabulut 2010).  

 Salazinik asitin antimikobakteriyal ve apoptotik etkileri bazı araĢtırmacılar 

tarafından çalıĢılmıĢtır. Salazinik asit‘in A431 (insan epidermoid hücre hattı) ve 

MM98 (malignant mesothelioma hücresi) hatlarında düĢük toksisite gösterdiği 

yara iyileĢtirme deneylerinde etkisinin az olduğu rapor edilmiĢtir (Burlando ve 

ark. 2009). 

Daha önce yapılan araĢtırmalarda Lekanorik asit, Salazinik asit, Stiktik asit 

ve Usnik asit'in antioksidan aktivite gösterdiği belirlenmiĢtir. Salazinik asit Fem-

X (insan melanoma) ve LS174 (insan kolon karsinoma) hücre hatlarında en iyi 

sitotoksik aktiviteyi sergilemiĢtir.  Özellikle Fem-X hücre hattında Salazinik asit 

G0-G1 ve G2-M hücre siklus blokajını baĢlatmıĢtır (Manojlović ve ark. 2012a). 

 

 

Şekil 1. 2.Salazinik asit‘in kimyasal yapısı (Manojlović ve ark. 2012a) 
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1.1.3 Atranorin 

 

Pseudevernia furfuracea (L) Zopf Parmeliaceae familyasında yer alır.  Bu 

türün tallusu karakteristik koyu gri kadifemsi üst yüzey ve siyahımsı alt yüzeye 

sahip olmasıyla Evernia sp. ve Ramalia sp. türlerinden ayrılır. Eski Mısır'da 

mumyaların kokmasını önlemek için kullanılmıĢtır. Pseudevernia furfuracea 

1900'lü yıllarda çoğunlukla parfüm endüstrisinde kullanılmıĢtır. Türkiye'de 

Kütahya ilinde özellikle Simav'da bu liken kil ile karıĢtırılarak hızlı iyileĢmesi için 

yaralara uygulanmakta ve ayrıca o bölgede yaĢayan insanlar tarafından 

hemoroidal tedavide de kullanılmaktadır (Güvenç ve ark. 2012). Mısırlılar da 

ekmek yapımında Pseudevernia furfuracea‘yi kullanmıĢlardır (Güner 2011). 

Atranorin, depsidler grubunun önemli bir üyesidir ve çeĢitli liken türlerinde 

bulunur. Depsidlerin moleküler yapılarında bağlantı halkasında metil esterler 

içeren aromatik esterler yer alır (Melo ve ark. 2011). Bačkorova ve ark. (2011) 

tarafından yapılan bir çalıĢmada A2780 (insan ovaryum kanseri), HeLa (sevikal 

kanser), MCF-7 (göğüs kanseri), SK-BR-3 (göğüs adenokarsinoması), HT-29 

(kolorektal adenokarsinoma), HCT-116 (kolorektal karsinoma) p53(+/+), HCT-

116 p53(-/-), HL-60 (insan akut miyeloid lösemi hücresi) and Jurkat (akut T 

hücresi lösemisi) hücre hatlarında Atranorin‘in çok etkin olduğu ve klonojenik 

etkiyi inhibe ettiği belirlenmiĢtir. Atranorin‘in SH-SY5Y (insan nöroblastoma) 

hücrelerinde farklı konsantrasyonlarda hücre canlılığında herhangi bir etkisi 

olmadığı MTT testiyle gösterilmiĢtir. H2O2 ile indüklendiği zaman SH-SY5Y 

hücre canlılığının bozulmasına karĢı koruyucu etkisi olduğu belirtilmiĢtir (Melo 

ve ark. 2011). HL-60 hücre hattında 24 saatlik Atranorin uygulanması sonucunda 

50µM‘lık dozun etkili olduğu ispatlanmıĢtır. Hücre çoğalmasını inhibe ettiği ve 

hücre ölümlerini indüklediği yapılan çalıĢmalar sonucunda belirtilmiĢtir 

(Bačkorova ve ark. 2011). Baćkorova ve ark. (2012) yaptıkları çalıĢmada HT-29 

hücrelerinde Atranorin‘in MMP (mitokondriyel membran potansiyeli)'de 

azalmaya sebep olduğu, ancak sadece 200 µM üzerindeki konsantrasyonlarda 24 

saat ve daha fazla süre maruz kalındığında istatistiksel olarak anlamlı bir 

azalamaya sebep olduğu belirtilmiĢtir. Alternatif olarak A2780 hücrelerinde 100 

ve 200 µM dozlarında 24 saat ve daha fazla süre test maddesine maruz kaldığında 
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MMP‘de anlamlı azalma görüldüğü belirtilmiĢtir. Rankovic ve ark. (2014) 

yaptıkları çalıĢmada Atanorin‘in güçlü antimikrobiyal etki gösterdiği rapor 

edilmiĢtir. Melo ve ark. (2011) tarafından yapılan çalıĢmada Atranorin ile 

muamele edilen SH-SY5Y hücrelerinin H2O2'nin sitotoksik etkilerinden 

korunduğu, Atranorin'in bütün dozlarında H2O2'nin etkisini tersine çevirdiği, 

Atranorin'in hücreler oksidatif stres altındayken antioksidan özellik gösterdiği 

rapor edilmiĢtir. BaĢka bir araĢtırmada SH-SY5Y hücresi Atranorin ile muamele 

edildiğinde maddenin anlamlı seviyede oksidatif stres oluĢturmadığı belirlenmiĢtir 

(Melo ve ark. 2011). Ayrıca Türk ve ark. (2006) yaptıkları çalıĢmada 

Pseudevernia furfuracea‘nin antimikrobiyal etki gösterdiği rapor edilmiĢtir. 

Ingólfsdóttir ve ark. (1998) yaptıkları çalıĢmada Atranorin‘in Micobacterium 

aurum‘da antibiyotik etki gösterdiği rapor edilmiĢtir. Melo ve ark. (2011) 

yaptıkları çalıĢmada Atranorin‘in antinosiseptif (ağrı dindirici) ve antienflamatuar 

etkilerinin olduğu belirlenmiĢtir.   

 

Şekil 1. 3.Atranorin‘in kimyasal yapısı (Manojlovic ve ark. 2012b) 

1.2 Kanser ve Anjiyojenez 

1.2.1 Kanser 

 

Kanser, bir dizi kötü huylu hücre üzerindeki büyüme kontrolünün 

kaybedilmesidir (Lucia 2013). Kanserle ilgili en yaygın bilgi, genetik 

mutasyonları da içeren iç ve dıĢ faktörlerin sebep olduğu, geliĢmiĢ ülkelerdeki 

ölümlerin önde gelen nedenlerinden biri olduğudur (Marti-Centelles ve ark. 

2013).  
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Ġnsan kanserlerinde karsinomalar epitel dokudan meydana gelmektedir.  

Bazal membran boyunca bağ dokunun içine doğru yayılabilirler ve sonunda 

metastaz oluĢumuna yol açarlar (Risler ve Basan 2013).  

Kanseri tedavi etmek için yaygın olarak kullanılan cerrahi, kemoterapi ve 

radyoterapi gibi yöntemler toksisite ve lokal iltihaplanmaya neden olduğu için 

kullanımı sınırlıdır (Anatole ve ark. 2013). Kanser tedavisindeki zorluklardan en 

yaygın olanı; ilaç direnci, toksisite ve kullanılan sitotoksik ilaçların düĢük 

özgünlükleridir (El-Seedi ve ark. 2013). Radyoterapi ve kemoterapinin ciddi yan 

etkileri olduğundan birçok kanser hastası tedavi için alternatif ya da tamamlayıcı 

yöntemler aramaktadır (Anatole ve ark. 2013). Bu nedenle, kanserli hücreler 

üzerindeki etkileri bilinen çok sayıda anti-kanser ajanlarını da içeren çeĢitli kanser 

terapileri geliĢtirilmiĢtir (Bačkorova ve ark. 2011).  

1.2.2 Anjiyojenez 

 

"Anjiyojenez" kelimesi ilk defa Hertigin tarafından 1935 yılında kullanılmıĢ 

ve mekanizması Folkman tarafından tümör anjiyojenezi çalıĢmalarıyla ortaya 

çıkarılmıĢtır (Liu ve ark. 2010).  

Yeni kan damarları vaskülojenez boyunca Ģekillenir, damarların meydana 

gelmesi embriyojenez ya da anjiyojenez boyunca mezoderm tarafından yeni 

endotel hücre öncülleri oluĢumunu içine alan bir süreçtir (Whipple ve Korc 2011). 

Vaskülojenez, kan damarlarının baĢlangıçtaki Ģeklidir, temel besinler ve besleyici 

sinyaller ile birlikte organların geliĢimini sağlar (Chi ve Wen 2011). 

Anjiyojenez, önceden var olan damar sisteminden yeni kan damarlarının 

oluĢumudur (Pund ve ark. 2014). Anjiyojenez, endotel hücrelerin göç kapasitesi 

edinmesini, bazal membrana inerek ekstraselüler matriks boyunca yayılmasını ve 

genellikle ekstraselüler matriksin biçimini değiĢtirmesini içerir. Endotel hücreleri, 

bütün damarların iç yüzeyini kaplayan tek bir tabaka biçimindedir, anjiyojenik 

sinyal ile aktive edilir, sentezi uyarılır ve yıkımda görevli enzimleri serbest 

bırakarak göç etmesine, çoğalmasına ve sonunda kılcal damarların oluĢumu için 

farklılaĢmasına izin verir (García-Caballero ve ark. 2013). 
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Çok sayıda uyarıcı (proanjiyojenik) ve inhibe edici (antianjiyojenik) 

faktörler tarafından düzenlenen hassas bir dengede bulunur (Chi ve Wen 2011). 

Normal Ģartlar altında kan damarları, çok düzenli damar ağları vasıtasıyla bütün 

dokular için gerekli temel besinleri sağlar (Whipple ve Korc 2011). Yeni 

damarların geliĢimi çok aĢamalı karmaĢık bir iĢlemdir (García-Caballero ve ark. 

2013). Doğumdan sonra organların geliĢmesine katkıda bulunan anjiyojenez, 

yetiĢkinlerde sadece ovaryum döngüsünde ve hamilelik boyunca plasentada 

meydana gelir. Ġltihaplanma ve oksijen yetmezliği gibi fizyolojik uyarılara karĢı 

ve yara iyileĢme süreçlerinde yeniden aktif hale gelmektedir. Retinada lekelenme 

bozuklukları, eklem iltihabı ve kötü huylu tümörler gibi birçok hastalıkta, denge 

proanjiyojenik faktörlere doğru kayar ve yeni kan damarları oluĢumu meydana 

gelir (Chi ve Wen 2011). 

Antianjiyojenezin bir tedavi aracı olabileceği düĢüncesi 1970'lerin baĢlarına 

dayanmaktadır. Anjiyojenezin biyolojisini anlama yolundaki ilerlemeler; 

anjiyojenezin ilerletilmesi (örn; koroner ve periferik iskemi, yaraların 

iyileĢtirilmesi), veya önlenmesi (örn; tümörlerin büyümesi) için yeni tedavi 

stratejilerinin geliĢtirilmesini olanaklı kılmıĢtır. Birçok ilaca dirençli tümörlerin de 

antianjiyogenik kemoterapi ile etkili bir Ģekilde hedeflenmesi de mümkündür 

(Ulus 2006). 

Anjiyojenik inhibitörlerin keĢfedilmesi, karsinomalarda ölüm ve hastalık 

oranının azalması için umut vermektedir (Senthilkumar ve ark. 2013). Genel bir 

inanıĢ olarak damar oluĢumunun tümör kitlesine dönüĢümünü bloke etmek, her ne 

kadar in vivo durumunda çok daha karmaĢık olsa da tümörün büyümesini ve 

metastaz oluĢumunu sınırlandırabilir (Jeon ve ark. 2013). Bu nedenle, çoğu 

anjiyojenez inhibitörleri, antianjiyojenik faktörler olarak yoğun klinik araĢtırma 

altındadır (Devehat ve ark. 2007). 

Klinik çalıĢmalardaki anjiyojenik antagonistleri beĢ sınıfta özetlenebilir: 

1. Proteaz inhibitörleri (MMP sentezini engelleyenler) 

2. Endotel hücre göçü ve artıĢı 

3. Anjiyojenik büyüme faktörleri 

4. Endotel hücre yüzeyindeki integrin gibi matriks proteinler   
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5. Özgün mekanizmalara sahip inhibitörlerdir (Senthilkumar ve ark. 2013).  

Antianjiyojenik ilaçların kullanıldığı bazı klinik çalıĢmalarda bir miktar 

olumlu sonuç gözlenmiĢtir. Kemoterapi ve radyasyon terapisi birlikte kullanıldığı 

zaman bu ilaçlar hayatta kalma oranını arttırma eğilimindedir. Sitotoksik ajanlar 

ve antianjiyojenik ajanların kanser hücreleriyle birlikte endotel hücrelerini de yok 

edeceği kanıtlarla desteklenmektedir. Anjiyojenez baskılayıcılarının ve reseptör 

inhibitörlerinin kullanımı, hem tümörün büyümesi hem de kanserli dokuda yeni 

damar oluĢumunu önlemesi nedeniyle kanser tedavisinde yararlı olabileceği 

araĢtırmacılar tarafından rapor edilmiĢtir (Senthilkumar ve ark. 2013). 

Antianjiyojenik  terapilerdeki  çalıĢmalar çok fazladır ve de in vivo ortamın 

özelliklerini yineleyen, in vitro düzenlemesindeki birçok faktörü hızlı bir Ģekilde 

görüntüleme imkanına sahip bir metodun varlığına ihtiyaç duyulmaktadır (Jeon ve 

ark. 2013). 

Antianjiyojenez, sitoredüksiyondan (kanser hücrelerini ameliyatla azaltma) 

daha sitostatik (hücre çoğalmasını önleyici) olduğu için son çalıĢmalar kanser 

tedavisinde antianjiyojenik ajanlarla sitotoksik kemoterapik ajanların 

kombinasyonunun daha etkili olduğunu göstermiĢtir. Antianjiyojenik ajanlar 

damarları normalleĢtirip, sitotoksik ilaçların tümöre dağılımını sağlarken endotel 

hücrelerine doğrudan zarar vererek antianjiyojenik etkileri attırabilir. 

Kombinasyon terapisi kompleks farmakokinetiklerin farmakodinamik iliĢkilerini 

ve toksikoloji profillerini göstermek, kanser tedavisinde istenen strateji için tekli 

ajanların sitotoksik ve antianjiyojenik aktivitelerini keĢfetmek için genelde klinik 

olarak kullanılmaktadır (Wang ve ark. 2013). AraĢtırmacılar tümör büyümesinin 

anjiyojeneze bağlı olduğunu ve tümör büyümesindeki her artıĢın vasküler 

büyümeyi gerektirdiğini tanımlamıĢtır. Anjiyojenez yokluğunda tümör etkisiz 

kalır ve kan desteği sağlandığında hızlı logaritmik bir büyüme meydana gelir. 

