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Biyoloji Anabilim Dal
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Likenler yiizyillardir geleneksel tedavi yontemleri igin kullanilan
canlilardir. Likenler primer ve sekonder metabolitler sentezlerler. Liken sekonder
metabolitlerinin; antioksidan, antibiyotik, antienflamatuar, antimikrobiyal,
allelopatik, antifungal, herbisit, antimutajenik, antitiimor, antimikobakteriyel,
antiviral, antioksidan, hiicre boliinmesini diizenleyici, analjezik, antiproliferatif,
sitotoksik etkileri bilinmektedir.

Bu tez calismasinda likenlerden elde edilen sekonder metabolitlerin
(Stiktik asit, Salazinik asit ve Atranorin) sitotoksik etkileri (MTT ve LDH testleri
ile) ve hiicre ici reaktif oksijen seviyelerine (ROS testi) etkileri tek baslarina ve
ikili kombinasyon sekline A549 (insan akciger adenokarsinoma hiicresi) ve
HUVEC (insan gobek kordonu toplar damari endotel hiicresi) hiicreleri
kullanilarak arastirilmistir. Antitimoral etki A549 hiicrelerinde koloni olusum
deneyi uygulanarak belirlenmistir. Anjiyojenez iizerine etkileri HUVEC hiicreleri
ile yapilan tiip olusum deneyi sonucunda saptanmistir. Atranorin’in tek basina ve
ikili kombinasyon seklinde diger liken sekonder metabolitlerine gore daha
sitotoksik, antitlimoral ve antianjiyojenik etkilerinin oldugu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Stiktik asit, Salazinik asit, Atranorin, ROS, LDH,
anjiyojenez
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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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3.1.

CIZELGELER DiZiNi

Deney maddelerinin HUVEC ve A549 hiicreleri tizerindeki etkisinin
MTT, LDH, ROS, Tiip ag1 olusumu, Koloni olusumu deneyleri

ile degerlendirilmesi..........ouvneieiniiii i
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

: Dimetil siilfoksit
: Nutrient Mixture Ham’s F-12K
: Etilenediamin tetraasetik asit
: Fetal Bovine Serum
. 3-(4,5-dimetiliazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir
: Sodyum bikarbonat
. Laktat Dehirojenaz
: Reaktif Oksijen Tiirleri (Reactive Oxygen Species)
: Fosfat Tampon Cozeltisi (Phosphate Buffer Saline)



1 GIRIS

Tibbi bitkilerin eski caglardan beri c¢esitli hastaliklarin tedavisi igin
kullanildig1 bilinmektedir. Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) raporuna gére, bitki
tiirlerinin yaklasik 20 0001 tibbi amagclar i¢in kullanilmaktadir (Giilliice ve ark.
2006). Dogal maddelerin ilag, gida, parfiim ve boya sanayinde kullanildiklari
bilinmektedir (Ren ve ark. 2009). Dogada bazi organizmalarin canliligini ve
biiylimesini tirettikleri 6zel kimyasallar yoluyla kontrol eden ve diizenleyen baska

organizmalara ait ¢esitli 6rnekler bilinmektedir (Backorova ve ark. 2011).

Likenler, mantar ve algden meydana gelen, diinya capinda yayilis gosteren
ve yiikksek rakim, direkt giines 15181 gibi zor g¢evresel kosullar altinda hayatta
kalmaya devam edebilen simbiyotik organizmalardir (Devehat ve ark. 2007).
Likenler diinya capinda gida, yem, ilag, boya, parflim, baharatlar ve cesitli
amagclar i¢in kullanilan degerli bitki kaynaklaridir (Manojlovic ve ark. 2012b).
Birgok liken tiiri Avrupa dllkelerinde mide hastaliklari, diyabet, bogmaca,
tiiberkiiloz, kanser tedavisi ve cilt hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir

(Rankovi¢ ve ark. 2008).

Likenler primer ve sekonder olmak iizere iki farkli yapida metabolitler
sentezlerler. Primer liken metabolitleri, diger mantarlara benzer, hiicre
metabolizmasinda yapisal fonksiyonlara ve rollere sahiptirler. Primer metabolitler
hiicre ici kdkenlidir ve her iki simbiyont tarafindan birbirlerinden bagimsiz halde
sentezlenirler. Primer metabolitler; likenin, izolikenin, hemiseliiloz, pektinler,
disakkaritler, polialkoller, amino asitler, enzimler, alg kromoforuna benzer
klorofil, beta karotenler ve ksnatofiller gibi pigmentler 6zellikle hif duvarindaki
kitinden meydana gelirler. Bunun aksine sekonder metabolitler likenin mantar
kismi tarafinda 6zel olarak tretilir, fungal hifin disina gonderilir ve tallusun farkli

bolgelerinde kristal yapida biriktirilirler (Shrestha ve Clair 2013).

Liken sekonder metabolitleri organizma herhangi bir stres durumuyla

karsilastiginda, 6zellesmis metabolik yollar tarafindan tretilirler (Valarmathi ve
ark. 2009).



Kanser biiyiik ol¢iide insan sagligimi tehdit eden kompleks bir hastaliktir
(Wu ve ark. 2015). Akciger kanseri, diinya ¢apinda yaklasik 1.3 milyon kisinin
6liimiine neden olan kansere bagl 6liimlerinin basinda gelir (Bleau ve ark. 2014).
Kanser bir kistm malign hiicre iizerindeki normal biiyiime kontroliiniin
kaybedilmesidir (Lucia 2013). Kanserin 6 biyolojik belirtisi vardir. Bunlar:
proliferatif sinyal, biliylime baskilayicilardan kaginma, hiicre oliimiine direng,
Olimsiizlik saglamak, anjiyojenez, invazyon ve metastazi aktif hale getirmektir

(Liu ve ark. 2014).

Anjiyojenez tiimorlerin biiylimesi ve metastaz gibi patolojik siireglerde
onemli rol oynar. Kanser tedavisinde antianjiyojenik terapinin basarisi,
antianjiyojenik maddelerin aragtirllmasina onciiliilk etmistir. Yeni olusan kan
damarlar1 besin ve oksijen temini ve atik trlinlerin kaldirilmasi ile kanserin
biiylimesini destekler (Pund ve ark. 2014). Anjiyojenezin tamamlanmamig olmasi,
kusurlu kan damar1 olusumu ve yetersiz doku onarimu ile iliskilidir (Whipple ve

Korc 2011).

Bu tez ¢alismasinda, likenlerden elde edilen sekonder metabolitlerin (Stiktik
asit, Salazinik asit ve Atranorin) hiicre ¢ogalmasi, ROS (Reaktif Oksijen Tiirleri),
LDH (Laktat Dehidrojenaz), anjiyojenez ve koloni olusumlari {izerine olan etkileri
tek baslarina ve ikili kombinasyon seklinde A549 (insan akciger adenokarsinoma
hiicresi) ve HUVEC (insan gobek kordonu toplar damari endotel hiicresi)

hiicreleri kullanilarak arastirilmistir.

1.1 Likenler

Likenlerin olusumunun 400 milyon yil Oncesine, Erken Devoniyen
Donemi'ne denk geldigi tahmin edilmektedir. Diinyadaki karasal habitatlar
arasinda en erken kolonilesen ve en basarili olan simbiyoz formlar likenlerdir
(Chen ve ark. 2000). Likenler yiizyillardir geleneksel ilag kaynagi olarak
kullanilmistir ve halen diinyanin pek c¢ok yerinde alternatif tedavi icin
kullanilmaktadir (Pavlovic ve ark. 2013). Likenlerin biyolojik aktivitelerinin
incelenmesi 1940’11 yillarda Penicillium notatum’dan penisilinin ve mantarlardan

elde edilen diger antibiyotiklerin kesfi ile baslamistir. Birgok liken tiirliniin



mikobakteriler ve gram pozitif bakterilere kars1 aktif bilesikler icerdigi
bulunmustur (Ingélfsdottir ve ark. 2000). Losemili farelerin kullanildigr biiyiik
Olcekli bir tarama programi olusturulmus ve sonrasinda da 60'dan fazla farkli
insan kanser hiicre hattinda in vitro taramalar yapilmistir. Yeni Kklinik
uygulamalarin ¢ogunda kullanilan bitki sekonder metabolitleri ve onlarin tiirevleri

son 50 yildir kanseri tedavi etmektedir (E1-Seedi ve ark. 2013).

Likenlerin tibbi kullanimlar1 ¢ok eski zamanlardan beri bilinmekte olup,
likenin morfolojik yapisina uygun tedavi yontemleri gelistirilmistir. Orn; uzun
ipliksi bir yapida olan Usnea barbata ve diger Usnea tiirleri sag dokiilmesi ve sag
cikmasinda, retikulat bir tallusa sahip Lobaria pulmonaria akciger ve verem
hastalig1 tedavisinde kullanilmigtir. Benzer sekilde sari-turuncu renkli bir liken
olan Xanthoria parietina sarilik hastaliginin tedavisinde, kafatasi likeni olarak
bilinen Parmelia saxatilis veya diger bazi tiirlerin epilepsi (sara) hastaliginin
tedavisi, tallusunda kiigiik sigillere benzeyen tiiberkiiller olan Peltigera apthosa
pamukcuk hastaligina yakalanmig ¢ocuklarin tedavisinde kullanilmistir (Giiner

2011).

Mantar ve alg arasindaki simbiyoz iliskinin sonucu olarak likenlerde yeni
metabolitlerin iretildigi bulunmustur. Bu yeni metabolitler fungal partner
tarafindan saklanmaktadir ve tallus denilen simbiyont godvdenin yiizeyinde
biriktirilmektedir (Backorova ve ark. 2011). Liken asitleri denilen bu maddelerin
¢ogu mantar kokenlidir (Chooi ve ark. 2008) ve mantar hifinin hiicre duvarinin dis

tarafinda bulunmaktadirlar (Stark ve Hyvérinen 2003).

Likenler mevalonat, sikimik ve poliketid yolaklar tarafindan tiiretilen gesitli
sekonder metabolitlere sahiptirler (Tokiwano ve ark. 2009). Alifatik, sikloalifatik,
aromatik ve terpenik yapida ¢ok sayida benzersiz metabolitler olustururlar (Ren
ve ark. 2009). Likenler depsidler, depsidonlar, usnik asit, dibenzofuranlar,
ksantonlar, atrakinonlar ve bunlara ek olarak pulvinik asit tlirevleri ve alifatik
asitler gibi birbirinden farkli fenolik bilesikler iiretirler (Honda ve ark. 2010).
Likene 6zgii metabolitlerin ¢ogu, depsidler, depsidonlar ve dibenzofuranlar hepsi
okside poliketidlerdir ve asetat polimalonil yolagi araciligi ile tretilmislerdir

(Fazio ve ark. 2009). Depsidler ve depsidonlar mantar hifinin polisakkarit



matriksinde gomiilii olarak suda ¢oziinmeden birikmektedirler. Tallusun yas1 ile
birlikte depsidlerin ve depsidonlarin artma egiliminde oldugu varsayimi
desteklenmistir (Armaleo ve ark. 2008). Depsid molekiilleri kalan baglar1 ester
gruplariyla baglanan 2-4 hidroksibenzoik asit molekiiliinden meydana gelir.
Depsidonlarin depsidlerden daha etkili antioksidanlar oldugu tespit edilmistir
(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 diisiik
oranda, organik ¢oziiciilerde ise yiiksek oranda c¢oziiniirliige sahip sekonder
metabolitlerdir (Cabral 2003).

Bazi liken fenollerinin savunma ve saldirida rol oynadigi ve 6zellikle de
topraktaki mikroorganizmalarin ve damarli bitkilerin {izerindeki liken
bilesiklerinin potansiyel allelopatik etkileri oldugu bilinmektedir (Stark ve
Hyvérinen 2003). Sekonder metabolitlerin bazi liken tiirlerinde liken agirliginin
%30'una kadar ulagmasi ilgi ¢ekicidir. Liken bilesiklerinin fotobiont hiicreleri,
likenleri asir1 151k ve potansiyel toksik metallerle birlesmesine karsi korumaktadir.
Baz1 liken sekonder metabolitleri (6rn; usnik asit) fotobiontdaki hiicre
boliinmesini engelleyerek tallustaki fotobiont popiilasyonunu diizenleyebilir
(Backorova ve ark. 2012). Likenler, ¢ok sayida sekonder metabolitler ve
pigmentler iiretmelerinden dolay1, UV 1s1gma dayaniklidirlar ve antioksidanlar
kadar filtre gorevi gorebilirler (Devehat ve ark. 2007; Armaleo ve ark. 2008).
Zeytinoglu ve ark. (2008) tarafindan yapilan c¢aligmada Cetraria aculeata
ekstresinin bakteriyal sistemlerde anlamli antigenotoksik aktivite gosterdigi ve

baz1 memeli kanser hiicrelerinde sitotoksik aktivite gosterdigi rapor edilmistir.

Sekonder metabolitlerin  bazi1 kanser tiirlerinde apoptozu Dbaslattigt
gozlenmistir (Ren ve ark. 2009). Likenler antibiyotik (Chooi ve ark. 2008; Fazio
ve ark. 2009; Rankovi¢ ve ark. 2008), antienflamatuar (Chooi ve ark. 2008; Fazio
ve ark. 2009), antimikrobiyal (Chooi ve ark. 2008; Tokiwano ve ark. 2009; Cabral
2003; Backorova ve ark. 2011), allelopatik (Backorova ve ark. 2011), antifungal,
herbisit (Tokiwano ve ark. 2009), antimutajenik (Fazio ve ark. 2009), antitiméral
(Tokiwano ve ark. 2009; Cabral 2003; Fazio ve ark. 2009; Rankovi¢ ve ark. 2008)

etkiler gostermistir.



Ayrica antimikobakteriyel (Fazio ve ark. 2009), antiviral (Chooi ve ark.
2008; Ren ve ark. 2009; Fazio ve ark. 2009; Rankovi¢ ve ark. 2008), antioksidan
(Ren ve ark. 2009), antiherbivor (Ren ve ark. 2009; Cabral 2003; Backorova ve
ark. 2011; Rankovi¢ ve ark. 2008), antialerjik (Rankovi¢ ve ark. 2008), enzim
aktivitesini engelleyici (Ren ve ark. 2009; Fazio ve ark. 2009), fotobiontlarda
hiicre bdliinmesini diizenleyici (Backorova ve ark. 2011), gilinesin zararli 15181na
kars1 koruyucu (Cabral 2003), analjezik, antipiretik, antiproliferatif, sitotoksik
etkileri igeren (Chooi ve ark. 2008; Fazio ve ark. 2009), ilag ve endiistriyel
kullanim i¢in birer potansiyel olan cesitli biyolojik aktivite gosteren farkli
dizilislerde sekonder metabolitler sentezlerler. Likenlere 6zgii olan sekonder
metabolitlerin ¢ogu mantar kokenlidir, onceki calismalarda sadece kiiltlirdeki

mikobiontlarda sentezlenebilecegi gosterilmistir (Chooi ve ark. 2008).

Literatiirde liken sekonder metabolitlerinin antianjiyojenik etkilerini
gosteren iki yaym bulunmaktadir. Bunlarda ilki; Koparal ve ark. (2010) tarafindan
yapilan c¢alismaya aittir. Bu g¢alismada Pseudevernia furfuracea var. ceratea
likeninden elde edilen Olivetorik asitin antianjiyojenik etkiye sahip oldugu
bildirilmistir. Song ve ark. (2010) tarafindan yapilan ikinci yaymda ise ticari

olarak satin alinan Usnik asitin antianjiyojenik etkiye sahip oldugu gosterilmistir.

20.0000 tiirle ciceksiz bitkilerin biiyiik bir grubunu olusturan likenlerin
1000 tiiriinden fazlas1 Tiirkiye florasindan rapor edilmistir (Gliveng ve ark. 2012).
Likenler ila¢ endiistrisinde ya da gida takviyesinde kullanilabilecek, kolaylikla
ulagilabilen dogal kaynaklardir (Geyikoglu ve ark. 2007).

