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KUCUK MOLEKUL YAPILI DOGAL BILESIKLERIN TUMOR GELISiMi VE
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Likenler; mantar ve alglerin birliktelikleri sonucu olusmus simbiyotik ortakliklardir
ve bu birliktelik icinde kurulan ileri seviyeli metabolik iliski sayesinde, 1000’den fazla 6zgiin
liken bilesigi sentezlenmektedir. Liken bilesiklerinin; anti-inflamatuar, anti-pretik,
analjezik, ultraviyole koruyucu, enzim baskilayici, sitotoksik vb. aktiviteleri hakkinda ¢ok
saylda ¢alisma bulunmasina ragmen, anjiyojenez lizerine aktiviteleri hakkinda az sayida
calisma bulunmaktadir. Bununla birlikte, mevcut kan damarlarindan yeni kilcal damarlarin
olusmas1 olarak tanimlanan anjiyojenezin; kanser tedavisinde ve tiimdér hiicrelerinin
biiylimesi, gelismesi, doku olusturmalar1 ve metastaz olgularinda 6nemli bir hedef oldugu
degerlendirilmektedir.

Bu nedenle, alektoronik asit, kollatolik asit ve kaperatik asit isimli liken bilesiklerinin
saglikli ve kanserli hiicre hatlari {izerine sitotoksik aktiviteleri; MTT ve Alamar Blue hiicre
canliligy, LDH hiicre membran biitiinliigii ve PicoGreen dsDNA miktar 6lgiimii testleri
kullanilarak belirlenmis ve zamana bagh sitotoksik aktiviteleri xCELLigence Ger¢ek Zamanlh
Hiicre Analiz MP (RTCA-MP) cihazi kullanilarak aydinlatilmistir. Anjiyojenez ve endotel
hiicre gocii lizerine aktiviteleri ise sirasiyla; endotel hiicre tiip formasyon testi ve RTCA DP
cihazi kullanilarak belirlenmistir. Ayrica; reaktif oksijen tiirleri birikimi, oksidatif DNA
hasari, hiicre adezyonu, tiimor hiicre invazyonu ve DNA metilasyonu iizerine aktiviteleri de
arastirlmistir. Kaperatik asit; diisiik toksik aktivitesi ve yiiksek anti-anjiyojenik aktivitesi
nedeniyle en etkili bilesik olarak 6n plana ¢cikmaktadir. Bununla birlikte, saglikli ve kanserli
hiicrelerin kullanilmasiyla gerceklestirilen deneyler sonucunda, izole edilen bilesiklerin

tamaminin kanser tedavisi icin umut vaat edici 6zelliklere sahip olduklar belirlenmistir.

Anahtar Sézciikler: Liken, kanser ve anjiyojenez, gercek zamanl hiicre analizi (RTCA),

oksidatif DNA hasari, DNA metilasyonu



ABSTRACT
INVESTIGATION OF THE ANGIOGENESIS-TARGETED TREATMENT
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Lichens are symbiotic associations, formed as a result of a participation of fungus and
algae, and more than 1000 unique compounds can be synthesized due to the advanced
metabolic relationship within this association. Although there are a lot of studies about anti-
inflammatory, anti-pyretic, analgesic, ultraviolet protective, enzyme inhibitor, cytotoxic etc.
activities of the lichen compounds, there are a few studies about their activities on
angiogenesis. However, angiogenesis is defined as the formation of new capillaries from
existing blood vessels, considered as an important target in cancer treatment and the
growth, development, tissue formation and metastasis of tumor cells.

Therefore; cytotoxic activities of the lichen compounds named alectoronic acid,
collatolic acid and caperatic acid on healthy and cancer cell lines; were determined by using
MTT and Alamar Blue cell viability, LDH cellular membrane integrity and PicoGreen dsDNA
quantitation assays, and their time-dependent toxicities were lighted up by using
xCELLigence Real Time Cell Analysis MP (RTCA-MP) instrument. Their activities on
angiogenesis and endothelial cell migration were determined by using endothelial tube
formation assay and RTCA DP instrument, respectively. Furthermore, the activities on
reactive oxygen species accumulation, oxidative DNA damage, cell adhesion, tumor cell
invasion and DNA methylation were also investigated. Caperatic acid takes over as a most
effective compound due to its low cytotoxicity and high anti-angiogenic activity. However,
it has been determined, as a result of the accomplished experiments by using healthy and
cancerous cells, that the all isolated compounds are promising for cancer treatment.
Keywords: Lichen, cancer and angiogenesis, real time cell analysis (RTCA), oxidative DNA

damage, DNA methylation.
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ETIK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zglin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin hazirlk, veri
toplama, analiz ve bilgilerin sunumu olmak tlizere tiim asamalarda bilimsel etik ilke
ve kurallara uygun davrandigimi; bu calisma kapsaminda elde edilemeyen tiim veri
ve bilgiler icin kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakg¢ada yer verdigimi; bu
calismanin Anadolu Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit
programi”’yla tarandigini ve hicbir sekilde “intihal igermedigini” beyan ederim.
Herhangi bir zamanda, ¢alismamla ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun
saptanmasit durumunda, ortaya c¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuclara razi

oldugumu bildiririm.
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1. GIRIS

1.1. Kanser

Kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi ve anormal o6zellikler sergileyen hiicrelerin
sayisinda meydana gelen artis ile karakterize edilebilen bir grup hastalik olarak
tanimlanan kanser; ytizyillar 6ncesinde oldugu gibi giiniimiizde de kritik 6nemini
korumaktadir (Atict 2007). Firavun donemi papirtslerinde, Babil ¢ivi yazisi
tabletlerinde ve eski Hint yazmalarinda kanser ile ilgili tanimlamalarin
bulunduguna dair kanitlar olmakla birlikte antik Yunan kaynaklarinda ve Galen’in
calismalarinda farkli karakteristik o6zelliklere sahip kanser vakalarinin
anlatimlariyla karsilasilmakta; ancak bu kanser tipleri hakkinda ¢ogunlukla yorum

yapilamamaktadir (Sigerist 1960, Atic1 2007, Nobili vd. 2009).

insanlik tarihinin en eski ve iizerine en fazla arastirma yapilan hastaliklardan
biri olan kanser; giiniimiiz diinyasinda da en 6nemli 6lim sebeplerinin basinda
gelmekte ve bu nedenle de kanser tedavisine yonelik arastirmalar ulusal ve
uluslararasi kuruluslar tarafindan finanse edilerek oncelikli arastirma alanlan
icinde degerlendirilmektedir (Siegel vd. 2015, Varol 2016b). Kanser istatistikleriyle
ilgili yapilan arastirmalar sonucunda elde edilen veriler de, kanser arastirmalarini
destekleyen kurum ve kuruluslarin bu politikalarinin dogrulugunu ve kanser
arastirmalarinin énemini ortaya koymaktadir (Rahib vd. 2014, Siegel vd. 2015).
Diinya Saghk Orgiitii (WHO, 2010) 2030 yilinda, diinya ¢apinda, her y1l 15.5 milyon
kisiye kanser teshisi konulmasi beklediklerini belirten bir rapor sunarken;
Arastirmaa ilag Firmalar1 Dernegi de (AIFD, 2011) her y1l 160 bin vatandasimiza
kanser teshisi konuldugunu ve 100 bin vatandasimizin da kanser nedeniyle

yasamini yitirdigini agiklamistir (Kavradim vd. 2013).

Kanser ve tiimoér olusumunun, zararli cevresel etmenlerin Onciiliiglinde
baslayan ¢ok asamali ve uzun bir siire¢ oldugu acgikca bilinmektedir (Chaffer ve
Weinberg 2015). Kanser olusum siireci; organizma icindeki bazi hiicrelerin mikro
cevrede olusan stres neticesinde normal yapilarinin habis bir degisme ugramasiyla
(malign transformasyon) baslamakta ve hizli hiicre ¢ogalmasi (hiperproliferasyon),

biiyiime baskilayic1 faktorlere duyarsizlik olusumu (evazyon), programli hiicre



Olimiine (apoptoz) karsi diren¢ kazanmimi, yayilimcl (invaziv) potansiyele sahip
olma, mevcut kan damarlarindan yeni kilcal damar olusumunu (anjiyojenez)
baslatici faktorlerin liretilmesi ve nihayetinde tiimor anjiyojenezi sonucu olusan bu
damarlar araciligiyla organizmanin farkli bolgelerine ulasma yetenegi olarak
tanimlanan metastaz yapabilme yetenegini kazanma seklinde devam etmektedir
(Hanahan ve Weinberg 2000, Hanahan ve Weinberg 2011). Hiicresel enerji akisinda
diizensizlikler olusmasi ve immiin sistemden kag¢is da kanserlesme siirecinin birer
pargas1 olarak tanimlanmistir (Hanahan ve Weinberg 2011, Voron vd. 2014).
Ayrica, kanserlesme silirecinde bircok epigenetik degisimin gerceklestigi de
bilinmektedir (Martin-Subero ve Esteller 2017). Bu degisimlerden biri olan DNA
metilasyonu; memeli hiicrelerinde, genellikle gen promotorlar: olarak gorev alan,
CpG dintikleotid bolgelerinde meydana gelmektedir. Kanser gibi olgularin
gelisiminde; DNA metilasyonunda gorevli olan DNA metil transferaz enzimlerinin
aktivitesinde dusiis oldugu gozlemlenmistir (Riggs ve Jones 1983). Malignant
ozellige bagh olarak DNA metilasyonunda azalma meydana geldigi ve aktif olmayan

gen bolgelerinin acgilarak aktive edildigi bilinmektedir (Gama-Sosa vd. 1983).

Kanserlesme siireclerinin birbirine benzer 6zelliklere sahip olmasina ragmen
gliniimiizde 200’den fazla farkli kanser tipi oldugu bilinmektedir (Hansen vd. 2011).
Ayrica, kanserli bir dokunun; farkli mutasyon, epigenetik profil ve karaktere sahip
cesitli kanser hiicrelerinden olustugu, morfolojik ve fonksiyonel olarak heterojen bir
yapi sergiledigi de yapilan ¢alismalarla ortaya konulmustur (Meacham ve Morrison
2013). Tim bu sebepler nedeniyle, cerrahi miidahale, 1s1n tedavisi (radyoterapi),
kimyasal tedavi (kemoterapi), hormon terapisi gibi geleneksel kanser tedavi
yontemlerinde, kanserli hiicreler tedaviye karsi direng gelistirebilmekte, daha
saldirgan bir yapr sergileyerek hastalarin yasam kalitesinde diisiise neden
olabilmekte ve hatta hizli bir gsekilde yasam siresinin kisalmasina yol
acabilmektedir (DeVita Jr ve Rosenberg 2012, Siegel vd. 2012, DeSantis vd. 2014,
Siegel vd. 2015). Bu nedenle, kanser olusum siireci ve farkli kanser tiplerinin ortak
ozellikleri Uzerine odaklanan tedavi yontemlerinin veya ilaglarinin gelistirilmesi
daha faydali ve stirduriilebilir goztikmektedir ki yukarida bahsedilen tiimoér olusum
strecleri icinde yer alan tiimor anjiyojenezi de kanser tedavisinde 6nemli bir hedef

olarak karsimiza ¢cikmaktadir (Carmeliet ve Jain 2000).
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1.2. Anjiyojenez

Memeli hiicreleri yasamlarini devam ettirebilmek icin besin ve oksijene ihtiyac
duymakla birlikte yasamsal faaliyetlerinin bir sonucu olarak olusan metabolik
atiklarini da uzaklastirmak zorundadirlar (Carmeliet ve Jain 2000). Oksijenin doku
icindeki diflizyonunun yaklasik olarak 100-200 pm mesafe ile sinirli oldugu
bilinmektedir (Groebe ve Vaupel 1988, Olive vd. 1992, Grimes vd. 2014, Wenger vd.
2015). Dolayisiyla memeli hiicrelerinin yasamsal faaliyetlerine homeostaz dahilinde
devam edebilmeleri i¢in kan damarlarina olan uzakliklarinin 200 um mesafeden
daha az olmasi gerekmekte, aksi bir durumda ise hiicrelerde ve doku i¢inde stres
olusmakta, olusan bu stresin bir sonucu olarak da farkl hiicre ici ve hiicreler arasi
sinyal mekanizmalar1 devreye girerek mevcut kan damarlarindan yeni kilcal
damarlarinin olusmasi olarak tanimlanan anjiyojenez tetiklenebilmektedir

(Carmeliet ve Jain 2000).

Tiimoér dokularini olusturan hiicreler de saglhikli dokular1 olusturan hiicreler
gibi yasamsal faaliyetlerine devam edebilmek, tliimoér dokusunun kiitlesini ve
hacmini arttirabilmek, sayisal artislarin1 = siirdiirebilmek ve bulunduklar:
organizmanin farkli bolgelerine gé¢ ederek metastaz yapabilmek i¢in yeni kan
damarlarinin olusmasina ihtiyag duymakta ve anjiyojenez siirecini baslatici
faktorleri treterek yeni kilcal damarlarin kendi etraflarinda ve doku igerisinde

olusumunu saglayabilmektedirler (Sekil 1.1) (Weis ve Cheresh 2011).

Sekil 1.1. Tiimor dokusunu olusturan hiicrelerin anjiyojenez tetikleyici bir faktor olan VEGF
(vaskiiler endotelyal biiytime faktérii) iiretimi sonucu anjiyojenez olusumu ve tiimér

dokusunun damarli bir form kazanmasi



Tiimoér dokularinin etrafinda anjiyojenezin meydana geldiginin ve dokunun
yeni kilcal damarlarla sarildiginin belirlenmesi iizerinden 100 yildan fazla zaman
gecmistir (Goldmann 1907, Ide vd. 1939, Algire vd. 1945). 1968’li yillarda ise tiimor
dokularinin etrafindaki yeni kilcal damarlarin varligy; tiimor hiicreleri tarafindan
salgilanan ve difiize olabilme yetenegindeki anjiyojenik bilesenlerin yani
anjiyojenezi tetikleyen molekiillerin varligina dayandirildigi bir hipotez ile
aciklanmaya calisilmistir (Ehrmann ve Knoth 1968, Greenblatt ve Philippe 1968).
Daha sonraki yillarda ise anjiyojenezin, timor gelisimini engellemek i¢in 6nemli bir
hedef olabilecegi ve timor metastazinin da anjiyojenez bagiml bir siire¢ oldugu

diisiincesi Judah Folkman tarafindan 1971 yilinda 6ne siiriilmiistiir (Folkman 1971).

Folkman tarafindan 6ne siiriilen anjiyojenez bagiml tiimoér gelisimi hipotezi
1976 yilinda Gullino tarafindan, heniiz kanserlesmemis dokularda bulunan
hiicrelerin, kanserli doku olusturma yolunda, anjiyojenezi tetikleyici kapasiteleri
oldugunun belirlenmesi ile kanitlanmis ve bu kapasitenin baski altina alinmasinin
kanser gelisimini engellemek i¢cin 6nemli bir strateji olabilecegi 6ne siirtilmiistiir
(Gullino 1978). Daha sonra yapilan arastirmalar 1siginda Folkman’in hipotezi
genetik yaklasimlarla da desteklenerek agiklanmistir (Carmeliet ve Jain 2000,
Hanahan ve Weinberg 2000, Weis ve Cheresh 2011). Giliniimiizde anjiyojenezi
tetikleyici (pro-anjiyojenik) faktorler (Tablo 1.1) ile anjiyojenezi baskilayic1 (anti-
anjiyojenik) faktorlerin (Tablo 1.2) varligi ve bunlarin doku mikro ¢evresinde
bulunan miktarlar1 arasinda bir denge oldugu kesin olarak bilinmektedir (Hanahan
ve Weinberg 2000). Bu dengede meydana gelen degisimler ise anjiyojenik anahtarin
(switch) agilip kapanmasini diizenlemektedir (Bouck vd. 1996, Hicklin ve Ellis 2005,
Ribatti 2009). Pro-anjiyojenik faktorlerin anti-anjiyojenik faktorlere gore daha fazla
olmas1 anjiyojenik anahtar1 agarak yeni kilcal damarlarin olusum siireci
baslatilirken dengenin anti-anjiyojenik faktorler lehinde olmasi anjiyojenik anahtari

kapatarak yeni damarlarin bigimlenmesini engellemektedir (Bouck vd. 1996).



Tablo 1.1. Anjiyojenezi tetikleyici faktérler ve fonksiyonlari

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF)
ailesi tyeleri

Anjiyojenez ve vaskiilojenezi tesvik eder,
l6kosit adezyonunu saglar ve gecirgenligi
arttirir

Vaskiiler endotelyal bliylime faktorii reseptorii
(VEGFR), Noéropilin-1 (NRP-1)

Anjiyojenik sinyaller ve hayatta kalma
sinyalleriyle etkilesime girerler

Anjiyopoietin 1 (Angl) ve Ang1 reseptorii
(Tie2)

Gegirgenligi baskilamak ve damarlari kararl
bir hale getirmede gorev alirlar

Trombosit kaynakli biiyiime faktorii-BB
(PDGF-BB) ve reseptorleri

Diiz kas hiicrelerini bir araya toparlarlar

Doniistiiriicii biiyyiime faktorii beta 1 (TGF- 1),
endoglin, TGF- 3 reseptorleri

Hiicreler aras1 matriks iiretimini uyarmada
gorev alirlar

Fibroblast biiyiime faktori (FGF), Hepatosit
biiytime faktoéri (HGF), Monosit kemoatraktan
protein-1 (MCP-1)

Anjiyojenezi ve arteriojenezi uyarmada gorev
alirlar

Integrin avB3, awPs, asP1 proteinler

Matriks makro molekiilleri ve proteinazlar i¢cin
reseptor gorevi gortrler

Vaskiiler endotelyal kaderin (VE kaderin),
Trombosit endotel hiicre adezyon molekdlii
(PECAM - CD31)

Endotel baglanma molekiilleri olarak gorev
alirlar

Efrinler

Arteryel / venoz 6zellikleri diizenlemede gorev
alirlar

Plazminojen etkinlestiriciler, Matriks
metalloproteinazlar (MMPs)

Matriksi yeniden modeller, biiyiime
faktorlerini salinimi ve aktivasyonunda gorev
alirlar

Plazminojen aktivator inhibitor-1 (PAI-1)

Gelismekte olan damarlari stabilize eder

Nitrik oksit sentaz (NOS), Siklooksijenaz-2
(COX-2)

Anjiyojenez ve vazodilatasyonu uyarir

Hematopoietik kok hiicre markoérii AC133

Anjioblast farklilagsmasini diizenlemektedir

Kemokinler

Anjiogenezde pleiotropik rol oynarlar

Heliks-sarmal-heliks transkripsiyon faktorleri
Id1 ve Id3

Endotelyal plastisitenin belirlenmesinde rol
alirlar

Kaynak: Carmeliet ve Jain 2000, s. 254.