Anjiyojenik inhibitörler dengede olduğunda proanjiyojenik ortamı uyarıcılar 

değiĢtirirse tümör anjiyojenik değiĢimi aktif olmuĢ gibi görünür. Birçok bilim 

adamı antianjiyojenik yolakların tanımlanması, ayarlanması ve terapötik tedavi 

için antianjiyojenik ilaçların geliĢtirilmesine büyük ilgi göstermiĢtir (Liu ve ark. 

2010). 
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Anjiyojenez üzerinde güçlü etkiye sahip faktörler dört kategoriye ayrılır: 

 1. Büyüme faktörleri  

2. Sitokinler  

3. HücredıĢı matriks bileĢenleri  

4. Hücrelerarası etkileĢimler (Liu ve ark. 2010). 

Bu anjiyojenik faktörlerin endotel hücrelerinde doğrudan ya da dolaylı 

etkilemeyi, bir dizi kompleks olayın kofaktörü olmak ya da bir doku reaksiyonunu 

baĢlatmak gibi bağımsız faaliyetleri olabilir.  

1.2.3 VEGF( Vasküler Endotelyal Büyüme Faktörü) 

 

Temel Fibroblast Büyüme Faktörü (bFGF) ve Vasküler Endotelyal Büyüme 

Faktörü (VEGF) gibi bazı doğrudan etkili faktörler endotel hücrelerde tüp 

oluĢumu, hücre çoğalması ve göçünü uyarabilir. Tümör Nekroz Faktör (TNF-a) ve 

DönüĢtürücü Büyüme Faktörü (TGF-a) gibi dolaylı faktörler ve mast hücreleri, 

makrofajlar ve bazen de lenfositler gibi endotel hücre büyüme faktörünü serbest 

bırakarak konak hücreleri harekete geçirebilirler (Liu ve ark. 2010). 

VEGF, en güçlü damar geçirgenliği olan maddedir ve etkisi histaminden 

50.000 kez daha güçlüdür. VEGF tümör anjiyojenezinde kritik rolü olan önemli 

bir anjiyogenik sitokindir ve malignite tümörlerin metastazı ve istilasiyla 

iliĢkilidir, anjiyojenezi teĢvik eder ve damar geçirgenliğini artırır. VEGF'de yeni 

kan damarının oluĢmuna aracılık eden çok fonksiyonlu sitokinler kritik rol oynar 

ve tümör yayılmasının ve metastazının bir göstergesi olarak kabul edilir (Liu ve 

ark. 2010). Tümör endotelinde oksijen yetersizliği ve ligand konstrasyonundaki 

artıĢtan dolayı VEGF reseptörlerinde artıĢ gözlenir. VEGF-2 reseptörü endotel 

hücrelerin VEGF tarafından uyarıldığının sinyalini veren önemli bir reseptördür. 

Ligandın bağlanması üzerine, VEGF-2 reseptörü otofosforilasyona maruz kalır, 

parakrin ve otokrin yolaklar boyunca her ikisine de katılarak tümör büyümesi ve 

metastazı teĢvik etmek için aktive olur. Anjiyojenik faktörler proteolitik iĢlem 

boyunca MMPları (matriks metaloproteinaz) aktive ederler. MMPların endotel 
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hücrelerinde yüksek aktivitesi, VEGF ve EGF gibi kılcal tüp oluĢumunu uyaran 

anjiyojenik faktörleri tek baĢına serbest bırakabilir. Bu nedenle, anjiyojenik 

moleküllerin uyarılmasını engellenmesi tümör hücrelerinde anjiyojenezi etkili bir 

biçimde azaltır. Kanserli tümör hücrelerinde büyümeyle iliĢkili moleküllerin 

serbest kalmasıyla vasküler endotel hücrelerine sinyaller gönderilir ve anjiyojenez 

baĢlar. Bu, çeĢitli düzenleyici proteinler, proanjiyojenik uyarıcılar, endotel hücre 

aktivasyonunun yanı sıra hücre çoğalması ve hücre göçü arasında bir etkileĢim 

içerir. Anjiyojenez uyarıcı faktörlerden EGF reseptörü, VEGF, VEGF reseptörü 

ve MMP gibi bir düzineden fazla farklı molekül tespit edilmiĢtir. EGF reseptörü, 

vasküler endotel hücrelerde anjiyojenez ve hücre çoğalmasının öngörülmesinde 

önemli bir anjiyojenez büyüme faktörüdür (Sun ve ark. 2011). 

Tümör damarlanması,  anjiyojenezi ve varolan tümör kan damarlarını içerir, 

tümörün varlığını sürdürmede, metastazda ve büyümesinde önemli rol oynar. 

Tümör damarlanmasının hedef alınması antitümör terapi için çekici bir kavram 

haline gelmiĢtir. Antianjiyojenik ve damarın yapısını bozan tedaviler tümör 

damarlanmasına odaklanılarak antikanser tedavilerinde kullanılmıĢtır. Tümör 

anjiyojenezi önceden varolan bir damardan yeni damarların geliĢmesidir. 

Tümörlerin çoğu yeni damarlar olmadan 1-2 mm
3
'lük mikroskop boyutunun 

ötesinde büyüyemez. Antianjiyojenik aktivite gösteren 300'den fazla madde 

belirlenmiĢtir ve bu moleküllerin yaklaĢık 40 tanesinin klinik çalıĢmaları halen 

devam etmektedir. Bu antianjiyojenik ilaçların kansere karĢı etkili olmalarına 

rağmen, köklü tümörler içinde mevcut tümör kan damarları üzerinde minimal 

etkileri vardır ve büyük tümörlerde sınırlı aktivite gösterirler (Jiang ve ark. 2013). 

Miyokard enfarktüsü ya da felç durumlarını takip eden yara iyileĢmesi ve 

lokal kan dolaĢımının kesik olduğu bölgelerin normale dönmesinde anjiyojenezin 

uyarılması gerekir. Kanser ve diyabet antianjiyojenik terapinin hedeflendiği 

durumlardır. Bunlara ek olarak anjiyojeneze doğrudan ya da dolaylı olarak bağlı 

olan 70'den fazla hastalık bilinmekte ve bu liste büyümeye devam etmektedir. 

Anjiyojenezin biyolojisi daha iyi anlaĢılırsa bu hastalıkların tedavisi için yeni 

hedefler ortaya çıkabilir (Jeon ve ark. 2013).  
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1.3 ROS (Reaktif Oksijen Türleri) 

 

Oksidatif stres,  ROS üretimindeki fazlalık ve\ya da antioksidan azalmasına 

bağlı olarak bu kritik denge bozulduğu zaman meydana gelir. ÇalıĢmalar 

göstermektedir ki birçok kemoterapötik ajan tümör hücrelerine karĢı seçici toksik 

olabilir çünkü zaten çok stresli olan hücrelerde ROS üretimi çoğalır ve oksidatif 

stres artar (Anatole ve ark. 2013). 

Reaktif oksijen türleri yüksek konsantrasyonlarda üretildiği zaman, hücresel 

prooksidant-antioksidant dengesi bozulur ve oksidatif stres denilen duruma neden 

olur. Artan ROS, lipit, protein ve DNA gibi temel moleküllerde oksidatif hasara 

neden olur, hücrenin hayati fonksiyonlarını engeller. Bununla beraber düĢük 

konsantrasyonlarda üretildiği zaman ikincil haberci olarak sinyal iletim 

yolaklarında hücre büyümesini, farklılaĢmasını, inflamasyonu, immün yanıtı, 

hücrenin hayatta kalmasını ve ölmesini düzenleyici olarak görev yapabilir. 

ROS'un asıl kaynağı mitokondridir, aerobik solunum boyunca mitokondriyal 

elektron taĢıma zinciri (mETC) aracılığıyla O2 üretir (Romero ve Agostinis 2014).  

Apoptoz, intrinsik (içsel)  ve ekstrinsik (dıĢsal) yolakların ikisini de içerir, 

tümörler duyarlı olmasından dolayı dıĢsal yolak yerine içsel yolaktan daha çok 

meydana gelir. Hücresel apoptotik programı doğrudan etkinleĢtirme yeteneğinde 

olan mitokondri apoptozun intrinsik kaynaklı en önemli bileĢiğidir. Mitokondri 

çoğunlukla hücrede redoks seviyesi ile iliĢkilidir ve enerji üretimi, hücre 

çoğalması ve ölümü gibi birçok hücresel iĢlevde de rol oynar (Anatole ve ark. 

2013).  

Oksidatif stres, metabolizma ve ROS oluĢumu arasında "dengesizlik 

durumu" olarak karakterize edilir, ROS seviyesinin artmasına katkıda bulunarak 

hücresel antioksidan savunma mekanizmalarının etkinliğini azaltır. Kronik 

koĢullar altında oksidatif stres oluĢumu, ROS birikmesi ve doku toksisitesi 

tarafından hücresel makromoleküller (proteinler, lipitler, DNA vb.) zarar görür, 

hücre canlılığı ve fonksiyonu geri döndürülemez Ģekilde değiĢir (Ziech ve ark. 

2012).  
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ROS‘un kaynakları boldur, içsel (mitokondriyal oksidatif fosforilasyon, 

P450 metabolizması, peroksizomlar, makrofaj ve nötrofillerin aktivasyonu) ve 

dıĢsal kaynaklar (ksenobiyotiktirlere maruz kalmak, tütün ya da sigara dumanı, c-

radyasyonu, ultraviyole A ve B, klorlu bileĢikler, poliklorlu bifeniller, polisiklik 

aromatik hidrokarbonlar, piperonil bütoksit, benzin gibi uçucu organik 

bileĢikler...) içerir. Altında yatan mekanizmaların henüz açıklanamamasına 

rağmen, endojen ve ekzojen kaynaklara kronik olarak maruz kalındığında, ROS 

hücre içi antioksidan savunma sisteminin bozulmasına öncülük eder. Çoklu 

moleküller ve hücresel olaylar normal bir hücrenin kötü huylu bir hücreye 

dönüĢmesiyle iliĢkilidir, oksidatif stresin karsinojenezin baĢlamasında önemli bir 

modülatör olduğu kesin olarak belirlenmiĢtir (Ziech ve ark. 2012). 

ÇeĢitli kanser hücreleri üzerinde yapılan araĢtırmalarda kanser 

kemoterapötik ilaçlarının, kısmen ROS oluĢumunu uyarması yoluyla, tümör hücre 

apoptozunu tetikleyebildiği belirtilmiĢtir. ROS normalde bütün aerobik hücrelerde 

biyokimyasal antioksidanlarla denge içinde bulunur (Anatole ve ark. 2013). Abid-

Essefi ve ark. (2012) yaptıkları araĢtırmada ROS üretiminin apoptotik hücre 

ölümüne neden olduğu gösterilmiĢtir. Liken sekonder metabolitlerinin farklı hücre 

hatlarında ROS üretimini indüklediği yapılan çalıĢmalarda belirlenmiĢtir 

(Pavlovic ve ark. 2013).  

Oksidatif stres,  ROS üretimindeki fazlalık ve\ya da antioksidan azalmasına 

bağlı olarak bu kritik denge bozulduğu zaman meydana gelir. ÇalıĢmalar 

göstermektedir ki birçok kemoterapötik ajan tümör hücrelerine karĢı seçici toksik 

olabilir çünkü zaten çok stresli olan hücrelerde ROS üretimi çoğalır ve oksidatif 

stres artar (Anatole ve ark. 2013). 

Gen ekspresyonu, farklılaĢma ve hücre çoğalması gibi pek çok önemli 

hücresel olayın düzenlenmesinde ROS etkilidir. Hücre ölümü kısmen 

mitokondrinin fonskiyonunun bozulmasına bağlıdır, bu da ROS üretiminin 

artması ile ilgilidir. Hücrenin membran geçirgenliği azalır ve sonra da hücre ölüm 

aracıları mitokondri tarafında serbest bırakılır (Pavlovic ve ark. 2013). 
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 Genel olarak oksidatif stres, serbest radikallerin üretimi ve karĢıt 

antioksidan savunması arasındaki dengesizliği ifade eder. ROS seviyesindeki 

artıĢın, karsinojenez dahil bir dizi hastalıkla iliĢkili olduğu rapor edilmiĢtir. ROS 

sadece hücresel makromoleküllerin (proteinler, lipitler, DNA vb.) hasarını 

baĢlatmaz, hücrenin antioksidan kapasitesini de etkili bir Ģekilde bozar (Ziech ve 

ark. 2012). Bu nedenle, antioksidan savunma hücre içindeki dengenin 

korunmasında çok önemlidir, bunların bozulması kanserojen uyarımı, tümör 

büyümesi ve metastaz ile iliĢkilidir. Antioksidanların ve doğal ürün kaynaklı 

bileĢiklerin antioksidan etkisi ile oksidatif stresi etkisizleĢtirdiği ve böylece ROS'a 

bağlı tümör oluĢumunu önlediği ileri sürülmektedir. Bu amaçla, birçok doğal 

ürünün biyoaktif moleküller vasıtasıyla, karsinojenezi de içeren oksidatif DNA 

hasarlarına karĢı koruyucu etki gösterdiği varsayılmaktadır (García-Caballero ve 

ark. 2013). 

ROS'un aslında hücre ölümü gibi olumsuz ve zararlı hücresel etkilere sebep 

olduğu düĢünülüyordu, Ģimdi ise konak savunma genleri,  kinazların/fosfatazların 

aktivasyonu, transkripsiyon faktörlerinin düzenlenmesi ve iyon taĢıyıcıları 

harekete geçirmesini de kapsayan önemli etkilerinin de olduğunun farkına varıldı. 

ROS‘un Ca
+2

 seviyesini arttırdığı, protoonkogen ve proinflamatuar gen 

ekspresyonunu ve aktivitesini yeniden düzenlediği belirlenmiĢtir. Reaktif oksijen 

türleri O2 ve H2O önderliğinde oksidatif reaksiyonu (redoks) azaltmada ara ürün 

olarak üretilirler. Sinir sistemi hücreleri tarafında üretilen ROS'da, O2 ve H2O2 

'nin özellikle önemli olduğu görülür. Biyolojik sistemlerde O2
-
 kısa ömürlü 

olduğundan süperoksik dismutaz (SOD) tarafından hızlı bir Ģekilde H2O2 'ye 

dönüĢür. O2
-
 ve H2O2 farklı kimyasal özelliklere sahiptir. O2

-
 elektrik yüklüdür, 

son derece reaktiftir, hücre zarı geçirimsizdir, H2O2 içinde hızlı değiĢmez, 

konsantrasyonu pikomolar-nanomolar aralığındadır ve hücre içi haberci olarak 

görev yapar. Bunun aksine H2O2 daha az reaktif, daha stabildir, konsantrasyonları 

yüksek nanomolar-mikromolar aralığındadır, hidrofobik membran boyunca yayılır 

ve dolayısıyla H2O2 intra ve inter selüler haberci olarak hareket edebilir. ROS'un 

farklı türleri çeĢitli sinyal yolaklarını aktive edebilir, farklı ve karĢıt potansiyeli 

olan biyolojik yanıtlara yol açabilir (Touy 2004).  
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Oksidatif stres tarafından indüklenen ROS, apoptotik ya da nekrotik hücre 

ölümüne yol açabilir (Pallela ve ark. 2010). Kısa dalgaboylu radyasyon 

koĢullarında likenlerin dikkate değer bir hayatta kalma imkanları vardır. 