Liken sekonder metabolitlerinin biyolojik rolleri su sekilde 6zetlenebilir:

1. Tallusu mikroorganizmalara kars1 koruma

2. Fotobiont membranin gegirgenligini arttirma

3. Cevredeki vaskiiler bitkilerin fidesinin ve yosunlarin biiylimesini ve
¢cimlenmesini engelleme

4. Ultraviyole 15181 absorbe etme ve fotobiontu yiiksek radyasyondan
koruma

5. Likenlerle beslenen organizmalari engelleme (Poykko ve ark. 2010).



1.1.1 Stiktik Asit

Xanthopamelia cinsi diinya tizerinde 800'den fazla tiire sahiptir, bunlarin
600'i sar1-yesil iist ylizeye sahiptir ve kabuk kisminda usnik ve izousnik asitler
icerir. Xanthoparmelia olaganiistii bir kimyasal c¢esitlilik gosterir. Avrupa
tiirlerinde konstipatik asit, fumarprotosetrarik asit, norstiktik asit, salazinik asit ve
stiktik asit olmak iizere 5 farkli kimyasal yapida tanimlanmistir. Yaygin, sarmal
yapida, dogrusal uzanan loblara sahip, ylizeyinde kiiresel cikintilar1 olan ve
medullada stiktik asit iceren bir karaktere sahiptir (Melo ve ark. 2011). Stiktik asit
Xanthopamelia cinsinde medullada bulunmaktadir (Ozdemir Tiirk ve ark. 2007).
Rankovi¢ ve ark. (2008) tarafindan yapilan ¢alismada Stiktik asitin antimikrobiyal
etkisinin ¢ok diisiik oldugu, hiicre canliligin1 inhibe etmede ise Salazinik asite
gore daha etkili oldugu rapor edilmistir. Stiktik Asit’in antioksidan aktivitesinin
Salazinik asitten diisiik oldugu bulunmustur (Paz ve ark. 2010). Stiktik asit'in
maymun bobrek hiicrelerinde (BSC) diisiik sitotoksik aktivite gosterirken
kemirgen ldsemi hiicrelerinde (P338) hi¢ aktivite gostermedigi gozlenmistir

(Perry ve ark. 1999).
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Sekil 1. 1.Stiktik asit’in kimyasal yapis1 (Manojlovic ve ark. 2012b)



1.1.2 Salazinik asit

Parmelia sulcata Taylor Parmeliaceae familyasinda yer alir. Tallus 5-10 cm
capinda, cogunlukla rozet seklinde ya da diizensiz ve yapaks1 formdadir. Substrata
gevsek bir sekilde tutunur. Gri-beyazdan, gri-yesile kadar degisen renk tonlarina
sahiptir. Alt yiizey merkezde siyah, kenara dogru kahverengi tonlarindadir.

Rizinler basit ya da ¢atall1 bazilar fir¢a seklinde dallanmistir (Karabulut 2010).

Salazinik asitin antimikobakteriyal ve apoptotik etkileri baz1 arastirmacilar
tarafindan ¢alisilmistir. Salazinik asit’in A431 (insan epidermoid hiicre hatt1) ve
MMOI8 (malignant mesothelioma hiicresi) hatlarinda diisiik toksisite gosterdigi
yara iyilestirme deneylerinde etkisinin az oldugu rapor edilmistir (Burlando ve
ark. 2009).

Daha Once yapilan arastirmalarda Lekanorik asit, Salazinik asit, Stiktik asit
ve Usnik asit'in antioksidan aktivite gosterdigi belirlenmistir. Salazinik asit Fem-
X (insan melanoma) ve LS174 (insan kolon karsinoma) hiicre hatlarinda en iyi
sitotoksik aktiviteyi sergilemistir. Ozellikle Fem-X hiicre hattinda Salazinik asit
G0-G1 ve G2-M hiicre siklus blokajint baglatmistir (Manojlovi¢ ve ark. 2012a).

cH; O
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Sekil 1. 2.Salazinik asit’in kimyasal yapis1 (Manojlovi¢ ve ark. 2012a)



1.1.3 Atranorin

Pseudevernia furfuracea (L) Zopf Parmeliaceae familyasinda yer alir. Bu
tiirin tallusu karakteristik koyu gri kadifemsi {ist yiizey ve siyahimsi alt yiizeye
sahip olmasiyla Evernia sp. ve Ramalia sp. tiirlerinden ayrilir. Eski Misir'da
mumyalarin kokmasini 6nlemek i¢in kullanilmistir. Pseudevernia furfuracea
1900'li yillarda ¢ogunlukla parfiim endiistrisinde kullanilmistir. Tiirkiye'de
Kiitahya ilinde 6zellikle Simav'da bu liken kil ile karistirilarak hizli iyilesmesi i¢in
yaralara uygulanmakta ve ayrica o bolgede yasayan insanlar tarafindan
hemoroidal tedavide de kullanilmaktadir (Giiveng ve ark. 2012). Misirlilar da
ekmek yapiminda Pseudevernia furfuracea’yi kullanmiglardir (Giiner 2011).

Atranorin, depsidler grubunun 6nemli bir tiyesidir ve ¢esitli liken tiirlerinde
bulunur. Depsidlerin molekiiler yapilarinda baglantt halkasinda metil esterler
iceren aromatik esterler yer alir (Melo ve ark. 2011). Backorova ve ark. (2011)
tarafindan yapilan bir ¢calismada A2780 (insan ovaryum kanseri), HeLa (sevikal
kanser), MCF-7 (gogiis kanseri), SK-BR-3 (gogiis adenokarsinomasi), HT-29
(kolorektal adenokarsinoma), HCT-116 (kolorektal karsinoma) p53(+/+), HCT-
116 p53(-/-), HL-60 (insan akut miyeloid 16semi hiicresi) and Jurkat (akut T
hiicresi 16semisi) hiicre hatlarinda Atranorin’in ¢ok etkin oldugu ve klonojenik
etkiyi inhibe ettigi belirlenmistir. Atranorin’in SH-SY5Y (insan ndroblastoma)
hiicrelerinde farkli konsantrasyonlarda hiicre canlilifinda herhangi bir etkisi
olmadigi MTT testiyle gosterilmistir. HyO, ile indiiklendigi zaman SH-SY5Y
hiicre canliliginin bozulmasina karsi koruyucu etkisi oldugu belirtilmistir (Melo
ve ark. 2011). HL-60 hiicre hattinda 24 saatlik Atranorin uygulanmasi sonucunda
50uM’lik dozun etkili oldugu ispatlanmistir. Hiicre ¢ogalmasini inhibe ettigi ve
hiicre oOliimlerini indiikledigi yapilan c¢alismalar sonucunda belirtilmistir
(Backorova ve ark. 2011). Ba¢korova ve ark. (2012) yaptiklar1 ¢calismada HT-29
hiicrelerinde  Atranorin’in  MMP  (mitokondriyel membran potansiyeli)'de
azalmaya sebep oldugu, ancak sadece 200 uM iizerindeki konsantrasyonlarda 24
saat ve daha fazla siire maruz kalindiginda istatistiksel olarak anlamli bir
azalamaya sebep oldugu belirtilmistir. Alternatif olarak A2780 hiicrelerinde 100

ve 200 uM dozlarinda 24 saat ve daha fazla siire test maddesine maruz kaldiginda



MMP’de anlamli azalma goriildiigii belirtilmistir. Rankovic ve ark. (2014)
yaptiklar1 ¢aligmada Atanorin’in giicli antimikrobiyal etki gosterdigi rapor
edilmistir. Melo ve ark. (2011) tarafindan yapilan c¢alismada Atranorin ile
muamele edilen SH-SYS5Y hiicrelerinin  H,O2'nin  sitotoksik etkilerinden
korundugu, Atranorin'in biitlin dozlarinda H,O,'nin etkisini tersine ¢evirdigi,
Atranorin'in hiicreler oksidatif stres altindayken antioksidan ozellik gosterdigi
rapor edilmistir. Baska bir aragtirmada SH-SYSY hiicresi Atranorin ile muamele
edildiginde maddenin anlamli seviyede oksidatif stres olusturmadigi belirlenmistir
(Melo ve ark. 2011). Ayrica Tirk ve ark. (2006) yaptiklar1 ¢aligmada
Pseudevernia furfuracea’nin antimikrobiyal etki gosterdigi rapor edilmistir.
Ingolfsdottir ve ark. (1998) yaptiklar1 ¢alismada Atranorin’in Micobacterium
aurum’da antibiyotik etki gosterdigi rapor edilmistir. Melo ve ark. (2011)
yaptiklart ¢alismada Atranorin’in antinosiseptif (agr1 dindirici) ve antienflamatuar

etkilerinin oldugu belirlenmistir.

HO CHy
3

OHC O OH

OH O
CO,CH;

CHj
Sekil 1. 3.Atranorin’in kimyasal yapis1 (Manojlovic ve ark. 2012b)
1.2 Kanser ve Anjiyojenez

1.2.1 Kanser

Kanser, bir dizi kot huylu hiicre iizerindeki biiyiime kontroliiniin
kaybedilmesidir (Lucia 2013). Kanserle ilgili en yaygmn bilgi, genetik
mutasyonlar1 da iceren i¢ ve dis faktorlerin sebep oldugu, gelismis iilkelerdeki
Olimlerin 6nde gelen nedenlerinden biri oldugudur (Marti-Centelles ve ark.
2013).
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Insan kanserlerinde karsinomalar epitel dokudan meydana gelmektedir.
Bazal membran boyunca bag dokunun igine dogru yayilabilirler ve sonunda

metastaz olusumuna yol agarlar (Risler ve Basan 2013).

Kanseri tedavi etmek i¢in yaygin olarak kullanilan cerrahi, kemoterapi ve
radyoterapi gibi yontemler toksisite ve lokal iltihaplanmaya neden oldugu icin
kullanim1 smirlidir (Anatole ve ark. 2013). Kanser tedavisindeki zorluklardan en
yaygin olani; ilag direnci, toksisite ve kullanilan sitotoksik ilaglarin diisiik
ozgiinliikkleridir (El-Seedi ve ark. 2013). Radyoterapi ve kemoterapinin ciddi yan
etkileri oldugundan bir¢ok kanser hastasi tedavi icin alternatif ya da tamamlayici
yontemler aramaktadir (Anatole ve ark. 2013). Bu nedenle, kanserli hiicreler
tizerindeki etkileri bilinen ¢ok sayida anti-kanser ajanlarini da i¢eren ¢esitli kanser

terapileri gelistirilmistir (Backorova ve ark. 2011).
1.2.2 Anjiyojenez

"Anjiyojenez" kelimesi ilk defa Hertigin tarafindan 1935 yilinda kullanilms
ve mekanizmast Folkman tarafindan tiimor anjiyojenezi ¢alismalariyla ortaya

cikarilmistir (Liu ve ark. 2010).

Yeni kan damarlar1 vaskiilojenez boyunca sekillenir, damarlarin meydana
gelmesi embriyojenez ya da anjiyojenez boyunca mezoderm tarafindan yeni
endotel hiicre dnciilleri olusumunu igine alan bir siirectir (Whipple ve Korc 2011).
Vaskiilojenez, kan damarlarinin baslangictaki seklidir, temel besinler ve besleyici

sinyaller ile birlikte organlarin gelisimini saglar (Chi ve Wen 2011).

Anjiyojenez, 6nceden var olan damar sisteminden yeni kan damarlarmnin
olusumudur (Pund ve ark. 2014). Anjiyojenez, endotel hiicrelerin go¢ kapasitesi
edinmesini, bazal membrana inerek ekstraseliiler matriks boyunca yayilmasini ve
genellikle ekstraseliiler matriksin bigimini degistirmesini igerir. Endotel hiicreleri,
biitiin damarlarin i¢ yiizeyini kaplayan tek bir tabaka bi¢cimindedir, anjiyojenik
sinyal ile aktive edilir, sentezi uyarilir ve yikimda goérevli enzimleri serbest
birakarak go¢ etmesine, cogalmasina ve sonunda kilcal damarlarin olusumu igin

farklilagsmasina izin verir (Garcia-Caballero ve ark. 2013).
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Cok sayida uyarict (proanjiyojenik) ve inhibe edici (antianjiyojenik)
faktorler tarafindan diizenlenen hassas bir dengede bulunur (Chi ve Wen 2011).
Normal sartlar altinda kan damarlari, ¢ok diizenli damar aglar1 vasitasiyla biitiin
dokular igin gerekli temel besinleri saglar (Whipple ve Korc 2011). Yeni
damarlarin gelisimi ¢ok asamali karmasik bir islemdir (Garcia-Caballero ve ark.
2013). Dogumdan sonra organlarin gelismesine katkida bulunan anjiyojenez,
yetigskinlerde sadece ovaryum dongiisiinde ve hamilelik boyunca plasentada
meydana gelir. iltihaplanma ve oksijen yetmezligi gibi fizyolojik uyarilara kars
ve yara iyilesme siireglerinde yeniden aktif hale gelmektedir. Retinada lekelenme
bozukluklari, eklem iltihabi ve kotii huylu tiimdrler gibi bircok hastalikta, denge
proanjiyojenik faktorlere dogru kayar ve yeni kan damarlari olusumu meydana

gelir (Chi ve Wen 2011).

Antianjiyojenezin bir tedavi araci olabilecegi diisiincesi 1970'lerin baslarina
dayanmaktadir. Anjiyojenezin biyolojisini anlama yolundaki ilerlemeler;
anjiyojenezin ilerletilmesi (6rn; koroner ve periferik iskemi, yaralarin
iyilestirilmesi), veya Onlenmesi (6rn; tiimorlerin biiylimesi) i¢in yeni tedavi
stratejilerinin gelistirilmesini olanakli kilmistir. Birgok ilaca direncli tiimorlerin de
antianjiyogenik kemoterapi ile etkili bir sekilde hedeflenmesi de miimkiindiir

(Ulus 2006).

Anjiyojenik inhibitorlerin kesfedilmesi, karsinomalarda 6lim ve hastalik
oraninin azalmasi i¢in umut vermektedir (Senthilkumar ve ark. 2013). Genel bir
inanis olarak damar olusumunun tiimér kitlesine doniisiimiinii bloke etmek, her ne
kadar in vivo durumunda ¢ok daha karmasik olsa da tiimoriin biiylimesini ve
metastaz olusumunu smirlandirabilir (Jeon ve ark. 2013). Bu nedenle, ¢ogu
anjiyojenez inhibitorleri, antianjiyojenik faktorler olarak yogun klinik arastirma

altindadir (Devehat ve ark. 2007).

Klinik ¢aligmalardaki anjiyojenik antagonistleri bes sinifta 6zetlenebilir:
Proteaz inhibitorleri (MMP sentezini engelleyenler)
Endotel hiicre gogii ve artisi

Anjiyojenik biiyiime faktorleri

A W Dp e

Endotel hiicre yilizeyindeki integrin gibi matriks proteinler
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5. Ozgiin mekanizmalara sahip inhibitorlerdir (Senthilkumar ve ark. 2013).

Antianjiyojenik ilaglarin kullanildigi bazi klinik ¢aligmalarda bir miktar
olumlu sonu¢ gozlenmistir. Kemoterapi ve radyasyon terapisi birlikte kullanildigi
zaman bu ilaglar hayatta kalma oranini arttirma egilimindedir. Sitotoksik ajanlar
ve antianjiyojenik ajanlarin kanser hiicreleriyle birlikte endotel hiicrelerini de yok
edecegi kanitlarla desteklenmektedir. Anjiyojenez baskilayicilarinin ve reseptor
inhibitorlerinin kullanimi, hem tiimoriin biiylimesi hem de kanserli dokuda yeni
damar olusumunu Onlemesi nedeniyle kanser tedavisinde yararli olabilecegi

arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir (Senthilkumar ve ark. 2013).

Antianjiyojenik terapilerdeki calismalar ¢ok fazladir ve de in vivo ortamin
Ozelliklerini yineleyen, in vitro diizenlemesindeki birgok faktorii hizli bir sekilde
goriintiileme imkanina sahip bir metodun varligina ihtiya¢ duyulmaktadir (Jeon ve

ark. 2013).

Antianjiyojenez, sitorediiksiyondan (kanser hiicrelerini ameliyatla azaltma)
daha sitostatik (hiicre gogalmasini 6nleyici) oldugu igin son calismalar kanser
tedavisinde antianjiyojenik ajanlarla  sitotoksik  kemoterapik  ajanlarin
kombinasyonunun daha etkili oldugunu gdstermistir. Antianjiyojenik ajanlar
damarlar1 normallestirip, sitotoksik ilaglarin tiimore dagilimini saglarken endotel
hiicrelerine dogrudan zarar vererek antianjiyojenik etkileri attirabilir.
Kombinasyon terapisi kompleks farmakokinetiklerin farmakodinamik iligkilerini
ve toksikoloji profillerini gostermek, kanser tedavisinde istenen strateji i¢in tekli
ajanlarin sitotoksik ve antianjiyojenik aktivitelerini kesfetmek i¢in genelde klinik
olarak kullanilmaktadir (Wang ve ark. 2013). Arastirmacilar tiimdr biiylimesinin
anjiyojeneze bagli oldugunu ve timor biliylimesindeki her artisin vaskiiler
biliylimeyi gerektirdigini tanimlamistir. Anjiyojenez yoklugunda tiimor etkisiz
kalir ve kan destegi saglandiginda hizli logaritmik bir biiylime meydana gelir.
Anjiyojenik inhibitorler dengede oldugunda proanjiyojenik ortami uyaricilar
degistirirse timor anjiyojenik degisimi aktif olmus gibi goriiniir. Bir¢cok bilim
adami antianjiyojenik yolaklarin tanimlanmasi, ayarlanmasi ve terapotik tedavi
i¢in antianjiyojenik ilaglarin gelistirilmesine biiyiik ilgi gostermistir (Liu ve ark.
2010).
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Anjiyojenez lizerinde giiglii etkiye sahip faktorler dort kategoriye ayrilir:
1. Biiylime faktorleri

2. Sitokinler

3. Hiicredis1 matriks bilesenleri

4. Hiicrelerarasi etkilesimler (Liu ve ark. 2010).

Bu anjiyojenik faktorlerin endotel hiicrelerinde dogrudan ya da dolayl
etkilemeyi, bir dizi kompleks olayin kofaktorii olmak ya da bir doku reaksiyonunu

baslatmak gibi bagimsiz faaliyetleri olabilir.