Tablo 1.2. Anjiyojenezi baskilayici faktérler ve fonksiyonlari

VEGFR-1, Coziinir VEGFR-1, Coziiniir NRP-1

VEGF, VEGF-B ve Plasental biiytime faktorii
(PIGF) icin reseptor gorevi iistlenirler

Ang?2

Ang1 antagonisti

Trombospondin-1 (TSP-1), TSP-2

Endotel hiicre go¢iini, biiyiimesini,
yapismasini ve hayatta kalmasini baskilamada
gorev alirlar

Anjiyostatin ve ilgili plazminojen tizerindeki
bazi 6zel bolgeler (kringle)

TUmor anjiyojenezini baskilar

Endostatin (kollajen XVIII pargalari)

Endotel hiicrelerin hayatta kalmasini ve
gociinii baskilar

Vasostatin, Kalretikiilin

Endotel hiicre biiytimesini baskilar

Trombosit faktorii-4

bFGF (bazik fibroblast biiyiime faktorii) ve
VEGF'in baglanmasini baskilar

Metaloproteinazlarin doku inhibitérleri
(TIMP), MMP baskilayicilar, MMP-2'nin bir
pargasi olan PEX

Patolojik anjiyojenezi baskilarlar

Meth-1ve Meth-2 proteinleri

MMP, TSP ve disintegrin iceren alanlarin
inhibitorleri olarak goérev alirlar

Interferon-a (INF-a), INF-B, INF-y, INF-y-
kaynakli protein-10 (IP-10), interlékin-4 (IL-
4),1L-12,1L-18

Endotel hiicre gociinii baskilarlar, bFGF'nin
miktarinin azalmasini diizenlerler

Protrombin kringle-2; Antitrombin III parc¢asi

Endotelyal biiyiimeyi baskilarlar

Prolaktin (Mr, 16K)

bFGF/VEGF baskilayicilar

Vaskiiler endotelyal biiytime inhibitorii (VEGI)

Hiicre biiytimesini diizenler

Asidik ve sistein amino asidince zengin
salgilanan protein (SPARC) pargasi

Endotelyal baglanmay1 ve VEGF'in aktivitesini
baskilamaktadir

Osteopontin pargasi

Integrin sinyalizasyonuna miidahale etmek

Maspin

Proteaz inhibitori

Kanstatin, proliferin ile ilgili protein, restin

Endotel hiicre gocii ve cogalmasini baskilarlar.

Kaynak: Carmeliet ve Jain 2000, s. 254.




1.3. Tumor Mikro Cevresi ve Anjiyojenez

Losemi ve asit (ascites) tiimorleri gibi bazi tiimorler hiicre siispansiyonu
halinde gelisim gosterirken c¢ogu timor kati (solid) doku Kkitleleri halinde
biiytimektedirler (Connolly vd. 2003). Solid timor yapilar incelendiginde; sagliklh
dokulara benzer bir sekilde, diger dokulardan ayr1 bir yapi sergiledikleri ve kendi
iclerinde birbiriyle iliskili, ancak kompartimanlar halinde ayrilmis olan; tiimoér
hiicrelerinden olusan “parankima” isimli bir kisim ile bu tiimoér hiicrelerinin kendi
biiylimeleri ve yayilmalar1 icin pro-tiimérijenik, immiin-baskilayici ve cesitli
metabolitleri salgilamalari sonucunda modifiye edebildikleri, diizenleyebildikleri ve
yonlendirebildikleri bir tiir matriks olan “stroma” isimli kisim olmak iizere iki
bolimden olustuklar1 gézlemlenmektedir (Dvorak vd. 1991, Contran vd. 1999,
Connolly vd. 2003, Maes vd. 2016). Tim tiimoér olusumlari besin destegi ve
metabolik atiklarin uzaklastirilmasi amaciyla stromaya ihtiya¢ duymaktadir; solid
tlimorler timor tipine veya hiicresel kokenlerine bagh olmaksizin 1-2 mm c¢apa
ulastiklar1 zaman stromaya gereksinim duyarken, l6semi gibi stispansiyon halinde
gelisen tiimorlerde stromanin goérevini kan plazmas tistlenebilmektedir; ancak
anjiyojenez gibi stroma icinde olusmasi gereken cevaplar 16semi i¢in kemik iligi gibi
ilgili dokularda meydana gelebilmektedir (Folkman 1992, Aguayo vd. 2000, Dickson
ve Sham 2001). Solid timorlerde, konak¢l dokunun saglikli hiicreleri ile malignant
hiicreler arasinda yer alan ve timor hiicrelerinin konakg tizerinde olusturdugu
etkiler nedeniyle biiylik 6lciide konak¢inin bir irini olarak olusan stroma,
inflamatuar (yangisal) hiicreler, perisitler, bag doku ve kan damarlarindan
olusmaktadir (Nagy vd. 1995, Connolly vd. 2003, Maes vd. 2016). Solid tiimérlerin
stromasi, inflamatuar hiicrelerin akinini sinirlayabilirken tiimér hiicrelerinin
dokudan c¢ikisini (invazyonunu) da engelleyebilmekte; dolayisiyla stroma tiimor
dokusunun beslenmesi ve biiyiimesi icin gerekli bir dolgu materyali saglarken;
sivilarin, gazlarin ve hiicrelerin tiimér dokusuna gecisi icin de bir bariyer veya
diizenleyici gorevi tistlenmektedir (Connolly vd. 2003). Tiimor stromasinin genel
bilesimi yeni kan damarlarina ek olarak damarlardan sizmis olan plazma ve plazma
proteinlerinden, proteoglikanlar ve glikozaminoglikanlardan, interstisyel

kollajenler, fibrin ve fibronektin proteinlerden, fibroblastlar, perisitler ve



inflamatuar hiicreler gibi normal bag dokusu hiicrelerinden olusmaktadir (Connolly

vd. 2003, Billottet ve Jouanneau 2008).

Hiicreler ile bu hiicrelerin mikro ¢evreleri arasindaki iki yonlii iletisim timoér
biiylimesi ve normal doku gelisiminde oldugu kadar timor anjiyojenezinin
gerceklesmesiicin de biiyiik 6nem arz etmektedir (Quail ve Joyce 2013). Anjiyojenik
anahtarin acilip agilmayacag1 da, hiicre ici ve hiicrelerin mikro c¢evrelerinde
meydana gelen degisikliklere bagh olarak belirlenmektedir (Carmeliet ve Jain 2000,
Ribatti 2009). Bir dokuya ulasan kan damarlarindaki sekerin normal seviyelerden
daha diisiik miktarda olmasi (hipoglisemi), demir eksikligi (hipoferremia), oksijen
yogunlugunun yeterli seviyede olmamasi (hipoksi) ve pH’'in metabolik aktiviteler
sonucu biriken atiklar nedeniyle doku ve hiicre i¢cinde ¢ok diismesi gibi metabolik
stres yaratan faktorlerin olusmasi, normalden hizli ¢ogalan tiimoér hiicreleri
nedeniyle mekanik baskinin artmasi, bagisiklik sistemi ve inflamatuar tepkiler
sonucu ilgili hiicrelerin dokulara sizmasi, genetik mutasyonlar sonucu anjiyojenez
ile ilgili yolaklarin veya faktorlerin yeniden diizenlenmesi gibi bir¢ok degisim

anjiyojenik anahtarin kaderini belirleyebilmektedir (Carmeliet 1999, Kerbel 2000).

Anjiyojenezi baskilayici ve tetikleyici faktorler arasindaki dengede meydana
gelen bozulmalar sonucunda tiimér dokularinin etrafindaki damarlarda bir¢ok
yapisal ve fonksiyonel anormallikler gozlemlenebilmektedir (Wang vd. 2015).
Anormal sizintilarin  olusmasi, potansiyel biiyime ve yeniden damar
modellenmesinin gézlenmesi, yliksek kivrimli damar yapilarinin veya caplari genis,
bazal laminas1 kesintili ve kapiller yap1 icinde yer alan endotel hiicrelerin arasi
mesafeli olan (sintizoidal) damar yapilarinin olusmasi, damar ¢evrelerinin perisit
ve diiz kas hiicreleri gibi damar destekleyici hiicreler tarafindan daha gevsek bir
sekilde sarilmasi, arteryol ve ven6z damar ayriminin net olarak yapilamamas;,
karisik bir kan akisinin gozlenmesi, damarlarin diisiik besleyici 6zellige ve
fonksiyonel yetersizlige sahip olmasi, endotel hiicrelerden olusan damar duvarina
timor hiicrelerinin dahil olmasi veya tlimor kok hiicrelerinin endotel hiicrelerine
farkhllasarak tiimoér dokusu damarlarina dahil olmasi1 (vaskiiler taklit) gibi
fonksiyonel ve yapisal anormallikler timoér dokularinin damarlanmasi igin birer

isaret olarak kabul edilmekte, tiimor hiicrelerinin kan dolasimina girmesini



saglamakta ve timor dokusunun mikro cevresinin patolojik 06zelliklerinin
korunmasi saglamaktadir (van der Schaft vd. 2004, Nagy vd. 2012, Xue vd. 2012,
Hedlund vd. 2013, Hosaka vd. 2013). Ayrica tiimor dokusunda yer alan damarlarin
heterojen bir yap1 sergiledigi, timo6r dokusunun yayilim gosteren kenarlarinda daha
yogun bir damarlanmanin oldugu, merkezinde yer alan damarlarin ise daha

karmasik bir yap1 sergiledigi bilinmektedir (Nagy ve Dvorak 2012).

Tiumor dokusunda yer alan hiicrelerin hizli ve anormal bir sekilde ¢ogalmasi
saglikli dokular tizerinde oldugu gibi damar yapilar: lizerinde de mekanik bir stres
olusturmakta ve bazi bolgelerde anormal biiyiikliikte damarlar gézlemlenirken bazi
bolgelerde ise gelismemis ve kiiciik damar yapilar1 gézlenebilmektedir (Jain 2005).
Bu durumun bir sonucu olarak da anormal kan akisi, hipoksi, hipoglisemi, asir1
gecirgenlik (hiperpermeabilite) ve bir¢ok solid (kat1) tiimoriin i¢ basincinda artis
gibi durumlar meydana gelebilmekte ve kanser tedavinde kullanilan kemoterapi
ilaclarinin da tiimor dokusuna niifuz etmesinde problemlerle karsilasilabilmektedir

(Wang vd. 2015).

Yukarida da bahsedildigi lizere tiim6r dokusunda meydana gelen hipoksi
durumunun; timor proliferasyonu (¢ogalmasi), tiimér yayilimi (invazyon) ve
metastaz ile baglantili oldugu gibi timor anjiyojeneziyle de aralarinda enteresan bir
baglanti bulunmaktadir (Carnero ve Lleonart 2015, Michiels vd. 2016, Paduch
2016). Biiyimekte ve yayilmakta olan tiimor dokusunu besleyen damarlarin
yetersiz olmasinin bir sonucu olarak hipoksi durumu olusmakta ve timor hiicreleri
hipoksiyle indiiklenen transkripsiyon faktorlerin (HIF) aktivasyonu araciligiyla bazi
anjiyojenik sitokinler ile baz1 biliyime faktorlerini salgilayarak anjiyojenezi
tetikleyebilmektedir (Lee vd. 2015, Henze ve Mazzone 2016). Bununla birlikte,
timor anjiyojenezi sonrasinda; mekanik stres, yeni olusan kilcallarin yapisal
bozukluklar: ve fonksiyonel islevsizlikleri gibi nedenlerle, dokudaki hipoksi durumu
daha fazla artis gosterebilmektedir (Wang vd. 2015). Bu kisir déngii nedeniyle de
kanser olgusu daha agresif ve agir bir sekilde ilerleyerek metastatik 6zellik
kazanabilmektedir (Michiels vd. 2016). Ayrica, timor dokusunda gozlemlenebilen

kaotik kan dolasimi, damarlardaki yapisal ve fonksiyonel bozukluklar, timor



dokusunun kanlanmasinda (perfiizyonunda) diizensizlige ve dongiisel hipoksi adi

verilen farkli bir hipoksi tiiriine neden olabilmektedir (Dewhirst vd. 2008).

Akut hipoksi, dalgali hipoksi veya aralikli hipoksi olarak da bilinen dongiisel
hipoksi olay1 ilk kez Brown tarafindan 1979 yilinda, hipoksinin tlimér dokularinda
gozlemlenen bir turevi olarak bilim diinyasina sunulmustur (Brown 1979).
Brown’un kesfinden sonra yapilan ¢alismalarda ise dongiisel hipoksi durumunun
timor anjiyojenezini takip eden evrelerde meydana geldigi belirlenmis ve timor
dokusunun, diizensiz perfilizyon nedeniyle, 6nce hipoksi durumuna maruz kaldigi,
daha sonraise yeniden oksijenlendigi (reoksijenasyon) ve bu kisir dongiiniin siirekli
tekrar ettigi belirlenmistir (Chaplin vd. 1986, Chaplin vd. 1987, Trotter vd. 1989a,
Trotter vd. 1989b). Timoér anjiyojenezinden sonra olusabilen dongiisel hipoksi
durumunun, kronik hipoksi durumundan daha farkl etkilere yol agarak hiicresel
davranislarda degisikliklere neden olabildigi, epigenetik ve supra-onkojenik
stirecleri etkileyebildigi ve kanser hiicrelerinin daha agresif, tedaviye direncli ve
metastatik karakterler sergilemesine onciliik edebildigi yapilan arastirmalarla
ortaya konulmustur (Chandel vd. 1998, Bristow ve Hill 2008, Boidot vd. 2014,
Michiels vd. 2016, Rankin vd. 2016). Dolayisiyla dongiisel hipoksinin ya da dongiisel
hipoksi durumunu olusturan faktorlerin hedeflenmesi; timor dokusunu olusturan
hiicrelerin tedaviye karsi diren¢ olusturmasini, metastatik 6zellik kazanmalarini
veya agresif bir sekilde proliferasyon hizlarini arttirmalarini engellemek icin buiytik

onem arz etmektedir (Wang vd. 2015, Michiels vd. 2016, Wigerup vd. 2016).

Anjiyojenez direk olarak timor hiicrelerinin malignant (habis) o6zellik
kazanmasi tlizerine etkili degilken tiimor gelisimini ve metastaz1 direk olarak
tetikledigi bilinmektedir (Carmeliet ve Jain 2000). Bununla birlikte, anjiyojenez
sonrasli gerceklesen dongtisel hipoksi gibi durumlarin tiimor hiicrelerinin malignant
ozellik kazanmasi tizerine direk olarak etki ettigi de a¢ikea tespit edilmistir (Choi vd.
2015, Sun ve Li 2015). Tiumor hiicreleri, dongiisel hipoksi nedeniyle mikro
cevrelerinde gerceklesen degisimlerden korunmak ve yasamlarini stirdiirebilmek
amaciyla bazi korunma mekanizmalarini aktive ederek daha agresif ve malignant

ozellikler kazanabilmektedir (Sun ve Li 2015).
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Dongiisel hipoksinin oksijen kithg1 yasanan hipoksi evresinde; oksijen kitlig
nedeniyle ATP tiretiminde problemlerle karsilasilmakta ve protein sentezi gibi ATP
tiilketimi gerektiren bazi mekanizmalar baskilanabilmektedir (Michiels vd. 2016).
Reoksijenasyon gerceklestiginde ise ATP iretimi gerceklestirilerek ATP
yoksunlugunda baskilanan bu mekanizmalar tekrar aktive edilmekte ve protein
sentez stiregleri kaldiklar1 yerden devam etmektedir (Michiels vd. 2016). Moeller ve
arkadaslar tarafindan 2004 yilinda yayinlanan bir ¢alismada, hipoksi durumunda
ATP tiketimi gerektiren bir mekanizma oldugu i¢in baskilanan; ancak hipoksi
durumunda TUretilmesi gereken transkripsiyon faktorlerden biri olan HIF-1
(hipoksiyle indiiklenen transkripsiyon faktor-1) {retiminin, reoksijenasyon
sonrasinda hipoksi durumunun ortadan kalkmasina ragmen aktive oldugu
bildirilmistir (Moeller vd. 2004). Boylece paradoksal bir olgu meydana gelmis ve
hipoksiyle indiiklenen transkripsiyon faktér-1 {retimi yanlis zamanda
gerceklestirilerek devreye girmemesi gereken sinyal mekanizmalarinin devreye
girmesi saglanmistir (Moeller vd. 2004, Michiels vd. 2016). Yanlis zamanl isleyen
bu mekanizmalarin, kanser hiicresi i¢in bir dezavantaj olusturmasi beklenirken
avantaj olusturmasi ve kanser hiicrelerinin mikro ¢evrelerine adaptasyonlarinda
onemli bir olgu olarak karsimiza ¢ikmasi ise sasirticidir (Moeller vd. 2004, Toffoli ve

Michiels 2008).