Ultraviyole ıĢınları (UVA  [315–400 nm], UVB [280– 315 nm] ve UVC [200–280 

nm]) oksiradikallerin zarar görmesine neden olur. Likenlerin oksidatif stresin 

hasarlarından kendilerini koruduğu bilinmektedir (Kohlhardt-Floehr ve ark. 

2010). 

Bazı liken bileĢiklerinin oksiradikalleri temizleyebileceği ve bunun sonucu 

olarak da tallusu koruyabileceği bilinmektedir. Bu bilim insanlarının dikkatini 

çekmektedir çünkü oksiradikaller cilt yaĢlanmasını ve kanseri baĢlatabilmektedir 

(Kohlhardt-Floehr ve ark. 2010). 

1.4 LDH (Laktat Dehidrojenaz) 

 

LDH aktivitesi genel toksisite değerlendirmesi amacıyla yapılır (Zhu ve ark. 

2012). Hücre zarının bütünlüğü hasar gördüğü zaman LDH salınımında artıĢ olur. 

Bu nedenle, LDH salınımı hücre hasarının düzeyini gösterir. Normal Ģartlar 

altında, hücreler öldüğü zaman, az miktarda LDH hücre dıĢına çıkar, kültür 

medyumu içindeki LDH aktivitesi maddelerin sitotoksik etkilerini yansıtabilir 

(Wang ve ark. 2012).  

LDH NAD'a bağımlı pürivatın laktata dönüĢümünü katalizleyen, glikolitik 

metabolizma ile iliĢkili tetramerik bir enzimdir (Washington ve ark. 2014). LDH 

aktivitesinin ölçülmesi NADH varlığında laktat ve NAD
+
 oluĢturması için pirüvat 

indirgenmesini kataliz etme yeteneğine dayanır (Shawky ve ark. 2014).  LDH 

zarın hasar görmesi üzerine açığa çıkan, hücre hasarı ve ölümünün teĢhisinde de 

belirleyicidir (Kobashigawa ve ark. 2014).  

Hematoloji, onkoloji ve kardiyoloji de dahil çeĢitli alanlarda serumdaki 

LDH'ın değerlendirilmesinin faydalı olduğu kabul edilmiĢtir. LDH ve neoplastik 

hastalık arasındaki iliĢkiyi göz önünde tutarak, LDH'ın hastalık aktivitesiyle 

iliĢkili oldu gösterilmiĢtir ve LDH'daki yüksekliğin birçok hemotolojik ve 

hemotolojik olmayan kanserlerde, non-Hodgkin lenfoma, üreme hücresi 
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tümörleri, çoklu miyelom, nazofarenks kanseri ve melanoma dahil olumsuz belirti 

göstergesi olduğu kabul edilmiĢtir (Fitzgerald ve ark. 2014). 

 Kanser hücreleri glikozu öncelikle glikoliz yoluyla metabolize eder. 

Glikolizin birçok tümör hücresinde normal seviyede oksijen varlığında bile 

meydana geldiği bilinmektedir.  Normal hücreler, oksijen kaynaklarını oksidatif 

fosforilasyon sınırladığı zaman (örn; kasın Ģiddetli çalıĢması) enerji üretimi için 

glikolizi kullanırlar (Dragovich ve ark. 2014).  

Aerobik glikolizin normal konak dokular üzerinde minimal etkiye sahip 

olduğu, kanser hücrelerinde ise tümör büyümesi ve çoğalmasını engellediği 

düĢünülmektedir. Glikoliz son aĢamada LDHA (LDH-M ve LDH-5 olarak da 

bilinir) tarafından katalizlenir, LDHA hücre sitosolünde pürivatı laktata 

dönüĢtüren homotetramerik bir enzimdir.  Enzim, nikotinamid adenin dinükleotit 

(NADH)'in indirgenmiĢ halini kofaktör olarak pürivat keton kısımdan bir hibrit 

transfer ederek kullanır.  Bu enzim laktatı pürivata dönüĢtüren ters reaksiyonu 

katalizler, bu dönüĢüm LDHB (LDH-H ve LDH-1 olarak da bilinir, alternatif bir 

LDH izoformudur) tarafından gerçekleĢtirebilir. Yüksek LDHA seviyeleri birçok 

kanser ile iliĢkilidir ve sıklıkla da hayatta kalmanın düĢük olduğu öngörülür 

(Dragovich ve ark. 2014).  
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2 MATERYAL VE YÖNTEM 

2.1 Kullanılan Kimyasal Maddeler 

 

 RPMI-1640 medyum (Sigma), Nutrient Mixture Ham‘s F-12 K (Sigma), 

Fetal Bovine Serum (FBS) (Sigma), Penicilin-Streptomycin (Sigma), Endothelial 

Cell Growth Supplement (Sigma), Sodyum Bikarbonat (Sigma), Dimethyl 

Sulfoxide (DMSO) (Meck), Triton X-100 (Sigma), MTT 

(Methylthiazoletetrazolium= Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide) (Sigma), 10X 

Trypsin-EDTA solüsyonu (Sigma), Matrigel Basement Membrane Matrix (BD), 

LDH kit (Roche), ROS kit (Cell Biolabs), Endotel Cell Basal Medium-2 (EMB-2) 

(Cambrex Bio Sciences), Select agar (Sigma). 

2.2 Kullanılan Sarf Malzemeler 
 

25cm
2
‘lik ve 75 cm

2
‘lik flasklar, 96 ve 6 kuyucuklu plakalar (TPP), steril 

1000 ml hacminde filtreler, 10 ml‘lik tek kullanımlık pipetler, Thoma lamı, çeĢitli 

cam malzemeler, cam mezürler, cam beherler, cam pipetler (1, 2, 5 ve 10 ml 

hacimlerinde), 250, 500 ve 1000 ml‘lik Durham ĢiĢeleri, steril polipropilen 

santrifüj tüpleri (15 ve 50 ml hacimlerinde). 

2.3 Kullanılan Aletler 
 

Eliza Cihazı (ELx808-IU, Bio-Tek), Inverted Mikroskop (IX71 Olympus), 

12 Kanallı mikropipet (eppendorf), otoklav, dağıtıcı pipet (eppendorf), soğutmalı 

ve yüksek devirli santrifüj (Heraus), sıvı azot kapları, kuru hava sterilizatörü 

(Nüve), derin dondurucu (-20, -86), buzdolabı, su banyosu (Clifton), CO2 

inkübatörü (Heraus), steril kabin (Heraus), otomatik pipetler, kar-buz makinesi 

(Scotsman), manyetik karıĢtırıcı. 
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2.4 Deneylerde Kullanılan Hücreler 

2.4.1 HUVEC hücreleri 

 

HUVEC (insan göbek kordonu toplar damarı endotel hücresi) hücreleri 

ATCC (American Type Culture Collection)‘den satın alınıp stoklanmıĢtır. 

 

2.4.2 A549 hücreleri 

 

1972 yılında D.J. Giant ve ekibi tarafından 58 yaĢında bir erkekten alınan 

akciğer tümöründen üretilmiĢtir. 1976 yılında, altmıĢ sekizinci pasajı M.Lieber 

tarafından American Type Culture Collection‘da stoklanmıĢtır. Japanese Cancer 

Research Resource Cell Bank (JCRB) ve Riken Cell Bank (RCB) ATCC‘den 

hücreyi almıĢ ve stoklamıĢ daha sonrada birçok Japon araĢtırmacıya dağıtmıĢtır. 

Projede kullanılan hücreler Institute of Fermantation Osaka (IFO), Japonya‘dan 

satın alınıp stoklanmıĢtır.  

2.5 Kullanılan Araç ve Gereçlerin Hazırlanması 

 

ÇalıĢmalarda kullanılan bazı cam ve plastik malzemeler ile sıvı solüsyonlar 

alüminyum folyo ile kaplanarak otoklavda 121
o 
C, 1,5 atm/Hg basınçta 20 dakika, 

bazı cam ve metal malzemeler de yine alüminyum folyolara sarılı olarak 

sterilizatörde 180 
o 
C‘de 2 saat süre ile steril edilerek kullanılmıĢtır.  

2.6 Kullanılan Test Maddeleri 

2.6.1 Stiktik Asit 

Xanthoparmelia isidiovagans Parmeliaceae familyasında yer alır. Stiktik 

asit bileĢiği Xanthoparmelia isidiovagans likeninden izole edilmiĢtir. EskiĢehir 

Bozdağ‘da Tandır Köyü batı mevkiinde 1230 metre yükseklikten toprak 

üzerinden Doç. Dr. Mehmet Candan tarafından toplanan ve tayin edilen X. 

isidiovagans türü likenler Anadolu Üniversitesi Biyoloji Bölümü Herbaryumunda 
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(ANES) örnek olarak saklanmıĢtır. ÇalıĢmada kullanılan likenler havada kurutma 

yöntemi ile kurutulmuĢ ve izolasyon iĢlemleri Doç.Dr. Turgay Tay tarafından 

yapılmıĢtır. 

KurutulmuĢ likenlerden 20 gr tartılarak 100 ml etanol, aseton, dietil eter, 

petrol eter ve kloroformda çözülmüĢ ve karıĢım 30 dakika sonikasyona tabi 

tutulmuĢtur. Bir gece oda sıcaklığında bekletilen karıĢım Whatman No 1 kağıdı ile 

filtre edilmiĢtir. Filtre edilen solüsyon 0,45 μm filtre ile sterilize edilmiĢ ve 

çözücü solüsyon rotavapor ile uçurulmuĢtur (Yılmaz ve ark. 2004). 

2.6.2 Salazinik Asit 

 

Parmelia sulcata Taylor Parmeliaceae familyasında yer alır. Salazinik asit 

bileĢiği Pamelia sulcata likeninden izole edilmiĢtir. EskiĢehir Bozdağ Tandır 

Köyü batı mevkiinde 1350 metre yükseklikten Quercus sp. üzerinden Doç. Dr. 

Mehmet Candan tarafından toplanan ve tayin edilen Parmelia sulcata türü likenler 

Anadolu Üniversitesi Biyoloji Bölümü Herbaryumunda (ANES) örnek olarak 

saklanmıĢtır. ÇalıĢmada kullanılan likenler havada kurutma yöntemi ile 

kurutulmuĢ ve izolasyon iĢlemleri Doç. Dr. Turgay Tay tarafından yapılmıĢtır. 

Hava ile kurutulmuĢ likenlerden 10 g tartılarak 100 ml metanol, aseton, 

dietil eter, petrol eter ve kloroform çözücüler eklenmiĢtir. KarıĢım bir saat 

sonikasyona tabi tutulmuĢtur. Bir gece oda sıcaklığında bekletilen karıĢım filtre 

edilmiĢtir. Filtre edilen çözücü solüsyon rotavapor ile uçurulmuĢtur (Candan ve 

ark. 2007). 

2.6.3 Atranorin 

 

Pseudevernia furfuracea var. furfuracea (L) Zopf Parmeliacea 

familyasında yer alır. Atranorin bileĢiği Pseudevernia furfuracea var. furfuracea 

likeninden izole edilmiĢtir. EskiĢehir Bozdağ ġoförler ÇeĢmesi mevkiinde 1200 

metre yükseklikten Pinus nigra türünün gövdeleri üzerinden Doç. Dr. Mehmet 

Candan tarafından toplanan ve tayin edilen P. furfuracea var. furfuracea türü 



23 

 

likenler Anadolu Üniversitesi Biyoloji Bölümü Herbaryumunda (ANES) örnek 

olarak saklanmıĢtır. ÇalıĢmada kullanılacak likenler ise havada kurutma yöntemi 

ile kurutulmuĢ ve izolasyon iĢlemleri Doç. Dr. Turgay Tay tarafından yapılmıĢtır.  

KurutulmuĢ likenlerden 20 gr tartılarak 100 ml etanol, aseton, dietil eter, 

petrol eter ve kloroformda çözülmüĢ ve karıĢım 30 dakika sonikasyona tabi 

tutulmuĢtur. Bir gece oda sıcaklığında bekletilen karıĢım Whatman No 1 kağıdı ile 

filtre edilmiĢtir. Filtre edilen solüsyon 0,45 μm filtre ile sterilize edilmiĢ ve 

çözücü solüsyon rotavapor ile uçurulmuĢtur  (Yılmaz ve ark. 2004). 

2.7 Test Maddelerinin Dozlarının Hazırlanması 

 

Stiktik asit, Salazinik asit ve Atranorin, dimetil sülfoksit (DMSO) içinde 

çözülerek 50-100-200-300-400 µM‘lık dozlar hazırlanmıĢtır. Test maddeleri, 

DMSO içinde çözüldüğü için negatif kontrol olarak çözücü madde olan DMSO 

kullanılmıĢtır. Stok çalıĢma solüsyonu her çalıĢma için yeniden hazırlanarak 

kullanılmıĢtır. DMSO oranı total inkübasyon hacminin %0.1‘ini geçmemiĢtir.   

2.8 Yöntem 

2.8.1 HUVEC hücre kültürü 

 

HUVEC hücreleri Nutrient Mixture F–12 (Ham‘s F12K), ısı ile inaktive 

edilmiĢ %20 FBS, 10 ml/L Penicilin/Streptomycin, 100 mg/L Heparin, 30 mg/L 

Endothelial Cell Growth Supplement‘dan oluĢan medyum içerisinde 25 cm
2
‘lik 

flasklarda, 37
o
C‘de, %5 CO2 içeren karbondioksit inkübatöründe kültüre 

edilmiĢtir. 

2.8.2 A549 hücre kültürü 

 

A549 hücreleri inaktif hale getirilmiĢ %10‘luk Fetal Bovine Serum, RPMI-

1640 medyum ve Penicilin-Streptomycin ve %7,5 NAHC03 içeren besiyerinin 

bulunduğu 25 cm²‘lik flasklarda %95 hava ve %5 CO2‘li gaz ortamında ve 

37°C‘deki CO2 inkübatöründe (Heraus) kültüre edilmiĢtir. 
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2.8.3 Hücre sayımları 

 

Görünümleri kaldırım taĢını andırır biçimde olan HUVEC hücreleri ve 

epitel yapıda olan A549 hücreleri flaskları %70 oranında doldurduklarında PBS-

EDTA (Phosphate Buffer Saline - Ethylenediaminetetraacedic acid) (PBS: 137 

μM NaCl, 2.7 μM KCl, 15 μM KH2PO4, 8 μM NaHPO4, pH 7.3, EDTA: 1M) ile 

yıkanmıĢlardır. Daha sonra Tripsin-EDTA solüsyonu kullanılarak flask 

yüzeyinden ve birbirlerinden ayrılmaları sağlanmıĢtır. 2 ml hacimli ependorf 

tüplere her bir örneğimiz için 0.5 ml %0.4‘lük Tripan mavisi solusyonundan 

eklenmiĢ ve üzerine iyice pipetlenerek homojen hale getirilen hücre 

süspansiyonundan 0.5 ml ilave edilerek karıĢtırılmıĢtır. 10 dakika beklendikten 

sonra Trypan mavisi ile boyanmıĢ HUVEC ve A549 hücreleri Thoma lamı ile 

sayılmıĢtır. Sayımlar 3 kez tekrarlanmıĢtır. 