1.2.3 VEGF( Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii)

Temel Fibroblast Biiyiime Faktorii (bFGF) ve Vaskiiler Endotelyal Biiylime
Faktorii (VEGF) gibi bazi dogrudan etkili faktorler endotel hiicrelerde tiip
olusumu, hiicre ¢ogalmasi ve go¢iinii uyarabilir. Tiimor Nekroz Faktor (TNF-a) ve
Doniistiiriicii Biiylime Faktorii (TGF-a) gibi dolayli faktorler ve mast hiicreleri,
makrofajlar ve bazen de lenfositler gibi endotel hiicre biiyiime faktoriinii serbest

birakarak konak hiicreleri harekete gecirebilirler (Liu ve ark. 2010).

VEGEF, en giiclii damar gecirgenligi olan maddedir ve etkisi histaminden
50.000 kez daha giicliidiir. VEGF tiimor anjiyojenezinde kritik roli olan 6nemli
bir anjiyogenik sitokindir ve malignite tlimorlerin metastazi ve istilasiyla
iligkilidir, anjiyojenezi tesvik eder ve damar gecirgenligini artirir. VEGF'de yeni
kan damarinin olugsmuna aracilik eden ¢ok fonksiyonlu sitokinler kritik rol oynar
ve timor yayilmasinin ve metastazinin bir gostergesi olarak kabul edilir (Liu ve
ark. 2010). Timor endotelinde oksijen yetersizligi ve ligand konstrasyonundaki
artistan dolayr VEGF reseptorlerinde artis gézlenir. VEGF-2 reseptorii endotel
hiicrelerin VEGF tarafindan uyarildiginin sinyalini veren 6nemli bir reseptordiir.
Ligandin baglanmasi {izerine, VEGF-2 reseptorii otofosforilasyona maruz kalir,
parakrin ve otokrin yolaklar boyunca her ikisine de katilarak tiimor biiyiimesi ve
metastaz1 tegvik etmek icin aktive olur. Anjiyojenik faktorler proteolitik islem

boyunca MMPlari1 (matriks metaloproteinaz) aktive ederler. MMPlarin endotel
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hiicrelerinde yiiksek aktivitesi, VEGF ve EGF gibi kilcal tiip olusumunu uyaran
anjiyojenik faktorleri tek basina serbest birakabilir. Bu nedenle, anjiyojenik
molekiillerin uyarilmasini engellenmesi tiimor hiicrelerinde anjiyojenezi etkili bir
bigimde azaltir. Kanserli tiimor hiicrelerinde biiytimeyle iliskili molekiillerin
serbest kalmasiyla vaskiiler endotel hiicrelerine sinyaller gonderilir ve anjiyojenez
baglar. Bu, cesitli diizenleyici proteinler, proanjiyojenik uyaricilar, endotel hiicre
aktivasyonunun yani sira hiicre ¢ogalmasi ve hiicre gocli arasinda bir etkilesim
igerir. Anjiyojenez uyarici faktorlerden EGF reseptorii, VEGF, VEGF reseptori
ve MMP gibi bir diizineden fazla farkli molekiil tespit edilmistir. EGF reseptorti,
vaskiiler endotel hiicrelerde anjiyojenez ve hiicre ¢ogalmasimin 6ngoriilmesinde

onemli bir anjiyojenez biiylime faktoridir (Sun ve ark. 2011).

Tiimo6r damarlanmasi, anjiyojenezi ve varolan timor kan damarlarini igerir,
timoriin varh@ini siirdiirmede, metastazda ve biiylimesinde 6nemli rol oynar.
Timor damarlanmasinin hedef alinmasi antitiimér terapi i¢in ¢ekici bir kavram
haline gelmistir. Antianjiyojenik ve damarin yapisint bozan tedaviler timor
damarlanmasma odaklanilarak antikanser tedavilerinde kullanilmistir. TUmor
anjiyojenezi onceden varolan bir damardan yeni damarlarin gelismesidir.
Tiimdrlerin ¢ogu yeni damarlar olmadan 1-2 mm?>liik mikroskop boyutunun
Otesinde biiyiiyemez. Antianjiyojenik aktivite gosteren 300'den fazla madde
belirlenmistir ve bu molekiillerin yaklasik 40 tanesinin klinik ¢aligmalar1 halen
devam etmektedir. Bu antianjiyojenik ilaglarin kansere karsi etkili olmalarina
ragmen, koklii timorler i¢inde mevcut timor kan damarlar {izerinde minimal

etkileri vardir ve biiyilik tiimorlerde sinirlt aktivite gosterirler (Jiang ve ark. 2013).

Miyokard enfarktiisii ya da felg¢ durumlarini takip eden yara iyilesmesi ve
lokal kan dolagiminin kesik oldugu bélgelerin normale dénmesinde anjiyojenezin
uyarilmas: gerekir. Kanser ve diyabet antianjiyojenik terapinin hedeflendigi
durumlardir. Bunlara ek olarak anjiyojeneze dogrudan ya da dolayli olarak bagl
olan 70'den fazla hastalik bilinmekte ve bu liste biiylimeye devam etmektedir.
Anjiyojenezin biyolojisi daha iyi anlasilirsa bu hastaliklarin tedavisi igin yeni

hedefler ortaya cikabilir (Jeon ve ark. 2013).
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1.3 ROS (Reaktif Oksijen Tiirleri)

Oksidatif stres, ROS iiretimindeki fazlalik ve\ya da antioksidan azalmasina
bagli olarak bu kritik denge bozuldugu zaman meydana gelir. Calismalar
gostermektedir ki bir¢ok kemoterapdtik ajan tiimdr hiicrelerine karsi segici toksik
olabilir ¢iinkii zaten ¢ok stresli olan hiicrelerde ROS firetimi ¢ogalir ve oksidatif

stres artar (Anatole ve ark. 2013).

Reaktif oksijen tiirleri yiiksek konsantrasyonlarda iiretildigi zaman, hiicresel
prooksidant-antioksidant dengesi bozulur ve oksidatif stres denilen duruma neden
olur. Artan ROS, lipit, protein ve DNA gibi temel molekiillerde oksidatif hasara
neden olur, hiicrenin hayati fonksiyonlarini engeller. Bununla beraber diisiik
konsantrasyonlarda iretildigi zaman ikincil haberci olarak sinyal iletim
yolaklarinda hiicre biiyiimesini, farklilagsmasini, inflamasyonu, immiin yaniti,
hiicrenin hayatta kalmasimi ve Olmesini diizenleyici olarak goérev yapabilir.
ROS'un asil kaynagi mitokondridir, aerobik solunum boyunca mitokondriyal

elektron tagima zinciri (mETC) araciligiyla O iiretir (Romero ve Agostinis 2014).

Apoptoz, intrinsik (igsel) ve ekstrinsik (dissal) yolaklarin ikisini de igerir,
timorler duyarli olmasindan dolayr digsal yolak yerine igsel yolaktan daha ¢ok
meydana gelir. Hiicresel apoptotik programi dogrudan etkinlestirme yeteneginde
olan mitokondri apoptozun intrinsik kaynakli en 6nemli bilesigidir. Mitokondri
cogunlukla hiicrede redoks seviyesi ile iligkilidir ve enerji tretimi, hiicre
¢ogalmasi ve Olimii gibi birgok hiicresel islevde de rol oynar (Anatole ve ark.
2013).

Oksidatif stres, metabolizma ve ROS olusumu arasinda "dengesizlik
durumu" olarak karakterize edilir, ROS seviyesinin artmasina katkida bulunarak
hiicresel antioksidan savunma mekanizmalarinin etkinligini azaltir. Kronik
kosullar altinda oksidatif stres olusumu, ROS birikmesi ve doku toksisitesi
tarafindan hiicresel makromolekiiller (proteinler, lipitler, DNA vb.) zarar gortir,
hiicre canliligi ve fonksiyonu geri dondiiriilemez sekilde degisir (Ziech ve ark.
2012).
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ROS’un kaynaklart boldur, i¢sel (mitokondriyal oksidatif fosforilasyon,
P450 metabolizmasi, peroksizomlar, makrofaj ve notrofillerin aktivasyonu) ve
dissal kaynaklar (ksenobiyotiktirlere maruz kalmak, tiitiin ya da sigara dumani, c-
radyasyonu, ultraviyole A ve B, klorlu bilesikler, poliklorlu bifeniller, polisiklik
aromatik hidrokarbonlar, piperonil biitoksit, benzin gibi ucucu organik
bilesikler...) icerir. Altinda yatan mekanizmalarin heniiz agiklanamamasina
ragmen, endojen ve ekzojen kaynaklara kronik olarak maruz kalindiginda, ROS
hiicre i¢i antioksidan savunma sisteminin bozulmasina Onciiliik eder. Coklu
molekiiller ve hiicresel olaylar normal bir hiicrenin kotii huylu bir hiicreye
doniismesiyle iliskilidir, oksidatif stresin karsinojenezin baslamasinda 6nemli bir

modiilator oldugu kesin olarak belirlenmistir (Ziech ve ark. 2012).

Cesitli  kanser hiicreleri {izerinde yapilan aragtirmalarda kanser
kemoterapétik ilaglarinin, kismen ROS olusumunu uyarmasi yoluyla, timor hiicre
apoptozunu tetikleyebildigi belirtilmistir. ROS normalde biitiin aerobik hiicrelerde
biyokimyasal antioksidanlarla denge i¢inde bulunur (Anatole ve ark. 2013). Abid-
Essefi ve ark. (2012) yaptiklari arastirmada ROS iiretiminin apoptotik hiicre
6liimiine neden oldugu gosterilmistir. Liken sekonder metabolitlerinin farkli hiicre
hatlarinda ROS {iretimini indiikledigi yapilan caligmalarda belirlenmistir

(Pavlovic ve ark. 2013).

Oksidatif stres, ROS iiretimindeki fazlalik velya da antioksidan azalmasina
bagli olarak bu kritik denge bozuldugu zaman meydana gelir. Calismalar
gostermektedir ki bircok kemoterapdtik ajan tiimdr hiicrelerine kars1 secici toksik
olabilir ¢linkii zaten ¢ok stresli olan hiicrelerde ROS iiretimi ¢ogalir ve oksidatif

stres artar (Anatole ve ark. 2013).

Gen ekspresyonu, farklilasma ve hiicre ¢ogalmasi gibi pek cok onemli
hiicresel olayin diizenlenmesinde ROS etkilidir. Hiicre olimii kismen
mitokondrinin fonskiyonunun bozulmasina baglidir, bu da ROS iiretiminin
artmasi ile ilgilidir. Hiicrenin membran gegirgenligi azalir ve sonra da hiicre 6lim

aracilar1 mitokondri tarafinda serbest birakilir (Pavlovic ve ark. 2013).
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Genel olarak oksidatif stres, serbest radikallerin iiretimi ve karsit
antioksidan savunmasi arasindaki dengesizligi ifade eder. ROS seviyesindeki
artisin, karsinojenez dahil bir dizi hastalikla iligkili oldugu rapor edilmistir. ROS
sadece hiicresel makromolekiillerin (proteinler, lipitler, DNA vb.) hasarini
baslatmaz, hiicrenin antioksidan kapasitesini de etkili bir sekilde bozar (Ziech ve
ark. 2012). Bu nedenle, antioksidan savunma hiicre icindeki dengenin
korunmasinda ¢ok 6nemlidir, bunlarin bozulmasi kanserojen uyarimi, tiimor
bliylimesi ve metastaz ile iliskilidir. Antioksidanlarin ve dogal {iriin kaynakli
bilesiklerin antioksidan etkisi ile oksidatif stresi etkisizlestirdigi ve boylece ROS'a
bagli timor olusumunu Onledigi ileri siiriilmektedir. Bu amagla, bir¢ok dogal
iiriinlin biyoaktif molekiiller vasitasiyla, karsinojenezi de igeren oksidatif DNA
hasarlarina kars1 koruyucu etki gosterdigi varsayilmaktadir (Garcia-Caballero ve
ark. 2013).

ROS'un aslinda hiicre 6liimii gibi olumsuz ve zararli hiicresel etkilere sebep
oldugu diisiiniilityordu, simdi ise konak savunma genleri, kinazlarin/fosfatazlarin
aktivasyonu, transkripsiyon faktorlerinin diizenlenmesi ve iyon tasiyicilar
harekete gecirmesini de kapsayan 6nemli etkilerinin de oldugunun farkina varildi.
ROS’un Ca™ seviyesini arttirdigi, protoonkogen ve proinflamatuar gen
ekspresyonunu ve aktivitesini yeniden diizenledigi belirlenmistir. Reaktif oksijen
tirleri O, ve H,O 6nderliginde oksidatif reaksiyonu (redoks) azaltmada ara {iriin
olarak tretilirler. Sinir sistemi hiicreleri tarafinda iiretilen ROS'da, O, ve H,0,
min O6zellikle 6nemli oldugu goriliir. Biyolojik sistemlerde O, kisa Omiirlii
oldugundan siiperoksik dismutaz (SOD) tarafindan hizli bir sekilde H,O, 'ye
dontigiir. O, ve H,0, farkli kimyasal 6zelliklere sahiptir. O, elektrik yuikliidiir,
son derece reaktiftir, hiicre zar1 gecirimsizdir, HO; i¢inde hizli degismez,
konsantrasyonu pikomolar-nanomolar araligindadir ve hiicre i¢i haberci olarak
gorev yapar. Bunun aksine H,O, daha az reaktif, daha stabildir, konsantrasyonlari
yiiksek nanomolar-mikromolar araligindadir, hidrofobik membran boyunca yayilir
ve dolayisiyla H,O; intra ve inter seliiler haberci olarak hareket edebilir. ROS'un
farkli tilirleri gesitli sinyal yolaklarimi aktive edebilir, farkli ve karsit potansiyeli

olan biyolojik yanitlara yol agabilir (Touy 2004).
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Oksidatif stres tarafindan indiiklenen ROS, apoptotik ya da nekrotik hiicre
oliimiine yol acabilir (Pallela ve ark. 2010). Kisa dalgaboylu radyasyon
kosullarinda likenlerin dikkate deger bir hayatta kalma imkanlar1 vardir.
Ultraviyole 1sinlar1 (UVA [315-400 nm], UVB [280- 315 nm] ve UVC [200-280
nm]) oksiradikallerin zarar gérmesine neden olur. Likenlerin oksidatif stresin
hasarlarindan kendilerini korudugu bilinmektedir (Kohlhardt-Floehr ve ark.
2010).

Bazi liken bilesiklerinin oksiradikalleri temizleyebilecegi ve bunun sonucu
olarak da tallusu koruyabilecegi bilinmektedir. Bu bilim insanlarinin dikkatini
¢cekmektedir ¢iinkii oksiradikaller cilt yaslanmasini ve kanseri baslatabilmektedir
(Kohlhardt-Floehr ve ark. 2010).

1.4 LDH (Laktat Dehidrojenaz)

LDH aktivitesi genel toksisite degerlendirmesi amaciyla yapilir (Zhu ve ark.
2012). Hiicre zarinin biitiinliigii hasar gordiigii zaman LDH saliniminda artis olur.
Bu nedenle, LDH salinimi hiicre hasarinin diizeyini gosterir. Normal sartlar
altinda, hiicreler 6ldiigli zaman, az miktarda LDH hiicre disina c¢ikar, kiiltiir
medyumu igindeki LDH aktivitesi maddelerin sitotoksik etkilerini yansitabilir
(Wang ve ark. 2012).

LDH NAD'a bagimli piirivatin laktata doniisiimiinii katalizleyen, glikolitik
metabolizma ile iligkili tetramerik bir enzimdir (Washington ve ark. 2014). LDH
aktivitesinin 6l¢iilmesi NADH varliginda laktat ve NAD" olusturmast igin piriivat
indirgenmesini kataliz etme yetenegine dayanir (Shawky ve ark. 2014). LDH
zarin hasar gérmesi {izerine agiga ¢ikan, hiicre hasar1 ve 6liimiiniin teshisinde de

belirleyicidir (Kobashigawa ve ark. 2014).