Protein sentezi gibi ATP gerektiren mekanizmalarin ATP yoksunlugunda
baskilanmasi islemi ise stres graniilleri adi verilen riboniikleoprotein
komplekslerinin olusturulmasi ile saglanmaktadir (Anderson vd. 2015). Kanser
hiicrelerinin, mikro cevrelerinde meydana gelen degisimlere adaptasyon
saglamalarinda, ytzlerce farkli molekiil igcerebilen bu stres graniillerinin biiyiik
o6neme sahip oldugu, kanser metabolizmas1 ve gen ekspresyonunda gorev aldigi
tespit edilmis; ancak hiicre i¢i mekanizmalari hentiz tam olarak aydinlatilamamistir
(Anderson vd. 2015). Timor anjiyojenezi sonrasinda olusan dongiisel hipoksi
olgusu, kanser hiicrelerinde hipoksik ve normoksik soklara neden olabilecek
yetenekteki mikro cevreyi olusturmaktadir; ancak kanser hiicreleri gelistirdikleri
bu stres graniilleri sayesinde degisen ortam kosullarina kars1 adapte olabilmektedir

(Moeller vd. 2004).
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Yukarida da bahsedildigi tizere hipoksi durumunun olusmasi ile baslatilan
HIF-1 tiretim siireci ATP yoksunlugu nedeniyle siirdiiriilemeyerek baskilanmakta ve
reoksijenasyon ile birlikte iiretim stirecinin iizerinden baski kalkarak stire¢ kaldigi
yerden devam ettirilmektedir. Boylece bir sonraki hipoksi donemine, kanser
hiicrelerinin hazirlikli olarak girmesi saglanmakta ve hipoksik soka ugramalari
engellenmektedir (Moeller vd. 2004, Toffoli ve Michiels 2008). Bunun bir sonucu
olarak da; normal kosullarda bir dezavantaj olmasi gereken yanlis zamanl sinyal
olusumu, kanser hiicresinin yasamini devam ettirmesinde bir avantaj haline

doniismektedir.

Hipoksi durumunun neden oldugu bir diger problem de, yiiksek oksidatif stres
sonucu, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) miktarinda artis gozlemlenmesidir (Fulda
vd. 2010). Saghikl bir mikro ¢evreye sahip olan saglikli bir hiicre iginde iiretilen ROS
miktari ile bu tir reaktif molekiilleri etkisiz hale getiren antioksidan molekiillerin
miktar1 dengededir (Sekil 1.2) (Tsuda 2012). Ancak, saglikli hiicrelerde gézlemlenen
bu denge norodejeneratif hastaliklar, diyabet, kanser ve erken yaslanma gibi olgular
ile baz1 dis faktorlerin etkisiyle bozulabilmektedir (Sekil 1.3) (Sena ve Chandel 2012,
Varol 2013). Kanser hiicrelerinin hizli proliferasyonlari sonucu olusan mekanik
stres, kan damarlarina olan mesafelerinin yliksek olmasi ve tiimor anjiyojenezi
sonrasinda olusan damarlarin yapisal ve fonksiyonel bozukluklari; hipoksi veya

dongiisel hipoksi sartlarinin olusmasina onciiliik etmektedirler (Michiels vd. 2016).

Oksidatif Stress Elemanlar1

eHidroksil Radikali
eHidrojen Peroksit
eSperoksit anyonu
eDiger Reaktif Oksijen Tiirleri

Antioksidanlar

e Alfa-tokoferol S S
eTaurin, Hipotaurin, Laktate ve Piruvat

eKatalaz ve Siiperoksit Dismutaz

*GSH proksidaz ve GSH reduktaz

Sekil 1.2. Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile antioksidanlar molekiiller arasindaki denge
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* Kemoterapotikler
* Cevresel Toksinler
* Imflamatuvar Sitokinler

* Sitokrom P450
* Lipoksigenaz
* Mitokondri

Antioksidan Savunma

* Enzimatik Sistemler
( CAT, GPx, SOD)
* Enzimatik Olmayan

Sistemler

(Vitamin A, Cve E,
Glutatyonin)

* Diger Antioksidan Bilesikler

* [yonize Radyasyon

* Metabolik Siirecler
* NADH Oksidaz
* Peroksizom

* Ultraviyole Isinlar

Fizyolojik ADurumu Fizyolojik
Fonksiyon Fonksiyon
Bozuklugu Bozuklugu )
Normal '
biiyiime ve
Savunma metabolik Ra_l_slantlsal
mekanizmasi aktiviteler Hiicre Hasar
hatalar
. Spesifik Sinyal
Proliferasyonda Yolaklarmda
azalma
Hatalar
Yaslanma
Hastaliklar

Hiicre Olimii

Sekil 1.3. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu ve muhtemel hiicresel cevaplar

Kaynak: Varol, 2013, 5. 13
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Kronik hipokside ve dongiisel hipoksinin oksijen yoksunlugu yasanan hipoksi
evresinde olusan stres sonucunda 06zellikle mitokondriyal metabolizma
etkilenmekte ve ATP tiretimi sekteye ugramaktadir (Waypa vd. 2016). Bunun bir
sonucu olarak da, mitokondriyal membran potansiyelinde artis oldugu, elektron
sizintisinin gergeklestigi, ROS liretimin arttigl, protein, iyon ve kii¢iik molekiillerin
mitokondrinin i¢ membranindan transportunun diizensizlestigi, 90’1 yillarda
yapilan bir¢ok calisma ile belirlenmistir (Jung vd. 2010, Orr vd. 2015, Waypa vd.
2016). Chandel ve arkadaslar: tarafindan 1998 yilinda yayinlanan ve mitokondriyal
DNA’s1 bulunmayan hiicrelerin kullanimiyla gerceklestirdikleri bir ¢alismada da,
hipoksi durumuna maruz kalan bu hiicrelerde ROS iiretiminde anlaml bir artis
olmadig1 gosterilmistir (Chandel vd. 1998). Kisaca, hipoksi durumunda meydana
gelen ROS iretimindeki artisin temel sebebi mitokondriyal metabolizmanin bir
sonucu olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Michiels vd. 2016). Daha sonra yapilan
calismalarda ise tipki ATP yoksunlugunda baskilanan mekanizmalarda oldugu gibi
ROS iiretiminde de, dongiisel hipokside gozlemlenen reoksijenasyon evresinde,
hipoksi durumuna gore ¢ok daha fazla bir artis meydana geldigi tespit edilmistir
(Granger ve Kvietys 2015). Reoksijenasyon evresinde yasanan oksijen bollugu
nedeniyle, ROS iiretiminin hipoksi durumuna goére 100 kat daha fazla oldugu
distinilmektedir (Granger ve Kvietys 2015). Dongiisel hipoksi ile kronik hipoksinin
hiicreler {lizerine olusturduklar1 etkilerin birbirinden farkli olmasinin
nedenlerinden biri de tiretilen ROS miktarlarindaki bu farkliliga dayandirilmaktadir
(Michiels vd. 2016). Moeller ve arkadaslari, reoksijenasyon sonrasinda artan ROS
miktarina bagh olarak HIF-1'in aktive oldugunu, Hammond ve arkadaslari ise artan
ROS miktar1 nedeniyle DNA hasarinda artis oldugunu tespit etmislerdir (Hammond
vd. 2003, Moeller vd. 2004). Ayrica, ilging bir sekilde, tek dongtili bir model olarak
uygulanan dongiisel hipoksi modeliyle gerceklestirilen calismalarda, endotel
hiicrelerinde hipoksi evresinde ROS flretiminde artis gozlemlenmezken,
reoksijenasyon evresi sonrasinda ciddi bir ROS artisi oldugu belirlenmistir (Toffoli
vd. 2009, Hsieh vd. 2010). Dongtisel hipoksi kaynakli ROS iiretiminin etkilerinin
incelendigi bazi in vivo modellerde ise kronik hipoksi olusturulan tiimoérlere ve
hipoksik kosullara maruz kalmamis olan kontrol tliimorlerine gore lipit

peroksidasyonu gibi oksidatif stres liriinlerinde ve 8-oxoguanine gibi oksidatif DNA
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hasarlarinda daha fazla artis gozlemlendigi bildirilmistir (Kalliomaki vd. 2008,
Hsieh vd. 2010).

Reoksijenasyon sirasinda, oksijenin akut olarak aniden artis gostermesi ROS
uretiminde gerceklesen ani patlamanin sebebi olarak kabul edilmekte ve tiretilen bu
ROS’un dihidronikotinamid-adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidazlar (NOX),
ksantinoksidaz, sitokrom P450 enzimleri ve mitokondriyal elektron tasima zinciri
gibi ¢esitli kaynaklardan koken aldigi bilinmektedir (Koritzinsky ve Wouters 2013,
Michiels vd. 2016). Bununla birlikte, tretilen reaktif oksijen tiirlerinin asil ana
kaynaklarinin NOX tiirevleri ve mitokondri organeli oldugu diistincesi yaygindir
(Glasauer ve Chandel 2014). Hsieh ve arkadaslari, glioblastoma hiicrelerini
kullanarak in vitro sartlarda gercgeklestirdikleri bir ¢alismada, dongiisel hipoksi
kosullarina maruz birakilan hiicrelerde arttig1 tespit edilen hiicre i¢ci ROS miktarinin,
NADPH oksidaz alt birim 4’iin (NOX-4) ekspresyonunda meydana gelen artisa bagh
olarak gerceklestigini gostermislerdir (Hsieh vd. 2010). Daha sonra, yine
glioblastoma hiicrelerini kullanarak gerceklestirdikleri in vivo bir ¢alismada da
NOX-4 ve dongiisel hipoksi sartlarinda meydana gelen ROS iiretimindeki artis
arasindaki baglantiy1 NOX-4'ui baskilayarak ortaya koymaya calismislar ve NOX-
4’Un baskilanmasi nedeniyle dongiisel hipoksi sartlarinda ROS iiretiminde artis
olmadigini belirlemislerdir (Hsieh vd. 2012). Bununla birlikte, dongtisel hipoksi
sartlarinda meydana gelen ROS tretimindeki artisin ana sebeplerinden birinin de
mitokondri kokenli elektron sizintilarinin oldugu unutulmamalidir (Koritzinsky ve

Wouters 2013).

Kanser hiicreleri, kendilerini etkileyen diger bir¢cok olumsuz hiicre ici ve
hiicreler arasi kosullara adaptasyon saglayabildikleri gibi dongiisel hipoksi sonucu
hiicre icinde meydana gelen asir1 ROS iiretimine karsi da cesitli korunma
mekanizmalarini devreye sokabilmektedirler (Azad vd. 2009). Bilindigi tizere hiicre
icinde, cesitli sebeplerle, normalden fazla tretilen ROS nedeniyle, hiicre icinde
gorevli lipit, protein ve DNA gibi bircok molekiil ve cesitli hiicre organellerinde
oksidatif hasar meydana gelebilmekte ve hiicre biitiinligii bozulabilmektedir
(Blokhina vd. 2003). Bazi durumlarda, saglikli hiicrelerde de fazlaca iiretilen ROS

nedeniyle bazi hiicre i¢ci hasarlar meydana gelebilmekte ve hiicreler olusan bu
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hasarlara karsi; antioksidanlarin tiretimini arttirarak, bazi 6zel proteinlerin ortadan
kaldirilmasi igin ubikuitin-proteazom sistemini devreye sokarak veya hasarh
protein ve organellerin otofaji yoluyla ortadan kaldirilmasini saglayarak bir cevap
olusturabilmektedirler (Grune vd. 2003, Kiffin vd. 2006, West ve Sweeney 2012).
Hiicre icinde artan ROS miktar1 nedeniyle hasara ugrayan bilesenlere karsi
olusturulan cevaplardan biri olan otofaji; bir hiicrenin sitoplazmasinda bulunan
bilesenlerin lizozom organeli araciligiyla parcalanarak geri dontstiirtilmesi olayini
tanimlayan genel bir terim olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Klionsky ve Emr 2000,
Ohsumi 2001). Htcre farklilasmasi ve gelisim sirasinda 6nemli bir role sahip olan
otofaji; amino asit yoksunlugunda devreye girmekte ve hiicre i¢cinde bir nevi geri
doniisim araci olarak gorev tstlenmektedir (Scherz-Shouval ve Elazar 2007).
Dongilisel hipoksi durumunda artan ROS miktar1 nedeniyle olusan hiicre hasarlarina
kars1 otofajinin bir korunma mekanizmasi olarak kullanilmasi ise ilging bir olgu
olarak karsimiza ¢ikmakta ve kanser hiicrelerinin orantisiz olarak olusan oksidatif
stres nedeniyle yok olmalarinin éniinde bir engel olusturmaktadir (Scherz-Shouval
ve Elazar 2007, Scherz-Shouval ve Elazar 2011, Li vd. 2015, Michiels vd. 2016).
Rouschop ve arkadaslari tarafindan in vitro sartlarda gerceklestirilen bir calismada,
otofaji olay1 klorokin isimli bir madde ile engellenmis ve dongiisel hipoksi sirasinda
artan ROS nedeniyle gergeklesen hiicre 6liimlerinde artis oldugu belirlenmistir
(Rouschop vd. 2009). Doku perflizyonundaki aksakliklar nedeniyle olusabilen
amino asit yoksunluguna baglh olarak aktive olabilen ve hiicre icinde bir tiir molekiil
geri dontlistiirme araci olarak gorev alabilen otofaji mekanizmasinin, yine benzer
sebeplerle olusan oksijen yoksunluguna bagh olarak artan ROS iiretiminden
kaynaklanabilecek hiicre 6liimlerini engelleyici bir mekanizma olmasi, ilging ve
paradoksal bir olgu olarak karsimiza ¢ikmakta ve kanser hiicrelerinin mikro
cevrelerine adapte olarak yasamlarina devam etmelerini saglamaktadir (Scherz-

Shouval ve Elazar 2007, Rouschop vd. 2009, Koritzinsky ve Wouters 2013).

Timor dokusunda gézlemlenen 6nemli bir mikro ¢evre degisimi olan dongiisel
hipoksi olgusunun meydana gelis mekanizmalarinda da bahsedildigi iizere; timor
mikro cevresinde ve timor hiicreleri icinde olusan stres ortamlar1 nedeniyle
anjiyojenik faktorlerin tiretilmesi ve hiicreler arasi matrikse salgilanmasiyla timoér

anjiyojenezi tetiklenmektedir. Bunun bir sonucu olarak olusan yeni kilcal
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damarlarin yapisal ve fonksiyonel olarak dlizensiz olmalari, doku i¢gindeki kaotik bir
kan dolasimi olmasi ve diizensiz perfiizyon gibi olgular nedeniyle; timor
hiicrelerinin mikro ¢evresinde ve hiicrelerin i¢inde daha karmasik ve agir stres
durumu olusmaktadir (Wang vd. 2015, Michiels vd. 2016). Bilindigi gibi kronik
hipoksi durumunda tretilen ROS miktari, tiimor anjiyojenezi sonrasinda iiretilen
ROS miktarina gore daha azdir (Hsieh vd. 2012). Tiimor anjiyojenezi sonrasinda
olusan kosullar nedeniyle tiretim miktarinda artis gozlemlenen reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) ayni zamanda tiimor anjiyojenezini tetikleyebilme 6zelligindedirler
(Ushio-Fukai vd. 2002, Wang vd. 2011). Tipki hipoksi kosullar1 sonrasinda
tetiklenen timor anjiyojenezinin daha zararh o6zelliklere sahip dongiisel hipoksi
olgusuna neden olmasi ve dénglsel hipoksinin de tekrar timoér anjiyojenezini
tetikleyebilmesi gibi paradoksal bir durumun ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir.

(Sekil 1.4) (Chua vd. 1998, Bir vd. 2012, Kim ve Byzova 2014).
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Sekil 1.4. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS), VEGF eslikli ve VEGF'den bagimsiz olarak, anjiyojenezi

etkileme mekanizmalarti
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Bilindigi tlizere hiicre icinde biriken reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ana
kaynagi; Racl, Nox1, Nox2, insan notrofil sitokrom b hafif zinciri (p22phil veya
CYBA) gibi dihidronikotinamid-adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidazlar
(NOX) ve mitokondri organelidir (Koritzinsky ve Wouters 2013, Kim ve Byzova
2014, Michiels vd. 2016). Bu kaynaklardan koéken alan siiperoksit anyonlar:
genellikle kendiliginden veya stiperoksit dismutaz (SOD) enzimleri aracilifiyla
hidrojen peroksite (H202) doniisebilirler (Turrens 2003, Fukai ve Ushio-Fukai
2011). Bu doniisiim sonrasinda ise notrofil tarafindan salgilanan miyeloperoksidaz
(MPO); hidrojen peroksit ve klortri yiiksek reaktif 6zellige sahip olan hipoklorit
molekiillerine doniistiirebilmektedir (Kim ve Byzova 2014). ROS miktarinda
meydana gelen olagan dis1 artislarin meydana getirdigi temel problemlerden biri de;
protein ve lipitlerin peroksidasyonu (yilikseltgenmesi) sonucu, bu molekiillerin
hiicre i¢inde Ustlendikleri asli islevlerini yitirmeleridir (Guéraud vd. 2010, Negre-
Salvayre vd. 2010). Hiicre icinde meydana gelen lipit peroksidasyonu; diger lipit
molekiillerine gore oksidasyon egilimi daha fazla olan ve yeni reaktif bilesikler
olusturabilme kapasitesine sahip olan, fosfolipitlerin ¢oklu doymamis yag asidi
(PUFA) kismi da dahil olmak tizere, hiicre zari lipitlerini etkilemektedir (Guéraud
vd. 2010). Yiikseltgenen bu molekiiller ise reaktif oksijen tiirevlerinden daha fazla
tehlikeli olabilen oksitlenmis ikincil bilesiklerin olusumunda etkili olabilmektedir
(Negre-Salvayre vd. 2010). ROS miktarindaki artis nedeniyle oksitlenmis lipitler,
hiicre i¢cinde Toll benzeri reseptor 2 (TLR2) araciligiyla hipoksiyle indiiklenen
transkripsiyon faktor-1-alfanin (HIF-1a) ekspresyon seviyesini etkileyebilmekte ve
vaskiiler endotelyal biliyiime faktori (VEGF) eslikli yolak lizerinden anjiyojenezi
tetikleyebilmektedir (Spirig vd. 2010). Ayrica, TLR2'nin VEGF’den bagimsiz olarak
niikkleer faktor kB’yi (NF-kB) aktive ederek de anjiyojenezi tetikleyebildigi
bilinmektedir (Sekil 1.4) (Mutoh ve Ueda 2013).