2.8.4 Test maddelerinin hücreler üzerindeki etkilerini belirlemek için yapılan 

çalışmalar 

2.8.4.1 Hücre çoğalımı deneyleri (MTT) 

 

MTT yöntemi hücre çoğalmasının ve mitokondrial fonksiyonun bir belirteci 

olarak kullanılır. MTT testi, sarı renkli suda çözünebilen tetrazolium tuzunun (3-

(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)) mor renkli 

çözünmeyen formazon tuzuna dönüĢümüne dayalı, hızlı ve hassas kalorimetrik bir 

testtir.  

MTT yönteminde canlı hücrelerin mitokondrial dehidrojenazı tetrazolium 

halkasını böler ve MTT sitotoksite yöntemi hücrenin, tetrazolium tuzunu 

formazon ürününe çevirebilme yeteneğini ölçer. Hücrenin canlılığı (metabolik 

aktivitesi) kaybolduğu zaman mitokondrial fonksiyon azalır ve sonuç olarak 

çevirebilme yeteneği azalır. Formazon miktarı birçok hücre hattında hücre sayısı 

ile orantılı olarak oluĢur. Bu nedenle MTT testi hücre canlılığının ve çoğalmasının 

ölçülmesinde kullanılır. Bu teknik özellikle metabolik olarak aktif hücreler için 

kullanılmaktadır, çoğalmayan ya da süspansiyon hücre kültürlerinde kullanılmaz 
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(Mosmann, 1983). Aynı pasaj numarasına sahip HUVEC ve A549 hücreleri 

flaskların %70‘ini kapladığında flasklardaki besiyeri uzaklaĢtırılmıĢ ve Tripsin-

EDTA solüsyonu kullanılarak hücrelerin tabanından ve birbirlerinden ayrılması 

sağlanmıĢtır. Daha sonra hücreler Thoma lamı ile sayılmıĢlardır. Hücre çoğalımı 

deneyleri için 96 kuyucuklu plakalar kullanılmıĢtır. A549 hücre hattı için her 

kuyucuğa 5x10
3
 hücre, HUVEC hücre hattı için her kuyucuğa 8 x10

3
 hücre 

gelecek Ģekilde 2‘Ģer adet 96 kuyucuklu plakalara ekilmiĢtir. 24 saatlik 

inkübasyonun ardından besiyerleri uzaklaĢtırılmıĢtır. Negatif kontrol, pozitif 

kontrol ve test maddelerinin belirlenen dozları hücrelere eklenmiĢtir. Deneyler 2 

gün boyunca sürdürülmüĢtür. Hücreler gerekli sürelerde inkübasyona 

bırakılmıĢtır. Besiyerleri gerekli inkübasyon sürelerinin sonunda hücrelerden 

uzaklaĢtırılmıĢ ve MTT ilavesi yapılarak test maddelerinin hücre çoğalmasına 

olan etkileri saptanmıĢtır. Hücreler 5m/ml
-1

 MTT stok solusyonu ile 2 saat CO2 

inkübatoründe inkübasyona bırakılmıĢtır. Bu süre sonunda MTT içeren besiyerleri 

kuyucuklardan uzaklaĢtırılmıĢ ve her kuyucuğa 100 μl DMSO ilave edilmiĢtir. 5 

dakika beklendikten sonra plakalardaki hücrelerin optik dansiteleri ELISA 

cihazında 540 nm. dalga boyunda okutulmuĢtur (Bėzivin ve ark., 2003; Holst ve 

Oredsson, 2005). 

 

2.8.4.2 LDH (Laktat Dehidrojenaz) 

 

 LDH aktivitesi Roche Detection Kit kullanılarak tespit edilmiĢtir. Deney 

LDH varlığında NAD'ın azalmasında paralel olarak laktatın pürivata dönüĢümüne 

dayanır. Kültür medyumundaki LDH miktarı hücre zarındaki zararın miktarı ile 

ilgili bilgi vermektedir. Hücre zarı zarar gördükçe enzim miktarı da artmaktadır. 

Bu deneyde ilk önce laktatın pirüvata LDH tarafından katalize edildiği NAD
+
‘nın 

NADH/H
+
 reaksiyonu meydana gelir. Daha sonra katalizleyen kimyasal 

(diaforaz), NADH/H
+
‘dan H/H

+
‘i alarak tetrazolium tuzuna 2-(4-iodophenyl)-3-

(4-nitfophenyl)-5-phenyltetrazolium chloride (INT)‘e aktarır ve indirgeyerek 

kırmızı formazan oluĢmasına neden olur (Butler 2004; Fotakis ve Timbrell 2006; 

Yurdakök 2010). Sekonder metabolitlerin neden olduğu LDH salınımını 

belirlemek için kültür medyumu gereklidir. Maddelerle muamele edilen hücrelerin 
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üzerindeki medyumlar alınarak 96‘lık plakaya konuldu. Her bir kuyucuğa 100 µl 

reaksiyon karıĢımı eklendikten sonra 30 dakika inkübasyona bırakıldı daha sonra 

50 µl durdurucu solüsyon eklendi ve 10 saniye kadar horizontal karıĢtırıcıda 

karıĢtırıldı. Eliza cihazı kullanılarak 490 nm‘de örnekler okutuldu. LDH 

enziminin katalizlediği reaksiyon aĢağıda gösterilmiĢtir (Tan 2008). 

 

Laktat +NAD
+ 

              Piruvat + NADH + H
+
 

 

2.8.4.3 ROS (Reaktif Oksijen Türleri) 

 

ROS ölçümü, ROS (Reaktif Oksijen Türleri) aktivitesini ölçmeye yarayan 

bir yöntemdir. ROS ölçümü Stiktik asit, Salazinik Asit ve Atranorin varlığında ve 

yokluğunda yapılmıĢtır. Hücreler 96‘lık kültür plakalarına ekilmiĢ, 24 saat sonra 

plakalardaki medyum dökülmüĢ ve hücreler 2-3 defa DPBS veya HBSS ile 

yıkanmıĢtır. Tekrar plaka ters çevrilerek plakalardaki sıvı boĢaltılmıĢtır. Daha 

sonra hücreye geçebilme özelliği olan 100 μL 1X DCFH-DA medyum ile beraber 

hücreler üzerine verilmiĢtir. 37ºC‘de 30-60 dakika inkübatörde inkübasyona 

bırakılmıĢtrı. Tekrar hücreler 2-3 defa DPBS veya HBSS ile yıkanmıĢtır. DCFH-

DA ile yüklü olan hücrelere, Stiktik Asit, Salazinik asit ve Atranorin 100 μL 

medyumla beraber muamele edilerek plakalar inkübasyona bırakılmıĢtır. Daha 

sonra plakalar 480nm/530nm arasında floresans plaka okuyucusu tarafından 

okunmuĢtur. 

2.8.4.4 Tüp oluşumu deneyi 

96 kuyucuklu plakalar 70 μl/kuyucuk olacak Ģekilde matrijel ile 

kaplanmıĢtır. Plakalar 37 ºC‘de 20 dakika bekletilmiĢtir. YaklaĢık 5 saat % 2 

serum (FBS) içeren EBM-2 (Endothelial Cell Basement Medium) içinde serum 

açlığına maruz bırakılan HUVEC hücreleri 40x10
3
 hücre/kuyucuk olacak Ģekilde 

% 2 oranında serum ve test maddelerinin belirlenen konsantrasyonlarını içeren 

EBM-2 medyum içinde matrijellerin üzerine ekilmiĢ ve yaklaĢık 12 saat kültüre 

edilmiĢtir. Tüp ağı oluĢumları mikroskop altında rastgele seçilmiĢ 5 alandan 

fotoğraflanmıĢtır. 
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2.8.4.5 Koloni oluşumu deneyi 

 

YumuĢak agar koloni formasyonu deneyinde steril edilmiĢ %3‘lük select 

agar kullanılmıĢtır. Alt agar tabakası 6 kuyucuklu plakanın her bir kuyucuğu için 

1 ml olarak hesaplanmıĢtır. 1 kısım agar + 4 kısım besiyeri olacak Ģekilde 

hazırlanarak hemen kuyucuklara ilave edilmiĢtir. Bu sırada 1 ml‘lik üst agar 

tabakası ve 1 ml üst tabaka için 1000 hücre olacak Ģekilde hücre süspansiyonu 

hazırlanmıĢtır. Üst agar tabakası 1 kısım hücre süspansiyonu (hücre miktarı, tüm 

üst tabaka hacmi için hesaplanacak) + 2 kısım agarlı besiyeri ( alt agar tabakası: 1 

kısım agar + 4 kısım besiyeri) olarak hazırlanmıĢ ve soğutulmuĢ olan plakalara 

ilave edilmiĢtir.  

Ġlave edilen agar ve besiyeri karıĢımı donduktan sonra üzerine bir kuyucuk 

hacmi 2 ml olacak Ģekilde hesaplanarak 0,1 ml içinde test maddelerinin 

konsantrasyonları uygulanmıĢtır ve hücreler 37 °C‘de inkübasyona bırakılmıĢtır. 

Her gün takip edilerek koloniler 35–40 hücreye ulaĢınca (her hücre için bu süre 

farklıdır, yaklaĢık 10-16 gün) inverted mikroskopta sayılmıĢtır. Sayımlar üç kez 

tekrar edilmiĢtir.  

2.9 İstatistiksel Değerlendirmeler 

Ġstatistiksel değerlendirmeler için SPSS programı kullanılmıĢtır. Elde edilen 

verilerin tek yönlü ANOVA ile post-hoc olarak Tukey testi uygulanarak 

anlamlıkları belirlenmiĢtir. Anlamlılık değeri olarak p<0.05 kabul edilmiĢtir. 
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3 BULGULAR 

3.1 HUVEC hücreleriyle yapılan deneyler 

3.1.1 Stiktik Asit, Salazinik Asit, Atranorin ve kombinasyonlarının MTT 

deney sonuçları 

 

Şekil 3. 1.Stiktik Asit`in HUVEC hücreleri üzerindeki etkisinin MTT testi ile değerlendirilmesi. 

 (*) iĢareti kontrol grubuna göre anlamlı farklılıkları göstermektedir. Anlamlılık değeri

 p<0,05 

HUVEC hücre hattında Stiktik Asit‘in 50, 100, 200, 300 ve 400 µM‘lık 

dozları denenmiĢtir. 50 µM dozunda 24 saat sonunda %93, 48 saat sonunda ise 

%83 oranında hücre aktivitesi gözlenmiĢtir. 100 µM‘lık dozda birinci günün 

sonunda %4, ikinci günün sonunda ise %41 oranında hücre sayısında azalma 

tespit edilmiĢtir. 200 µM dozunda 24 saatte %95, 48 saat sonunda %56 hücre 

canlılığı belirlenmiĢtir. 300 µM‘lık dozda ilk gün sonunda %10, ikinci gün 

sonunda ise % 48 oranında hücrelerin canlılık aktivitesinde azalma olduğu 

gözlenmiĢtir. 400 µM dozunda hücre aktivitesi 24 saat sonunda %75, 48 saat 

sonunda ise %33 olduğu tespit edilmiĢtir. 
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Şekil 3.2.Salazinik Asit`in HUVEC hücreleri üzerindeki etkisinin MTT testi ile  değerlendirilmesi  

 (*) iĢareti kontrol grubuna göre anlamlı farklılıkları göstermektedir. Anlamlılık değeri 

 p<0,05 

HUVEC hücre hattında Salazinik Asit‘in 50, 100, 200, 300 ve 400 µM‘lık 

dozları denenmiĢtir. 50 µM dozunda 24 saatte %89, 48 saat sonunda %91 hücre 

canlılığı belirlenmiĢtir. 100 µM‘lık dozda birinci günün sonunda %13, ikinci 

günün sonunda ise %20 oranında hücre sayısında azalma tespit edilmiĢtir. 200 µM 

dozunda 24 saat sonunda %79, 48 saat sonunda ise %63 oranında hücre aktivitesi 

tespit edilmiĢtir. 300 µM‘lık dozda ilk gün sonunda %36, ikinci gün sonunda ise 

% 44 oranında hücrelerin canlılık aktivitesinde azalma olduğu gözlenmiĢtir.400 

µM dozunda hücre aktivitesi 24 saat sonunda %55, 48 saat sonunda ise %52 

olduğu tespit edilmiĢtir. 
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Şekil 3. 3.Atranorin`in HUVEC hücreleri üzerindeki etkisinin MTT testi ile değerlendirilmesi. (*)

 iĢareti kontrol grubuna göre anlamlı farklılıkları göstermektedir. Anlamlılık değeri 

 p<0,05 

HUVEC hücre hattında Atranorin‘in 50, 100, 200, 300 ve 400 µM‘lık 

dozları denenmiĢtir. 50 µM dozunda birinci günün sonunda %8, ikinci günün 

sonunda ise %20 oranında hücre sayısında azalma tespit edilmiĢtir 100 µM‘lık 

dozda 24 saat sonunda %88, 48 saat sonunda ise %71 oranında hücre aktivitesi 

ölçülmüĢtür.  200 µM dozunda 24 saat sonunda %71, 48 saat sonunda ise %65 

oranında hücre aktivitesi tespit edilmiĢtir. 300 µM‘lık dozda ilk gün sonunda 

%36, ikinci gün sonunda ise % 68 oranında hücrelerin canlılık aktivitesinde 

azalma olduğu gözlenmiĢtir. 400 µM dozunda hücre aktivitesi 24 saat sonunda 

%44, 48 saat sonunda ise %15 olduğu tespit edilmiĢtir. 
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Şekil 3. 4.Stiktik Asit`in bütün dozları ile Atranorın‘in 50 µM doz kombinasyonunun HUVEC 

 hücreleri üzerindeki etkisinin MTT testi ile değerlendirilmesi. (*) iĢareti kontrol

 grubuna göre anlamlı farklılıkları göstermektedir.  Anlamlılık değeri p < 0,05 

HUVEC hücre hattında Stiktik Asit‘in 50, 100, 200, 300 ve 400 µM‘lık 

dozları ile Atranorin‘in 50 µM‘lık dozu kombine edilerek denenmiĢtir. 

STK50+A50 µM kombinasyonunda 1.gün sonunda %73‘lük, 2.gün sonunda ise 

%30‘luk hücre canlılığı belirlenmiĢtir. STK100+A50 µM dozunda 1.gün sonunda 

%59 oranında, 2.gün sonunda %87 oranında hücre sayısında azalma tespit 

edilmiĢtir. STK200+A50 µM kombinasyonunda 1.günde %31 oranında, 2.günde 

ise %13 oranında hücre aktitivtesi ölçülmüĢtür. STK300+A50 µM dozunda 1.gün 

sonunda hücre çoğalmasındaki düĢüĢ %76 iken, 2.gün sonunda %88 olmuĢtur. 