Hematoloji, onkoloji ve kardiyoloji de dahil gesitli alanlarda serumdaki
LDH"n degerlendirilmesinin faydali oldugu kabul edilmistir. LDH ve neoplastik
hastalik arasindaki iliskiyr gbz oOniinde tutarak, LDH'm hastalik aktivitesiyle
iligkili oldu gosterilmistir ve LDH'daki yiiksekligin bir¢cok hemotolojik ve

hemotolojik olmayan kanserlerde, non-Hodgkin lenfoma, tireme hiicresi
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tiimorleri, ¢oklu miyelom, nazofarenks kanseri ve melanoma dahil olumsuz belirti

gostergesi oldugu kabul edilmistir (Fitzgerald ve ark. 2014).

Kanser hiicreleri glikozu oncelikle glikoliz yoluyla metabolize eder.
Glikolizin birgok tiimor hiicresinde normal seviyede oksijen varliginda bile
meydana geldigi bilinmektedir. Normal hiicreler, oksijen kaynaklarini1 oksidatif
fosforilasyon simirladigi zaman (6rn; kasin siddetli ¢aligmasi) enerji {iretimi igin

glikolizi kullanirlar (Dragovich ve ark. 2014).

Aerobik glikolizin normal konak dokular iizerinde minimal etkiye sahip
oldugu, kanser hiicrelerinde ise tiimor biiyiimesi ve cogalmasimi engelledigi
diistiniilmektedir. Glikoliz son asamada LDHA (LDH-M ve LDH-5 olarak da
bilinir) tarafindan Kkatalizlenir, LDHA hiicre sitosoliinde piirivat1 laktata
doniistiiren homotetramerik bir enzimdir. Enzim, nikotinamid adenin diniikleotit
(NADH)'in indirgenmis halini kofaktor olarak piirivat keton kisitmdan bir hibrit
transfer ederek kullanir. Bu enzim laktati piirivata doniistiiren ters reaksiyonu
katalizler, bu doniisim LDHB (LDH-H ve LDH-1 olarak da bilinir, alternatif bir
LDH izoformudur) tarafindan gergeklestirebilir. Yiikksek LDHA seviyeleri birgcok
kanser ile iligkilidir ve siklikla da hayatta kalmanin diisiik oldugu Ongoriliir
(Dragovich ve ark. 2014).
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2 MATERYAL VE YONTEM
2.1 Kullanilan 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 soliisyonu (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 Kullanilan Sarf Malzemeler

25cm®’lik ve 75 cm?’lik flasklar, 96 ve 6 kuyucuklu plakalar (TPP), steril
1000 ml hacminde filtreler, 10 ml’lik tek kullanimlik pipetler, Thoma lamui, ¢esitli
cam malzemeler, cam meziirler, cam beherler, cam pipetler (1, 2, 5 ve 10 ml
hacimlerinde), 250, 500 ve 1000 ml’lik Durham siseleri, steril polipropilen

santrifijj tiipleri (15 ve 50 ml hacimlerinde).
2.3 Kullanilan Aletler

Eliza Cihaz1 (ELx808-1U, Bio-Tek), Inverted Mikroskop (IX71 Olympus),
12 Kanall1 mikropipet (eppendorf), otoklav, dagitict pipet (eppendorf), sogutmali
ve yiiksek devirli santrifiij (Heraus), sivi azot kaplari, kuru hava sterilizatorii
(Niive), derin dondurucu (-20, -86), buzdolabi, su banyosu (Clifton), CO,
inkiibatorii (Heraus), steril kabin (Heraus), otomatik pipetler, kar-buz makinesi

(Scotsman), manyetik karistirici.
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2.4 Deneylerde Kullanilan Hiicreler

2.4.1 HUVEC hiicreleri

HUVEC (insan gobek kordonu toplar damari endotel hiicresi) hiicreleri

ATCC (American Type Culture Collection)’den satin alinip stoklanmuistir.

2.4.2 A549 hicreleri

1972 yilinda D.J. Giant ve ekibi tarafindan 58 yasinda bir erkekten alinan
akciger tiimoriinden Uretilmigtir. 1976 yilinda, altmis sekizinci pasaji M.Lieber
tarafindan American Type Culture Collection’da stoklanmistir. Japanese Cancer
Research Resource Cell Bank (JCRB) ve Riken Cell Bank (RCB) ATCC’den
hiicreyi almig ve stoklamig daha sonrada bir¢cok Japon aragtirmaciya dagitmustir.
Projede kullanilan hiicreler Institute of Fermantation Osaka (IFO), Japonya’dan

satin alinip stoklanmustir.

2.5 Kullanilan Arag¢ ve Gereclerin Hazirlanmasi

Calismalarda kullanilan bazi cam ve plastik malzemeler ile siv1 soliisyonlar
aliiminyum folyo ile kaplanarak otoklavda 121°C, 1,5 atm/Hg basingta 20 dakika,
bazi cam ve metal malzemeler de yine aliiminyum folyolara sarili olarak

sterilizatorde 180 ° C’de 2 saat siire ile steril edilerek kullanilmistir.

2.6 Kullanilan Test Maddeleri

2.6.1 Stiktik Asit

Xanthoparmelia isidiovagans Parmeliaceae familyasinda yer alir. Stiktik
asit bilesigi Xanthoparmelia isidiovagans likeninden izole edilmistir. Eskisehir
Bozdag’da Tandir Koyl bati mevkiinde 1230 metre yiikseklikten toprak
tizerinden Do¢. Dr. Mehmet Candan tarafindan toplanan ve tayin edilen X.

isidiovagans tiirii likenler Anadolu Universitesi Biyoloji Boliimii Herbaryumunda
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(ANES) 6rnek olarak saklanmistir. Calismada kullanilan likenler havada kurutma
yontemi ile kurutulmus ve izolasyon iglemleri Do¢.Dr. Turgay Tay tarafindan

yapilmustir.

Kurutulmus likenlerden 20 gr tartilarak 100 ml etanol, aseton, dietil eter,
petrol eter ve kloroformda ¢oziilmiis ve karisim 30 dakika sonikasyona tabi
tutulmustur. Bir gece oda sicakliginda bekletilen karisim Whatman No 1 kagid ile
filtre edilmistir. Filtre edilen soliisyon 0,45 pm filtre ile sterilize edilmis ve

¢oziicii soliisyon rotavapor ile ugurulmustur (Yilmaz ve ark. 2004).

2.6.2 Salazinik Asit

Parmelia sulcata Taylor Parmeliaceae familyasinda yer alir. Salazinik asit
bilesigi Pamelia sulcata likeninden izole edilmistir. Eskisehir Bozdag Tandir
Koyt bat1 mevkiinde 1350 metre yilikseklikten Quercus sp. lizerinden Dog. Dr.
Mehmet Candan tarafindan toplanan ve tayin edilen Parmelia sulcata tiirii likenler
Anadolu Universitesi Biyoloji Boliimii Herbaryumunda (ANES) 6rnek olarak
saklanmigtir. Calismada kullanilan likenler havada kurutma yontemi ile

kurutulmus ve izolasyon iglemleri Dog. Dr. Turgay Tay tarafindan yapilmistir.

Hava ile kurutulmus likenlerden 10 g tartilarak 100 ml metanol, aseton,
dietil eter, petrol eter ve kloroform ¢oziiciiler eklenmistir. Karisim bir saat
sonikasyona tabi tutulmustur. Bir gece oda sicakliginda bekletilen karigim filtre

edilmistir. Filtre edilen ¢dziicii soliisyon rotavapor ile ugurulmustur (Candan ve
ark. 2007).

2.6.3 Atranorin

Pseudevernia furfuracea var. furfuracea (L) Zopf Parmeliacea
familyasinda yer alir. Atranorin bilesigi Pseudevernia furfuracea var. furfuracea
likeninden izole edilmistir. Eskisehir Bozdag Soforler Cesmesi mevkiinde 1200
metre ylikseklikten Pinus nigra tiiriiniin govdeleri tizerinden Dog. Dr. Mehmet

Candan tarafindan toplanan ve tayin edilen P. furfuracea var. furfuracea tiiri
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likenler Anadolu Universitesi Biyoloji Béliimii Herbaryumunda (ANES) 6rnek
olarak saklanmistir. Calismada kullanilacak likenler ise havada kurutma yontemi

ile kurutulmus ve izolasyon islemleri Dog. Dr. Turgay Tay tarafindan yapilmistir.

Kurutulmus likenlerden 20 gr tartilarak 100 ml etanol, aseton, dietil eter,
petrol eter ve kloroformda ¢oziilmiis ve karisim 30 dakika sonikasyona tabi
tutulmustur. Bir gece oda sicakliginda bekletilen karisim Whatman No 1 kagid ile
filtre edilmistir. Filtre edilen soliisyon 0,45 pm filtre ile sterilize edilmis ve

¢oziicii soliisyon rotavapor ile ugurulmustur (Yilmaz ve ark. 2004).

2.7 Test Maddelerinin Dozlarinin Hazirlanmasi

Stiktik asit, Salazinik asit ve Atranorin, dimetil siilfoksit (DMSO) iginde
coziilerek 50-100-200-300-400 puM’lik dozlar hazirlanmistir. Test maddeleri,
DMSO iginde ¢oziildiigii igin negatif kontrol olarak ¢oziicii madde olan DMSO
kullanilmistir. Stok calisma soliisyonu her calisma i¢in yeniden hazirlanarak

kullanilmistir. DMSO orani total inkiibasyon hacminin %0.1’ini gegmemistir.

2.8 Yontem

2.8.1 HUVEC hiicre kiiltiri

HUVEC hiicreleri Nutrient Mixture F—12 (Ham’s F12K), 1s1 ile inaktive
edilmis %20 FBS, 10 ml/L Penicilin/Streptomycin, 100 mg/L Heparin, 30 mg/L
Endothelial Cell Growth Supplement’dan olusan medyum igerisinde 25 em?lik
flasklarda, 37°C’de, %5 CO; iceren karbondioksit inkiibatdriinde kiiltiire

edilmistir.

2.8.2 A549 hiicre kiiltiirii

A549 hiicreleri inaktif hale getirilmis %10’luk Fetal Bovine Serum, RPMI-
1640 medyum ve Penicilin-Streptomycin ve %7,5 NAHCO3 igeren besiyerinin
bulundugu 25 cm?’lik flasklarda %95 hava ve %5 CO2’li gaz ortaminda ve
37°C’deki CO; inkiibatoriinde (Heraus) kiiltiire edilmistir.
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2.8.3 Hiicre sayimlari

Gorliniimleri kaldirim tasini1 andirir bigimde olan HUVEC hiicreleri ve
epitel yapida olan A549 hiicreleri flasklar1 %70 oraninda doldurduklarinda PBS-
EDTA (Phosphate Buffer Saline - Ethylenediaminetetraacedic acid) (PBS: 137
pM NaCl, 2.7 uM KCI, 15 uM KH2PO4, 8 uM NaHPO4, pH 7.3, EDTA: I1M) ile
yikanmiglardir. Daha sonra Tripsin-EDTA soliisyonu kullanilarak  flask
ylizeyinden ve birbirlerinden ayrilmalar1 saglanmistir. 2 ml hacimli ependorf
tiiplere her bir 6rnegimiz igin 0.5 ml %0.4’liik Tripan mavisi solusyonundan
eklenmis ve iizerine iyice pipetlenerek homojen hale getirilen hiicre
siispansiyonundan 0.5 ml ilave edilerek karistirilmistir. 10 dakika beklendikten
sonra Trypan mavisi ile boyanmis HUVEC ve A549 hiicreleri Thoma lamu ile

sayllmistir. Sayimlar 3 kez tekrarlanmigtir.

2.8.4 Test maddelerinin hiicreler iizerindeki etkilerini belirlemek icin yapilan

calismalar

2.8.4.1 Hiicre cogalimi deneyleri (MTT)

MTT yontemi hiicre ¢cogalmasinin ve mitokondrial fonksiyonun bir belirteci
olarak kullanilir. MTT testi, sar1 renkli suda ¢dzilinebilen tetrazolium tuzunun (3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)) mor renkli
¢oziinmeyen formazon tuzuna doniistimiine dayali, hizli ve hassas kalorimetrik bir

testtir.

MTT yonteminde canli hiicrelerin mitokondrial dehidrojenazi tetrazolium
halkasin1 boler ve MTT sitotoksite yontemi hiicrenin, tetrazolium tuzunu
formazon {iriinline ¢evirebilme yetenegini dlger. Hiicrenin canliligi (metabolik
aktivitesi) kayboldugu zaman mitokondrial fonksiyon azalir ve sonug¢ olarak
cevirebilme yetenegi azalir. Formazon miktar1 bir¢ok hiicre hattinda hiicre sayist
ile orantil1 olarak olusur. Bu nedenle MTT testi hiicre canlilifinin ve ¢cogalmasinin
Olclilmesinde kullanilir. Bu teknik 6zellikle metabolik olarak aktif hiicreler i¢in

kullanilmaktadir, cogalmayan ya da siispansiyon hiicre kiiltiirlerinde kullanilmaz
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(Mosmann, 1983). Ayni pasaj numarasina sahip HUVEC ve A549 hiicreleri
flasklarin %70’ini kapladiginda flasklardaki besiyeri uzaklastirilmis ve Tripsin-
EDTA soliisyonu kullanilarak hiicrelerin tabanindan ve birbirlerinden ayrilmasi
saglanmistir. Daha sonra hiicreler Thoma lami ile sayilmislardir. Hiicre ¢ogalimi
deneyleri i¢in 96 kuyucuklu plakalar kullanilmistir. A549 hiicre hatt1 ig¢in her
kuyucuga 5x10% hiicre, HUVEC hiicre hatti i¢in her kuyucuga 8 x10° hiicre
gelecek sekilde 2’ser adet 96 kuyucuklu plakalara ekilmistir. 24 saatlik
inkiibasyonun ardindan besiyerleri uzaklastirilmistir. Negatif kontrol, pozitif
kontrol ve test maddelerinin belirlenen dozlar1 hiicrelere eklenmistir. Deneyler 2
giin  boyunca silirdirilmiistiir. Hiicreler gerekli siirelerde inkiibasyona
birakilmistir. Besiyerleri gerekli inkiibasyon siirelerinin sonunda hiicrelerden
uzaklastirllmis ve MTT ilavesi yapilarak test maddelerinin hiicre cogalmasina
olan etkileri saptanmustir. Hiicreler 5Sm/ml™ MTT stok solusyonu ile 2 saat CO,
inkiibatoriinde inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda MTT igeren besiyerleri
kuyucuklardan uzaklastirilmis ve her kuyucuga 100 pl DMSO ilave edilmistir. 5
dakika beklendikten sonra plakalardaki hiicrelerin optik dansiteleri ELISA
cthazinda 540 nm. dalga boyunda okutulmustur (Bézivin ve ark., 2003; Holst ve
Oredsson, 2005).

2.8.4.2 LDH (Laktat Dehidrojenaz)

LDH aktivitesi Roche Detection Kit kullanilarak tespit edilmistir. Deney
LDH varliginda NAD'in azalmasinda paralel olarak laktatin piirivata doniisiimiine
dayanir. Kiiltlir medyumundaki LDH miktar1 hiicre zarindaki zararin miktar ile
ilgili bilgi vermektedir. Hiicre zar1 zarar gordiikkge enzim miktar1 da artmaktadir.
Bu deneyde ilk énce laktatin piriivata LDH tarafindan katalize edildigi NAD"’nin
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 aktarir ve indirgeyerek
kirmiz1 formazan olusmasina neden olur (Butler 2004; Fotakis ve Timbrell 2006;
Yurdakok 2010). Sekonder metabolitlerin neden oldugu LDH salinimin

belirlemek i¢in kiiltiir medyumu gereklidir. Maddelerle muamele edilen hiicrelerin
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tizerindeki medyumlar alinarak 96’lik plakaya konuldu. Her bir kuyucuga 100 ul
reaksiyon karigimi eklendikten sonra 30 dakika inkiibasyona birakildi daha sonra
50 pl durdurucu soliisyon eklendi ve 10 saniye kadar horizontal karistiricida
karistirildi.  Eliza cihazi kullanilarak 490 nm’de oOrnekler okutuldu. LDH

enziminin katalizledigi reaksiyon asagida gosterilmistir (Tan 2008).