ROS iretim evreleri iginde siliperoksit anyonu ve hidrojen peroksit
molekiillerinin tlretimi vaskiiler hiicreler icin 6zel bir o6neme sahip gibi
gorinmektedir; ¢iinkii yeni damarlarin olusturulmasi ve biiylimesi ya da vaskiler
islevsizlige ve yikima yol agmak icin ¢esitli yollar aktive edebilirler (Bir vd. 2012).
Hidrojen peroksit molekiiliiniin endotel hiicreleri lizerine etkisinin incelendigi bir

dizi calismada, bu molekiiliin konsantrasyona bagh olarak endotel hiicre hasarina
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neden oldugu tespit edilmistir (Shimizu vd. 1994, Yasuda vd. 1998). Yiksek
konsantrasyonlarda (>125 pM) endotel hiicre hasarini tetikleyerek letal (6ldiirtiicii)
etki gosteren hidrojen peroksit molekiiliiniin; 0,1-10 pM arahigindaki distik
konsantrasyonlarinin ise sigir torakal (karin boslugu ve go6giis boslugunu
birbirinden ayiran diyaframa kadar olan kisim) aortasindan izole edilmis endotel
hiicrelerinin tiip formu olusturmalarini tetikledigi belirlenmistir (Burdon vd. 1990,
Kim ve Byzova 2014). Bu nedenle; bilim adamlan tarafindan, tiimor hiicreleri
tarafindan yiiksek miktarda tretilen hidrojen peroksit molekili ile timor
anjiyojenezinin tetiklendigi diistincesi ortaya atilmistir (Szatrowski ve Nathan 1991,
Yasuda vd. 1998, Kim ve Byzova 2014). Bilindigi tizere, dongtisel hipoksi olgusunda
hipoksi evresini takip eden reoksijenasyon ile ortamda ¢ok miktarda reaktif oksijen
tiirevleri ve dolayisiyla hidrojen peroksit molekiilii olusmaktadir (Li vd. 2015,
Michiels vd. 2016). Yapilan bazi ¢alismalarda da hidrojen peroksit molekiiliiniin
endotel hicrelerin tiip formu olusumunu tetiklemesini destekler niteliktedir
(Fukuda vd. 2001). Dongitisel hipoksinin insan kilcal damar endotel hiicrelerinde
tiibiiler morfogenezi (boru seklinde 6zel bir sekil kazanma) hizlandirdig: ve kronik
miyokart enfarktiisii (kalp kasinin bir boéliimiiniin yetersiz perfiizyon nedeniyle
Olmesi) olgusuna sahip hayvan modellerinde miyokart anjiyojenezini tetikledigi
belirlenmistir (Fukuda vd. 2001, Sasaki vd. 2002). Insan gobek bagi damar endotel
hiicreleriyle (HUVEC) yapilan bir ¢calismada ise leptin molekiiliiniin hiicre i¢cine ROS
alimini arttirdifi ve bdylece anjiyojenezde artis gozlemlendigi belirlenmistir
(Yamagishi vd. 2003). Hiicre icindeki ROS miktarinda ve ROS iiretiminde azalmaya
neden olan NOX baskilayicilar ve antioksidan molekiillerin miktarindaki artisinda
anjiyojenezi baskiladigini gosteren calismalar mevcuttur (Kim ve Byzova 2014).
Difeniliyodonyum ve aposinin gibi NOX baskilayicilarin; N-asetilsistein, SOD,
peroksiredoksinler (PRX), tiyoredoksinler (TRX), mannitol ve katalaz gibi serbest
radikal ve ROS siiptriciilerin, askorbat (ASC), indirgenmis glutatyon (GSH) ve
tokoferoller (TOC) gibi kiiciik molekiill yapili antioksidanlarin anjiyojenezi
baskiladig1 belirlenmistir (Koch vd. 1992, Cai vd. 1999, Al-Shabrawey vd. 2005,
Krishna vd. 2011). Ayrica, adenoviris etkisiyle fazlaca tretilen hiicre disi
(ekstraselliiler) SOD’'un da tiimor anjiyojenezini ve melanomanin gelisimini

durdurdugu bilinmektedir (Wheeler vd. 2003). ROS tiretiminin anjiyojenez lizerine
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etkili oldugunu gosteren genetik calismalarda ise katalaz geninin nakavt edilmesiyle
Angiopoietin-1 (ANG-1) tarafindan tetiklenen vaskiiler yeniden modellenmenin
kontrol gruplarina gore daha belirgin oldugu belirlenmistir (Kim vd. 2006b,
Garrido-Urbani vd. 2011). Nox1 ve Nox2 genlerinin nakavt edilmesiyle de endotel
hiicre gociinde, tiip benzeri yapr formalarinin olusumunda, VEGF eslikli
anjiyojenezde ve yeni damar olusumda (neovaskiilarizasyon) gerileme ise 6nemli
Olciide problemler olustugu belirlenmistir (Ushio-Fukai vd. 2002, Tojo vd. 2005,
Chen vd. 2006, Kim vd. 2006b, Garrido-Urbani vd. 2011). Binker ve arkadaslari
tarafindan 2010 yilinda yayinlanan bir ¢alismada, ROS iiretiminin matriks
metalloproteinaz-2 (MMP-2) salgilanmasini arttirdigi ve pankreas kanseri
hiicrelerinin yayilimini bu yolla tetikledigi gosterilmistir (Binker vd. 2010). Postovit
ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢calismada ise lizil oksidazin (LOX) dongiisel
hipoksi sonrasi gozlemlenen hiicre goclinde gorev aldigr belirlenmis ve yayilim
ozelligi olmayan meme kanseri hiicrelerinde, dongtisel hipoksiye bagli LOX bagimh
FAK/Src aktivasyonu yoluyla hicrelerin go¢ etme egilimde artis olustugu

gosterilmistir (Postovit vd. 2008).

Sonug olarak tiimér mikro ¢evresinde, timor anjiyojenezi dncesinde olusan
kronik hipoksi ve tiimor anjiyojenezi sonrasinda gozlemlenebilen déngtisel hipoksi
olgularinda olusturulan reaktif oksijen tiirlerinin miktar1 farkli oldugu icin tiimoér
anjiyojenezi uzerine gosterebilecekleri etkiler de farkl olabildigi bilinmektedir
(Kim ve Byzova 2014, Michiels vd. 2016). Saglikli dokularda uygun miktarlarda ve
kisith bir siire icin gegici olarak tretilen ROS bilesiklerin, dokulara ulasan
damarlarin homeostatik bakimlar1 ve fizyolojik anjiyojenez igin temel
gereksinimlerden biri oldugu asikardir (Yasuda vd. 1998, Kim ve Byzova 2014).
Siireklilik arz eden bir ROS iretiminin ve lretilen bu bilesiklerin hiicre i¢inde
birikiminin, hiicre ve doku i¢in hasar olusturucu ve 6liimcil bir sona neden olacagi
da agiktir (Krishna vd. 2011). Bu nedenle; kanser ve bazi1 kronik hastaliklar icin
hiicre icinde iiretilen ve biriken reaktif oksijen tirleri, iki ucu keskin bir kili¢ gibi
hiicrelerin hayatta kalmasi i¢in bir adaptasyon veya hiicreleri 6ltime gotiiren bir
sonun baslangi¢ asamasi olarak kabul edilmektedir (Sekil 1.5). Ancak oksidatif stres
kaynakli anjiyojenez ile ilgili hiicre icindeki ¢ok yonlii sinyal yolaklar1 heniiz tam

olarak aydinlatilamamistir (Krishna vd. 2011, Kim ve Byzova 2014, Sun ve Li 2015).
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1.4. Tumor Anjiyojenezi ve Metastaz

Timor hiicrelerinin mikro ¢evreleriyle iki yonli bir etkilesim i¢inde olduklari
ve bu etkilesimin bir sonucu olarak da timor anjiyojenezinin gerceklestigi
bilinmektedir (Michiels vd. 2016). Tumoér anjiyojenezinin ise mikro ¢evrede
degisimlere neden olarak; tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasi, biiytimesi, gelismesi ve
daha agresif 6zellikler kazanarak malignant karakter sergilemesine yol actig1 bilim
cevrelerince kabul gormektedir (Wang vd. 2011, Kim ve Byzova 2014).
Anjiyojenezin; ekstraselliiler matriks (ECM) parcalanmasi, endotel hiicre goct,
adezyonu ve proliferasyonu, endotel hiicrelerin tiip benzeri yapilar1 olusturmalari
ve yeni kilcal damarlarin sekillenmesi gibi ¢ok sayida siireci iceren kompleks bir
olay olarak meydana geldigi bilinmektedir (Sekil 1.6) (Carmeliet ve Jain 2000,
Rundhaug 2005, Pipinikas vd. 2008, Betz vd. 2016).
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Sekil 1.6. Hipoksi nedeniyle tetiklenen tiimdr anjiyojenezi ve metastaz stiregleri
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Tumor anjiyojenezi sonucu mikro ¢evrede meydana gelen degisimler de dahil
olmak uzere genetik ve epigenetik degisimleri iceren kompleks olaylar zinciri
sonucunda hiicreler malignant 6zellik kazanabilmektedir (Michiels vd. 2016).
Malignant hiicreler ise kontrol edilemeyen biiylime ve ¢ogalma potansiyelleri,
etraftaki dokulari istila etme (invazyon) ve metastaz yapabilme becerileriyle diger
hiicrelerden kolayca ayirt edilebilirler (Hanahan ve Weinberg 2000, Hanahan ve
Weinberg 2011). Kanser hiicreleri olusum mekanizmalari nedeniyle bir dereceye
kadar malignant 6zellige sahip olsalar dahi, invazyon ve metastaz gibi malignant
yeteneklerin gelismesinde, bu yeteneklerin derecelerinde ve faaliyete gecme
zamanlamalarinda; timoér dokusunu olusturan hiicrelerin genetik ve epigenetik
olarak heterojen bir dagilim gostermeleri ve mikro cevrede meydana gelen
degisimler ile bu ¢cevredeki hiicreler arasi sinyallerin farkliligi gibi ekstrinsik (dissal)
faktorlerin etkili oldugu bilinmektedir (Gupta ve Massagué 2006). Kanser
hastaliklarinin erken tani ve teshisi 6nemli olmasina karsin ¢cogu kanser vakasinda
hastaligin teshis edilmesi ve tedaviye baslanmasina kadar gegen siire icinde mikro
(geleneksel yontemlerle tespit edilemeyecek biyitikliikte) veya makro diizeyde
metastaz gergeklestigi bilinmektedir (Morgan vd. 2009, Talmadge ve Fidler 2010).
Kanser gelisiminin erken veya ge¢ evrede bulunmasina bagh olmaksizin metastaz
gozlemlenebilmekte ve primer (birincil) tlimoriin metastaz ile yayilimi nedeniyle
solid yapili timorlere sahip olan hastalarin %90’1 yasama veda etmektedir (Sporn
1996, Hanahan ve Weinberg 2000, Talmadge ve Fidler 2010, Hanahan ve Weinberg
2011). Metastazin gerceklesebilmesi icin de tipki timor anjiyojenezinde oldugu gibi
ekstraselliiler matriks (ECM) pargalanmasi, tiimor hiicresinin invazyonu, goc,
adezyonu ve proliferasyonunu iceren bazi kompleks streclerin gerceklesmesi

gerekmektedir (Sekil 1.7 ve Sekil 1.8) (Jiang vd. 2015).
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Sekil 1.7. Tiimér hiicrelerinin metastazi ve metastatik doku olusum stireci
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1.4.1. Matriks metalloproteinazlar ve ekstraselliiler matriksin parcalanmasi

Matriksinler olarak da isimlendirilen matriks metalloproteinazlar (MMP);
ekstraselliiler matriksin (ECM) icinde bulunan cesitli bilesenleri parcalayabilme
yeteneginde olan, aktivite gosterebilmeleri icin islenmeleri gereken pro-enzim
(6nciil enzim) veya latent enzim (sartlara baglh faaliyet gosterebilen enzim) olarak
tiretilen ve cinko metali iceren, 20’den fazla endopeptidazdan olusan bir protein
ailesini ifade etmektedirler (Nagase ve Woessner 1999). Matriksinler, sahip
olduklar1 kimyasal yapilarina ve/veya tepkimelerinde islenen maddelerine
(substratlarina) gore en az 5 farkli gruba ayrilabilmektedirler (Sekil 1.9) (Rundhaug
2005).
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Sekil 1.9. Matriks metalloproteinaz enzimlerinin genel yapist ve tipleri. GPI: glikosilfosfatidilinositol.
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Matrilisinler; sahip olduklar:1 bir sinyal peptit, bir pro-peptit alani1 ve ¢inko
icerikli katalitik bir bolge ile matriks metalloproteinazlarin en basit yapiya sahip
olan alt sinifi olarak karsimiza ¢ikmaktadir (McCawley ve Matrisian 2001, Lynch ve
Matrisian 2002, Rundhaug 2005). Tip I, I, III ve diger fibriler kollajenlerin dogal
sarmal yapisin1 parcalayan kollajenazlar ise matrilisinlerden farkl olarak, katalitik
alana prolin amino asitince zengin bir mafsal araciligiyla baglanmis basit bir
hemopeksin benzeri alan icermektedir (McCawley ve Matrisian 2001, Lee ve
Murphy 2004). Kollajenazlara benzer bir yapiya sahip oldugu gozlemlenen
stromelisinlerin, genis bir substrat 6zgiilliigline sahip olduklar ve proteoglikan,
fibronektin ve laminin gibi bir¢cok ekstraselliiler matriks proteinini parcaladiklari
bilinmektedir (McCawley ve Matrisian 2001, Stamenkovic 2003). Genellikle jelatin
proteinlerinin parcalanmasinda aktivite gosteren jelatinaz tipindeki MMP’lerin ise
katalitik bolgelerinin tuzerinde tli¢ kez tekrar eden tip II fibronektin alanlar
mevcuttur ve bu enzimler dogal kollajenlerin (tip IV, V, VII ve X), fibronektin ve
laminin proteinlerinin par¢alanmasinda da gérev alabilirler (McCawley ve Matrisian
2001, Lee ve Murphy 2004). MMP’lerin bir diger alt sinifi olan zar tipi MMP’ler (MT-
MMP) ise bir C-terminal zar gecis alan1 veya glikosilfosfatidilinositol ¢apasi (GPI
capasi) vasitasiyla hiicre ylizeyine baglanirlar ve jelatin, fibronektin ve agrekan gibi
ECM substratlarinin pargalanmasinda gorev alabilirler (McCawley ve Matrisian
2001, Lynch ve Matrisian 2002, Vihinen ve Kahari 2002, Lee ve Murphy 2004,
Rundhaug 2005).

Normal fizyolojik sartlar altinda gercgeklesen bir anjiyojenez olgusunda
(fizyolojik anjiyojenez); anjiyojenik sinyaller, matriks metalloproteinaz sinyalleri ve
aktivitesi, hiicre i¢i anjiyojenez baskilayicilar ve matriks metalloproteinaz
baskilayicilar1 arasinda bir denge mekanizmas1 mevcuttur (Rundhaug 2005). Bu
mekanizma hiicre i¢i ve hiicreler aras1 haberlesme mekanizmalariyla siki bir sekilde
kontrol edilmektedir; ancak bu kontrol mekanizmasi kanser gibi patolojik olgularda
bozulmaktadir (Rundhaug 2005). Tiumoér anjiyojenezinin ve metastazin
gerceklesme asamalarindan bir boliimii matriks metalloproteinazlarin aktiviteleri
sonucu ekstraselliiler matriksin parcalanmasi sayesinde meydana gelmekte ve bu
enzimlerin aktivitelerinin tiimor anjiyojenezi ve metastaz icin Kkilit bir role sahip

oldugu genis bilim gevrelerince kabul gormektedir (Folkman 1971, Folkman 1992,
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Klagsbrun ve Moses 1999, Carmeliet ve Jain 2000, Rundhaug 2005, Pipinikas vd.
2008, Jiang vd. 2015, Betz vd. 2016).

Bilindigi Uzere, timor gelisiminin erken asamalarinda anjiyojenezin
tetiklenmesi ve ilerleyen evrelerinde metastazi destekleyen vaskiiler aglarin
korunmasinda dogrudan veya dolayll olarak gorev alan ¢ok sayida molekiil,
molekiiler yolak ve sistemler yapilan bilimsel ¢alismalarla giin yuiziine ¢ikarilmistir
(Chung ve Ferrara 2011, Goel ve Mercurio 2013). Ancak; vaskiiler endotelyal
biiyiime faktori-A (VEGF-A veya VEGF); endotel hiicre proliferasyonu ve bu
hiicrelerin bir araya getirilmesi, endotel hiicre gocii ve tiip benzeri yapilarin
formasyonu, liimen olusumu, damar genislemesi ve gecirgenligi, vaskiiler aglarin
mikro mimarisi ve modellemesi de dahil olmak tizere timor kaynakli anjiyojenezin
pratik olarak tim yoénlerini diizenleyen kritik bir faktér olarak karsimiza
cikmaktadir (Ferrara vd. 2003, Ellis ve Hicklin 2008, Welti vd. 2013, Deryugina ve
Quigley 2015). Kanser hiicrelerinin aktiviteleri sonucunda aktive olmus
fibroblastlar, alternatif yollarla aktive edilmis olan dendritik hiicreler ve nétrofiller,
makrofajlar ve T lenfositler gibi doku igine sizmis l6kositler de dahil olmak tizere
farkl tipteki stromal hiicrelerin tiimoér mikro ortaminda VEGF kaynagi olabildigi
bilinmekle birlikte anjiyojenezi tetikleyici VEGF'in dogrudan ve dolayll ana
kaynaginin tiimor hiicreleri oldugu gorilmektedir (Ito vd. 2007, Hawinkels vd.
2008, Coffelt vd. 2010, De Francesco vd. 2013,). Bununla birlikte, VEGF yolagi ile
MMP yolaklar1 arasinda bir etkilesim oldugu ve transkripsiyon diizeyinde
diizenlenmelerinin ortak bir sekilde ilerledigi belirlenmistir (Deryugina ve Quigley
2015). Ornek olarak hipoksi durumunda sentezlenen HIF-1, hem VEGF'in hem de
MMP-9’un ekspresyonunu ayni anda tetiklemektedir (Hoeben vd. 2004, Kudo vd.
2012). Ayrica, VEGF protein sentezi ile MMP-2 ve MMP-9 matriks metalloproteinaz
enzimlerin ekspresyonu arasinda bir korelasyon oldugu ve bu proteinlerin
tamaminin mide kanseri vakalarinda anjiyojenez ve metastaz ile iliskili oldugu
belirlenmistir (Zheng vd. 2006). MMP-9 matriks metalloproteinazin ise timor
matriksinin mimarisinin diizenlenmesinde goérev aldig1 ve vaskiiler biiytiime faktorii
(VEGF) ile bazik fibroblast biiytime faktori (bFGF) gibi matriksde biriken biiytime
faktorlerinin serbest birakilmasinda etkili oldugu bilinmektedir (Owen vd. 2003,

Ardi vd. 2007). Kanser hiicreleri tarafindan salgilanan VEGF ve MMP’ler arasinda bir
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korelasyon bulunmasinin yaninda, kanser hiicreleri tarafindan salgilanan MMP-
13’tin (kollajenaz-3); fibroblast ve endotel hiicrelerinin VEGF salgilamasini
tetikledigi ve boylece tiimor anjiyojenezini olusturdugu da belirlenmistir (Kudo vd.
2012). Boylece, matriks metalloproteinazlarin sadece ekstraselliiler matriks veya
tlimor stromasinin par¢alanmasinda gorevli olmadigi, ayn1 zamanda VEGF sentezi
icinde bir tetikleyici rolii tUstlendigi belirlenmistir; ancak MMP’lerin timor
anjiyojenezi ve metastazda ustlendikleri gorevler hakkinda yapilan ¢alismalarin

heniiz yeterli seviyede olmadig1 diisiinilmektedir (Deryugina ve Quigley 2015).