STK400+A50 µM dozunda 1.gün %22 oranında, 2.gün %12 oranında hücre 

canlılığı tespit edilmiĢtir.  
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Şekil 3. 5.Salazinik Asit`in bütün dozları ile Atranorin‘in 50 µM doz kombinasyonunun HUVEC

 hücreleri üzerindeki etkisinin MTT testi ile değerlendirilmesi. (*) iĢareti kontrol

 grubuna göre anlamlı farklılıkları göstermektedir. Anlamlılık değeri p < 0,05 

HUVEC hücre hattında Salazinik Asit‘in 50, 100, 200, 300 ve 400 µM‘lık 

dozları ile Atranorin‘in 50 µM‘lık dozu kombine edilerek denenmiĢtir. 

SLZ50+A50 µM kombinasyonunda 1.gün sonunda %87, 2.gün sonunda %75 

hücre aktivitesi ölçülmüĢtür. SLZ100+A50 µM dozunda 1.gün %17, 2.gün %28 

oranında hücre canlılığında düĢüĢ meydana gelmiĢtir. SLZ200+A50 µM‘da 

1.günde %76, 2.günde %61 oranında hücre aktivitesi ölçülmüĢtür. SLZ300+A50 

µM kombinasyonununda 1.gün sonunda hücre çoğalmasındaki düĢüĢ %27 iken, 

2.gün sonunda %44 oranında belirlenmiĢtir. SLZ400+A50 µM dozunda 1.gün 

hücre oranı %60 iken, 2.gün sonunda %40‘a düĢmüĢtür. 
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3.1.2 Stiktik Asit, Salazinik Asit, Atranorin ve kombinasyonlarının LDH 

deney sonuçları 

 

 

Şekil 3.6.Stiktik Asit`in HUVEC hücreleri üzerindeki etkisinin LDH ölçümü ile değerlendirilmesi. 

 (*) iĢareti kontrol grubuna göre anlamlı farklılıkları göstermektedir. Anlamlılık değeri 

 p<0,05 

MTT deney sonuçları göz önüne alındığında Stiktik asit ile muamele elden 

HUVEC hücrelerinde yapılan LDH ölçümünde LDH aktivitesinde artıĢ 

beklenmektedir. ġekil 6‘da görüldüğü gibi 50, 100, 200, 300 ve 400 µM 

dozlarında LDH seviyesinde artıĢ gözlenmiĢtir. Stiktik Asit hücrelere verildikten 

24 saat sonra yapılan ölçümlerde 50 µM dozunda LDH seviyesi kontrol grubuyla 

aynı orandadır. Stiktik asitin 100 µM dozunda LDH seviyesindeki artıĢ %2, 200 

µM dozunda ise %27 olarak belirlenmiĢtir. 300 µM dozunda LDH seviyesi 

ölçümü %38 olarak belirlenmiĢtir. 400 µM dozunda LDH salınımını %39 

oranında arttığı tespit edilmiĢtir. 
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Şekil 3.7.Salazinik Asit`in HUVEC hücreleri üzerindeki etkisinin LDH ölçümü ile

 değerlendirilmesi. (*) iĢareti kontrol grubuna göre anlamlı farklılıkları

 göstermektedir. Anlamlılık değeri p < 0,05 

Salazinik Asit‘in 50, 100, 200, 300 ve 400 µM‘lık dozlarının HUVEC 

hücreleri üzerindeki etkisi LDH testi ile değerlendirilmiĢtir. Yapılan testlere göre 

sadece 400 µM‘lık dozda anlamlı artıĢlar gözlenmiĢtir. Salazinik Asit hücrelere 

verildikten 24 saat sonra yapılan ölçümlerde 50 µM dozunda LDH seviyesinde 

%12 oranında artıĢ gözlenmiĢtir. 100 µM dozunda LDH seviyesi % 15 olarak 

belirlenmiĢtir. 200 µM dozunda ise LDH salınımı %15 ölçülmüĢtür. 300 µM 

dozunda LDH ölçümü %18 olarak belirlenmiĢtir. 400 µM dozunda LDH salınımı 

%32 olarak tespit edilmiĢtir. 
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Şekil 3. 7.Atranorin`in HUVEC hücreleri üzerindeki etkisinin LDH ölçümü ile  değerlendirilmesi

 (*) iĢareti kontrol grubuna göre anlamlı farklılıkları göstermektedir. Anlamlılık değeri

 p<0,05 

Atranorin ile muamele elden HUVEC hücrelerinde yapılan LDH 

ölçümünde LDH aktivitesinde artıĢ beklenmektedir. Grafikte görüldüğü üzere 50, 

100, 200, 300 ve 400 µM dozlarında LDH seviyesinde artıĢ gözlenmĢtir. 

Atranorin hücrelere verildikten 24 saat sonra yapılan ölçümlerde 50 µM dozunda 

LDH seviyesinde %2 oranında bir artıĢ gözlenmiĢtir. 100 µM dozunda LDH 

seviyesindeki artıĢ %7, 200 µM dozunda ise %17 olarak belirlenmiĢtir. 300 µM 

dozunda LDH seviyesi ölçümü %17 olarak belirlenmiĢtir. 400 µM dozunda LDH 

salınımını %19 oranında arttığı tespit edilmiĢtir. 
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Şekil 3. 8.Stiktik Asit`in tüm dozları ile Atranorin‘in 50 µM doz kombinasyonunun HUVEC

 hücreleri üzerindeki etkisinin LDH ölçümü ile değerlendirilmesi. (*) iĢareti kontrol

 grubuna göre anlamlı farklılıkları göstermektedir. Anlamlılık değeri p<0,05 

Stiktik Asit‘in 50, 100, 200, 300 ve 400 µM‘lık dozları ile Atranorin‘in 50 

µM dozu kombinlenerek HUVEC hücreleri üzerindeki etkisi LDH testi ile 

değerlendirilmiĢtir. STK50+ATR50 µM dozunda LDH seviyesi kontrol grubuyla 

aynı değerde çıkmıĢtır. STK100+ATR50 µM dozunda LDH seviyesi %2 oranında 

artıĢ göstermiĢtir. STK200+ATR50µM dozunda ise LDH salınımı %121 

ölçülmüĢtür. STK300+ATR50µM dozunda LDH seviyesindeki artıĢ %31 olarak 

belirlenmiĢtir. STK400+ATR50µM dozunda LDH salınımı %133 olarak tespit 

edilmiĢtir. 
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Şekil 3. 9.Salazinik Asit`in tüm dozları ile Atranorin‘in 50 µM doz kombinasyonunun HUVEC

 hücreleri üzerindeki etkisinin LDH ölçümü ile değerlendirilmesi. (*) iĢareti kontrol

 grubuna göre anlamlı farklılıkları göstermektedir. Anlamlılık değeri p<0,05 

Salazinik Asit‘in 50, 100, 200, 300 ve 400 µM‘lık dozları ile Atranorin‘in 

50 µM dozu kombinlenerek HUVEC hücreleri üzerindeki etkisi LDH testi ile 

değerlendirilmiĢtir. SLZ50+ATR50 µM dozunda LDH seviyesi %3 artıĢ 

göstermiĢtir. SLZ100+ATR50 µM dozunda LDH seviyesi %4 oranında artıĢ 

göstermiĢtir. SLZ200+ATR50µM dozunda ise LDH salınımı %109 ölçülmüĢtür. 

SLZ300+ATR50µM dozunda LDH seviyesindeki artıĢ %11 olarak belirlenmiĢtir. 

SLZ400+ATR50µM dozunda LDH salınımı %116 olarak tespit edilmiĢtir. 
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3.1.3 Stiktik Asit, Salazinik Asit, Atranorin ve kombinasyonlarının ROS 

üretimine etkileri 

 

 

Şekil 3. 10.Stiktik Asit`in HUVEC hücreleri üzerindeki etkisinin ROS ölçümü ile

 değerlendirilmesi. Kullanılan H2O2 50 µM dozundadır. (*) iĢareti kontrol grubuna

 göre anlamlı farklılıkları göstermektedir. Anlamlılık değeri p < 0,05 

Stiktik Asit‘in 50, 100, 200, 300 ve 400 µM‘lık dozlarının HUVEC 

hücreleri üzerindeki etkisi ROS testi ile değerlendirilmiĢtir. H2O2 oranı 50 µM 

olarak ayarlanmıĢtır. Stiktik Asit`in en yüksek dozunun bile H2O2`nin oluĢturduğu 

oksidatif stres oranını geçmemesi beklediğimiz sonuçlar arasındadır. Stiktik 

Asit`in dozları değerlendirildiğinde bütün dozların ROS oluĢturduğu gözlenmiĢtir. 

50 µM dozunun %153, 100 µM dozunun %178 oranında oksidatif strese neden 

olduğu belirlenmiĢtir. 200 µM dozu %183 seviyesinde ROS oluĢturmuĢtur. 300 

µM dozu %190 oranında, 400 µM dozu ise %205 oranında oksidatif stres 

oluĢturduğu belirlenmiĢtir. 
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Şekil 3. 11.Salazinik Asit`in HUVEC hücreleri üzerindeki etkisinin ROS ölçümü ile

 değerlendirilmesi. Kullanılan H2O2 50 µM dozundadır. (*) iĢareti kontrol grubuna

 göre anlamlı farklılıkları göstermektedir. Anlamlılık değeri p< 0,05 

 Salazinik Asit‘in 50, 100, 200, 300 ve 400 µM‘lık dozlarının HUVEC 

hücreleri üzerindeki etkisi ROS testi ile değerlendirilmiĢtir. H2O2 oranı 50 µM 

olarak ayarlanmıĢtır. Salazinik Asit`in bütün dozlarında anlamlı sonuçlar 

gözlenmiĢtir. 50 µM dozunun %143 oranında,100 µM dozunun %178 µM 

oranında oksidatif strese neden olduğu belirlenmiĢtir. 200 µM dozunda %230 

oranında, 300 µM dozunda ise %234 oranında ROS ölçümü yapılmıĢtır. 400 

µM‘lık dozun ise en etkili doz olduğu belirlenmiĢtir, %239 oranında ROS 

oluĢturmuĢtur. 
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Şekil 3.12.Atranorın`in HUVEC hücreleri üzerindeki etkisinin ROS ölçümü ile değerlendirilmesi. 

 Kullanılan H2O2 50 µM dozundadır. (*) iĢareti kontrol grubuna göre anlamlı

 farklılıkları göstermektedir. Anlamlılık değeri p<0,05 

Atranorin‘in 50, 100, 200, 300 ve 400 µM‘lık dozlarının HUVEC hücreleri 

üzerindeki etkisi ROS testi ile değerlendirilmiĢtir. H2O2 oranı 50 µM olarak 

ayarlanmıĢtır. Atranorin`in en yüksek dozunun bile H2O2`nin oluĢturduğu 

oksidatif stres oranını geçmemesi beklediğimiz sonuçlar arasındadır. 50 ve 100 

µM dozlarının %69 oranında ROS oluĢturduğu belirlenmiĢtir. 200 µM dozunun 

%70 oranında, 300 µM dozunun %72 oranında ve 400 µM dozunun ise %81 

oranında oksidatif stres oluĢturduğu gözlenmiĢtir. Atranorin`in bütün dozlarının 

kontrol grubundan düĢük seviyede ROS oluĢturması bu maddenin oksidatif stres 

üzerinde koruyucu etkisi olabileceğini göstermektedir. 
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Şekil 3. 13.Stiktik Ast‘in tüm dozları ile Atranorin ‗in 50 µM doz kombinasyonunun HUVEC

 hücreleri üzerindeki etkisinin ROS ölçümü ile değerlendirilmesi. Kullanılan H2O2 50 

 µM dozundadır. (*) iĢareti kontrol grubuna göre anlamlı farklılıkları göstermektedir.

 Anlamlılık değeri p < 0,05 

HUVEC hücre hattında Stiktik Asit‘in 50, 100, 200, 300 ve 400 µM‘lık 

dozları ile Atranorin‘in 50 µM‘lık dozu kombine edilerek denenmiĢtir. H2O2 oranı 

50 µM olarak ayarlanmıĢtır. Stiktik Asit ve Atranorin`in en yüksek dozunun bile 

H2O2`nin oluĢturduğu oksidatif stres oranını geçmemesi beklediğimiz sonuçlar 

arasındadır. STK50+A50 µM dozunda %99 oranında, STK100+A50 µM dozunda 

ise %107 ROS aktivitesi belirlenmiĢtir. STK200+A50 µM ve STK300+A50 µM 

dozunun %112 oranında, STK400+A50 µMdozunun ise % 119 oranında oksidatif 

stres oluĢturduğu ölçülen sonuçlardandır. Stiktik Asit`in en yüksek dozunda %205 

oranında, Atranorin`de ise %81 oranında ROS aktivitesi ölçülmüĢtür. Bu iki 

maddenin kombinasyonundan daha yüksek düzeyde bir ROS aktivitesi 

beklenirken STK400+ATR50 µM  kombinasyonunda %119 oranında aktivite 

belirlenmiĢtir. Dozların H2O2`den daha düĢük oksidatif strese sebep olması 

Atranorin`in koruyucu özelliği olabileceğinin göstergesidir. 

 

0

50

100

150

200

250

300

R
O

S
 ü

re
ti

m
i 

(%
 k

o
n

tr
o

l)

Konsantrasyon

HUVEC hücre hattında Stiktik Asit (STK) ve Atranorin (ATR) 

kombinasyonunun ROS üretimine etkisi

DMSO H2O2 50 µM STK50+ATR50 µM

STK100+ATR50 µM STK200+ATR50 µM STK300+ATR50 µM

STK400+ATR50 µM

*

*
***

H2O2 50 µM 



42 

 

 

Şekil 3. 14.Salazinik Ast‘in tüm dozları ile Atranorin ‗in 50 µM doz kombinasyonunun HUVEC

 hücreleri üzerindeki etkisinin ROS ölçümü ile değerlendirilmesi. Kullanılan  H2O2 

 50µM dozundadır. (*) iĢareti kontrol grubuna göre anlamlı farklılıkları 

 göstermektedir. Anlamlılık değeri p < 0,05 

HUVEC hücre hattında Salazinik Asit‘in 50, 100, 200, 300 ve 400 µM‘lık 

dozları ile Atranorin‘in 50 µM‘lık dozu kombine edilerek denenmiĢtir. H2O2 oranı 

50 µM olarak ayarlanmıĢtır. Salazinik Asit ve Atranorin`in en yüksek dozunun 

bile H2O2`nin oluĢturduğu oksidatif stres oranını geçmemesi beklediğimiz 

sonuçlar arasındadir. SLZ50+A50 µM dozunda %142 oranında, SLZ100+A50µM 

dozunda ise %198 ROS aktivitesi belirlenmiĢtir. SLZ200+A50µM dozunda 

%223, SLZ300+A50µM dozunun %244 oranında, SLZ400+A50µM dozunun ise 

%246 oranında oksidatif stres oluĢturduğu ölçülen sonuçlardandır. Salazinik 

Asit`in en yüksek dozunda %239 oranında, Atranorin`de ise %81 oranında ROS 

aktivitesi olçülmüĢtür. Bu iki maddenin kombinasyonundan daha yüksek düzeyde 

bir ROS aktivitesi beklenirken SLZ400 ve ATR50 µM  kombinasyonunda %246 

oranında aktivite belirlenmiĢtir 
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3.1.4 Stiktik Asit, Salazinik Asit, Atranorin ve kombinasyonlarının tüp 

oluşumuna etkileri 

 

 

Şekil 3. 15.Stiktik Asit‘in HUVEC hücrelerinin tüp oluĢturması üzerine etkilerinin görüntüleri A) 

 kontrol B) DMSO C) 100µM D) 200 µM E) 400 µM.  Ölçü birimi  100µM 

Stiktik Asit‘in 100, 200 ve 400 µM dozları ile muamele edilen HUVEC 

hücre hattında  verilen bileĢiklerin tüp oluĢumunu engellediği belirlenmiĢtir. 100 

µM dozunda oluĢan tüplerin çok ince ve lümenlerin çok geniĢ olduğu 

belirlenmiĢtir. 200 µM dozunda ise lümen geniĢlikleri artmıĢ, oluĢan tüpler daha 

da incelmiĢtir. 400 µM dozunda ise Stiktik Asit‘in tüp oluĢumunu engellediği 

gözlenmiĢtir. 