Laktat +NAD® — Piruvat + NADH + H*

2.8.4.3 ROS (Reaktif Oksijen Tiirleri)

ROS ol¢tiimii, ROS (Reaktif Oksijen Tiirleri) aktivitesini dlgmeye yarayan
bir yontemdir. ROS 6l¢limii Stiktik asit, Salazinik Asit ve Atranorin varliginda ve
yoklugunda yapilmistir. Hiicreler 96’11k kiiltiir plakalarina ekilmis, 24 saat sonra
plakalardaki medyum dokiilmiis ve hiicreler 2-3 defa DPBS veya HBSS ile
yikanmigtir. Tekrar plaka ters cevrilerek plakalardaki sivi bosaltilmistir. Daha
sonra hiicreye gegebilme 6zelligi olan 100 uLL 1X DCFH-DA medyum ile beraber
hiicreler iizerine verilmistir. 37°C’de 30-60 dakika inkiibatdrde inkiibasyona
birakilmistri. Tekrar hiicreler 2-3 defa DPBS veya HBSS ile yikanmigtir. DCFH-
DA ile yiiklii olan hiicrelere, Stiktik Asit, Salazinik asit ve Atranorin 100 puL
medyumla beraber muamele edilerek plakalar inkiibasyona birakilmistir. Daha
sonra plakalar 480nm/530nm arasinda floresans plaka okuyucusu tarafindan

okunmustur.
2.8.4.4 Tiip olusumu deneyi

96 kuyucuklu plakalar 70 pl/kuyucuk olacak sekilde matrijel ile
kaplanmistir. Plakalar 37 °C’de 20 dakika bekletilmistir. Yaklagik 5 saat % 2
serum (FBS) igeren EBM-2 (Endothelial Cell Basement Medium) i¢inde serum
acligina maruz birakilan HUVEC hiicreleri 40x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde
% 2 oraninda serum ve test maddelerinin belirlenen konsantrasyonlarini igeren
EBM-2 medyum iginde matrijellerin iizerine ekilmis ve yaklasik 12 saat kiiltiire
edilmistir. Tiip ag1 olusumlar1 mikroskop altinda rastgele secilmis 5 alandan

fotograflanmistir.
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2.8.4.5 Koloni olusumu deneyi

Yumusak agar koloni formasyonu deneyinde steril edilmis %3’liik select
agar kullanilmistir. Alt agar tabakasi 6 kuyucuklu plakanin her bir kuyucugu i¢in
1 ml olarak hesaplanmistir. 1 kisim agar + 4 kisim besiyeri olacak sekilde
hazirlanarak hemen kuyucuklara ilave edilmistir. Bu sirada 1 ml’lik st agar
tabakas1 ve 1 ml iist tabaka i¢in 1000 hiicre olacak sekilde hiicre siispansiyonu
hazirlanmistir. Ust agar tabakas1 1 kisim hiicre siispansiyonu (hiicre miktari, tiim
iist tabaka hacmi i¢in hesaplanacak) + 2 kisim agarli besiyeri ( alt agar tabakasi: 1
kisim agar + 4 kisim besiyeri) olarak hazirlanmis ve sogutulmus olan plakalara
ilave edilmistir.

Ilave edilen agar ve besiyeri karisimi donduktan sonra iizerine bir kuyucuk
hacmi 2 ml olacak sekilde hesaplanarak 0,1 ml icinde test maddelerinin
konsantrasyonlart uygulanmistir ve hiicreler 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir.
Her giin takip edilerek koloniler 3540 hiicreye ulasinca (her hiicre igin bu siire
farklidir, yaklasik 10-16 giin) inverted mikroskopta sayilmistir. Sayimlar {i¢ kez
tekrar edilmistir.

2.9 Istatistiksel Degerlendirmeler

Istatistiksel degerlendirmeler i¢in SPSS programi kullanilmustir. Elde edilen
verilerin tek yonli ANOVA ile post-hoc olarak Tukey testi uygulanarak

anlamliklar1 belirlenmistir. Anlamlilik degeri olarak p<0.05 kabul edilmistir.
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3 BULGULAR

3.1 HUVEC hiicreleriyle yapilan deneyler

3.1.1 Stiktik Asit, Salazinik Asit, Atranorin ve kombinasyonlarnmn MTT

deney sonuclari

HUVEC hiicre hattinda Stiktik Asit'in sitotoksik etkisi
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Sekil 3. 1.Stiktik Asit’in HUVEC hiicreleri tizerindeki etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi.
(*) isareti kontrol grubuna gore anlaml farkliliklart gostermektedir. Anlamlilik degeri
p<0,05

HUVEC hiicre hattinda Stiktik Asit’in 50, 100, 200, 300 ve 400 uM’lik
dozlar1 denenmistir. 50 uM dozunda 24 saat sonunda %93, 48 saat sonunda ise
%83 oraninda hiicre aktivitesi gozlenmistir. 100 uM’lik dozda birinci giliniin
sonunda %4, ikinci giiniin sonunda ise %41 oraninda hiicre sayisinda azalma
tespit edilmistir. 200 uM dozunda 24 saatte %95, 48 saat sonunda %56 hiicre
canliligi belirlenmistir. 300 pM’lik dozda ilk giin sonunda %10, ikinci giin
sonunda ise % 48 oraninda hiicrelerin canlilik aktivitesinde azalma oldugu
gozlenmistir. 400 uM dozunda hiicre aktivitesi 24 saat sonunda %75, 48 saat

sonunda ise %33 oldugu tespit edilmistir.
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HUVEC hiicre hattinda Salazinik Asit'in sitotoksik etkisi
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Sekil 3.2.Salazinik Asit'in HUVEC hiicreleri tizerindeki etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi

(*) isareti kontrol grubuna gére anlamli farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlhilik degeri

p<0,05

HUVEC hiicre hattinda Salazinik Asit’in 50, 100, 200, 300 ve 400 uM’lik
dozlar1 denenmigstir. 50 uM dozunda 24 saatte %89, 48 saat sonunda %91 hiicre
canliligi belirlenmistir. 100 pM’lik dozda birinci giinlin sonunda %13, ikinci
giinlin sonunda ise %20 oraninda hiicre sayisinda azalma tespit edilmistir. 200 uM
dozunda 24 saat sonunda %79, 48 saat sonunda ise %63 oraninda hiicre aktivitesi
tespit edilmistir. 300 uM’lik dozda ilk giin sonunda %36, ikinci giin sonunda ise
% 44 oraninda hiicrelerin canlilik aktivitesinde azalma oldugu gézlenmistir.400
uM dozunda hiicre aktivitesi 24 saat sonunda %355, 48 saat sonunda ise %52

oldugu tespit edilmistir.
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HUVEC hiicre hattinda Atranorin'in sitotoksik etkisi
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Sekil 3. 3.Atranorin’in HUVEC hiicreleri tizerindeki etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi. (*)
isareti kontrol grubuna gore anlamli farkliliklari gostermektedir. Anlamlilik degeri

p<0,05

HUVEC hiicre hattinda Atranorin’in 50, 100, 200, 300 ve 400 puM’lik
dozlar1 denenmistir. 50 uM dozunda birinci giinlin sonunda %§8, ikinci giiniin
sonunda ise %20 oraninda hiicre sayisinda azalma tespit edilmistir 100 uM’hik
dozda 24 saat sonunda %88, 48 saat sonunda ise %71 oraninda hiicre aktivitesi
Olciilmiistir. 200 pM dozunda 24 saat sonunda %71, 48 saat sonunda ise %65
oraninda hiicre aktivitesi tespit edilmistir. 300 uM’lik dozda ilk giin sonunda
%36, ikinci glin sonunda ise % 68 oraninda hiicrelerin canlilik aktivitesinde
azalma oldugu gozlenmistir. 400 uM dozunda hiicre aktivitesi 24 saat sonunda

%44, 48 saat sonunda ise %15 oldugu tespit edilmistir.
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HUVEC hiicre hattinda Stiktik Asit (STK) ve Atranorin (ATR)
kombinasyonunun sitotoksik etkisi
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Sekil 3. 4.Stiktik Asit'in biitiin dozlar1 ile Atranorin’in 50 uM doz kombinasyonunun HUVEC
hiicreleri tzerindeki etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol

grubuna gore anlaml farkliliklart gostermektedir. Anlamlilik degeri p < 0,05

HUVEC hiicre hattinda Stiktik Asit’in 50, 100, 200, 300 ve 400 uM’lik
dozlar1 ile Atranorin’in 50 puM’lik dozu kombine edilerek denenmistir.
STK50+A50 uM kombinasyonunda 1.glin sonunda %73’liik, 2.glin sonunda ise
%30’luk hiicre canlilig1 belirlenmistir. STK100+A50 uM dozunda 1.giin sonunda
%359 oraninda, 2.giin sonunda %87 oraninda hiicre sayisinda azalma tespit
edilmigtir. STK200+A50 uM kombinasyonunda 1.giinde %31 oraninda, 2.giinde
ise %13 oraninda hiicre aktitivtesi dl¢iilmiistiir. STK300+A50 uM dozunda 1.giin
sonunda hiicre ¢ogalmasindaki diisiis %76 iken, 2.glin sonunda %88 olmustur.
STK400+A50 pM dozunda 1.giin %22 oraninda, 2.giin %12 oraninda hiicre

canlilig1 tespit edilmistir.
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HUVEC hiicre hattinda Salazinik Asit (SLZ) ve Atranorin (ATR)
kombinasyonunun hiicre canlihgina etkisi
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Sekil 3. 5.Salazinik Asit'in biitiin dozlar1 ile Atranorin’in 50 uM doz kombinasyonunun HUVEC
hiicreleri tizerindeki etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol

grubuna gore anlaml farkliliklart gostermektedir. Anlamlilik degeri p < 0,05

HUVEC hiicre hattinda Salazinik Asit’in 50, 100, 200, 300 ve 400 uM’lik
dozlar1 ile Atranorin’in 50 puM’lik dozu kombine edilerek denenmistir.
SLZ50+A50 pM kombinasyonunda 1.giin sonunda %87, 2.glin sonunda %75
hiicre aktivitesi Olctilmiistiir. SLZ100+A50 uM dozunda 1.giin %17, 2.glin %28
oraninda hiicre canlihiginda diisiis meydana gelmistir. SLZ200+A50 uM’da
1.glinde %76, 2.giinde %61 oraninda hiicre aktivitesi 6l¢iilmiistiir. SLZ300+A50
uM kombinasyonununda 1.glin sonunda hiicre ¢ogalmasindaki diislis %27 iken,
2.giin sonunda %44 oraninda belirlenmistir. SLZ400+A50 uM dozunda 1.giin

hiicre oran1 %60 iken, 2.giin sonunda %40’a diismiistiir.
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3.1.2 Stiktik Asit, Salazinik Asit, Atranorin ve kombinasyonlarimin LDH
deney sonuclari

HUVEC hiicre hattinda Stiktik Asit'in LDH seviyesine etkisi
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Sekil 3.6.Stiktik Asit’in HUVEC hiicreleri tizerindeki etkisinin LDH 6l¢iimil ile degerlendirilmesi.
(*) isareti kontrol grubuna gore anlamli farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik degeri
p<0,05

MTT deney sonuglart géz 6niine alindiginda Stiktik asit ile muamele elden
HUVEC hiicrelerinde yapilan LDH ol¢iimiinde LDH aktivitesinde artis
beklenmektedir. Sekil 6’da goriildiigi gibi 50, 100, 200, 300 ve 400 puM
dozlarinda LDH seviyesinde artig gozlenmistir. Stiktik Asit hiicrelere verildikten
24 saat sonra yapilan dlgtimlerde 50 uM dozunda LDH seviyesi kontrol grubuyla
ayn1 orandadir. Stiktik asitin 100 uM dozunda LDH seviyesindeki artis %2, 200
uM dozunda ise %27 olarak belirlenmistir. 300 uM dozunda LDH seviyesi
Ol¢timii %38 olarak belirlenmistir. 400 pM dozunda LDH salimimimi %39

oraninda artt1g1 tespit edilmistir.
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HUVEC hiicre hattinda Salazinik Asit'in LDH seviyesine etkisi
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Sekil 3.7.Salazinik Asit'in  HUVEC hiicreleri lizerindeki etkisinin LDH olgiimii ile
degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gore anlamli farkliliklar

gostermektedir. Anlamlilik degeri p < 0,05

Salazinik Asit’in 50, 100, 200, 300 ve 400 uM’lik dozlarinin HUVEC
hiicreleri lizerindeki etkisi LDH testi ile degerlendirilmistir. Yapilan testlere gore
sadece 400 uM’lik dozda anlaml artiglar gbzlenmistir. Salazinik Asit hiicrelere
verildikten 24 saat sonra yapilan 6lg¢iimlerde 50 uM dozunda LDH seviyesinde
%12 oraninda artis gozlenmistir. 100 uM dozunda LDH seviyesi % 15 olarak
belirlenmistir. 200 uM dozunda ise LDH salinimi1 %15 6l¢iilmiistiir. 300 uM
dozunda LDH 6&l¢iimii %18 olarak belirlenmistir. 400 uM dozunda LDH salinimi
%32 olarak tespit edilmistir.
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HUVEC hiicre hattinda Atranorin'in LDH seviyesine etkisi
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Sekil 3. 7.Atranorin’in HUVEC hiicreleri tizerindeki etkisinin LDH 6l¢iimii ile degerlendirilmesi
(*) isareti kontrol grubuna goére anlamli farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik degeri

p<0,05

Atranorin ile muamele elden HUVEC hiicrelerinde yapilan LDH
Ol¢iimiinde LDH aktivitesinde artis beklenmektedir. Grafikte goriildiigii tizere 50,
100, 200, 300 ve 400 puM dozlarinda LDH seviyesinde artis gozlenmstir.
Atranorin hiicrelere verildikten 24 saat sonra yapilan 6lglimlerde 50 uM dozunda
LDH seviyesinde %2 oraninda bir artig gozlenmistir. 100 uM dozunda LDH
seviyesindeki artig %7, 200 uM dozunda ise %17 olarak belirlenmistir. 300 uM
dozunda LDH seviyesi 6l¢timii %17 olarak belirlenmistir. 400 uM dozunda LDH

saliniminit %19 oraninda arttig1 tespit edilmistir.
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HUVEC hiicre hattinda Stiktik Asit (STK) ve Atranorin (ATR)
kombinasyonunun LDH seviyesine etkisi
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Sekil 3. 8.Stiktik Asit'in tiim dozlar ile Atranorin’in 50 uM doz kombinasyonunun HUVEC
hiicreleri iizerindeki etkisinin LDH 06l¢timii ile degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol

grubuna gore anlamli farkliliklart gostermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05

Stiktik Asit’in 50, 100, 200, 300 ve 400 uM’lik dozlar1 ile Atranorin’in 50
uM dozu kombinlenerek HUVEC hiicreleri iizerindeki etkisi LDH testi ile
degerlendirilmistir. STK50+ATR50 uM dozunda LDH seviyesi kontrol grubuyla
ayni degerde ¢ikmistir. STK100+ATRS50 uM dozunda LDH seviyesi %2 oraninda
artis  gostermistir.  STK200+ATR50uM dozunda ise LDH salimimi %121
Ol¢lilmiigtiir. STK300+ATR50uM dozunda LDH seviyesindeki artis %31 olarak
belirlenmistir. STK400+ATR50uM dozunda LDH salimimi %133 olarak tespit

edilmistir.
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HUVEC hiicre hattinda Salazinik Asit (SLZ) ve Atranorin (ATR)
kombinasyonunun LDH olusumuna etkisi

140
— *
'S 120
S 100
S 80
3
2 60
>
3 40
5
5 20
0
24 saat
Konsantrasyon
oDMSO BSLZ50 uM+ATR50 uM
OSLZ100 uM+ATR50 uM 0OSLZ200 pM+ATR50 pM
BSLZ300 uM+ATR50 uM 0OSLZ400 uM-+ATR50 uM

Sekil 3. 9.Salazinik Asit'in tiim dozlari ile Atranorin’in 50 uM doz kombinasyonunun HUVEC
hiicreleri tizerindeki etkisinin LDH 6l¢iimii ile degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol

grubuna gore anlamli farkliliklar1 géstermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05

Salazinik Asit’in 50, 100, 200, 300 ve 400 uM’lik dozlar ile Atranorin’in
50 uM dozu kombinlenerek HUVEC hiicreleri iizerindeki etkisi LDH testi ile
degerlendirilmistir. SLZ50+ATR50 puM dozunda LDH seviyesi %3 artis
gostermistir. SLZ100+ATR50 uM dozunda LDH seviyesi %4 oraninda artis
gostermistir. SLZ200+ATR50uM dozunda ise LDH salinimi %109 Slgiilmiistiir.
SLZ300+ATR50uM dozunda LDH seviyesindeki artis %11 olarak belirlenmistir.
SLZ400+ATR50uM dozunda LDH salinimi %116 olarak tespit edilmistir.
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3.1.3 Stiktik Asit, Salazinik Asit, Atranorin ve kombinasyonlarinin ROS
iiretimine etkileri