1.4.2. Hiicre gocii (migrasyon)

Bilindigi lizere; timor anjiyojenezi, metastaz ve vaskiiler taklit olgularinin
gerceklesmesi icin timor hicrelerinin veya endotel hiicrelerin go¢ etmeleri
(migrasyonu) ve damar olusturacaklari veya doku olusturacaklar1 boélgeye
ulagmalar1 gerekmektedir (Pipinikas vd. 2008, Betz vd. 2016, Zhang vd. 2016).
Anjiyojenezin gerceklesmesi icin gerekli temel mekanizmalardan biri olan endotel
hiicre migrasyonu; farkli damarlarda belirli bir sekilde etkili olabilen ¢ok sayida
sinyal yolagiyla tetiklenmekte ve bir segici mekanizma olusmaktadir ki bu
mekanizmanin farkli kan damarlarinin ayni1 anda olusumunu koordine etmek i¢in
o6nemli oldugu diistiniilmektedir (Wiley vd. 2011, Vanhollebeke vd. 2015, Betz vd.
2016, Ulrich vd. 2016).

Anjiyojenez sirasinda gerceklesen endotel hiicre migrasyonunda; kimyasal
cekenlere (kemoatraktan) yonelim seklinde gerceklesen kemotaksis, immobilize
edilmis (hareketsiz birakilmis) ligandlara yonelim seklinde gerceklesen haptotaksis
ve mekanik etkiler sonucu yonelim seklinde gerceklesen mekanotaksis olmak tizere
3 temel mekanizma oldugu bilinmektedir (Li vd. 2005, Lamalice vd. 2007).
Kemotaksis olay1 genellikle bazik fibroblast biiylime faktéri (bFGF) ve vaskiiler
endotelyal biiylime faktorii (VEGF) gibi biiylime faktorlerine dogru endotel
hiicrelerin migrasyonu seklinde gerceklesirken, haptotaksis olay1 ekstraselliiler
matriks bilesenlerine baglanmis integrin proteinlerine karsi endotel hiicrelerinin
goc ederek olusturduklari bir cevap seklinde gerceklesmektedir (Klemke vd. 1997,
Giroux vd. 1999, Lamalice vd. 2007 Bach 2015). Kan damarlarinda gézlemlenen
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akiskan soyma stresinin (shear stress: apikal (serbest) hiicre yiizeyinde endotel
hiicrelerin kan akisi yoniinde deforme olmasi) mekanotaksisi baglattigina, endotel
hiicrelerin kenarlarinda wuzantilarin olusmasina neden olduguna, matrikse
adezyonu azalttigina ve hiicrenin arka ytlizeydeki matrikse baglanma noktalarinin
serbest birakilmasina dair, hiicre go¢iiniin ¢esitli adimlarini diizenledigini gosteren
kanitlar mevcuttur (Sekil 1.6) (Li vd. 2005). Bu kapsamda, endotel hiicre
migrasyonunun; hiicre adezyonu, sinyal iletimi ve hiicre iskeleti degisimi gibi
molekiiler siireclerin organizasyonunu ve dinamiklerini koordine eden mekanik bir

olay oldugu diisiiniilmektedir (Lamalice vd. 2007, Betz vd. 2016).

Yukarida da bahsedildigi tizere, endotel hiicreleri ¢esitli mekanik ve kimyasal
faktorlerin etkisi altinda disa dogru bir filiz olusturacak sekilde uzayabilmekte ve
uzayan bu hiicreler “tip (ug) hiicresi” adini almakta, tip hiicresinin altinda kalan
hiicreler, “sap ya da stalk hticreleri”, ise ¢ogalarak bu filizin gelismesini ve tiip formu
kazanmasini saglamaktadir (Norton ve Popel 2016). Ornek olarak, tiimér
anjiyojenezinde; timor hiicreleri tarafindan mikro cevrelerinde meydana gelen
degisimlere adaptasyon ve yasamlarini devam ettirebilmek amaciyla uretilerek
stroma ortaminda salgilanan ve MMP’lerin aktivitesi ile serbest kalan VEGF sinyal
proteinleri endotel hiicreleri uyararak tip hiicrelerine doéniismelerini ve sap
hiicrelerinin de ¢cogalarak tip hiicrelerini desteklemelerini saglamaktadir (Chung vd.
2010). Tip hiicrelerinde tiretilen ve sap hiicrelerinin Notch (¢entik) reseptorlere
baglanan delta benzeri ligand-4 (DLL) isimli sinyal protein sayesinde sap
hiicrelerinin tip hiicrelerine doniisiimii engellenmekte ve bir boélgeden yalnizca bir
tane kilcal filizin olusmas1 saglanmakta, Notch sinyal reseptoriiniin kapatilmasi
durumunda ise uygun araliklara sahip olmayan ¢ok sayida kilcal damar filizi ve
dallanma oldugu goézlemlenmektedir (Chung vd. 2010, Blanco ve Gerhardt 2013,
Norton ve Popel 2016). VEGF ailesi elamanlarinin ve reseptorlerinin yaninda, 6
gruptan ve 23 farkli proteinden olusan fibroblast bliyiime faktérii (FGF) ailesi
elamanlarinin da erken anjiyojenik faktorler olarak gorev tistlendikleri ve endotel
hiicrelerinin ¢ogalmasi, migrasyonu ve farklilasmalar1 tizerine etkili olduklarn
bilinmektedir (Yadav vd. 2015). Bununla birlikte, bFGF tarafindan tetiklenen
endotel hiicre migrasyonunun; matriks metalloproteinazlarin doku inhibitorleri

(TIMP) olan TIMP-1 ve TIMP-2 tarafindan baskilandig tespit edilmis olmasi ilging
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bir olgu olarak karsimiza c¢ikmaktadir; ¢linkii matriks metalloproteinazlarin
aktivitesi sonucu ekstraselliler matriks icinde gomiili olan bFGF'ler serbest
kalabilmekte ve anjiyojenezde tetikleyici gorevi Ustlenebilmektedir (Murphy vd.

1993, Yadav vd. 2015).

Hiicre goci; tipki timor anjiyojenezinde oldugu gibi timor metastazinda da
onemli basamaklardan birini tegkil etmektedir (Condeelis ve Segall 2003, Jiang vd.
2015). Bununla birlikte, tiimor hiicrelerinin migrasyonu ile invazyon olgusunu
birbirinden ayr diisinmek dogru degildir; ¢linkii go¢ eden timor hiicreleri ayni

zamanda c¢evrelerindeki dokularin i¢ine dogru yayilim gosterirler (Fidler 2003).
1.4.3. Tumor hiicresi yayilimi (invazyon)

Tlmor hiicrelerinin mikro cevrelerinde meydana gelen degisimler ve bu
degisikliklere bagh olarak uyarilan sinyal yolaklar1 sayesinde tiimor hiicrelerinde
hiicre iskeleti dinamikleri degismekte ve hiicre-matriks ile hiicre-hiicre
baglantilarinin bozulmasi sonucunda bu hiicreler ¢evre dokular icine kendi yap1 ve
morfolojilerini de degistirerek invaze olabilmektedirler (Sekil 1.7) (Chambers vd.
2002, Fidler 2003, Sahai 2007, Friedl ve Alexander 2011). invazyon sonrasl! timor
hiicreleri; bazal membranlara ve endotel hiicrelerin duvarlarina niifuz ederek
cevrelerinde bulunan damar ve lenf sistemleri i¢ine sizmakta, dolasima karismakta
ve birincil tiimor dokusundan uzak boélgelerde bulunan doku ve organlarin igine
tasinarak koloni olusturabilmekteler (Sekil 1.8) (Fidler 2003). Birincil tiimor
bolgesinde bulunan hiicreler gibi metastatik alanda bulunan kanser hiicreleri de
kontrolsiiz olarak ¢ogalirlar, invazyon 6zelligi sergilerler, dolasim sistemi i¢ine gog
edebilirler ve ikincil bir metastazi gerceklestirebilirler (Kienast vd. 2010, Armstrong
vd. 2011, Hou vd. 2011). Hiicre migrasyonundan farkli olarak tiimoér hiicresi
invazyonu heterojen bir sekilde mikro cevreye adaptasyon saglanarak
sturduriilmektedir (Friedl ve Alexander 2011). Timor hiicresinin invazyonundaki
bu esneklik; hiicre adezyonunda, hiicre iskeleti dinamiklerinde, mekanik sinyal
iletiminde meydana gelebilecek yapisal ve molekiiler aksamalar ile olumsuz mikro
cevre kosullarinda dahi tiimor hiicrelerinin invazyonunun devam etmesini

saglayabilmektedir (Honeth vd. 2008, Stoecklein vd. 2008, Lopes vd. 2009, Wang vd.
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2009, Choi vd. 2011, Shapiro vd. 2011). Bununla birlikte, tiimo6r hiicresinin
proliferasyonu ve migrasyonunda oldugu gibi invazyonunda da birgok sinyal yolagi
tetikleyici veya baskilayici olarak aktivite gosterebilmektedir. Ornek olarak, kanser
hiicrelerindeki onkojenlerin aktivasyonu sonrasinda aktive olan; transforme edici
(doniistiiriicii) biiyiime faktorii-p (TGF-B), Interlokin-10 (IL-10), IL-6, VEGF, C-C
motifi kemokin ligandi-2 (CCL2)/ monosit kemoatraktan protein 1 (MCP 1) ve
siklooksigenaz-2 (COX-2) gibi immiin sistemi baskilayici molekiillerin kanser
hiicreleri veya cevresindeki hiicreler tarafindan liretilmesi; kanser hiicrelerinin
migrasyonu ve proliferasyonunda oldugu gibi invazyonunda da arttiric1 6zellik
kazanmasini saglarlar (Jiang vd. 2015). Bununla birlikte, birincil timor alaninda
bulunan stromal hiicreler tarafindan sunulan bFGF, TGF-, HGF (hepatosit biiylime
faktorii), EGF (epidermal biiylime faktoérii) ve Wnt proteinlerinin de tiimor
hiicrelerinin hayatta kalmasi, proliferasyonu, invazyonu ve metastaz lizerine etkili

oldugu da unutulmamalidir (Kim vd. 20064, Jiang vd. 2015).

Tumor hiicreleri mikro ¢evrelerinde meydana gelen degisimlere bagh olarak
tek tek invaze olabildikleri gibi kolektif olarak da invaze olabilirler ve bu kolektif
invazyonda; hiicre-hiicre adezyonu, hiicreler arasi koordinasyon ile toplu
migrasyonun esgidimli gerceklesmesi gerekmektedir (Friedl vd. 1995, Ilina ve
Friedl 2009, Friedl ve Alexander 2011). Toplu invazyon da tipk: tiimor hiicrelerinin
tek tek invazyonunda oldugu gibi; hiicre tipine, birlikte hareket eden hiicrelerin
sayisina ve isgal edilen doku yapisina bagh olarak farkli morfolojiler sergileyebilir.
Ornegin, kolektif olarak invaze olan hiicrelerin olusturdugu gruplar icinde endotel
hiicreleri bulunabilir ve liimen olusturabilirler, bu gruplar kii¢iik kiimeler, kati
boncuk dizileri veya ip seklinde dizilmis hiicre siralar1 seklinde morfolojilere sahip
olabilirler (Friedl ve Gilmour 2009). Toplu invazyonlarin birgogunda ise bir veya
birka¢ timor hiicresi mezenkimal karakter sergileyerek lider konumuna gelir,
boylece ip seklinde siralanmis hiicre dizisinin ucunu olusturur ve arkasindaki
hiicreleri de pesi sira cekerek hedef dokunun icine dogru invaze olurlar (Gaggioli vd.
2007, Khalil ve Friedl 2010). Genellikle yumusak doku icine dogru gerceklesen,
diger bir toplu invazyon tipi ise invaze olacak hiicreler tomurcuk seklinde doku i¢ine
dogru ilerler, topluluk i¢inde belirgin bir lideri yoktur, bu nedenle de invazyonun

yoni zaman zaman degisebilmektedir (Ewald vd. 2008). Tiimor hiicrelerinin tek tek
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invazyonunda hiicre-hiicre ve hiicre-matriks adezyonunun bozulmasi 6nemli iken
toplu invazyonlarda hiicre-hiicre adezyonunun korunmasinin butinligin
bozulmamasi i¢in biiylik 6neme sahip oldugu gorilmektedir (Friedl ve Alexander

2011).
1.4.4. Hiicre adezyonu

Bahsedildigi {lizere timor anjiyojenezi, timor invazyonu ve metastaz
olgularinda hiicre-hticre adezyonu ve hiicre-matriks adezyonunda meydana gelen
degisimler; tim bu streclerin gerceklesebilmesi i¢cin 6nemli asamalardan birini
teskil etmektedir (Folkman 1971, Folkman 1992, Klagsbrun ve Moses 1999,
Carmeliet ve Jain 2000, Rundhaug 2005, Pipinikas vd. 2008, Betz vd. 2016).
Hiicrelerin birbirine adezyonu ve matriks ile etkilesimi; bu hiicrelerin yiizeylerinde
bulunan ¢esitli yapilarin yardimiyla gerceklesmekte ve bu etkilesimler sayesinde
hiicreler birbirlerinden haberdar da olabilmektedir (Aplin vd. 1998, Junqueira ve
Carneiro 2009). Hiicre adezyon yapilari incelendiginde ise bu yapilarin kaderinler,
integrinler, selektinler ve immiinoglobulin siiper ailesinden olustugu
gozlemlenmektedir (Osborn 1990, Dicle 2004). Timor hiicrelerinin metastaz
yapabilmesi i¢in ilk 6nce hiicre-hiicre ve hiicre-matriks baglantilarinin gevsemesi ve
invaze olacak hiicre veya hiicre gruplarinin etrafindaki hiicrelerden ve matriksden
bagimsiz hale gelmesi gerekmektedir (Friedl ve Alexander 2011). Adezyon,
cogunlukla farkli integrinlere baglanma potansiyelinde olan ve immiinoglobulin
ailesine dahil olan endotelyal adezyon molekiillerince diizenlenmektedir (Pignatelli
ve Vessey 1994, Koukoulis vd. 1998). Tiimor nekroz faktér (TNF) ve interlokin-1
(IL-1) gibi sitokinler tarafindan salgilanmasi uyarilabilen hiicre i¢i adezyon
molekiili-1 (ICAM-1) ve vaskiiler hiicre adezyon molekiili-1 (VCAM-1) bu adezyon
molekiilleri arasinda yer almakta ve bu molekiillerden ICAM-1; LFA-1 (CD11a/18)
ve Mac-1 (CD11b/CD18) integrin reseptoriine baglanabilirken, VCAM-1’in integrin
reseptorii VLA-4’ tiir (Sheen-Chen vd. 1996).

Adezyon molekiilleri arasinda en iyi calisilmis olanlari, transmembran
heterodimerik yapiya sahip olan ve hiicrelerin migrasyonunda da gorev alan

integrinlerdir (Hynes 2002, Parsons vd. 2010). integrinler; fibronektin, kollajen ve
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diger baz1 ekstraselliler matriks proteinlerinin olusturduklar1 6zel motif
sekanslarina tutunurlar ve bu tutunma sirasinda integrinlerin molekiiler yapisinda
meydana gelen konformasyon (3 boyutlu yap1) degisikligi nedeniyle, integrinlerin
sitoplazma i¢inde bulunan kisa kuyruklarinin, ¢oklu protein kompleksleri
araciligiyla, aktin hiicre iskeleti elamanlariyla etkilesiminde farklilasma meydana
gelir (Hynes 2002, Puklin-Faucher ve Sheetz 2009, Vicente-Manzanares vd. 2009).
integrinler ve hiicre iskeleti elamani olan aktinler arasindaki ¢oklu protein
baglantilary; talin isimli bir proteinin bas bolgesinden integrinlere, kuyruk ve gévde
bolgesinden de vinkulin proteinine baglanmasiyla, vinkulin proteinlerin ise bas
bolgesinden talinlere kuyruk bolgelerinden ise aktin hiicre iskeleti elamanlarina
baglanmasiyla gerceklesmektedir (Otey ve Carpen 2004, Ziegler vd. 2006). Adezom
(adhesome) olarak da adlandirilan bu kompleks yap1 uzun yillardir aydinlatilmaya
calisilmakta ve 180 kadar protein-protein etkilesiminin oldugu, karmasiklik ve
etkilesimce zengin bir ag olarak tanimlanmaktadir (Zaidel-Bar vd. 2007, Zaidel-Bar
ve Geiger 2010). Ornek olarak verilen hiicre adezyon molekiillerinden sadece bir
tanesi olan integrinlerin; timor anjiyojenezi, timor metastaz1 ve invazyon gibi
stire¢lerin temel mekanizmasi olan migrasyon tlizerine etki gdsterebilmesi i¢in dahi
cok sayida, karmasik ve proteinlerce zengin bir ag yapisinin kurulmasi
gerekmektedir (Parsons vd. 2010). Bu nedenle de, kanser gelisimi ve yayilimina
yonelik gerceklestirilen yeni ilag¢ ve tedavi yaklasimlarinin gelistirilmesi
asamalarinda; hem timor anjiyojenezi hem de tiimér metastazi ve invazyonu
hedeflenirken hiicre-hiicre ve hiicre-matriks adezyonu iizerine etkilerin de ikincil

bir hedef olarak goz 6niinde bulundurulmasi btiyiik 6nem arz etmektedir.
1.5. Kiicik Molekiil Yapili Dogal Bilesik Kaynaklar: Olarak Likenler

Geleneksel bir tedavi yontemi olarak, sistemik kanser kemoterapisi hala
bircok kanser olgusuna karsi major tedavi yontemi olarak kullanilmaktadir
(Gustavsson vd. 2015). Kemoterapi uygulayan doktorlar; miimkiin olan en fazla
sayida kanser hiicresinin yok edilmesini amaglayarak maksimum klinik faydayi elde
etmek istemekte, bu nedenle de hastalara tolere edebilecekleri maksimum
miktardaki ila¢ konsantrasyonunu vermektedir (Norton ve Simon 1986, Frei vd.