A B 

C D 

E 

100µM 
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Şekil 3. 16.Salazinik Asit‘in HUVEC hücrelerinin tüp oluĢturması üzerine etkilerinin görüntüleri  

 A) kontrol B) DMSO C) 100µM D) 200 µM E) 400 µM Ölçü birimi 100µM 

Salazinik Asit‘in 100, 200 ve 400 µM‘lık dozları ile muamele edilen 

HUVEC hücrelerinde tüp oluĢumu incelenmiĢtir. Kontrol grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında 100 µM dozunda lümenlerde geniĢlemeler ve oluĢan tüplerde 

incelmeler olduğu belirlenmĢtir. 200 µM dozunda lümen geniĢlikleri daha da 

artmıĢ ve tüp oluĢumunun engellenmeye baĢladığı gözlenmiĢtir. 400 µM dozunda 

ise lümenlerin çok geniĢ olduğu ve tüp oluĢumunun madde tarafından 

engellendiği belirlenmiĢtir. 

 

A B 

C D 

E 

100µM 
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Şekil 3. 17.Atranorin‘in HUVEC hücrelerinin tüp oluĢturması üzerine etkilerinin görüntüleri A) 

 kontrol B) DMSO C) 100µM D) 200 µM E) 400 µM Ölçü birimi 100µM 

Atranorin‘in 100, 200 ve 400 µM‘lık dozları ile muamele edilen HUVEC 

hücrelerinde tüp oluĢumu incelenmiĢtir. Kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında 100 

µM dozunda lümenlerde geniĢlemeler ve oluĢan tüplerde incelmeler olduğu 

belirlenmĢtir. 200 µM dozunda lümenlerde geniĢlemeler olduğu ve tüplerin 

inceldiği gözlenmiĢtir. 400 µM dozunda ise Atranorin‘in tüp oluĢumunu tamamen 

engellediği belirlenmiĢtir. 

A B 

C D 

E 

100µM 
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Şekil 3. 18.Stiktik Asit+Atranorin 50 µM dozunun HUVEC hücrelerinin tüp oluĢturması üzerine

 etkilerinin görüntüleri A) kontrol B) DMSO C) STK100 µM +ATR50 µM D)

 STK200 µM +ATR50 µM E) STK400 µM +ATR50 µM Ölçü birimi 100µM 

Stiktik Asit‘in 100, 200 ve 400 µM‘lık dozları ile Atranorin‘in 50 µM  

dozunun kombinasyonu ile muamele edilen HUVEC hücrelerinde tüp oluĢumu 

incelenmiĢtir. Kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında 100 µM dozunda lümenlerde 

geniĢlemeler ve oluĢan tüplerde incelmeler olduğu belirlenmĢtir. 200 µM ve 400 

µM dozlarının tüp olĢumunu tamamen engellediği gözlenmiĢtir. Bu verilerden 

yola çıkarak da Stiktik Asit ve Atronorin kombinasyonunun, maddelerin tek 

baĢına gösterdiklerinden daha yüksek oranda tüp oluĢumunu engelleyici etki 

gösterdiği söylenebilir. 

A B 

C D 

E 

100µM 
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Şekil 3. 19.Salazinik Asit+Atranorin 50 µM dozunun HUVEC hücrelerinde tüp oluĢumu üzerine e

 etkilerinin görüntüleri A) kontrol B) DMSO C) SLZ100 µM+ATR50 µM D)

 SLZ200µM+ATR50 µM E) SLZ400 µM +ATR50 µM Ölçü birimi 100µM 

Salazinik Asit‘in 100, 200 ve 400 µM‘lık dozları ile Atranorin‘in 50 µM  

dozunun kombinasyonu ile muamele edilen HUVEC hücrelerinde tüp oluĢumu 

incelenmiĢtir. Kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında 100 µM dozunda çok büyük 

oranda lümenler gözlenmektedir. 200 µM madde ile muamele edilen hücrelerde 

ise tüp oluĢumunun engellenmeye baĢladığı gözlenmektedir. 400 µM dozlarının 

tüp olĢumunu tamamen engellediği gözlenmiĢtir. Bu verilerden yola çıkarak da 

Salazinik Asit ve Atronorin kombinasyonunun, HUVEC hücre hattında 

anjiyojenezi engelleyici etki gösterdiği belirlenmiĢtir. 

A B 

C D 

E 

100µM 
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3.2 A549 hücreleriyle yapılan deneyler 

3.2.1 Stiktik Asit, Salazinik Asit, Atranorin ve kombinasyonlarının MTT 

deney sonuçları 

 

Şekil 3. 20. Stiktik Asit`in A549 hücreleri üzerindeki etkisinin MTT ölçümü iledeğerlendirilmesi

 (*) iĢareti kontrol grubuna göre anlamlı farklılıkları göstermektedir. Anlamlılık değeri

 p<0,05 

Deneyin birinci gününde 50 µM‘lık dozunda %4, ikinci gününde %12 

oranında hücre canlılığında azalma ölçülmüĢtür. 100 µM‘lık doz ile muamelede 

hücre canlılığı 24 saat sonunda %91, 48 saat sonunda ise %83 olarak ölçülmüĢtür. 

200 µM‘lık madde deriĢimi hücre canlılığı üzerinde ilk 24 saatte %10, 48 saat 

sonunda %32 azalmaya neden olmuĢtur. 300 µM‘lık doz ile muamele sonuçlarına 

bakıldığında ilk 24 saat için hücre canlılığı %85, 48 saat muamele sonunda hücre 

canlılığı %63 olarak ölçülmüĢtür. 400 µM‘lık doz ilk gün hücre sayısında %41, 

ikinci gün sonunda %71‘lik azalma göstermiĢtir. 
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Şekil 3. 21.Salazinik Asit`in A549 hücreleri üzerindeki etkisinin MTT ölçümü ile

 değerlendirilmesi. (*) iĢareti kontrol grubuna göre anlamlı farklılıkları

 göstermektedir. Anlamlılık değeri p<0,05 

Salazinik Asit‘in 50µM‘lık dozu ile muamele edilen A549 hücre hattında 24 

ve 48 saat sonunda hücre canlılığında anlamlı bir değiĢiklik gözlenmemiĢtir. 100 

µM‘lık doz 24 saat sonunda hücre canlılığında %11, 48 saat sonunda ise %5 

oranında bir değiĢikliğe sebep olmuĢtur. 200 µM‘lık doz 24 saat sonunda hücre 

canlılığı %82, 48 saat sonunda ise %91olarak ölçülmüĢtür. 300 µM‘lık doz ile 

muamele edilen hücrelerde 24 saat sonunda %30, 48 saat sonunda %27 oranında 

hücre canlılığı azalmıĢtır. 400 µM‘lık doz ile muamele sonuçlarına bakıldığında 

ilk gün ve ikinci gün sonunda %40 oranında hücre canlılığında azalma olduğu 

tespit edilmiĢtir. 
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Şekil 3. 22.Atranorin`in A549 hücreleri üzerindeki etkisinin MTT ölçümü ile değerlendirilmesi.

 (*) iĢareti kontrol grubuna göre anlamlı farklılıkları göstermektedir. Anlamlılık  

 değeri p<0,05 

A549 hücre hattında Atranorin‘in 50, 100, 200, 300 ve 400 µM‘lık dozları 

denenmiĢtir. 50 µM dozunda 24 saat sonunda belirgin bir farklılık 

gözlenmemiĢtir, 48 saat sonunda ise %90 oranında hücre aktivitesi gözlenmiĢtir. 

100 µM‘lık dozda birinci günün sonunda %5, ikinci günün sonunda ise %13 

oranında hücre sayısında azalma tespit edilmiĢtir. 200 µM dozunda 24 saatte %80, 

48 saat sonunda %79 hücre canlılığı belirlenmiĢtir. 300 µM‘lık dozda ilk gün 

sonunda %35, ikinci gün sonunda ise %58 oranında hücrelerin canlılık 

aktivitesinde azalma olduğu gözlenmiĢtir. 400 µM dozunda hücre aktivitesi 24 

saat sonunda %59, 48 saat sonunda ise %33 olduğu tespit edilmiĢtir. 
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Şekil 3. 23.Stiktik Asit`in bütün dozları ile Atranorın‘in 50 µM doz kombinasyonunun A549

 hücreleri üzerindeki etkisinin MTT testi ile değerlendirilmesi. (*) iĢareti kontrol

 grubuna göre anlamlı farklılıkları göstermektedir. Anlamlılık değeri p < 0,05 

A549 hücre hattında Stiktik Asit‘in 50, 100, 200, 300 ve 400 µM‘lık dozları 

ile Atranorin‘in 50 µM‘lık dozu kombine edilerek denenmiĢtir. STK50+A50 µM 

kombinasyonunda 1.gün sonunda %97‘lik, 2.gün sonunda ise %76‘lık hücre 

canlılığı belirlenmiĢtir. STK100+A50 µM dozunda 1.gün sonunda %15 oranında, 

2.gün sonunda %25 oranında hücre sayısında azalma tespit edilmiĢtir. 

STK200+A50 µM kombinasyonunda 1.günde %17 oranında, 2.günde ise %71 

oranında hücre sayısında azalma gözlenmiĢtir. STK300+A50 µM dozunda 1.gün 

sonunda hücre çoğalmasındaki düĢüĢ %52 iken, 2.gün sonunda %88 olmuĢtur. 

STK400+A50 µM dozunda 1.gün %33 oranında, 2.gün %6 oranında hücre 

canlılığı tespit edilmiĢtir.  

 

 

0

20

40

60

80

100

120

1 2

H
ü

cr
e
 c

a
n

lı
lı

ğ
ı 

(%
 k

o
n

tr
o

l)

Zaman (gün)

A549 hücre hattında Stiktik Asit (STK) ve Atranorin (ATR) 

kombinasyonunun sitotoksik etkisi

DMSO STK50 µM+ATR50 µM

STK100 µM+ATR50 µM STK200 µM+ATR50 µM

STK300 µM+ATR50 µM STK400 µM+ATR50 µM

*

*

**

*
*

*

**



52 

 

 

Şekil 3. 24. Salazinik Asit`in bütün dozları ile Atranorın‘in 50 µM doz kombinasyonunun A549

 hücreleri üzerindeki etkisinin MTT testi ile değerlendirilmesi. (*) iĢareti kontrol

 grubuna göre anlamlı farklılıkları göstermektedir. Anlamlılık değeri p < 0,05 

A549 hücre hattında Salazinik Asit‘in 50, 100, 200, 300 ve 400 µM‘lık 

dozları ile Atranorin‘in 50 µM‘lık dozu kombine edilerek denenmiĢtir. 

SLZ50+A50 µM kombinasyonunda 1.gün sonunda %64, 2.gün sonunda %36 

hücre aktivitesi ölçülmüĢtür. SLZ100+A50 µM dozunda 1.gün %40, 2.gün %68 

oranında hücre canlılığında düĢüĢ meydana gelmiĢtir. SLZ200+A50 µM‘da 

1.günde %54, 2.günde %28 oranında hücre aktivitesi ölçülmüĢtür. SLZ300+A50 

µM kombinasyonununda 1.gün sonunda hücre çoğalmasındaki düĢüĢ %48 iken, 

2.gün sonunda %74 oranında belirlenmiĢtir. SLZ400+A50 µM dozunda 1.gün 

hücre oranı %42 iken, 2.gün sonunda %22 olarak ölçülmüĢtür. 
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3.2.2 Stiktik Asit, Salazinik Asit, Atranorin ve kombinasyonlarının LDH 

deney sonuçları 

 

 

Şekil 3. 25.Stiktik Asit`in A549 hücreleri üzerindeki etkisinin LDH ölçümü ile  değerlendirilmesi. 

 (*) iĢareti kontrol grubuna göre anlamlı farklılıkları göstermektedir. Anlamlılık değeri 

 p<0,05 

Stiktik Asit ile muamele elden A549 hücrelerinde yapılan LDH ölçümünde,  

LDH aktivitesinde artıĢ beklenmektedir. ġekil 5‘da görüldüğü gibi 50, 100, 200,  

300 ve 400 µM dozlarında kontrol grubuna göre LDH seviyesinde artıĢ 

gözlenmĢtir. Stiktik Asit hücrelere verildikten 24 saat sonra yapılan ölçümlerde 50 

µM dozunda LDH seviyesi %135 olarak ölçülmüĢtür. STK 100 µM dozunda LDH 

seviyesindeki artıĢ %50, STK 200 µM dozunda ise %58 olarak belirlenmiĢtir. 

STK 300 µM dozunda LDH seviyesi ölçümü %164 olarak belirlenmiĢtir. STK 

400 µM dozunda LDH salınımını % 67 oranında arttığı tespit edilmiĢtir. 
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Şekil 3. 26.Salazinik Asit`in A549 hücreleri üzerindeki etkisinin LDH ölçümü ile 

 değerlendirilmesi. (*) iĢareti kontrol grubuna göre anlamlı farklılıkları

 göstermektedir.  Anlamlılık değeri p<0,05 

Salazinik Asit‘in 50, 100, 200, 300 ve 400 µM‘lık dozlarının A549 hücreleri 

üzerindeki etkisi LDH testi ile değerlendirilmiĢtir. Yapılan ölçümlerde 50 µM 

dozunda LDH seviyesinde %20 oranında artıĢ gözlenmiĢtir. SLZ 100 µM dozunda 

LDH seviyesi %124 olarak belirlenmiĢtir. SLZ 200 µM dozunda ise LDH 

salınımındaki artıĢ %26 ölçülmüĢtür. SLZ 300 µM dozunda LDH ölçümü %135 

olarak belirlenmiĢtir. SLZ 400 µM dozunda LDH salınımında %46 artıĢ tespit 

edilmiĢtir. 
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Şekil 3. 27.Atranorin`in A549 hücreleri üzerindeki etkisinin LDH testi ile değerlendirilmesi. (*)

 iĢareti kontrol grubuna göre anlamlı farklılıkları göstermektedir. Anlamlılık değeri

 p<0,05 

A549 hücre hattında Atranorin‘in 50, 100, 200, 300 ve 400 µM‘lık 

dozlarının LDH oluĢumuna etkisi denenmiĢtir. Atranorin hücrelere verildikten 24 

saat sonra yapılan ölçümlerde 50 µM dozunda LDH seviyesinde %5 oranında artıĢ 

gözlenmiĢtir. ATR 100 µM dozunda LDH seviyesindeki artıĢ %15 e kadar 

çıkmıĢtır. ATR 200 µM dozunda ise %20 LDH aktvitesi gözlenmĢtir. ATR 300 

µM dozunda LDH ölçümü %24 olarak belirlenmiĢtir. ATR 400 µM dozunda LDH 

salınımını %29 oranında arttığı tespit edilmiĢtir. 
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Şekil 3. 28. Stiktik Asit ve Atranorin (50µM) kombinasyonunun A549 hücreleri üzerinde 

 etkisinin LDH testi ile değerlendirilmesi. (*) iĢareti kontrol grubuna göre anlamlı

 farklılıkları göstermektedir. Anlamlılık değeri p<0,05 

A549 hücre hattında Stiktik Asit‘in 50, 100, 200, 300 ve 400 µM‘lık dozları 

ile Atranorin‘in 50 µM‘lık dozu kombine edilerek denenmiĢtir. Bu 

kombinasyonda LDH salınımının çok daha etkin olduğu görülmüĢtür. 