HUVEC hiicre hattinda Stiktik Asit'in ROS iiretimine etKisi
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Sekil 3. 10.Stiktik Asit'in  HUVEC hiicreleri {izerindeki etkisinin ROS o6l¢timii ile
degerlendirilmesi. Kullanilan H,O, 50 uM dozundadir. (*) isareti kontrol grubuna

gore anlamli farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik degeri p < 0,05

Stiktik Asit’in 50, 100, 200, 300 ve 400 uM’lik dozlarinin HUVEC
hiicreleri iizerindeki etkisi ROS testi ile degerlendirilmistir. H,O, oran1 50 uM
olarak ayarlanmustir. Stiktik Asit'in en yiiksek dozunun bile H,O, nin olusturdugu
oksidatif stres oranini ge¢cmemesi bekledigimiz sonuglar arasindadir. Stiktik
Asit'in dozlar degerlendirildiginde biitiin dozlarin ROS olusturdugu gézlenmistir.
50 uM dozunun %153, 100 uM dozunun %178 oraninda oksidatif strese neden
oldugu belirlenmistir. 200 uM dozu %183 seviyesinde ROS olusturmustur. 300
uM dozu %190 oraninda, 400 uM dozu ise %205 oraninda oksidatif stres

olusturdugu belirlenmistir.
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HUVEC hiicre hattinda Salazinik Asit'in ROS iiretimine etkisi
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Sekil 3. 11.Salazinik Asit'in HUVEC hiicreleri iizerindeki etkisinin ROS 6l¢iimii ile
degerlendirilmesi. Kullanilan H,O, 50 uM dozundadir. (*) isareti kontrol grubuna
gore anlamli farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik degeri p< 0,05

Salazinik Asit’in 50, 100, 200, 300 ve 400 uM’lik dozlarinin HUVEC
hiicreleri tizerindeki etkisi ROS testi ile degerlendirilmistir. H,O; oran1 50 uM
olarak ayarlanmistir. Salazinik Asit'in biitiin dozlarinda anlamli sonuglar
gozlenmistir. 50 uM dozunun %143 oraninda,100 pM dozunun %178 uM
oraninda oksidatif strese neden oldugu belirlenmistir. 200 uM dozunda %230
oraninda, 300 pM dozunda ise %234 oraninda ROS o6lglimii yapilmigtir. 400
uM’lik dozun ise en etkili doz oldugu belirlenmistir, %239 oraninda ROS

olusturmustur.
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HUVEC hiicre hattinda Atranorin'in ROS iiretimine etkisi
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Sekil 3.12. Atranorin'in HUVEC hiicreleri lizerindeki etkisinin ROS 6l¢iimii ile degerlendirilmesi.
Kullanilan H,0, 50 puM dozundadir. (*) isareti kontrol grubuna gore anlamh
farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05

Atranorin’in 50, 100, 200, 300 ve 400 uM’lik dozlarinin HUVEC hiicreleri
tizerindeki etkisi ROS testi ile degerlendirilmistir. H,O, oran1 50 uM olarak
ayarlanmistir. Atranorin'in en yiiksek dozunun bile H;Oz'nin olusturdugu
oksidatif stres oranini gegmemesi bekledigimiz sonuglar arasindadir. 50 ve 100
uM dozlarimin %69 oraninda ROS olusturdugu belirlenmistir. 200 uM dozunun
%70 oraninda, 300 uM dozunun %72 oraninda ve 400 uM dozunun ise %81
oraninda oksidatif stres olusturdugu gozlenmistir. Atranorin'in biitiin dozlarinin
kontrol grubundan diisiik seviyede ROS olusturmasi1 bu maddenin oksidatif stres

tizerinde koruyucu etkisi olabilecegini gostermektedir.
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HUVEC hiicre hattinda Stiktik Asit (STK) ve Atranorin (ATR)
kombinasyonunun ROS iiretimine etkisi
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Sekil 3. 13.Stiktik Ast’in tiim dozlar ile Atranorin ‘in 50 uM doz kombinasyonunun HUVEC
hiicreleri tizerindeki etkisinin ROS &l¢iimii ile degerlendirilmesi. Kullanilan H,O, 50
uM dozundadir. (*) isareti kontrol grubuna gore anlamli farkliliklar1 gostermektedir.

Anlamlilik degeri p < 0,05

HUVEC hiicre hattinda Stiktik Asit’in 50, 100, 200, 300 ve 400 uM’lik
dozlari ile Atranorin’in 50 uM’lik dozu kombine edilerek denenmistir. H,O, orani
50 uM olarak ayarlanmistir. Stiktik Asit ve Atranorin'in en yiliksek dozunun bile
H,O, nin olusturdugu oksidatif stres oranin1 gegmemesi bekledigimiz sonuglar
arasindadir. STK50+A50 uM dozunda %99 oraninda, STK100+A50 uM dozunda
ise %107 ROS aktivitesi belirlenmistir. STK200+A50 pM ve STK300+A50 uM
dozunun %112 oraninda, STK400+A50 uMdozunun ise % 119 oraninda oksidatif
stres olusturdugu 6l¢iilen sonuglardandir. Stiktik Asit'in en yiiksek dozunda %205
oraninda, Atranorin'de ise %81 oraninda ROS aktivitesi Ol¢lilmiistiir. Bu iki
maddenin kombinasyonundan daha yiiksek diizeyde bir ROS aktivitesi
beklenirken STK400+ATR50 uM kombinasyonunda %119 oraninda aktivite
belirlenmistir. Dozlarin H,O,'den daha diisiik oksidatif strese sebep olmasi

Atranorin'in koruyucu 6zelligi olabileceginin gostergesidir.
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HUVEC hiicre hattinda Salazinik Asit (SLZ) ve Atranorin (ATR)
kombinasyonunun ROS iiretimine etkisi
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Sekil 3. 14.Salazinik Ast’in tim dozlari ile Atranorin ‘in 50 uM doz kombinasyonunun HUVEC
hiicreleri tizerindeki etkisinin ROS 6l¢iimii ile degerlendirilmesi. Kullanilan H,0,
50uM dozundadir. (*) isareti kontrol grubuna gore anlamli farkliliklart
gostermektedir. Anlamlilik degeri p < 0,05

HUVEC hiicre hattinda Salazinik Asit’in 50, 100, 200, 300 ve 400 uM’lik
dozlari ile Atranorin’in 50 pM’lik dozu kombine edilerek denenmistir. H,O, orani
50 uM olarak ayarlanmistir. Salazinik Asit ve Atranorin'in en yiiksek dozunun
bile H,O,'nin olusturdugu oksidatif stres oranini gegmemesi bekledigimiz
sonuglar arasindadir. SLZ50+A50 uM dozunda %142 oraninda, SLZ100+A50uM
dozunda ise %198 ROS aktivitesi belirlenmistir. SLZ200+A50uM dozunda
%223, SLZ300+A50uM dozunun %244 oraninda, SLZ400+A50uM dozunun ise
%246 oraninda oksidatif stres olusturdugu Olg¢iilen sonuglardandir. Salazinik
Asit'in en yiiksek dozunda %239 oraninda, Atranorin'de ise %81 oraninda ROS
aktivitesi ol¢iilmiistiir. Bu iki maddenin kombinasyonundan daha yiiksek diizeyde
bir ROS aktivitesi beklenirken SLZ400 ve ATR50 uM kombinasyonunda %246

oraninda aktivite belirlenmistir
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3.1.4 Stiktik Asit, Salazinik Asit, Atranorin ve kombinasyonlarimn tiip

olusumuna etkileri

100uM

Sekil 3. 15.Stiktik Asit’in HUVEC hiicrelerinin tlip olusturmasi tizerine etkilerinin gorintiileri A)
kontrol B) DMSO C) 100uM D) 200 pM E) 400 uM. Olgii birimi 100uM

Stiktik Asit’in 100, 200 ve 400 uM dozlar1 ile muamele edilen HUVEC
hiicre hattinda verilen bilesiklerin tiip olusumunu engelledigi belirlenmistir. 100
uM dozunda olusan tiiplerin ¢ok ince ve liimenlerin ¢ok genis oldugu
belirlenmistir. 200 uM dozunda ise liimen genislikleri artmis, olusan tiipler daha
da incelmistir. 400 uM dozunda ise Stiktik Asit’in tiip olusumunu engelledigi

gozlenmistir.
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100uM

Sekil 3. 16.Salazinik Asit’in HUVEC hiicrelerinin tiip olusturmasi iizerine etkilerinin goriintiileri
A) kontrol B) DMSO C) 100uM D) 200 uM E) 400 uM Olgii birimi 100uM

Salazinik Asit’in 100, 200 ve 400 uM’lik dozlari ile muamele edilen
HUVEC  hiicrelerinde tlip olusumu incelenmistir. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 100 uM dozunda liimenlerde genislemeler ve olusan tiiplerde
incelmeler oldugu belirlenmstir. 200 pM dozunda liimen genislikleri daha da
artmis ve tlip olusumunun engellenmeye basladigi gézlenmistir. 400 uM dozunda
ise liimenlerin ¢ok genis oldugu ve tip olusumunun madde tarafindan

engellendigi belirlenmistir.
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Sekil 3. 17.Atranorin’in HUVEC hiicrelerinin tiip olusturmasi tizerine etkilerinin goriintiileri A)
kontrol B) DMSO C) 100uM D) 200 uM E) 400 uM Olgii birimi 100uM

Atranorin’in 100, 200 ve 400 uM’lik dozlar1 ile muamele edilen HUVEC
hiicrelerinde tiip olusumu incelenmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 100
UM dozunda liimenlerde genislemeler ve olusan tiiplerde incelmeler oldugu
belirlenmstir. 200 uM dozunda liimenlerde genislemeler oldugu ve tiiplerin
inceldigi gézlenmistir. 400 uM dozunda ise Atranorin’in tiip olusumunu tamamen

engelledigi belirlenmistir.
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100uM

Sekil 3. 18.Stiktik Asit+Atranorin 50 uM dozunun HUVEC hiicrelerinin tiip olusturmasi iizerine
etkilerinin gorintilleri A) kontrol B) DMSO C) STK100 uM +ATR50 pM D)
STK200 uM +ATR50 uM E) STK400 uM +ATR50 puM Olgii birimi 100uM

Stiktik Asit’in 100, 200 ve 400 uM’lik dozlar ile Atranorin’in 50 uM
dozunun kombinasyonu ile muamele edilen HUVEC hiicrelerinde tiip olusumu
incelenmistir. Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda 100 uM dozunda liimenlerde
genislemeler ve olusan tiiplerde incelmeler oldugu belirlenmstir. 200 uM ve 400
uM dozlarimin tiip olsumunu tamamen engelledigi gozlenmistir. Bu verilerden
yola ¢ikarak da Stiktik Asit ve Atronorin kombinasyonunun, maddelerin tek
basina gosterdiklerinden daha yiiksek oranda tiip olusumunu engelleyici etki

gosterdigi soylenebilir.
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Sekil 3. 19.Salazinik Asit+Atranorin 50 pM dozunun HUVEC hiicrelerinde tiip olusumu iizerine e
etkilerinin gorintileri A) kontrol B) DMSO C) SLZ100 uM+ATR50 pM D)
SLZ200uM+ATR50 uM E) SLZ400 uM +ATR50 uM Olgii birimi 100uM

Salazinik Asit’in 100, 200 ve 400 uM’lik dozlar ile Atranorin’in 50 uM
dozunun kombinasyonu ile muamele edilen HUVEC hiicrelerinde tiip olusumu
incelenmistir. Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda 100 uM dozunda ¢ok biiytik
oranda liimenler gozlenmektedir. 200 uM madde ile muamele edilen hiicrelerde
ise tiip olusumunun engellenmeye basladigi gézlenmektedir. 400 pM dozlarinin
tip olsumunu tamamen engelledigi gozlenmistir. Bu verilerden yola ¢ikarak da
Salazinik Asit ve Atronorin kombinasyonunun, HUVEC hiicre hattinda

anjiyojenezi engelleyici etki gosterdigi belirlenmistir.
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3.2 A549 hiicreleriyle yapilan deneyler

3.2.1 Stiktik Asit, Salazinik Asit, Atranorin ve kombinasyonlarinin MTT

deney sonuclari

A549 hiicre hattinda Stiktik Asit'in sitotoksik etKisi
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Sekil 3. 20. Stiktik Asit’in A549 hiicreleri lizerindeki etkisinin MTT 6l¢iimii iledegerlendirilmesi
(*) isareti kontrol grubuna gore anlamli farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik degeri

p<0,05

Deneyin birinci giiniinde 50 pM’lik dozunda %4, ikinci giiniinde %12
oraninda hiicre canliliginda azalma ol¢lilmiistiir. 100 uM’lik doz ile muamelede
hiicre canlilig1 24 saat sonunda %91, 48 saat sonunda ise %83 olarak Sl¢iilmiistiir.
200 pM’lik madde derisimi hiicre canlilig1 iizerinde ilk 24 saatte %10, 48 saat
sonunda %32 azalmaya neden olmustur. 300 uM’lik doz ile muamele sonuglarina
bakildiginda ilk 24 saat i¢in hiicre canlilig1 %85, 48 saat muamele sonunda hiicre
canliligr %63 olarak ol¢iilmiistiir. 400 uM’lik doz ilk giin hiicre sayisinda %41,

ikinci giin sonunda %71°lik azalma gostermistir.
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A549 hiicre hatnnda Salazinik Asit'in sitotoksik aktivitesi
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Sekil 3. 21.Salazinik Asit'in  A549 hiicreleri tzerindeki etkisinin MTT Ol¢timi ile
degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gore anlamli farkliliklari

gostermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05

Salazinik Asit’in 50uM’lik dozu ile muamele edilen A549 hiicre hattinda 24
ve 48 saat sonunda hiicre canlilifinda anlamli bir degisiklik gozlenmemistir. 100
uM’lik doz 24 saat sonunda hiicre canliliginda %11, 48 saat sonunda ise %5
oraninda bir degisiklige sebep olmustur. 200 uM’lik doz 24 saat sonunda hiicre
canliligr %82, 48 saat sonunda ise %9lolarak Sl¢iilmiistiir. 300 uM’lik doz ile
muamele edilen hiicrelerde 24 saat sonunda %30, 48 saat sonunda %27 oraninda
hiicre canliligr azalmigtir. 400 uM’lik doz ile muamele sonuglara bakildiginda
ilk glin ve ikinci giin sonunda %40 oraninda hiicre canliliginda azalma oldugu

tespit edilmistir.
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A549 hiicre hattinda Atranorin'in sitotoksik etkisi
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Sekil 3. 22.Atranorin’in A549 hiicreleri lizerindeki etkisinin MTT 6l¢iimii ile degerlendirilmesi.
(*) isareti kontrol grubuna gore anlaml farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik

degeri p<0,05

A549 hiicre hattinda Atranorin’in 50, 100, 200, 300 ve 400 uM’lik dozlar
denenmistir. 50 pM dozunda 24 saat sonunda belirgin bir farklilik
gozlenmemistir, 48 saat sonunda ise %90 oraninda hiicre aktivitesi gozlenmistir.
100 uM’lik dozda birinci gliniin sonunda %5, ikinci giiniin sonunda ise %13
oraninda hiicre sayisinda azalma tespit edilmistir. 200 uM dozunda 24 saatte %80,
48 saat sonunda %79 hiicre canliligi belirlenmistir. 300 puM’lik dozda ilk giin
sonunda %35, ikinci giin sonunda ise %58 oraninda hiicrelerin canlilik
aktivitesinde azalma oldugu gozlenmistir. 400 uM dozunda hiicre aktivitesi 24

saat sonunda %59, 48 saat sonunda ise %33 oldugu tespit edilmistir.
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A549 hiicre hattinda Stiktik Asit (STK) ve Atranorin (ATR)
kombinasyonunun sitotoksik etkisi
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Sekil 3. 23.Stiktik Asit'in biitiin dozlar1 ile Atranorin’in 50 uM doz kombinasyonunun A549
hiicreleri ilizerindeki etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi. (¥) isareti kontrol

grubuna gore anlamli farkliliklar gostermektedir. Anlamlilik degeri p < 0,05

A549 hiicre hattinda Stiktik Asit’in 50, 100, 200, 300 ve 400 uM’lik dozlar
ile Atranorin’in 50 pM’lik dozu kombine edilerek denenmistir. STK50+A50 uM
kombinasyonunda 1.glin sonunda %97’lik, 2.giin sonunda ise %76’lik hiicre
canliligi belirlenmistir. STK100+A50 pM dozunda 1.giin sonunda %15 oraninda,
2.glin sonunda %25 oraninda hiicre sayisinda azalma tespit edilmistir.
STK200+A50 uM kombinasyonunda 1.giinde %17 oraninda, 2.giinde ise %71
oraninda hiicre sayisinda azalma gozlenmistir. STK300+A50 uM dozunda 1.giin
sonunda hiicre ¢ogalmasindaki diisiis %52 iken, 2.glin sonunda %88 olmustur.
STK400+A50 puM dozunda 1.giin %33 oraninda, 2.glin %6 oraninda hiicre