1998, Seidman 2005). Ancak, bu tarz bir yaklasim; sistemik toksisite, ilaca karsi
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kanser hiicrelerinin diren¢ kazanmasi, uzun bir stirece yayilan farkli yan etkiler gibi
bazi problemlere yol agmaktadir (Dy ve Adjei 2013, Varol 2016c). Bununla birlikte,
dogal kaynaklar ve bunlardan elde edilen 6zt (ekstrakt), kiir, surup, merhem,
infizyon (¢ay) ve bilesiklerin kullanimi Antik Caglara dayanmaktadir ki Orta
Doguda bulunan bir magarada 60.000 y1l 6ncesine ait tibbi bitkilerin kullanimina
dair kanitlar 1960 yilinda tespit edilmistir (Solecki 1975, Saad vd. 2005, Ehrenreich
2010, Ghorbani 2014). Bu nedenle, kanser hastalar1 ve doktorlar; hastalar
arasindaki 6liim oraninin ytliksek olmasi ve radyoterapi ile kemoterapinin yan
etkilerini de g6z Oniinde bulundurarak, konvansiyonel tibbin yerine veya
destekleyici olarak dogal kaynaklarin kullanimiyla gerceklestirilen alternatif tedavi
yontemlerine yonelmektedir (Shapiro ve Recht 2001, Sharma ve Gupta 2015, V
Simoben vd. 2015). Ayrica, gliniimiizde klinik uygulamalarda faydalanilan modern
farmosotik ilaglarin %50’si bitkilerden tiiretilmekte ve kuvvetli anti-kanser

aktiviteler gostermektedir (Rosangkima ve Prasad 2004, Ovadje vd. 2015).

Dogal bilesik kaynaklar1 icinde, liken olarak isimlendirilen organizmalar; sahip
olduklar1 6zel bilesikler ve bu bilesiklerin sergiledikleri biyolojik farmakolojik
aktiviteler nedeniyle arastirmacilarin dikkatini cezbetmekte ve dogal bilesik
kaynagi olarak buiyiik 6nem tasimaktadirlar (Varol 2013, Varol 2015). Likenler; ¢cok
kuru, ¢cok soguk, bol glinesli veya sicak ortamlar gibi bircok canli icin ekstrem olan
kosullarinda dahil oldugu bir¢ok ortamda yasamlarin siirdiirebilmektedir (Purvis
ve Pawlik-Skowronska 2008, Valarmathi vd. 2009, Halic1 vd. 2010). Likenler,
genellikle, toprak, agac kabuklar1 ve kaya yiizeyleri lizerinde yayilis gosteren;
karasal yasama uyum saglamis organizmalar icinde en erken kolonilesebilmis ve
simbiyotik bir yasam seklini benimsemis olan; yeryiiziiniin yaklasik %8 kadarini
ortebilecek bir yayginliga sahip olmasina ragmen nispeten yavas iireyen kiiglik
boyutlu organizmalar olarak taninmaktadir (Chen vd. 2000, Cocchietto vd. 2002,
Nybakken vd. 2010). Ayrica, likenler; mikobiyont (fungus) ve fotobiyont (alg
ve/veya siyanobakteri) ad1 verilen ortaklarin olusturdugu (Sekil 1.10); karbon(C),
azot (N), fosfor (P) gibi elementler ile minerallerin déngiisii ve ekoloji denge icin
biiylilk 6nem arz ettigi diisiiniilen; yaklasik 18.500 farklh tiire sahip 06zel
organizmalar olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Boustie ve Grube 2005, Dobson 2005,

Valencia-Islas vd. 2007, Chooi vd. 2008, Varol 2013).
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Medulla (6z)

Sekil 1.10. Bir liken yapisin diyagram olarak gésterimi
Kaynak: Varol, 2013, s. 3

Likenleri olusturan simbiyotik ortaklardan fotobiyont organizmalar bu
ortaklik icin fotosentez yaparak besin kaynagi olarak gorev alirken, mikobiyont
ortaklarda mineral, su ve karbon kaynaginin saglanmasinda gérev alir ve fotobiyont
ortak icin giivenli ve nemli bir ortami temin ederler (Varol 2013). Likenler; bu
karmasik simbiyotik yapilar1 ve ekstrem kosullara olan adaptasyonlar1 sayesinde,
disiik molekiil agirhgina sahip olan ve bu nedenle kiigliik molekiil yapili dogal
bilesikler olarak degerlendirilen, asidik yapilar1 nedeniyle ise liken asitleri olarak
isimlendirilen bilesikler sentezleyebilmektedirler (Stocker-Worgotter 2008, Molnar
ve Farkas 2010, Sivas 2015, Varol 2015). Cogunlukla sadece likenlere 6zgii olan bu
bilesikler; mevalonik asit yolagi, sikimik asit yolagi ve asetil-polimalonil yolag:
olmak tlizere 3 temel sentez yolag kullanilarak sentezlenen; depside, depsidon,
dibenzofuran, pulvinik asit, antrakinon, ksanton ve sikimik asit tiirevi sekonder
(ikincil) bilesiklerdir (Sekil 1.11) (Muller 2001, Boustie ve Grube 2005, Nguyen vd.
2013, Sivas 2015).
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Sekil 1.11. Kiiciik molekiil yapili liken bilesiklerinin sentez yolaklari
Kaynak: Varol, 2013, s. 5

Likenler tarafindan sentezlenen bu 6zel bilesiklerin su ana kadar; anti-viral,
anti-mikrobiyal, anti-protozoal, anti-inflamatuar, anti-pretik, analjezik, ultraviyole
1sinlara karsi koruyucu, enzim baskilayici, anti-proliferasyon, anti-timor ve anti-
anjiyojenik olmak tlizere bir¢ok biyolojik ve farmakolojik aktiviteye sahip olduklari
gosterilmis; bu nedenle de stirekli artan bir trend ile arastirmacilarin dikkatleri
likenlerden elde edilen kii¢iik molekiil yapili bilesiklerin tizerine dogru cekilmistir
(Koparal vd. 2010, Song vd. 2012, Shrestha ve Clair 2013, Kim vd. 2015, Koparal
2015, Varol 2015).

Biyolojik ve farmakolojik olarak 6zel aktivitelere sahip oldugu diisiintilen bu
kiiciik molekil yapili liken bilesiklerinin bircok aktivitesinin ¢alisilmis olmasina
ragmen, ilgin¢ bir sekilde bu bilesiklerin, kanser tedavisinde 6nemli bir hedef olan
anjiyojenez lzerine aktiviteleri hakkinda yapilmis calismalarin sayisinin kisith
oldugu, yapilan literatiir incelemelerinde, gozlemlenmektedir (Varol 2015).
Likenlere 6zgii kiigiik molekil yapili bilesiklerin anjiyojenez iizerine aktiviteleri

hakkinda yapilan ilk calisma Koparal ve arkadaslar: tarafindan gerceklestirilmistir.

36



Agac kabuklari lizerinde gelisim gosterebilen bir liken olan Pseudevernia furfuracea
(var. ceratea) tlrilniin aseton 6ziitiinden izole edilen bir tiir depside olan olivetorik
asidin; rat adipoz (yag) dokusundan izole edilmis endotel hiicrelerinin (RATEC) tiip
formu olusturmalari ve anjiyojenezin gerceklesmesinde temel basamaklardan biri
olarak bildigimiz migrasyonda gorevli olan hiicre iskeleti elemanlarindan,
filamentous (ipliksi) aktin proteinlerinin degisimi lizerine oldugunu géormekteyiz
(Koparal vd. 2010). Bu ¢alismanin sonucunda elde edilen verilere gore; olivetorik
asit bilesiginin disiik toksisiteye (>100 uM) sahip olmasina ragmen, toksik olmayan
konsantrasyonlarinin RATEC hiicrelerinin tiip formu olusturmalarini engelledigi
belirlenmis ve bu endotel hiicrelerin bir araya gelerek tiip yapisi olusturmalarinin
baskilanmasina dair mekanizma; filamentous aktin proteinlerinin
organizasyonlarinin, olivetorik asit bilesiginin aktivitesi sonucunda, bozulmasi ile
aciklanmaya calisilmistir (Koparal vd. 2010). Daha sonraki yillarda Song ve
arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada ise hakkinda en fazla arastirma yapilan
ve major bir liken asidi olarak yaygin bir sekilde likenlerde bulunabilen,
dibenzofuran tirevi bir liken asidi olan usnik asidin anjiyojenez lizerine aktivitesi
incelenmistir (Song vd. 2012). Song ve arkadaslar1 usnik asit bilesigini, likenlerden
izole etmek yerine, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) firmasindan %98 saflikta satin
alarak anjiyojenez lizerine aktivitesini incelemislerdir. Yapilan bu ¢alismada, usnik
asit bilesiginin anjiyojenez iizerine aktivitesi; VEGF tarafindan tetiklenmis fare
kornea anjiyojenez modeli ve pili¢c embriyolarinin korioallantoik membran (CAM)
analizi gibi in vivo yontemler ile in vitro endotel hiicre (HUVEC; insan gobek bagi
damar endotel hiicresi) tiip olusumu ve hiicre migrasyonu deneyleri gibi
yontemlerin kullanilmasi sonucunda aydinlatilmasi amaglanmistir. Yapilan
arastirmalar sonucunda ise usnik asidin; anti-anjiyojenik bir ajan olarak umut vaat
eden bir bilesik oldugu ve anjiyojenezi; vaskiiler endotelyal biiylime faktor
reseptorii-2 (VEGFR-2) aracili AKT ve ERK1/2 sinyal yolaginin bloke edilmesiyle
engelledigi belirlenmistir (Song vd. 2012). Koparal tarafindan 2015 yilinda
yayinlanan bir diger ¢alismada ise usnik asit bilesiginin kiral bir formu olan (S)-(-) -
usnik asit bilesiginin ve bir tiir pulvinik asit tiirevi olan vulpinik asit bilesiginin anti-
anjiyojenik aktiviteleri incelenmistir (Koparal 2015). HUVEC hiicrelerinin tiip formu

olusturmalari lizerine aktivitelerin in vitro olarak incelendigi bu ¢alismada; her iki
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liken bilesiginin de anti-anjiyojenik aktivite gosterdigi; ancak vulpinik asit
bilesiginin, diisiik toksisiteye sahip olmasi (48 saaticin ICs0>231.94+25.4) ve toksik
olmayan konsantrasyonlarinin endotel hiicre tiip formasyonunu engellemesi
nedeniyle, usnik asit bilesigine gore daha umut vaat edici oldugu belirlenmistir
(Koparal 2015). Likenlere 6zgii olan bu bilesikler ile yapilan ¢alismalarin yaninda,
hem likenler tarafindan hem de diger organizmalar tarafindan sentezlenebilen
emodin ve sekalonik asit-D bilesikleriyle yapilan ¢alismalar da dikkat cekmektedir.
Bir antrakinon tiirevi olan emodin bilesigi; likenlere 6zgli olmayan ve bazi bitkilerin
kok ve kabuklari ile bazi kiiflerde bulunabilen bir bilesiktir (Edwards vd. 2003, Tan
vd. 2011, Shrimali vd. 2013). Bununla birlikte, emodin bilesiginin; VEGF-A
tarafindan tetiklenen anjiyojenezi, reseptor-2'nin (KDR / Flk-1) fosforilasyonu
araciligiyla baskiladigl, hiicre migrasyonunu ise fosfatidilinositol 3-kinaz-
Cdc42/Racl yolagini bloke ederek engelledigi belirlenmistir (Huang vd. 2005, Kwak
vd. 2006). Sekalonik asit-D molekiili de, emodin bilesigi gibi likenlere 06zgu
olmayan; ancak likenler tarafindan da sentezlenebilen bir bilesik olarak karsimiza
c¢ikmaktadir (Manojlovic vd. 2010, Guru vd. 2015). Sekalonik asidin anjiyojenez
lizerine aktivitesiise 2015 yilinda Guru ve arkadagslari tarafindan yapilan bir calisma
ile aydinlatilmis ve bu bilesigin anlamh bir toksik aktivite gdstermeden
Akt/mTOR/p70S6K sinyal yolaginin diizenlenmesiyle VEGF aracili anjiyojenezi ve
HIF-1a'y1  (hipoksiyle indiiklenen transkripsiyon faktor-1-alfa)  baskiladigl

belirlenmistir.

Goruldugi tzere, literatiirde sinirll sayida ¢alisma bulunmasina ragmen,
likenler tarafindan sentezlenen kiigiik molekiil yapili bilesiklerin anjiyojenez
tizerine gosterdikleri aktiviteler umut vaat edicidir. Bu nedenle; yapilan bu doktora
tez calismasinda, likenlerden izole edilen ve likenlere 6zgii olan kollatolik asit,
alektoronik asit ve kaparetik asit bilesiklerinin anti-kanser, anti-proliferasyon, anti-
anjiyojenik, anti-migrasyon ve anti-adezyon aktiviteleri bazi in vitro yontemler ve

epigenetik yaklasimlarla aydinlatilmaya calisilmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Kiigiik Molekiil Yapili Dogal Bilesiklerin izolasyonu ve Karakterizasyonu

Doktora tezi kapsaminda c¢alisilmasi planlanan alektoronik asit, kollatolik asit
ve kaperatik asit isimli kiigiik molekiil yapili bilesikleri; biinyesinde barindiran liken
tiirleri, bu tiirlerin 6zellikleri ve yayilis alanlari, literatiirde bulunan kaynaklarin
incelemeleri sonucunda belirlenerek arazi ¢alismalar1 planlanmistir (Huneck ve
Yoshimura 1996, Orange vd. 2001, Smith 2009). Literatiir taramalar1 neticesinde,
alektoronik asit ve kollatolik asit bilesikleri; Tephromela atra Fée isimli liken
tiriinden, kaperatik asit bilesigi ise Flavoparmelia caperata (L.) Hale isimli liken
tliriinden izole edilmistir. Tephromela atra Fée tiri likenler; Eskisehir; Sundiken
Daglar;, Turkmen Tepesi mevkii, 1400 m lokalitede (39254'26"N 30241'35"E)
bulunan silisli kayalar tizerinden toplanmistir. Flavoparmelia caperata (L.) Hale tiirti
likenler; Bolu; Bolu Abant Daglari, 1080 m yiikseltide (40239'34"N 319224'05"E)
bulunan ormanlik alanda yer alan Fagus orientalis ve Quercus sp. aga¢ kabuklar
tizerinden toplanmistir. S6z konusu liken tiirlerinin belirlenmesi, toplanmasi, tiir
tayinin yapilmasi ve izolasyona hazirlanmasi ¢alismalar;; Anadolu Universitesi
Biyoloji Boliimii Botanik Anabilim Dali 6gretim tiyesi olan Do¢ Dr. Mehmet CANDAN
tarafindan standart anahtarlar kullanilarak gerceklestirilmistir (Smith vd. 2009,
Wirth vd. 2013). Alektoronik asit, kollatolik asit ve kaperatik asit bilesiklerinin
izolasyon ve karakterizasyon calismalari ise Anadolu Universitesi Kimya Béliimii
Ogretim tiyesi olan Dog. Dr. Turgay TAY tarafindan gergeklestirilmistir. Bilesikler
%98’in lzerinde saf olarak kristal formda elde edilmistir. Toplanacak liken tiirleri,
epifitik (topraga ihtiya¢ duymaksizin agaclarin tlzerinde yayillim gosterebilen)
ozellige sahip olduklar: icin, yapilan arazi calismalarinda bicak ve aga¢ keskisi
kullanilmis ve toplanan liken 6rnekleri kagit torbalar icine konularak, toplandig:
lokaliteye (bolgeye) ait bilgiler not edilmistir. Toplanan liken 6rnekleri; Anadolu
Universitesi Fen Fakiiltesi Herbaryumuna (ANES) bagh laboratuvara gétiiriilerek
tlr tayinleri gergeklestirilmis, havada kurutma yontemi ile likenler kurutulmus ve
referans oOrnekler kayit altina alinmistir. (Yavuz vd. 2015). Kurutulmus liken
materyalleri; izolasyon ¢alismalarina hazir hale getirilmeleri amaciyla, 6giitiiciide
ogitilerek uygun partikil boyutuna getirilmistir. Kiigiik molekiil yapili liken

bilesiklerinin izolasyonu ve Kkarakterizasyonu daha onceki calismalara benzer
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sekilde gerceklestirilmistir (Yilmaz vd. 2003, Tay vd. 2004, Candan vd. 2007,
Koparal vd. 2010, Varol 2013, Koparal 2015, Varol vd. 2016). Kisaca; toplanan liken
ornekleri 6giitiiciide 6giitilerek uygun boyutlara par¢alanmis ve 20 gram tartilarak
100 ml aseton icinde ¢éziinmiistiir. Hazirlanan karisim bir saat kadar sonikasyona
tabi tutularak liken materyalleri icinde bulunan molekiillerin aseton igine gegisi
hizlandirilmis ve sonik etki ile liken hiicrelerinin par¢alanmasi saglanmistir. Daha
sonra bir gece oda sicakliginda bekletilen karisimdan biiylik partikiillerin
uzaklastirilmasi amaciyla Whatmann No 1 kagidi kullanilarak filtreleme islemi
gerceklestirilmistir. Elde edilen stiziintiiniin sterilizasyonu i¢in 0,45 pM ¢apta porlar
iceren filtre kullanilarak ikinci bir filtreleme yapilmis ve ¢oziicii rotavapor
yardimiyla uzaklastirilmistir. Elde edilen liken 6zitiintin icerdigi bilesikler ise ince
tabaka kromatografisinde (ITK veya TLC) Rf faktérii (alikonma faktérii) yardimiyla
A, C ve G ¢oziici sistemleri kullanilarak izole edilmistir (Varol vd. 2015, Varol vd.
2016). Saflastirilmis bilesiklerin karakterizasyonu ise 1H-NMR, erime noktasi, FT-IR
(Fourier Dontisimli Kizilotesi Spektroskopisi) gibi analizler yardimiyla
gerceklestirilmistir. Alektoronik asit, kollatolik asit ve kaperatik asit bilesiklerinin
3D konformasyonlari, geometrik ve elektronik yapilari ise B3LYP/3-21G diizeyinde