STK50+A50 µM dozunda %49 oranında LDH aktivitesinde artıĢ belirlenmiĢtir. 

STK100+A50 µM dozunda %54 oranında LDH salınımında artıĢ ölçülmüĢtür. 

STK200+A50 µM kombinasyonunda %56 oranında LDH seviyesi gözlenmiĢtir. 

STK300+A50 µM dozunda LDH seviyesinde %119 artıĢ ölçülmüĢtür. 

STK400+A50 µM dozunda  %147 oranında LDH salınımı tespit edilmiĢtir. 
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Şekil 3. 29.Salazinik Asit ve Atranorin (50µM) kombinasyonunun A549 hücreleri üzerindeki 

 etkisinin LDH testi ile değerlendirilmesi. (*) iĢareti kontrol grubuna göre anlamlı

 farklılıkları göstermektedir. Anlamlılık değeri p<0,05 

A549 hücre hattında Salazinik Asit‘in 50, 100, 200, 300 ve 400 µM‘lık 

dozları ile Atranorin‘in 50 µM‘lık dozu kombine edilerek denenmiĢtir. Bu iki 

madde ayrı ayrı denendiğinde LDH seviyesinde az miktarda artıĢ belirlenmiĢtir. 

Ancak kombinasyonu yapılan bütün dozlarda LDH seviyesinde anlamlı artıĢlar 

gözlenmiĢtir. Kombinasyonda  SLZ50+A50 µM dozunda %26‘lık LDH aktivitesi 

belirlenmiĢtir. SLZ100+A50 µM dozunda %40 oranında LDH salınımında artıĢ 

ölçülmüĢtür. SLZ200+A50 µM kombinasyonunda %43 oranında LDH seviyesi 

gözlenmiĢtir. SLZ300+A50 µM dozunda LDH seviyesinde %47 artıĢ ölçülmüĢtür. 

SLZ400+A50 µM dozunda  %59 oranında LDH salınımı tespit edilmiĢtir. 
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3.2.3 Stiktik Asit, Salazinik Asit, Atranorin ve kombinasyonlarının ROS 

oluşumuna etkileri 

 

 

Şekil 3. 30.Stiktik Asit`in A549 hücreleri üzerindeki etkisinin ROS testi ile değerlendirilmesi. (*)

 iĢareti kontrol grubuna göre anlamlı farklılıkları göstermektedir. Anlamlılık değeri 

 p<0,05 

Stiktik Asit‘in 50, 100, 200, 300 ve 400 µM‘lık dozlarının A549 hücreleri 

üzerindeki etkisi ROS testi ile değerlendirilmiĢtir. H2O2 oranı 50 µM olarak 

ayarlanmıĢtır. Stiktik Asit`in en yüksek dozunun bile H2O2`nin oluĢturduğu 

oksidatif stres oranını geçmemesi beklediğimiz sonuçlar arasındadır. H2O2 

seviyesine göre Stiktik Asit`in dozları değerlendirildiğinde bütün dozların ROS 

oluĢturduğu gözlenmiĢtir. 50 µM dozunun %116, 100 µM dozunun %117 

oranında oksidatif strese neden olduğu belirlenmiĢtir. 200 µM dozu %125 

seviyesinde ROS oluĢturmuĢtur. 300 µM dozu %141 oranında, 400 µM dozu ise 

%154 oranında oksidatif stres oluĢturduğu belirlenmiĢtir. 

 

0

50

100

150

200

R
O

S
 s

ev
iy

es
i 

(%
k

o
n

tr
o

l)

24 saat

Konsantrasyon

A549 hücre hattında Stiktik Asit'in ROS oluşumuna etkisi

DMSO H2O2 50 µM 100 µM

200 µM 300 µM 400 µM

H202 50 µM

* *
*

*
*



59 

 

 

Şekil 3. 31.Salazinik Asit`in A549 hücreleri üzerindeki etkisinin ROS testi ile değerlendirilmesi. 

 (*) iĢareti kontrol grubuna göre anlamlı farklılıkları göstermektedir. Anlamlılık değeri 

 p<0,05 

Salazinik Asit‘in 50, 100, 200, 300 ve 400 µM‘lık dozlarının A549 hücreleri 

üzerindeki etkisi ROS testi ile değerlendirilmiĢtir. H2O2 oranı 50 µM olarak 

ayarlanmıĢtır. Salazinik Asit`in 50 µM dozu haricindeki bütün dozlarında H2O2 

oranının geçildiği görülmektedir. 50 µM dozunun %173 oranında oksidatif strese 

neden olduğu belirlenmiĢtir. 100, 200,  300 ve 400 µM‘lık dozlarının ise yüksek 

miktarlarda ROS oluĢturduğu görülmüĢtür. 100 µM dozunda %212, 200 µM 

dozunda %329, 300 µM dozunda %405, 400 µM dozunda ise %464 oranında 

ROS olçümü yapılmıĢtır. Bu sonuçlara bakıldığında Salazinik Asit`in A549 hücre 

hattında oksidatif strese sebep olduğu belirlenmiĢtir.  
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Şekil 3. 32.Atranorin`in A549 hücreleri üzerindeki etkisinin ROS testi ile değerlendirilmesi. (*)

 iĢareti kontrol grubuna göre anlamlı farklılıkları göstermektedir. Anlamlılık değeri

 p<0,05 

Atranorin‘in 50, 100, 200, 300 ve 400 µM‘lık dozlarının A549 hücreleri 

üzerindeki etkisi ROS testi ile değerlendirilmiĢtir. H2O2 oranı 50 µM olarak 

ayarlanmıĢtır. Atranorin`in en yüksek dozunun bile H2O2`nin oluĢturduğu 

oksidatif stres oranını geçmemesi beklediğimiz sonuçlar arasındadır. Dozların 

kontrol grubundan daha düĢük oksidatif strese sebep olması Atranorin`in 

koruyucu özellik gösteriyor olabileceğinin göstergesidir. 50, 100 ve 200 µM 

dozlarında kontrol grubuna göre %35 oranında ROS oluĢumunu engellemiĢtir. 

300 µM dozunun %34 oranında, 400 µM dozunun ise %26 oranında oksidatif 

stres oluĢumunu engellediği belirlenmiĢtir.  
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Şekil 3. 33.Stiktik Asit ve Atranorin (50µM) kombinasyonunun A549 hücreleri üzerinde 

 etkisinin ROS testi ile değerlendirilmesi. (*) iĢareti kontrol grubuna göre anlamlı

 farklılıkları göstermektedir. Anlamlılık değeri p<0,05 

A549 hücre hattında Stiktik Asit‘in 50, 100, 200, 300 ve 400 µM‘lık dozları 

ile Atranorin‘in 50 µM‘lık dozu kombine edilerek denenmiĢtir. H2O2 oranı 50 µM 

olarak ayarlanmıĢtır. Stiktik Asit ve Atranorin`in en yüksek dozunun bile 

H2O2`nin oluĢturduğu oksidatif stres oranını geçmemesi beklediğimiz sonuçlar 

arasındadır. STK50+A50 µM dozunda %75 oranında, STK100+A50 µM dozunda 

ise %78 ROS aktivitesi belirlenmiĢtir. STK200+A50 µM dozunda %97, 

STK300+A50 µM dozunun %104 oranında, STK400+A50 µM dozunun ise %126 

oranında oksidatif stres oluĢturduğu ölçülen sonuçlardandır. Stiktik Asit`in en 

yüksek dozunda %154 oranında, Atranorin`de ise %68 oranında ROS aktivitesi 

ölçülmuĢtür. Bu iki maddenin kombinasyonundan daha yüksek düzeyde bir ROS 

aktivitesi beklenirken STK400 ve ATR50 µM  kombinasyonunda %126 oranında 

aktivite belirlenmiĢtir. Dozların H2O2`den daha düĢük oksidatif strese sebep 

olması Atranorin`in koruyucu özelliği olabileceğinin göstergesidir. 
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Şekil 3. 34.Salazinik Asit ve Atranorin (50µM) kombinasyonunun A549 hücreleri üzerindeki 

 etkisinin ROS testi ile değerlendirilmesi. (*) iĢareti kontrol grubuna göre anlamlı

 farklılıkları göstermektedir. Anlamlılık değeri p < 0,05 

A549 hücre hattında Salazinik Asit‘in 50, 100, 200, 300 ve 400 µM‘lık 

dozları ile Atranorin‘in 50 µM‘lık dozu kombine edilerek denenmiĢtir. H2O2 oranı 

50 µM olarak ayarlanmıĢtır. Salazinik Asit ve Atranorin`in en yüksek dozunun 

bile H2O2`nin oluĢturduğu oksidatif stres oranını geçmemesi beklediğimiz 

sonuçlar arasındadır. SLZ50+A50 µM dozunda %168 oranında, SLZ100+A50 

µM dozunda ise %162 ROS aktivitesi belirlenmiĢtir. SLZ200+A50 µM dozunda 

%174, SLZ300+A50 µM dozunun %194 oranında, SLZ400+A50 µM dozunun ise 

%200 oranında oksidatif stres oluĢturduğu olçülen sonuçlardandır. Salazinik 

Asit`in en yüksek dozunda %464 oranında, Atranorin`de ise %68 oranında ROS 

aktivitesi ölçülmüĢtür. Bu iki maddenin kombinasyonundan daha yüksek düzeyde 

bir ROS aktivitesi beklenirken SLZ400 ve ATR50 µM  kombinasyonunda %100 

oranında aktivite belirlenmiĢtir. Bu kombinasyonun Salazinik Asit`in tek baĢında 

uygulanmasından daha düĢük oranda oksidatif strese sebep olması, Atranorin`in 

Salazinik Asit üzerinde oksidatif stres oluĢumunu engelleyici bir etkisi 

olabileceğini belirtmektedir. 
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3.2.4 Stiktik Asit, Salazinik Asit, Atranorin ve kombinasyonlarının koloni 

oluşumuna etkileri 

 

 

Şekil 3. 35.Stiktik Asit‘in A549 hücreleri üzerindeki etkisinin koloni formasyon deneyi ile

 değerlendirilmesi. (*) iĢareti kontrol grubuna göre anlamlı farklılıkları

 göstermektedir. Anlamlılık değeri p < 0,05 

A549 hücre hattında Stiktik Asit‘in koloni oluĢumuna etkisi yapılan deneyle 

belirlendi. Elde edilen verilere göre; STK 100 µM dozunda kontrol grubuna göre 

oluĢan koloni sayısında %15 oranında bir azalma gözlenmiĢtir. 200 µM dozunda 

ise hücrelerin %77 oranında koloni oluĢturduğu belirlenmiĢtir. 400 µM dozunda 

koloni oluĢumunu %24 oranında engellediği yapılan çalıĢmalarla belirlenmiĢtir. 
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Şekil 3. 36.Salazinik Asit‘in A549 hücreleri üzerinde koloni oluĢumuna etkisi. (*) iĢareti kontrol

 grubuna göre anlamlı farklılıkları göstermektedir 

A549 hücre hattında Salazinik Asit‘in koloni oluĢumuna etkisi yapılan 

deneyle belirlenmiĢtir. SLZ 100 µM dozunda oluĢan koloni oranı %54 olarak 

belirlenmiĢtir. 200 µM dozunda koloni oluĢumu %54 oranında engellenmiĢtir. 400 

µM dozunda oluĢan koloni oranı %45 olarak belirlenmiĢtir.  
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Şekil 3. 37.Atranorin‘in A549 hücreleri üzerinde koloni oluĢumuna etkisi. (*) iĢareti kontrol

 grubuna göre anlamlı farklılıkları göstermektedir 

A549 hücre hattında Atranorin‘in koloni oluĢumuna etkisini belirlemek 

amacıyla 15 gün boyunca büyümeye bırakılan koloniler, 15 gün sonunda sayılarak 

veriler elde edilmiĢtir. 100 µM dozunda Atranorin koloni oluĢumunu %18 

oranında engellemiĢtir. 200 µM dozunda oluĢan koloni oranı %63 olarak 

belirlenmiĢtir. 400 µM dozunda Atranorin koloni oluĢumunu %46 oranında 

engellemiĢtir.  
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Şekil 3. 38.Stiktik Asit‘in 100, 200, 400 µM dozları ile Atranorin‘in 50 µM dozunun 

 kombinasyonunun A549 hücreleri üzerinde koloni oluĢumuna etkisi. (*) iĢareti

 kontrol grubuna göre anlamlı farklılıkları göstermektedir 

A549 hücre hattında Stiktik Asit‘in dozları ile Atranorin‘in 50 µM dozu 

birleĢtirilerek denenmiĢtir. Kombinasyonun koloni oluĢumuna etkisini belirlemek 

amacıyla 15 gün boyunca büyümeye bırakılan koloniler, 15 gün sonunda sayılarak 

veriler elde edilmiĢtir. STK100+A50µM dozunun koloni oluĢumunda kontrol 

grubuna göre %8 oranında bir azalma gözlenmiĢtir. STK200+A50µM dozunda 

oluĢan koloni oranı %74 olarak belirlenmiĢtir. STK400+A50µM dozunda 

Atranorin koloni oluĢumunu %94 oranında engellemiĢtir. 
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Şekil 3. 39. Salazinik Asit‘in 100, 200, 400 µM dozları ile Atranorin‘in 50 µM dozunun

 kombinasyonunun A549 hücreleri üzerinde koloni oluĢumuna etkisi (*) iĢareti 

 kontrol grubuna göre anlamlı farklılıkları göstermektedir 

A549 hücre hattında Salazinik Asit‘in 100, 200, 400 µM dozları ile 

Atranorin‘in 50 µM dozunun kombinasyonu yapılmıĢtır. Kombinasyonun koloni 

oluĢumuna etkisini belirlemek amacıyla 15 gün boyunca büyümeye bırakılan 

koloniler, 15 gün sonunda sayılarak veriler elde edilmiĢtir. SLZ100+A50µM 

dozunda koloni oluĢumu %41 oranında gözlenmiĢtir. SLZ200+A50µM dozunda 

koloni A549 hücrelerinin koloni oluĢturması %61 oranında engellenmiĢtir. 