canlilig1 tespit edilmistir.
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Ab549 hiicre hattinda Salazinik Asit (SLZ) ve Atranorin (ATR)
kombinasyonunun sitotoksik etkisi
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Sekil 3. 24. Salazinik Asit'in biitiin dozlar1 ile Atranorin’in 50 uM doz kombinasyonunun A549
hiicreleri {izerindeki etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol

grubuna gore anlamli farkliliklart gostermektedir. Anlamlilik degeri p < 0,05

A549 hiicre hattinda Salazinik Asit’in 50, 100, 200, 300 ve 400 uM’lik
dozlar1 ile Atranorin’in 50 puM’lik dozu kombine edilerek denenmistir.
SLZ50+A50 pM kombinasyonunda 1.giin sonunda %64, 2.giin sonunda %36
hiicre aktivitesi Olctilmiistiir. SLZ100+A50 uM dozunda 1.giin %40, 2.glin %68
oraninda hiicre canliliginda diisiis meydana gelmistir. SLZ200+A50 uM’da
1.glinde %54, 2.giinde %28 oraninda hiicre aktivitesi 6l¢iilmiistiir. SLZ300+A50
uM kombinasyonununda 1.glin sonunda hiicre ¢ogalmasindaki diislis %48 iken,
2.giin sonunda %74 oraninda belirlenmistir. SLZ400+A50 uM dozunda 1.giin

hiicre oran1 %42 iken, 2.glin sonunda %22 olarak 6l¢iilmiistiir.
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3.2.2 Stiktik Asit, Salazinik Asit, Atranorin ve kombinasyonlarimim LDH

deney sonuclari

A549 hiicre hattinda Stiktik Asit'in LDH olusumuna etkisi
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Sekil 3. 25.Stiktik Asit’in A549 hiicreleri lizerindeki etkisinin LDH 6l¢timii ile degerlendirilmesi.
(*) isareti kontrol grubuna gore anlaml farkliliklari gostermektedir. Anlamlilik degeri

p<0,05

Stiktik Asit ile muamele elden A549 hiicrelerinde yapilan LDH 6l¢timiinde,
LDH aktivitesinde artis beklenmektedir. Sekil 5’da gortldiigii gibi 50, 100, 200,
300 ve 400 pM dozlarinda kontrol grubuna gore LDH seviyesinde artig
gozlenmstir. Stiktik Asit hiicrelere verildikten 24 saat sonra yapilan dlgiimlerde 50
uM dozunda LDH seviyesi %135 olarak 6l¢iilmiistiir. STK 100 uM dozunda LDH
seviyesindeki artis %50, STK 200 uM dozunda ise %58 olarak belirlenmistir.
STK 300 uM dozunda LDH seviyesi ol¢limii %164 olarak belirlenmistir. STK
400 uM dozunda LDH salinimin1 % 67 oraninda arttig1 tespit edilmistir.
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A549 hiicre hattinda Salazinik Asit'in LDH olusumuna etkisi
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Sekil 3. 26.Salazinik Asit'in A549 hiicreleri iizerindeki etkisinin LDH 6l¢iimi ile
degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gore anlamli farkliliklari

gostermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05

Salazinik Asit’in 50, 100, 200, 300 ve 400 uM’lik dozlarinin A549 hiicreleri
tizerindeki etkisi LDH testi ile degerlendirilmistir. Yapilan 6lgiimlerde 50 uM
dozunda LDH seviyesinde %20 oraninda artis gézlenmistir. SLZ 100 uM dozunda
LDH seviyesi %124 olarak belirlenmistir. SLZ 200 uM dozunda ise LDH
salimimindaki artis %26 Ol¢iilmiistiir. SLZ 300 uM dozunda LDH 6l¢tiimii %135
olarak belirlenmistir. SLZ 400 uM dozunda LDH saliniminda %46 artig tespit

edilmistir.
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Ab549 hiicre hattinda Atranorin'in LDH olusumuna etKisi
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Sekil 3. 27.Atranorin’in A549 hiicreleri tizerindeki etkisinin LDH testi ile degerlendirilmesi. (*)
isareti kontrol grubuna gére anlaml farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik degeri

p<0,05

A549 hiicre hattinda Atranorin’in 50, 100, 200, 300 ve 400 uM’lik
dozlarinin LDH olusumuna etkisi denenmistir. Atranorin hiicrelere verildikten 24
saat sonra yapilan 6l¢timlerde 50 uM dozunda LDH seviyesinde %5 oraninda artis
gozlenmigtir. ATR 100 uM dozunda LDH seviyesindeki artis %15 e kadar
cikmigtir. ATR 200 uM dozunda ise %20 LDH aktvitesi gdzlenmstir. ATR 300
uM dozunda LDH 6l¢iimii %24 olarak belirlenmistir. ATR 400 uM dozunda LDH

saliimin1 %29 oraninda arttig1 tespit edilmistir.
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Ab549 hiicre hattinda Stiktik Asit (STK) ve Atranorin (ATR)
kombinasyonunun LDH olusumuna etkisi
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Sekil 3. 28. Stiktik Asit ve Atranorin (50uM) kombinasyonunun A549 hiicreleri iizerinde
etkisinin LDH testi ile degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gére anlamli
farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05

A549 hiicre hattinda Stiktik Asit’in 50, 100, 200, 300 ve 400 uM’lik dozlar
ile Atranorin’in 50 uM’lik dozu kombine edilerek denenmistir. Bu
kombinasyonda LDH salinnmmin ¢ok daha etkin oldugu goriilmiistiir.
STK50+A50 puM dozunda %49 oraninda LDH aktivitesinde artig belirlenmistir.
STK100+A50 uM dozunda %54 oraninda LDH saliniminda artis 6l¢tilmustiir.
STK200+A50 uM kombinasyonunda %56 oraninda LDH seviyesi gozlenmistir.
STK300+A50 puM dozunda LDH seviyesinde %119 artig Olclilmiistiir.
STK400+A50 uM dozunda %147 oraninda LDH salinimi tespit edilmistir.
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Ab549 hiicre hattinda Salazinik Asit (SLZ) ve Atranorin (ATR)
kombinasyonunun LDH olusumuna etkisi
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Sekil 3. 29.Salazinik Asit ve Atranorin (50uM) kombinasyonunun A549 hiicreleri iizerindeki
etkisinin LDH testi ile degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gore anlamli

farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05

A549 hiicre hattinda Salazinik Asit’in 50, 100, 200, 300 ve 400 uM’lik
dozlar1 ile Atranorin’in 50 uM’lik dozu kombine edilerek denenmistir. Bu iki
madde ayr1 ayr1 denendiginde LDH seviyesinde az miktarda artis belirlenmistir.
Ancak kombinasyonu yapilan biitiin dozlarda LDH seviyesinde anlamli artiglar
gozlenmistir. Kombinasyonda SLZ50+A50 uM dozunda %26’lik LDH aktivitesi
belirlenmistir. SLZ100+A50 uM dozunda %40 oraninda LDH saliniminda artig
Olciilmistir. SLZ200+A50 uM kombinasyonunda %43 oraninda LDH seviyesi
gbzlenmistir. SLZ300+A50 uM dozunda LDH seviyesinde %47 artis Sl¢iilmiistiir.
SLZ400+A50 uM dozunda %59 oraninda LDH salinimu tespit edilmistir.
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3.2.3 Stiktik Asit, Salazinik Asit, Atranorin ve kombinasyonlarinin ROS

olusumuna etkileri

Ab49 hiicre hattinda Stiktik Asit'in ROS olusumuna etkisi
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Sekil 3. 30.Stiktik Asit’in A549 hiicreleri lizerindeki etkisinin ROS testi ile degerlendirilmesi. (*)
isareti kontrol grubuna goére anlamli farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik degeri

p<0,05

Stiktik Asit’in 50, 100, 200, 300 ve 400 uM’lik dozlarinin A549 hiicreleri
tizerindeki etkisi ROS testi ile degerlendirilmistir. H,O, oran1 50 uM olarak
ayarlanmigtir. Stiktik Asit'in en yiiksek dozunun bile H,O;nin olusturdugu
oksidatif stres oranim1 gecmemesi bekledigimiz sonuglar arasindadir. H;0»
seviyesine gore Stiktik Asit'in dozlar1 degerlendirildiginde biitiin dozlarin ROS
olusturdugu gozlenmistir. 50 uM dozunun %116, 100 uM dozunun %117
oraninda oksidatif strese neden oldugu belirlenmistir. 200 uM dozu %125
seviyesinde ROS olusturmustur. 300 uM dozu %141 oraninda, 400 uM dozu ise

%154 oraninda oksidatif stres olusturdugu belirlenmistir.
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A549 hiicre hattinda Salazinik Asit'in ROS seviyesine etkisi
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Sekil 3. 31.Salazinik Asit'in A549 hiicreleri tizerindeki etkisinin ROS testi ile degerlendirilmesi.
(*) isareti kontrol grubuna gore anlamli farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik degeri

p<0,05

Salazinik Asit’in 50, 100, 200, 300 ve 400 uM’lik dozlarinin A549 hiicreleri
tizerindeki etkisi ROS testi ile degerlendirilmistir. H,O, oran1 50 uM olarak
ayarlanmistir. Salazinik Asit'in 50 uM dozu haricindeki biitiin dozlarinda H,0;
oraninin gecildigi goriilmektedir. 50 uM dozunun %173 oraninda oksidatif strese
neden oldugu belirlenmistir. 100, 200, 300 ve 400 uM’lik dozlarinin ise yiiksek
miktarlarda ROS olusturdugu goriilmiistir. 100 uM dozunda %212, 200 pM
dozunda %329, 300 uM dozunda %405, 400 uM dozunda ise %464 oraninda
ROS ol¢timii yapilmistir. Bu sonuclara bakildiginda Salazinik Asit'in A549 hiicre

hattinda oksidatif strese sebep oldugu belirlenmistir.
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A549 hiicre hattinda Atranorin'in ROS olusumuna etKkisi
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Sekil 3. 32.Atranorin’in A549 hiicreleri iizerindeki etkisinin ROS testi ile degerlendirilmesi. (*)
isareti kontrol grubuna gore anlamli farkliliklar1 gdstermektedir. Anlamlilik degeri

p<0,05

Atranorin’in 50, 100, 200, 300 ve 400 uM’lik dozlarinin A549 hiicreleri
tizerindeki etkisi ROS testi ile degerlendirilmistir. H,O, oran1 50 uM olarak
ayarlanmigtir. Atranorin'in en yiiksek dozunun bile H,O,'nin olusturdugu
oksidatif stres oranini gegmemesi bekledigimiz sonuglar arasindadir. Dozlarin
kontrol grubundan daha diisiik oksidatif strese sebep olmasi Atranorin'in
koruyucu 6zellik gosteriyor olabileceginin gostergesidir. 50, 100 ve 200 uM
dozlarinda kontrol grubuna gore %35 oraninda ROS olusumunu engellemistir.
300 uM dozunun %34 oraninda, 400 uM dozunun ise %26 oraninda oksidatif

stres olusumunu engelledigi belirlenmistir.
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A549 hiicre hattinda Stiktik Asit (STK) ve Atranorin (ATR)
kombinasyonunun ROS olusumuna etkisi
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Sekil 3. 33.Stiktik Asit ve Atranorin (50uM) kombinasyonunun A549 hiicreleri iizerinde
etkisinin ROS testi ile degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gore anlamli

farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik degeri p<0,05

A549 hiicre hattinda Stiktik Asit’in 50, 100, 200, 300 ve 400 uM’lik dozlar
ile Atranorin’in 50 pM’lik dozu kombine edilerek denenmistir. HO; oran1 50 uM
olarak ayarlanmigtir. Stiktik Asit ve Atranorin'in en yiiksek dozunun bile
H,O nin olusturdugu oksidatif stres oranini gegmemesi bekledigimiz sonuglar
arasindadir. STK50+A50 uM dozunda %75 oraninda, STK100+A50 uM dozunda
ise %78 ROS aktivitesi belirlenmistir. STK200+A50 uM dozunda %97,
STK300+A50 uM dozunun %104 oraninda, STK400+A50 uM dozunun ise %126
oraninda oksidatif stres olusturdugu olgiilen sonuglardandir. Stiktik Asit'in en
yiiksek dozunda %154 oraninda, Atranorin'de ise %68 oraninda ROS aktivitesi
Ol¢lilmustiir. Bu iki maddenin kombinasyonundan daha yiiksek diizeyde bir ROS
aktivitesi beklenirken STK400 ve ATR50 uM kombinasyonunda %126 oraninda
aktivite belirlenmistir. Dozlarin H,O,'den daha diisiik oksidatif strese sebep

olmas1 Atranorin’in koruyucu 6zelligi olabileceginin gostergesidir.
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A549 hiicre hattinda Salazinik Asit (SLZ) ve Atranorin (ATR)
kombinasyonunun ROS olusumuna etkisi
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Sekil 3. 34.Salazinik Asit ve Atranorin (50uM) kombinasyonunun A549 hiicreleri tizerindeki
etkisinin ROS testi ile degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gore anlamli

farkliliklar1 gostermektedir. Anlamlilik degeri p < 0,05

A549 hiicre hattinda Salazinik Asit’in 50, 100, 200, 300 ve 400 uM’lik
dozlar1 ile Atranorin’in 50 pM’lik dozu kombine edilerek denenmistir. H,O, orani
50 uM olarak ayarlanmistir. Salazinik Asit ve Atranorin'in en yiiksek dozunun
bile H,O;nin olusturdugu oksidatif stres oranin1 ge¢cmemesi bekledigimiz
sonuclar arasindadir. SLZ50+A50 pM dozunda %168 oraninda, SLZ100+A50
uM dozunda ise %162 ROS aktivitesi belirlenmistir. SLZ200+A50 uM dozunda
%174, SLZ300+A50 uM dozunun %194 oraninda, SLZ400+A50 uM dozunun ise
%200 oraninda oksidatif stres olusturdugu olgiilen sonuglardandir. Salazinik
Asit'in en yiiksek dozunda %464 oraninda, Atranorin'de ise %68 oraninda ROS
aktivitesi 6l¢iilmiistiir. Bu iki maddenin kombinasyonundan daha yiiksek diizeyde
bir ROS aktivitesi beklenirken SLZ400 ve ATR50 uM kombinasyonunda %100
oraninda aktivite belirlenmistir. Bu kombinasyonun Salazinik Asit'in tek basinda
uygulanmasindan daha diislik oranda oksidatif strese sebep olmasi, Atranorin'in
Salazinik Asit {zerinde oksidatif stres olusumunu engelleyici bir etkisi

olabilecegini belirtmektedir.
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3.2.4 Stiktik Asit, Salazinik Asit, Atranorin ve kombinasyonlarinin koloni

olusumuna etkileri

Ab549 hiicre hattindan Stiktik Asit'in koloni olusumuna etKkisi
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Sekil 3. 35.Stiktik Asit’in A549 hiicreleri itizerindeki etkisinin koloni formasyon deneyi ile
degerlendirilmesi. (*) isareti kontrol grubuna gore anlamh farkliliklar

gostermektedir. Anlamlilik degeri p < 0,05

AS549 hiicre hattinda Stiktik Asit’in koloni olusumuna etkisi yapilan deneyle
belirlendi. Elde edilen verilere gore; STK 100 uM dozunda kontrol grubuna gore
olusan koloni sayisinda %15 oraninda bir azalma gdzlenmistir. 200 uM dozunda
ise hiicrelerin %77 oraninda koloni olusturdugu belirlenmistir. 400 uM dozunda

koloni olusumunu %24 oraninda engelledigi yapilan ¢alismalarla belirlenmistir.
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Ab549 hiicre hattinda Salazinik Asit'in koloni olusumuna etkisi
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Sekil 3. 36.Salazinik Asit’in A549 hiicreleri tizerinde koloni olusumuna etkisi. (*) isareti kontrol

grubuna gore anlamli farkliliklart gostermektedir

A549 hiicre hattinda Salazinik Asit’in koloni olusumuna etkisi yapilan
deneyle belirlenmistir. SLZ 100 uM dozunda olusan koloni orant %54 olarak
belirlenmistir. 200 uM dozunda koloni olusumu %354 oraninda engellenmistir. 400

uM dozunda olusan koloni orani %45 olarak belirlenmistir.
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A549 hiicre hattinda Atranorin'in koloni olusumuna etkisi
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Sekil 3. 37.Atranorin’in A549 hiicreleri tizerinde koloni olusumuna etkisi. (*) isareti kontrol