HF teorisi kullanilarak Gaussian 03 yazilimi aracilifiyla belirlenmistir (Sekil 2.1).
2.2. Calismada Kullanilan Malzemelerin Hazirlanmasi

Memeli hiicre kiiltiirti ¢alismalar i¢in steril kosullarin gerekli olmasindan
dolayy; 1siya dayanikli cam ve plastik malzemeler ile bazi sivi soliisyonlar
aliminyum folyolara sarili olarak, otoklavda 121 °C ve 1,5 atm/Hg basin¢ta 20
dakika; diger cam ve metal malzemeler ise aliiminyum folyolara sarili olarak kuru
hava sterilizatori igerinde 180 °C’ de 2 saat stire ile steril edilerek kullanilmistir. Is1
ile bozulan s1vi soliisyonlar ve diger bazi kimyasallar ise 0,2 um aralikli seliiloz nitrat

filtreden gecirilerek steril edilmistir.
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Sekil 2.1. Likenlerden izole edilen bilesiklerin kimyasal yapilar: (2D ve 3D) ve izole edildikleri likenler
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2.3. Calismada Kullanilan Hiicreler ve Kiiltiir Kosullari

2.3.1. Insan meme bezi epitelyum duktal karsinoma (T-47D) hiicre Kiiltiirii

T-47D hicreleri (ATCC® HTB-133™); ilk kez 1979 yilinda Keydar ve
arkadaslari tarafindan; gogiis kanseri olgusu rastlanan 54 yasindaki bir bayanin sag
meme duvarinin delinmesi yoluyla, bosluktan alinan sividan (plevral eflizyon s1visi)
izole edilmis olan; epitel hiicre morfolojisine sahip bir hiicre hattidir (Keydar vd.
1979). Doktora tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan T-47D hiicreleri; Anadolu
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu Tarafindan desteklenen
1502F068 numarali proje kapsaminda ATCC firmasindan satin alinarak kiltiire
edilmis, stoklanmis ve Anadolu Universitesi Biyoloji Boliimii Hiicre Kiiltiirii
Laboratuvarinda sivi azot tanklarn iginde saklanmis olan hiicrelerdir. T-47D
hiicreleri; %10 Fetal Bovine Serum (FBS; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), %1
penisilin-streptomisin soliisyonu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) ve 1.5 gr/L sodyum
bikarbonat ile 200 inite/L bovine insiilin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) iceren
RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute-1640, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)
medyum ortaminda ve 75 cm? flasklar icerisinde, 37 °C’de, %5 CO:z iceren bir

ortamda kiltiire edilmistir.

2.3.2. insan meme bezi epitelyum IV. evre adenokarsinoma (HCC1428) hiicre

kultiira

HCC1428 hiicreleri (ATCC® CRL-2327™); ilk kez 1995 yilinda Ahmadian ve
arkadaslar tarafindan; gogiis kanseri olgusu rastlanan ve ailesinde de kanser
olgusuna rastlanmis olan (anneannesinde) 49 yasindaki, Kafkas irkina mensup bir
bayandan izole edilmis; cisplatine kars1 direncli, metastatik 6zellikte ve IV. faz (evre)
kanser hiicreleri olarak tanimlanmaktadir (Ahmadian vd. 1997, Gazdar vd. 1998,
Sakai vd. 2008). Doktora tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan HCC1428 hiicreleri;
Anadolu Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu Tarafindan
desteklenen 1502F068 numarali proje kapsaminda ATCC firmasindan satin alinarak
kiiltiire edilmis, stoklanmis ve Anadolu Universitesi Biyoloji Béliimii Hiicre Kiiltiiri
Laboratuvarinda sivi azot tanklar: i¢cinde saklanmis olan hiicrelerdir. HCC1428

hiicreleri; %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin ve 1 gr/L sodyum bikarbonat iceren
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RPMI-1640 medyum ortaminda ve 75 cm? flasklar icerisinde, 37 °C’de, %5 CO:2

iceren bir ortamda kiltiire edilmistir.
2.3.3. Insan gébek bagi damar endotel (HUVEC) hiicre Kkiiltiirii

HUVEC hiicreleri (ATCC® CRL-1730™); ilk kez 1984 yilinda Hoshi ve
arkadaslari tarafindan, insan gébek bag1 damarindan izole edilerek stoklanmis olan
primer 6zellikli ve saglikli damar endotel hiicreleridirler (Jaffe vd. 1973, Hoshi ve
McKeehan 1984). Primer endotel hiicrelerin izolasyon ¢alismalarinin ise 1920°li
yilarin 6ncesine dayandigi ve bu hiicrelerin damar dokusundan izole edilmeleri
nedeniyle, in vitro kosullarda da kilcal damar benzeri veya tiip benzeri yapilar
olusturabildikleri bilinmektedir (Lewis 1921, Maruyama 1963). Doktora tez
calismasi kapsaminda kullanilan HUVEC hiicreleri; daha 6nceden ATCC (American
Type Culture Collection) firmasindan satin alinarak kiiltiire edilmis, stoklanmis ve
Anadolu Universitesi Biyoloji Boliimii Hiicre Kiiltiirii Laboratuvarinda sivi azot
tanklar icinde saklanmis olan 4-5 pasaj numarasina sahip hiicrelerdir. Hiicreler;
%20 FBS, %1 penisilin-streptomisin soliisyonu, 1.5 gr/L sodyum bikarbonat ve 30
mg/L olacak sekilde, bovine hipofiz bezinden izole edilmis, endotel hiicresi biiytime
takviyesi (ECGS; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) iceren Ham'’s F12 (Ham’s Nutrient
Mixture F12; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) medyum ortaminda ve 75 cm? flasklar

icerisinde, 37 °C'de, %5 CO2z iceren bir ortamda kultiire edilmistir.
2.4. MTT Hiicre Canlilig1 Testi

Bilindigi tlzere, yeni bir ila¢ etken maddesinin kesfi ve aktivitelerinin
belirlenmesi siireci; genellikle uzun, vakit alan, yogun caba gerektiren ve buna
ragmen basarisizlikla sonuglanma ihtimali ytliksek olan bir siiregtir (Gura 1997,
Kamphaus vd. 2000). Kanser hiicreleri ise gerek gelistikleri doku icinde, gerekse
bulunduklar1 doku tipine bagh olarak heterojen bir yapi sergilemekte ve tedavi
amaciyla uygulanan ilaglara karsi gosterdikleri tepkiler farklilik arz edebilmektedir
(Gerlinger ve Swanton 2010, Winograd vd. 2013, Varol 2016a). Bu nedenle, ilag
etken maddesi adaylarinin in vitro hiicre kultiirii yontemleriyle aktivitelerinin
belirlenmesi c¢alismalarinda; farkli dokulardan izole edilmis hiicrelere Kkarsi

aktivitelerinin belirlenmesi faydali goriinmektedir ki bu nedenle; doktora tez

43



calismasinda kolorimetrik olarak dl¢iim yapilabilen, basit, glivenilir ve ucuz bir test
yontemi oldugu MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide; Sigma-Aldrich, St. Louis,

MO) hiicre canlilig: testi kullanilmistir (Gerlier ve Thomasset 1986).

Mosmann tarafindan 1983 yilinda kesfedilen MTT [3-(4,5- dimetiltiazol-2-yl)-
2,5-difenil tetrazolium bromide] hiicre canlilig1 test yontemi; suda ¢oziinebilen sar1
renkli tetrazolium tuzlarinin, mitokondriyal metabolik aktivitelerin gerceklesmesi
sirasinda, elektron tasima sistemlerinin (ETS) elemanlar1 olan primidin ntikleotid
kofaktor NADH, NADPH dehidrojenazlar ve N-etilmaleimide (NEM) duyarh flavin
oksidazlarin aktivitesi sonucunda, suda ¢o6zlinemeyen mor renkli formazan
tuzlarina indirgenmesi ve indirgenen formazan tuzlarinin 570 nm dalga boyundaki
15181 absorbe edebilme (emme) kapasitelerine dayanmaktadir (Sekil 2.2) (Mosmann

1983, Liu vd. 1997).
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Sekil 2.2. MTT tetrozolium ve formazan tuzlarinin kimyasal yapisi.

Doktora tez calismasi kapsaminda; T-47D insan meme epitelyum duktal
karsinoma ve HCC1428 insan meme epitelyum 4. evre adenokarsinoma hiicreleri
kullanilarak likenlerden izole edilen alektoronik, kollatolik ve kaperatik asit
bilesiklerinin kanser hiicreleri tUzerine aktiviteleri belirlenmeye c¢alisilmistir.
Saglikli hiicre hatti olarak ise HUVEC insan gobek bagi damar endotel hiicreleri

tercih edilmistir.

T-47D hiicreleri 15x103 hiicre/kuyucuk, HCC1428 hiicreleri 15x103
hiicre/kuyucuk ve HUVEC hiicreleri 1x10% hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96
kuyucuklu plakalara (Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Switzerland)
ekildikten sonra 24 saat stire ile %5 COz ve 37 °C altinda inktibasyona birakilmistir.

Siire sonunda hiicrelerin medyumu uzaklastirilarak yerine; test bilesiklerinin 25-
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50-100-200-400 uM konsantrasyonlarini iceren medyum ilave edilmistir. Test
maddeleri, DMSO (dimetil siilfoksit) icinde ¢o6zildigi icin; gergeklestirilen
deneylerde negatif kontrol olarak ¢6ziicii madde olan DMSO kullanilmistir. DMSQO’in
final konsantrasyonu % 0,3 den daha fazla degildir. Stok calisma soliisyonu her
calisma i¢in yeniden hazirlanarak kullanilmistir. Hiicreler; 24 veya 48 saat siireyle
%S5 CO2 ve 37 °C altinda inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda, test bilesiklerini
iceren medyum hiicrelerden uzaklastirilmis ve hiicreler 5ug/ml MTT sollisyonu
iceren yeni medyum ortaminda 2 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Stire
sonunda, MTT iceren medyum ortami hiicrelerden uzaklastirilarak, hiicrelerin
lizerine 100 ul DMSO ilave edilmis ve 5 dakika beklendikten sonra plakalardaki
hiicrelerin optik dansite (OD) degerleri ELISA cihazinda (ELx808™; BioTek®
Instruments, Inc; Winooski, Vermont, USA) 570 nm dalga boyunda okutulmustur.
Deneyler, birbirinden bagimsiz olarak 3 kez ve 8 tekrar seklinde gerceklestirilmigtir.
istatistiksel degerlendirmesinde SPSS programi kullanilmis ve elde edilen verilerin
tek yonli ANOVA ile post-hoc olarak Tukey testi uygulanarak anlamliliklar
belirlenmistir. Anlamlilik degeri olarak p<0.05 kabul edilmis ve grafiklerde yildiz

(*) isareti kullanilarak belirtilmistir.

2.5. Ger¢ek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi (RTCA MP) Kullanilarak Hiicre

Proliferasyonunun Belirlenmesi

Gergcek zamanl hiicre analiz (RTCA; Real Time Cell Analyzer) sistemleri;
xCELLigence (ACEA Biosciences, Inc., San Diego, CA) markasiyla piyasaya strilmiis
olan cihazlar1 icermektedir ve RTCA MP modeli; altin elektrotlarla kaplanmis 6zel
plakalarin (E-Plate 96; Roche Applied Science, Mannheim, Germany) zeminine
yapisan hiicrelerin olusturduklar1 fokal adezyon komplekslerinin neden oldugu
elektriksel empedansin (6z direnc) gercek zamanl olarak 6l¢iilmesi yoluyla; hiicre
proliferasyonu, hiicre morfolojisinde meydana gelen degisimler ve hiicrelerin plaka
zeminine tutunma (adezyon) kapasiteleri gibi 6zellikleri 61¢cebilmektedir (Sekil 2.3)

(Kevd. 2011).
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Sekil 2.3. Gercek zamanli hiicre analiz sistemi (RTCA) MP modeli tanitimi ve ¢calisma prensibi

Doktora tez ¢alismasinda, likenlerden izole edilen kii¢iik molekiil yapili test
bilesiklerinin hiicre proliferasyonu lizerine aktiviteleri; RTCA MP sistemi ve bu
sisteme uyumlu 96 kuyucuklu plakalar kullanilarak iiretici firmanin direktifleri ve
literatiir bilgileri dogrultusunda belirlenmistir (Ke vd. 2011, Ozkay vd. 2016).
Kisaca; RTCA MP sistemi deneylere baslanmadan en az 16 saat 6ncesinden %5 CO2
iceren 37 °C sicakligindaki inkiibator icine alinarak, bu ortama uyum saglamasi
saglanmis ve deneyler icin RTCA MP sistemin yaziliminda gerekli ayarlamalar
yapilmistir. Plakalara 100 pl/kuyucuk olacak sekilde hiicre medyumu ilave edilerek
sistem icine yerlestirilmis ve 30 dakika boyunca medyumun neden olabilecegi
elektriksel degisim “background measure - zemin 6l¢imi” olarak ol¢iilmistiir.
Daha sonra, plakalar ¢ikarilarak; T-47D hiicreleri 15x103 hiicre/kuyucuk, HCC1428
hiicreleri 15x103 hiicre /kuyucuk ve HUVEC hiicreleri 10x103 hiicre/kuyucuk olacak
sekilde plakalara ekilmis ve plakalar tekrar RTCA MP terminaline yerlestirilerek 2.
asama Ol¢lime baslanmistir. Yaklasik 24 saat siiren bir inkiibasyon zamanindan
sonra 2. asama sonlandirilarak plakalara uygun konsantrasyonlarda test bilesikleri
ilave edilmis ve plakalar tekrar RTCA MP terminaline yerlestirilerek 3. asama
program Uzerinden baslatilmistir. 72 saat boyunca her 60 dakikada bir kez
empedans Olciimii alinarak hiicrelerin proliferasyonunda meydana gelen

degisiklikler izlenmis ve inkiibasyon siiresi sonunda 3. Asama da sonlandirilarak
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elde edilen veriler analiz edilmistir. Deneyler, birbirinden bagimsiz olarak 2 kez ve

16 tekrar seklinde gerceklestirilmistir.
2.6. Endotel Hiicre Tiip Formasyon Testi

Endotel hiicre tiip formasyon deneyleri; ila¢ etken bilesiklerinin anjiyojenez
lzerine aktivitelerinin arastirildig1 bilimsel ¢alismalarda, kolay uygulanabilen,
tekrarlanabilir ve ucuz bir in vitro model olarak, siklikla kullanilmaktadir (Ponce
2009, Koparal vd. 2010). Doktora tez ¢alismasi kapsaminda da; gobek bagi damar
endotel hiicreleri (HUVEC) kullanilarak, likenlerden izole edilen test bilesiklerinin
anjiyojenez Uzerine aktiviteleri matrijel tiip formasyon yontemi ile belirlenmistir.
Kisaca; endotel hiicre biiyiime medyumu (EBM-2; Lonza Ltd, Basel, Switzerland)
icerisinde siispanse halinde hazirlanan (4x10> hiicre/ml) HUVEC hiicreleri matrijel
(Corning Inc., NY, USA) iizerine ekilerek liken asitlerinin toksik olmayan
konsantrasyonlarina maruz birakilmistir. Matrijel tizerine ekilen HUVEC hiicreleri
12 saatlik bir siire zarfinda farklilasarak kendi aralarinda bir ag olusturmakta ve tiip
benzeri yapilart meydana getirmektedirler (Koparal vd. 2010). Bu nedenle, hiicreler
12 saat boyunca inkiibasyona birakilmis ve siire sonunda; hiicrelerin tiip agi
olusumlar: inverted mikroskop yardimiyla (Olympus 1X70) 10X’lik biliyiitmede
incelenmis ve DP70 kamera ile fotograflanmistir. Deneyler, birbirinden bagimsiz

olarak 3 kez ve 2 tekrar seklinde gerceklestirilmistir.

2.7. Gergcek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi (RTCA DP) Kullanilarak Endotel

Hiicre Migrasyonunun incelenmesi

Bilindigi lizere, anjiyojenezin gerceklesebilmesi icin endotel hiicrelerinin go¢
etmesi gerekmektedir (Wiley vd. 2011, Vanhollebeke vd. 2015, Betz vd. 2016, Ulrich
vd. 2016). Bu nedenle, likenlerden izole edilen test bilesiklerinin sitotoksik olmayan
konsantrasyonlarinin HUVEC hiicrelerinin migrasyonu tizerine aktiviteleri RTCA DP
modeli ve bu sisteme uygun olarak tasarlanmis olan 16 kuyucuklu plakalar (CIM-
16) kullanilarak belirlenmistir. CIM-16 kodlu plakalar (Roche Applied Science,
Mannheim, Germany); 2 bo6lim ve 3 par¢adan meydana gelmektedir. En altta
bulunan pargaya hiicre medyumu ve kemoatraktan (FBS vb.), altin kapl elektrotlari

iceren orta parcaya ise hiicreler ile serum icermeyen medyum eklenmektedir. En
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ustte bulunan parga ise plakanin kapagi olarak gorev gormektedir (Sekil 2.4) (Bird
ve Kirstein 2009).