SLZ400+A50µM dozunda koloni oluĢan koloninin %8 oranında olduğu 

belirlenmiĢtir. 
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Çizelge 1. Deney maddelerinin HUVEC ve A549 hücreleri üzerindeki etkisinin MTT, LDH,      

     ROS, Tüp ağı oluĢumu, Koloni oluĢumu deneyleri ile değerlendirilmesi 

Deney maddeleri                      Hücreler Deneyler 

HUVEC A549 

Stiktik asit Az etkili Az etkili                                                                    

 

 

      

      MTT 

Salazinik asit Az etkili Az etkili 

Atranorin Etkili Etkili 

Stiktik asit ve Atranorin Çok etkili Çok etkili 

Salazinik asit ve Atranorin Az etkili Çok etkili 

Stiktik asit Etkili Etkili          

 

                      

      LDH 

Salazinik asit Az etkili Az etkili 

Atranorin Az etkili Az etkili 

Stiktik asit ve Atranorin Az etkili Çok etkili 

Salazinik asit ve Atranorin Az etkili Etkili 

Stiktik asit Etkili Etkili          

 

                    

      ROS 

Salazininik asit Etkili Çok etkili 

Atranorin Az etkili Az etkili 

Stiktik asit ve Atranorin Az etkili Az etkili 

Salazinik asit ve Atranorin Çok etkili Az etkili 

Stiktik asit Az etkili         

 

         

 Tüp Ağı 

OluĢumu 

Salazinik asit Az etkili 

Atranorin Etkili 

Stiktik asit ve Atranorin Çok etkili 

Salazinik asit ve Atranorin Etkili 

 

Stiktik asit  

 

 

 

 

 

 

 

Az etkili  

 

 

 Koloni            

oluĢumu 

Salazinik asit Çok etkili 

Atranorin Etkili 

Stiktik asit ve Atranorin Çok etkili 

Salazinik asit ve Atranorin Çok etkili 
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4 TARTIŞMA, SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Likenler dünya üzerinde geniĢ yayılıĢ gösteren, zorlu koĢullarda hayatta 

kalmayı baĢarabilen simbiyotik organizmalardır. Kayaların, ağaç gövdelerinin ve 

dallarının üzerinde, toprakta çeĢitli renk ve Ģekillerde bulunurlar (Koçer 2012). 

Likenler mantar ve alg birlikteliğinden meydana gelirler. Alternatif tıp alanında 

yıllardır çeĢitli hastalıkların tedavisinde kullanılmıĢlardır. Sentezledikleri çeĢitli 

sekonder metabolitlerle araĢtırmacıların ilgisini çekmektedirler. Bu sekonder 

metabolitlerin antiproliferatif, antitümöral, antianjiyojenik, antibiyotik, antifungal 

ve sitotoksik etkilerinin olduğu yapılan araĢtırmalar sonucunda bulunmuĢtur. 

Sentetik ilaç hammaddelerine göre daha az yan etkiye sahip olmalarından dolayı 

son yıllarda sekonder metabolitler ile yapılan araĢtırmalarda artıĢ gözlenmiĢtir. 

Likenler farklı sınıflara sahip fenolik sekonder metabolitlerin en iyi bilinen 

kaynaklarıdır. Bu sekonder metabolitler tek çekirdekli fenoller (örn; Orsinol ve b-

orsinol), kinonlar (örn; parietin), dibenzofuranlar (örn; pannarik asit), depsidonlar 

(örn; salazinik asit), depsonlar (örn; pikrolikenik asit), depsidler (örn; 

homosekikaik asit), y-laktonlar (örn; protolikenesterinik asit), pulvinik asit 

türevleri (örn; vulpinik asit) ve ksantonları (örn; likenksanton) da içermektedirler 

(Yousuf ve ark. 2014). Liken bileĢiklerinin farklı iĢlevsel grupları sitotoksisite 

seviyelerini etkiler. Kanser hücrelerinin büyümesinin ve geliĢmesinin kontrolünde 

hücre siklusunun düzenlenmesi önemlidir. ÇeĢitli liken asitlerinin hücre 

döngüsünün G1 öncesinde ya da S fazında kanser büyümesini durdurduğu tespit 

edilmiĢtir. ÇeĢitli kanserli hücrelerde hücre ölüm mekanizması liken metabolitleri 

tarafından apoptoz, nekroz ve anjiyogenezin engellenmesine sebep olmaktadır 

(Shrestha ve St.Clair 2013). 

Kanser terapilerinde sağlıklı hücrelere zarar vermeden sadece kanserli 

hücreleri ortadan kaldırabilen ilaç maddeleri araĢtırılmaktadır. Dünya çapında 1.3 

milyon kiĢinin akciğer kanserinden öldüğü rapor edilmiĢtir (Bleau ve ark. 2014). 

Kanserden ölümlerin bir nedeni de tedavi için kullanılan ilaçların kanserli 

hücrelerle birlikte sağlıklı hücreleri de öldürmesidir.  
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Bu tez çalıĢmasında yüzyıllardır hastalıkların tedavisinde kullanılan 

likenlerden elde edilen sekonder metabolitlerin hücre canlılığını inhibe etme 

yetenekleri, anjiyojenez oluĢumunu engelleme kapasiteleri, kanserli hücrelerin 

koloni oluĢturmasına etkileri, oksidatif stres ve laktat dehidrojenaz oluĢturmaları 

üzerindeki etkileri, sağlıklı ve kanserli iki farklı hücre hattı kullanılarak 

araĢtırılmıĢtır. 

Liken bileĢiklerinin farklı iĢlevsel grupları sitotoksisite seviyelerini etkiler 

(Shrestha ve St.Clair 2013). Tez çalıĢmasında kullanılan Stiktik asit, Salazinik asit 

ve Atranorin‘in tek baĢlarına ve ikili kombinasyon Ģeklinde A549 ve HUVEC 

hücrelerinin sitotoksik etkilerini saptamak için MTT ve LDH testleri yapılmıĢtır. 

Tez çalıĢmasında Çizelge 3.1‘ de verilen sonuçlara bakarak HUVEC hücresinde 

yapılan MTT deneylerinden elde edilen sonuçlara göre Stiktik asit ve Salazinik 

asit‘in etkisinin az olduğu, Atranorin‘in ise 400 µM dozunda 24 saat sonunda 

hücre canlılığını % 56 düĢürdüğü bulunmuĢtur (ġekil 3.3). Stiktik Asit ve 

Atranorin birlikte kullanıldığında (ġekil 3.4) ayrı ayrı kullanıldıklarından (ġekil 

3.1, ġekil 3.3) daha etkili olduğu, Salazinik asit ile Atranorin‘in (ġekil 3.5) ise 

daha az sitotoksik etki gösterdiği belirlenmiĢtir.  A549 hücre hattında ise Stiktik 

asit (ġekil 3.21) ve Atranorin (ġekil 3.23), doza bağlı olarak anlamlı sitotoksik 

etkiler göstermiĢlerdir. Sekonder metabolitlerin kombinasyonlarında daha yüksek 

sitotoksik etki gözlenmiĢtir.  

Liken asitleri ile muamele edilen hücrelerin medyumlarındaki LDH seviyesi 

ölçülerek Çizelge 3.1‘deki sonuçlar elde edilmiĢtir. Deney sonuçlarına göre 

Stiktik asit ve Salazinik asit‘in HUVEC hücrelerine tek baĢına uygulandığında, 

Atranorin ile kombinasyonundan daha yüksek oranda LDH oluĢturduğu 

belirlenmiĢtir (ġekil 3.6, ġekil 3.7, ġekil 3.8, ġekil 3.9, ġekil 3.10). A549 hücre 

hattında ise en etkin bileĢik Stiktik asit olmuĢtur (ġekil 3.26). Stiktik asit ile 

Atranorin kombinasyonunda ise LDH oranı kontrol grubunun iki katından daha 

fazla olmuĢtur (ġekil 3.29). Salazinik asit ile Atranorin‘in kombinasyonunda ayrı 

uygulandıklarından farklı bir sonuç çıkmamıĢtır (ġekil 3.30). 
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Baćkorova ve ark. (2012) yaptıkları çalıĢmada Atranorin varlığında HT-29 

hücrelerinde ROS üretiminde artıĢ gözlenmemiĢken, A2780 hücre hattında 200 

µM dozunda ROS üretiminde belirgin bir düĢüĢ gözlenmiĢtir. Farklı hücre 

hatlarında farklı liken sekonder metabolitlerinin (usnik asit, atranorin ve giroforik 

asit) ROS üretimini düĢürdüğü gözlenmiĢtir (Pavlovic ve ark. 2013). A549 ve 

HUVEC hücreleri Atranorin ile muamele edildiğinde ölçülen ROS seviyesi en 

yüksek dozlarda dahi kontrol grubundan düĢük çıkmıĢtır. Bu durum Atranorin‘in 

oksidatif stres üzerinde koruyucu etkisinin olabileceğini düĢündürmektedir. Tez 

çalıĢmasında elde edilen sonuçlara göre, HUVEC hücresinde ROS oluĢumunu en 

fazla Salazinik Asit‘in (ġekil 3.12), en az ise Atranorin‘in (ġekil 3.13) etkilediği 

görülmüĢtür. Kombinasyon deneyleri sonucunda, Atranorin‘in Stiktik ve 

Salazinik asit‘in etkisini düĢürdüğü sonucuna ulaĢılmıĢtır (ġekil 3.14, ġekil 3.15). 

ROS seviyelerine bakarak Atranorin‘in HUVEC hücresi üzerinde oksidatif stres 

oluĢumunu engelleyici bir etki gösterdiği söylenebilir. A549 hücre hattında ROS 

seviyesi en yüksek Salazinik asit‘te (ġekil 3.32), en düĢük ise Atranorin‘de (ġekil 

3.33) çıkmıĢtır. Bu sonuç HUVEC hücreleri ile paralellik göstermiĢtir. 

Kombinasyonlarda Atranorin`in Salazinik asit üzerinde oksidatif stres oluĢumunu 

engelleyici bir etkisi olabileceği düĢünülmektedir. Sonuçlar  Çizelge 3.1‘de tablo 

halinde verilmiĢtir.  

Literatürde liken sekonder metabolitlerinin anjiyojenez üzerine etkileri 

hakkında az sayıda yayın bulunmaktadır (Koparal ve ark. 2010; Song ve ark. 

2010). Tez çalıĢması kapsamında üç sekonder metabolitin tek baĢlarına ve ikili 

kombinasyon Ģeklinde anjiyojeneze etkileri araĢtırılarak literatüre katkı 

sağlanmıĢtır. HUVEC hücresinde deneylerde kullanılan sekonder metabolitlerin 

tüp ağı oluĢumlarına etkisi incelenmiĢtir. Anjiyojenez üzerinde en etkili olan 

sekonder metabolit Atranorin (ġekil 3.18), etkisi en düĢük metabolit ise Salazinik 

asit (ġekil 3.17) olmuĢtur. Kombinasyon sonuçlarında ise Atranorin‘in diğer liken 

asitlerinin anjiyojenik etkisini azalttığı, damar oluĢumunu düĢük dozlardan 

itibaren engellemeye baĢladığı belirlenmiĢtir.  
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Bu tez çalıĢması ile Stiktik asit, Salazinik asit ve Atranorin‘in anjiyojenez 

üzerindeki etkileri tek baĢlarına ve kombinasyon olarak uygulanmaları sonucunda 

gözlemlenmiĢtir. Yeni antianjiyojenik ilaçların keĢfi kanser tedavisinde son 

yıllarda önem kazanmıĢtır. 

ÇeĢitli kanserli hücrelerde hücre ölüm mekanizması liken metabolitleri 

tarafından apoptoz, nekroz ve anjiyogenezin engellenmesine sebep olmaktadır 

(Shrestha ve St.Clair 2013). Kanser tedavisinde kullanılan maddelerin sağlıklı 

hücre hattına zarar vermeden kanserli hücreleri öldürmesi amaçlanmaktadır. Tez 

çalıĢmasında Salazinik asit ve Atranorin kombinasyonunun sitotoksik testlerde 

sağlıklı hücrelerde (HUVEC) az etkili, kanserli hücrelerde (A549) ise çok etkili 

olduğu belirlenmiĢtir.  

LDH seviyesindeki artıĢ hücre zarının hasar gördüğünün belirtecidir. Stiktik 

asit ve Atranorin kombinasyonu ile Salazinik asit ve Atranorin kombinasyonunun 

HUVEC hücrelerinde az etkili, A549 hücrelerinde ise daha etkili olduğu 

gözlenmiĢtir. Hücrelerde oksidatif stresin oluĢmasında Salazinik asit HUVEC 

hücrelerinde etkli olurken A549 hücrelerinde çok etkili olmuĢtur. Kanserli 

hücrenin beslenerek büyümesini sağlayan en önemli faktör anjiyojenezdir. 

Anjiyojenezin engellenmesi tümör hücresinin besinsiz kalarak ölmesi anlamına 

gelmektedir. Yapılan deneyler sonucunda özellikle Atranorin‘in tüp ağı 

oluĢumunu engellediği, Stiktik asit ve Salazinik asit ile kombinasyonlarında ise bu 

maddelerin etkisini arttırdığı belirlenmiĢtir. 

Kanserli hücreler bulundukları yerde ya da göç ettikleri yerlerde koloniler 

oluĢtururlar. Koloni oluĢumunun engellenmesi tümörün büyümesini, geliĢmesini 

ve canlıya zarar vermesini engeller. Koloni formasyon deneyleri antitümöral 

etkiyi gösterebilmek bakımından araĢtırmacıların ilgisini çekmektedir. Sekonder 

metabolitlerden özellikle kombinasyon sonuçları ile Salazinik asit‘in A549 

hücrelerinde koloni oluĢumu üzerinde çok etkili olduğu görülmüĢtür.  

A549 hücreleri yumuĢak agar koloni formasyonu deneyinde liken asitleri ile 

muamele edilmiĢtir. Salazinik asit hücrelerin koloni oluĢturmasını doza bağlı 

olarak en çok engelleyen madde olmuĢtur (ġekil 3.37). Stiktik asit ve Atranorin 
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kombinasyonunda 200 µM ve üzerinde koloni oluĢumunu engellediği, Salazinik 

asit ve Atranorin kombinasyonunda ise 100 µM dozunda dahi % 41 oranında 

koloni oluĢumunun engellendiği yapılan deneylerle belirlenmiĢtir (ġekil 3.39, 

3.40).  

Sonuçların hepsi birlikte değerlendirildiğinde tezde kullanılan likenlerden 

izole edilen sekonder metabolitlerin sitotoksik, antianjiyojenik, antitümöral, 

antioksidan, antiproliferatif etkilerinin olduğu bulunmuĢtur.  

Deneyler in vitro ortamda yapılmıĢtır. Bulunan sonuçlardan 

faydalanabilmek için sekonder metabolitlerin in vivo araĢtırmalarının da yapılması 

gerekmektedir. Böylece kanserle savaĢta sağlık endüstrisine yeni ilaç etken 

bileĢiklerinin kazandırılmasından söz edilebilir olacaktır.  
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