grubuna gore anlamli farkliliklart gostermektedir

A549 hiicre hattinda Atranorin’in koloni olusumuna etkisini belirlemek
amaciyla 15 giin boyunca biiylimeye birakilan koloniler, 15 giin sonunda sayilarak
veriler elde edilmistir. 100 uM dozunda Atranorin koloni olusumunu %18
oraninda engellemistir. 200 uM dozunda olusan koloni oram1 %63 olarak
belirlenmistir. 400 pM dozunda Atranorin koloni olusumunu %46 oraninda

engellemistir.
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A549 hiicre hattinda Stiktik Asit (STK) ve Atranorin (ATR)
kombinasyonunun koloni olusumuna etkisi
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Sekil 3. 38.Stiktik Asit’in 100, 200, 400 puM dozlar1 ile Atranorin’in 50 uM dozunun

kontrol grubuna gore anlamli farkliliklar1 géstermektedir

kombinasyonunun A549 hiicreleri tizerinde koloni olusumuna etkisi. (¥) isareti

A549 hiicre hattinda Stiktik Asit’in dozlar ile Atranorin’in 50 uM dozu

birlestirilerek denenmistir. Kombinasyonun koloni olusumuna etkisini belirlemek

amaciyla 15 giin boyunca biiylimeye birakilan koloniler, 15 giin sonunda sayilarak

veriler elde edilmistir. STK100+A50uM dozunun koloni olusumunda kontrol

grubuna goére %8 oraninda bir azalma gozlenmistir. STK200+A50uM dozunda

olusan koloni oranmi %74 olarak belirlenmisgtir. STK400+A50uM dozunda

Atranorin koloni olusumunu %94 oraninda engellemistir.
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A549 hiicre hattindan Salazinik Asit (SLZ) ve Atranorin (ATR)
kombinasyonunun koloni olusumuna etkisi
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Sekil 3. 39. Salazinik Asit’in 100, 200, 400 uM dozlar1 ile Atranorin’in 50 uM dozunun
kombinasyonunun A549 hiicreleri tizerinde koloni olusumuna etkisi (*) isareti

kontrol grubuna gore anlamlh farkliliklar1 géstermektedir

A549 hiicre hattinda Salazinik Asit’in 100, 200, 400 uM dozlan ile
Atranorin’in 50 uM dozunun kombinasyonu yapilmistir. Kombinasyonun koloni
olusumuna etkisini belirlemek amaciyla 15 giin boyunca biiylimeye birakilan
koloniler, 15 giin sonunda sayilarak veriler elde edilmistir. SLZ100+A50uM
dozunda koloni olusumu %41 oraninda gozlenmistir. SLZ200+A50uM dozunda
koloni A549 hiicrelerinin koloni olusturmasit %61 oraninda engellenmistir.
SLZ400+A50uM dozunda koloni olusan koloninin %8 oraninda oldugu

belirlenmistir.
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Cizelge 1. Deney maddelerinin HUVEC ve A549 hiicreleri tizerindeki etkisinin MTT, LDH,

ROS, Tiip ag1 olusumu, Koloni olusumu deneyleri ile degerlendirilmesi

Deney maddeleri

HUVEC

Hiicreler

Deneyler
A549

Stiktik asit Az etkili Az etkili
Salazinik asit Az etkili Az etkili
Atranorin Etkili Etkili MTT
Stiktik asit ve Atranorin Cok etkili Cok etkili
Salazinik asit ve Atranorin Az etkili Cok etkili
Stiktik asit Etkili Etkili
Salazinik asit Az etkili Az etkili
I Atranorin I Az etkili I Az etkili I LDH I
Stiktik asit ve Atranorin Az etkili Cok etkili
Salazinik asit ve Atranorin Az etkili Etkili
Stiktik asit Etkili Etkili
Salazininik asit Etkili Cok etkili
Atranorin Az etkili Az etkili ROS
Stiktik asit ve Atranorin Az etkili Az etkili
Salazinik asit ve Atranorin Cok etkili Az etkili
Stiktik asit Az etkili
Salazinik asit Az etkili
Tip Ag1

Atranorin

Etkili

Olusumu

Stiktik asit ve Atranorin

Cok etkili

Salazinik asit ve Atranorin

Stiktik asit

Etkili

Salazinik asit

Atranorin

Stiktik asit ve Atranorin

Salazinik asit ve Atranorin

Az etkili
Cok etkili

Etkili Koloni
olusumu

Cok etkili

Cok etkili
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4  TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Likenler diinya iizerinde genis yayilis gosteren, zorlu kosullarda hayatta
kalmay1 basarabilen simbiyotik organizmalardir. Kayalarin, aga¢ gdvdelerinin ve
dallariin {izerinde, toprakta gesitli renk ve sekillerde bulunurlar (Koger 2012).
Likenler mantar ve alg birlikteliginden meydana gelirler. Alternatif tip alaninda
yillardir ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmislardir. Sentezledikleri cesitli
sekonder metabolitlerle aragtirmacilarin ilgisini ¢ekmektedirler. Bu sekonder
metabolitlerin antiproliferatif, antitlimoral, antianjiyojenik, antibiyotik, antifungal
ve sitotoksik etkilerinin oldugu yapilan arastirmalar sonucunda bulunmustur.
Sentetik ilag hammaddelerine gore daha az yan etkiye sahip olmalarindan dolay1

son yillarda sekonder metabolitler ile yapilan arastirmalarda artis gézlenmistir.

Likenler farkli siniflara sahip fenolik sekonder metabolitlerin en iyi bilinen
kaynaklaridir. Bu sekonder metabolitler tek ¢ekirdekli fenoller (6rn; Orsinol ve b-
orsinol), kinonlar (6rn; parietin), dibenzofuranlar (6rn; pannarik asit), depsidonlar
(6rn; salazinik asit), depsonlar (6rn; pikrolikenik asit), depsidler (6rn;
homosekikaik asit), y-laktonlar (6rn; protolikenesterinik asit), pulvinik asit
tiirevleri (6rn; vulpinik asit) ve ksantonlar1 (6rn; likenksanton) da igermektedirler
(Yousuf ve ark. 2014). Liken bilesiklerinin farkli iglevsel gruplari sitotoksisite
seviyelerini etkiler. Kanser hiicrelerinin biiylimesinin ve gelismesinin kontroliinde
hiicre siklusunun diizenlenmesi oOnemlidir. Cesitli liken asitlerinin hiicre
dongiisiinliin G1 6ncesinde ya da S fazinda kanser biiylimesini durdurdugu tespit
edilmistir. Cesitli kanserli hiicrelerde hiicre 6liim mekanizmasi liken metabolitleri
tarafindan apoptoz, nekroz ve anjiyogenezin engellenmesine sebep olmaktadir

(Shrestha ve St.Clair 2013).

Kanser terapilerinde saglikli hiicrelere zarar vermeden sadece kanserli
hiicreleri ortadan kaldirabilen ilag maddeleri arastirilmaktadir. Diinya capinda 1.3
milyon kisinin akciger kanserinden 6ldiigii rapor edilmistir (Bleau ve ark. 2014).
Kanserden oliimlerin bir nedeni de tedavi i¢in kullanilan ilaglarin kanserli

hiicrelerle birlikte saglikli hiicreleri de 6ldiirmesidir.
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Bu tez calismasinda yiizyillardir hastaliklarin tedavisinde kullanilan
likenlerden elde edilen sekonder metabolitlerin hiicre canliligini inhibe etme
yetenekleri, anjiyojenez olusumunu engelleme kapasiteleri, kanserli hiicrelerin
koloni olusturmasina etkileri, oksidatif stres ve laktat dehidrojenaz olusturmalari
tizerindeki etkileri, saglikli ve kanserli iki farklt hiicre hatt1 kullanilarak

arastirilmastir.

Liken bilesiklerinin farkli islevsel gruplari sitotoksisite seviyelerini etkiler
(Shrestha ve St.Clair 2013). Tez ¢alismasinda kullanilan Stiktik asit, Salazinik asit
ve Atranorin’in tek baslarina ve ikili kombinasyon seklinde A549 ve HUVEC
hiicrelerinin sitotoksik etkilerini saptamak i¢in MTT ve LDH testleri yapilmistir.
Tez calismasinda Cizelge 3.1° de verilen sonuglara bakarak HUVEC hiicresinde
yapilan MTT deneylerinden elde edilen sonuglara gore Stiktik asit ve Salazinik
asit’in etkisinin az oldugu, Atranorin’in ise 400 uM dozunda 24 saat sonunda
hiicre canliligint % 56 disirdigi bulunmustur (Sekil 3.3). Stiktik Asit ve
Atranorin birlikte kullanildiginda (Sekil 3.4) ayrt ayr1 kullanildiklarindan (Sekil
3.1, Sekil 3.3) daha etkili oldugu, Salazinik asit ile Atranorin’in (Sekil 3.5) ise
daha az sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir. A549 hiicre hattinda ise Stiktik
asit (Sekil 3.21) ve Atranorin (Sekil 3.23), doza bagl olarak anlamli sitotoksik
etkiler gostermislerdir. Sekonder metabolitlerin kombinasyonlarinda daha ytliksek

sitotoksik etki gozlenmistir.

Liken asitleri ile muamele edilen hiicrelerin medyumlarindaki LDH seviyesi
Olciilerek Cizelge 3.1°deki sonuglar elde edilmistir. Deney sonuglarina gore
Stiktik asit ve Salazinik asit’in HUVEC hiicrelerine tek basina uygulandiginda,
Atranorin ile kombinasyonundan daha yiiksek oranda LDH olusturdugu
belirlenmistir (Sekil 3.6, Sekil 3.7, Sekil 3.8, Sekil 3.9, Sekil 3.10). A549 hiicre
hattinda ise en etkin bilesik Stiktik asit olmustur (Sekil 3.26). Stiktik asit ile
Atranorin kombinasyonunda ise LDH orani kontrol grubunun iki katindan daha
fazla olmustur (Sekil 3.29). Salazinik asit ile Atranorin’in kombinasyonunda ayri

uygulandiklarindan farkli bir sonu¢ ¢ikmamustir (Sekil 3.30).
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Backorova ve ark. (2012) yaptiklari ¢alismada Atranorin varliginda HT-29
hiicrelerinde ROS iiretiminde artis gozlenmemisken, A2780 hiicre hattinda 200
UM dozunda ROS iiretiminde belirgin bir diisiis gozlenmistir. Farkli hiicre
hatlarinda farkli liken sekonder metabolitlerinin (usnik asit, atranorin ve giroforik
asit) ROS {iretimini disiirdiigii gozlenmistir (Pavlovic ve ark. 2013). A549 ve
HUVEC hiicreleri Atranorin ile muamele edildiginde oOlclilen ROS seviyesi en
yiiksek dozlarda dahi kontrol grubundan diisiik ¢ikmistir. Bu durum Atranorin’in
oksidatif stres iizerinde koruyucu etkisinin olabilecegini diisiindiirmektedir. Tez
calismasinda elde edilen sonuglara gére, HUVEC hiicresinde ROS olusumunu en
fazla Salazinik Asit’in (Sekil 3.12), en az ise Atranorin’in (Sekil 3.13) etkiledigi
goriilmistiir.  Kombinasyon deneyleri sonucunda, Atranorin’in = Stiktik ve
Salazinik asit’in etkisini diisiirdiigli sonucuna ulagilmistir (Sekil 3.14, Sekil 3.15).
ROS seviyelerine bakarak Atranorin’in HUVEC hiicresi {izerinde oksidatif stres
olusumunu engelleyici bir etki gosterdigi soylenebilir. A549 hiicre hattinda ROS
seviyesi en yliksek Salazinik asit’te (Sekil 3.32), en diisiik ise Atranorin’de (Sekil
3.33) ¢ikmistir. Bu sonu¢ HUVEC hiicreleri ile paralellik gostermistir.
Kombinasyonlarda Atranorin’in Salazinik asit iizerinde oksidatif stres olusumunu
engelleyici bir etkisi olabilecegi diistiniilmektedir. Sonuglar Cizelge 3.1°de tablo

halinde verilmistir.

Literatiirde liken sekonder metabolitlerinin anjiyojenez iizerine etkileri
hakkinda az sayida yayin bulunmaktadir (Koparal ve ark. 2010; Song ve ark.
2010). Tez calismas1 kapsaminda ii¢ sekonder metabolitin tek baslarina ve ikili
kombinasyon seklinde anjiyojeneze etkileri arastirilarak literatiire katki
saglanmistir. HUVEC hiicresinde deneylerde kullanilan sekonder metabolitlerin
tip ag1 olusumlarina etkisi incelenmistir. Anjiyojenez iizerinde en etkili olan
sekonder metabolit Atranorin (Sekil 3.18), etkisi en diisiikk metabolit ise Salazinik
asit (Sekil 3.17) olmustur. Kombinasyon sonuglarinda ise Atranorin’in diger liken
asitlerinin anjiyojenik etkisini azalttigi, damar olusumunu disiik dozlardan

itibaren engellemeye bagladig: belirlenmistir.
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Bu tez ¢aligmasi ile Stiktik asit, Salazinik asit ve Atranorin’in anjiyojenez
tizerindeki etkileri tek baslarina ve kombinasyon olarak uygulanmalari sonucunda
gozlemlenmistir. Yeni antianjiyojenik ilaglarin kesfi kanser tedavisinde son

yillarda 6nem kazanmustir.

Cesitli kanserli hiicrelerde hiicre 6liim mekanizmas: liken metabolitleri
tarafindan apoptoz, nekroz ve anjiyogenezin engellenmesine sebep olmaktadir
(Shrestha ve St.Clair 2013). Kanser tedavisinde kullanilan maddelerin saglikli
hiicre hattina zarar vermeden kanserli hiicreleri 6ldiirmesi amag¢lanmaktadir. Tez
calismasinda Salazinik asit ve Atranorin kombinasyonunun sitotoksik testlerde
saglikli hiicrelerde (HUVEC) az etkili, kanserli hiicrelerde (A549) ise ¢ok etkili
oldugu belirlenmistir.

LDH seviyesindeki artis hiicre zarinin hasar gérdiigliniin belirtecidir. Stiktik
asit ve Atranorin kombinasyonu ile Salazinik asit ve Atranorin kombinasyonunun
HUVEC hiicrelerinde az etkili, A549 hiicrelerinde ise daha etkili oldugu
gbzlenmistir. Hiicrelerde oksidatif stresin olugmasinda Salazinik asit HUVEC
hiicrelerinde etkli olurken AS549 hiicrelerinde cok etkili olmustur. Kanserli
hiicrenin beslenerek biiylimesini saglayan en Onemli faktér anjiyojenezdir.
Anjiyojenezin engellenmesi tiimor hiicresinin besinsiz kalarak 6lmesi anlamina
gelmektedir. Yapilan deneyler sonucunda 6zellikle Atranorin’in tiip ag1
olusumunu engelledigi, Stiktik asit ve Salazinik asit ile kombinasyonlarinda ise bu

maddelerin etkisini arttirdigi belirlenmistir.

Kanserli hiicreler bulunduklar1 yerde ya da gog ettikleri yerlerde koloniler
olustururlar. Koloni olusumunun engellenmesi tiimoriin biiyiimesini, gelismesini
ve canliya zarar vermesini engeller. Koloni formasyon deneyleri antitiimoral
etkiyi gosterebilmek bakimindan arastirmacilarin ilgisini ¢ekmektedir. Sekonder
metabolitlerden 06zellikle kombinasyon sonuclari ile Salazinik asit’in A549

hiicrelerinde koloni olusumu tizerinde ¢ok etkili oldugu goriilmiistiir.

A549 hiicreleri yumusak agar koloni formasyonu deneyinde liken asitleri ile
muamele edilmistir. Salazinik asit hiicrelerin koloni olusturmasmi doza bagh

olarak en ¢ok engelleyen madde olmustur (Sekil 3.37). Stiktik asit ve Atranorin
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kombinasyonunda 200 uM ve iizerinde koloni olusumunu engelledigi, Salazinik
asit ve Atranorin kombinasyonunda ise 100 uM dozunda dahi % 41 oraninda
koloni olusumunun engellendigi yapilan deneylerle belirlenmistir (Sekil 3.39,

3.40).

Sonuglarin hepsi birlikte degerlendirildiginde tezde kullanilan likenlerden
izole edilen sekonder metabolitlerin sitotoksik, antianjiyojenik, antitiimdral,

antioksidan, antiproliferatif etkilerinin oldugu bulunmustur.

Deneyler in vitro ortamda yapilmistir. Bulunan sonuglardan
faydalanabilmek i¢in sekonder metabolitlerin in vivo aragtirmalarinin da yapilmasi
gerekmektedir. Boylece kanserle savasta saglik endiistrisine yeni ila¢ etken

bilesiklerinin kazandirilmasindan s6z edilebilir olacaktir.
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