Kuyucugun Alt Yiizeyinde
o) Bulunan Altin Sensérler

3 Z 2
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Sekil 2.4. Gercek zamanli hiicre analiz sistemi (RTCA) DP modeli ve CIM-16 kodlu plakanin parcalari

Yapilan doktora tez ¢alismasinda; likenlerden izole edilen bilesiklerin toksik
olmayan konsantrasyonlarinin endotel hiicre gocii tlzerine aktivitelerinin
belirlenmesi amaciyla; CIM-16 plaka sisteminin en alt pargasina 160 ul/kuyucuk, tist
plaka kismina ise 30 pl/kuyucuk olacak sekilde hiicre medyumu eklenerek
“background measure - zemin 6l¢iimi” islemi gerceklestirilmistir. Daha sonra, tist
plaka kismindaki kuyucuklara 1x10% HUVEC hiicresi/kuyucuk olacak sekilde ekim
yapilarak hiicreler test bilesiklerinin toksik olmayan konsantrasyonlarina maruz
birakilmistir. 24 saat boyunca RTCA DP modeli kullanilarak her 60 dakikada bir kez
Olciim alinmis ve test bilesiklerinin hiicre gocii tizerine etkileri grafikler halinde
gozlemlenmistir. Deneyler, birbirinden bagimsiz olarak 2 kez ve 4 tekrar seklinde
gerceklestirilmistir. Istatistiksel degerlendirmesinde SPSS programi kullanilmis ve
elde edilen verilerin tek yonlit ANOVA ile post-hoc olarak Tukey testi uygulanarak
anlamliliklar1 belirlenmistir. Anlamlilik degeri olarak p<0.05 kabul edilmis ve

grafiklerde yildiz (*) isareti kullanilarak belirtilmistir.
2.8. Tiimér Hiicresi Yayilim (invazyon) Testi

Kanser olgularinin tedavisine yonelik olarak gergeklestirilen ilag etken madde
kesfi arastirmalarinda; kanser hiicrelerinin biiylimesi, gelismesi ve metastazi gibi

siirecleri dogrudan etkileyen endotel hiicre migrasyonu ve anjiyojenez lizerine
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yapilan deneyler kadar kanser hiicrelerinin migrasyonu ve invazyonu iizerine
yapilan incelemeler de biliyiik 6neme sahiptir (Shaw 2005). Bu nedenle; yapilan
doktora tez ¢calismasinda, likenlerden izole edilen kiigiik molekiil yapil bilesiklerin
HCC1428 ve T-47D hiicrelerinin invazyon 6zellikleri lizerine aktiviteleri daha 6nce
uygulanmis protokoller 1s181nda belirlenmistir (Repesh 1988, Shaw 2005, Valster
vd. 2005, Moutasim vd. 2011). Timor hiicresi invazyon testleri; 24 kuyucuklu
plakalara (Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Switzerland) yerlestirilen 6,5
mm c¢apinda ve 8 um por genisligine sahip polikarbonat membran yapili gegirgen
kuyucuklar (Corning® Transwell® polycarbonate membrane cell culture inserts;
Corning Inc.,, NY, USA) kullanilarak gerceklestirilmistir. Deneyler sirasinda, 24
kuyucuklu plakalara kemoatraktan olarak %10 FBS iceren hiicre medyumu
eklenerek, gecirgen polikarbonat membranlar medyum icine daldirilmis ve
mebranlarin st ylzeyi de 50 pl/kuyucuk olacak sekilde matrijel ile kaplanmistir.
Matrijel kaplanan kuyucuklarin tizerine ise T-47D hiicreleri 6x10% hiicre/kuyucuk
veya HCC1428 hiicreleri 6x10% hiicre/kuyucuk olacak sekilde serum igermeyen
medyum ile ekilmis ve test bilesiklerinin toksik olmayan konsantrasyonlari
hiicrelerin tizerine ilave edilmistir. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda gecirgen
kuyucuklarin tizerinde kalan hiicreler ve matrijel steril pamuklu c¢ubukla
uzaklastirilmis ve matrijeli delerek alta gecen hiicreler DAPI boyama yapilarak
preparatlar hazirlanmis ve floresan atagmana sahip Olympus BX50 mikroskop ile
incelenerek 100x biiyiitme ile fotograflar1 ¢ekilmistir (Otto 1990, Varol 2013).
istatistiksel analizler icin SPSS programinda tek yonliit ANOVA testi kullanilmis ve
Microsoft Excel kullanilarak grafikler hazirlanmistir. Deneyler, birbirinden bagimsiz

olarak 2 kez ve 2 tekrar seklinde gerceklestirilmistir.
2.9. Hiicre Adezyon Testi

Bilindigi tizere hiicrelerin adezyonu hem anjiyojenezde hem de metastaz ve
invazyon slireglerinde biliyiik 6nem tasimaktadir (Folkman 1971, Folkman 1992,
Klagsbrun ve Moses 1999, Carmeliet ve Jain 2000, Rundhaug 2005, Pipinikas vd.
2008, Betz vd. 2016). Bu nedenle, yapilan doktora tez ¢alismasi kapsaminda izole
dilen test bilesiklerinin; T-47D ve HCC1428 meme kanseri hiicreleri ile HUVEC

gobek bag1 damar endotel hiicrelerinin adezyonu tlzerine aktiviteleri incelenmistir
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(Humphries 2001). Kisaca; T-47D hiicreleri 6 x10% hiicre/kuyucuk, HCC1428
hiicreleri 6x10* hiicre/kuyucuk, HUVEC hiicreleri 4x10% hiicre/kuyucuk olacak
sekilde 96'lik plakalara ekildikten hemen sonra liken asitlerinin toksik olmayan
konsantrasyonlarina maruz birakilarak 30 dakika stire ile %5 CO2 ve 37 °C iceren
ortamda inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda, hiicrelerden test bilesiklerini
iceren medyum uzaklastirilarak, PBS (fosfatlanmis tuz soliisyonu: 137 pM NaCl, 2.7
uM KCl, 15 pM KH2PO4, 8 pM NaHPO4; pH 7.3) ile yikama islemi uygulanmis ve
plakanin zeminine yapisan hiticreler 5ug/ml MTT iceren medyum ile 2 saat stire ile
inklibasyona birakilmistir. Daha sonra, MTT iceren medyum ortami hiicrelerden
uzaklastirilarak, hiicrelerin iizerine 100 pl DMSO ilave edilmis ve 5 dakika
beklendikten sonra plakalardaki hiicrelerin OD degerleri ELISA cihazinda 570 nm
dalga boyunda okutulmustur. Deneyler, birbirinden bagimsiz olarak 3 kez ve 8
tekrar seklinde gerceklestirilmistir. Istatistiksel analizler icin SPSS programinda tek
yonlit ANOVA testi ve post-hoc olarak Tukey testi kullanilmistir. Anlamlilik degeri
olarak p<0.05 kabul edilmis ve Microsoft Excel kullanilarak hazirlanan grafiklerde

anlaml farkhliklar (*) ile gosterilmistir.
2.10. Hiicre ici Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) Birikiminin Ol¢iimii

Hiicre icinde olusturulan reaktif oksijen tiirleri; tiimor anjiyojenezi 6ncesinde
ve tUmor anjiyojenezi sonrasinda, bir¢ok hiicre i¢ci ve hiicreler arasi sinyal
mekanizmalarinda etkili olabilmektedir (Granger ve Kvietys 2015, Michiels vd.
2016). Doktora tezi kapsaminda gerceklestirilen hiicre ici ROS miktar tayini testleri;
ROS deney kiti (OxiSelect™ Intracellular ROS Assay Kit (Green Fluorescence); Cell
Biolabs, Inc., San Diego, CA) kullanilarak gergeklestirilmistir. ROS 6l¢tim testinin
temel prensibi; hiicre icine diflize olma yeteneginde olan ve floresan 06zellik
tasimayan DCFH-DA [2’, 7’-Diklorodihidrofloresin diasetat] molekiiliiniin hiicrelere
verilmesi sonrasinda; bu molekiiliin hiicre i¢inde, hiicresel esterazlarin aktivitesi
sonucunda, diasetat grubunu kaybederek yine floresan 6zellikte olmayan DCFH [2’,
7’-Diklorodihidrofloresin] molekiillerine dontismesi ve DCFH molekiillerinin ise
hiicre icinde birikmis olan reaktif oksijen tiirleri tarafindan aktive edilerek floresan
1s1ma gosterebilen ve 480 nm dalga boyundaki floresan 151k tarafindan uyarilarak,

bu 15181 530 nm dalga boyunda yansitabilen DCF [2’, 7’-Diklorodihidrofloresein]

50



molekiillerine donliismesine dayanmaktadir (Sekil 2.5) (Eruslanov ve Kusmartsev

2010, Varol 2013).

CH3 o CH; H3
DCFH-DA O-_- DCFH-DA
(Floresan Degil) (Floresan Degil)

Hiicre Zarindan Pcnctrasyon

Hiicresel|Esterazlar

. C
O o Reaktif Oksijen Tﬁrlen COOH
cl cl (ROS) Cl
rei = O 3
HO (0] OH HO OH

DCF DCFH
(Floresan Ozellikte) (Floresan Degil)

Sekil 2.5. DCF-DA molekiiliintin hiicre igindeki metabolizmasi ve ROS aktivitesi sonucu DCF olusumu

Doktora tez calismasi kapsaminda izole edilen liken bilesiklerinin toksik
olmayan konsantrasyonlarinin hiicre icinde biriken ROS miktarn tzerine
aktivitelerini belirlemek amaciyla 96 kuyucuklu siyah dipli plakalara (Greiner
Cellstar®; Greiner Bio-One North America Inc., North Carolina, USA) ; T-47D
hiicreleri 15x103 hiicre/kuyucuk, HCC1428 hiicreleri 15x103 hiicre/kuyucuk ve
HUVEC hiicreleri 10x103 hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu plakalara
ekilerek 24 saat stireyle, 37 °C ve %5 COz iceren ortamda inkiibasyona birakilmistir.

Siire sonunda, hiicreler test bilesiklerinin toksik olmayan konsantrasyonlarina 24
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saat siireyle maruz birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda, test bilesiklerini
iceren medyum hiicrelerden uzaklastirilmis ve hiicreler PBS ile yikanmistir. Daha
sonra, hiicreler tizerine Uretici firmanin direktifleri dogrultusunda serum icermeyen
medyum i¢inde hazirlanan DCFH-DA boyas: verilerek 15 dakika siireyle
inklibasyona birakilmis ve inkiibasyon siiresi sonunda DCF molekiilii miktar:
florometrik elizada (Gemini EM Microplate Reader, Molecular Devices, LLC,
Sunnyvale, USA), 480/530 nm dalga boyunda okutulmustur. Deneyler, birbirinden
bagimsiz olarak 3 kez ve 4 tekrar seklinde gerceklestirilmistir. Istatistiksel analizler
icin SPSS programinda tek yonlii ANOVA testi ve post-hoc olarak Tukey testi
kullanilmistir. Anlamlilik degeri olarak p<0.05 kabul edilmis ve Microsoft Excel

kullanilarak hazirlanan grafiklerde anlaml farkliliklar (*) ile gosterilmistir.
2.11.8-hidroksideoksiguanozine (8-OHdG) Eliza Testi

Hiicre icinde olusan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) miktarinda meydana gelen
artisin; DNA'nin ¢ift zincirli yapisinda kirilmalara neden oldugu ve DNA onarim
mekanizmasinin yanlis bir sekilde ¢alismasina yol a¢tig1 bilinmektedir (Sallmyr vd.
2008). 8- hidroksideoksiguanozine (8-OHdG) ise hiicrelerde maruz kaldig1 oksidatif
stresin ve Kkarsinogenezin oOnemli belirteci olarak karsimiza g¢ikmaktadir
(Valavanidis vd. 2009). Bu nedenle, yapilan doktora tez ¢alismasi kapsaminda izole
edilen liken bilesiklerinin; DNA iizerinde olusabilecek oksidatif DNA hasar miktari
lizerine aktiviteleri oksidatif DNA hasar1 ELISA Kkiti (OxiSelect™ Oxidative DNA
Damage ELISA Kit (8-OHdG Quantitation); Cell Biolabs, Inc., San Diego, CA)
kullanilarak belirlenmistir. Kisaca; 25 cm? flasklar igerine T-47D hiicreleri 1.5x10°
hiicre/flask, HCC1428 hiicreleri 1.5x10°¢ hiicre/kuyucuk, HUVEC hiicreleri 1x106
hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilmis ve 24 saat stireyle 37 °C ve %5 CO:2 iceren
ortamda inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda, hiicreler test
bilesiklerinin toksik olmayan konsantrasyonlarina 24 saat silireyle maruz
birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda, hiicreler PBS; PBS-EDTA ve tripsin
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) kullanilarak flask zemininden kaldirilmis ve santifiij
islemine tabi tutulmak tizere 50 ml’lik santrifiij tiiplerinde toplanmistir. Daha sonra;
hiicreler 2500 g’de 5 dakika siireyle Sorvall Stratos santrifiij (ThermoFisher
Scientific™ Company LLC., Pittsburgh, PA) kullanilarak ¢oktiirilmiistiir. Coktiiriilen
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hiicreler 1 mI'lik santrifiij tiiplerine aktarilmis ve bu hiicrelerden; DNA izolasyonu
kiti (Wizard® Genomic DNA Purification Kit; Promega Corporation, Madison, USA)
kullanilarak, iretici firmanin direktifleri dogrultusunda, DNA izolasyonu
gerceklestirilmistir. izole edilen DNA’lar 8-OHdG miktar tayini deneylerinde
kullanilmis ve oksidatif DNA hasar miktar tayini; oksidatif DNA hasar1 ELISA kitinin
ureticisi tarafindan belirlenen direktifler dogrultusunda gergeklestirilmistir.
Deneyler, birbirinden bagimsiz olarak 2 kez ve 2 tekrar seklinde gercgeklestirilmistir.
Istatistiksel analizler icin SPSS programinda tek yonlii ANOVA testi ve post-hoc
olarak Tukey testi kullanilmistir. Anlamlilik degeri olarak p<0.05 kabul edilmis ve
Microsoft Excel kullanilarak hazirlanan grafiklerde anlamli farkhiliklar (*) ile

gosterilmistir.
2.12.Hiicrelerin Epigenetik Ozellikleri Uzerine Aktivitelerin Belirlenmesi

Kanser hiicrelerinin biiyiimesi ve gelisiminde oldugu gibi timor anjiyojenezi,
metastaz1 ve invazyonu sirasinda da ¢esitli epigenetik degisimler meydana geldigi
ve bu degisikliklerin kanser hiicrelerinin malignant kapasiteleri Uzerine etkili
oldugu genis bilimsel ¢cevrelerce kabul gormektedir (Gama-Sosa vd. 1983, Gronbaek
vd. 2007, lacobuzio-Donahue 2009, Esteller 2011). Epigenetik degisimlerden biri
olan DNA metilasyonu; memeli hiicrelerinde CpG dintikleotid bolgelerinde
gerceklesmekte ve genellikle bu bolgeler gen promotor bolgeleri olarak gorev
tstlenmektedir. DNA metilasyonunda meydana gelen hasarlar ise kanser dahil
bir¢cok hastaliga neden olmakta ve bu tarz olgularda metilasyon miktarinda azalma
gozlemlenmektedir (Riggs ve Jones 1983). Kanser olgularinda malignant 6zellige
bagh olarak DNA metilasyonunda azalma meydana geldigi ve aktif olmayan gen
bolgelerinin acgilarak aktive edildigi bilinmektedir (Gama-Sosa vd. 1983). DNA
metilasyonu miktarinda meydana gelen degisimlerin belirlenmesinde ise farkl
yontemler izlenebilmektedir (Ari 2013). Bu yo6ntemlerden biri de, DNA
materyalinden 5’-metilsitozin (5-mC) miktarinin Ol¢iilmesi olarak karsimiza

c¢ikmaktadir (Gama-Sosa vd. 1983, Curtis ve Goggins 2005).

Bu doktora tez ¢alismasinda; likenlerden izole edilen kiiciik molekiil yapili

dogal bilesiklerin T-47D, HCC1428 ve HUVEC hiicrelerinin epigenetik yapilari
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lizerine aktiviteleri DNA metilasyon Kiti (5-Methylcytosine DNA ELISA kit; Enzo Life
Sciences, Inc., Farmingdale, NY) kullanilarak 5mC miktarinin 6l¢iilmesi prensibine
dayali olarak belirlenmistir. Kisaca; 25 cm? flasklar icerine T-47D hiicreleri 1.5x106
hiicre/flask, HCC1428 hiicreleri 1.5x106 hiicre/kuyucuk, HUVEC hiicreleri 1x10°
hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilmis ve 24 saat stireyle 37 °C ve %5 CO2 iceren
ortamda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda, hiicreler test
bilesiklerinin toksik olmayan konsantrasyonlarina 24 saat silireyle maruz
birakilmistir. Daha sonra, hiicrelerden DNA izolasyonu kiti yardimiyla DNA
izolasyonu yapilmis ve 5-mC miktar1 DNA metilasyon Kkiti yardimiyla tretici
firmanin direktifleri dogrultusunda tek zincirli DNA kullanilarak ELISA cihazinda
(ELx808™; BioTek® Instruments, Inc; Winooski, Vermont, USA) o6l¢tlmiistiir.
Deneyler, birbirinden bagimsiz olarak 2 kez ve 2 tekrar seklinde gerceklestirilmistir.
Istatistiksel analizler icin SPSS programinda tek yonlii ANOVA testi ve post-hoc
olarak Tukey testi kullanilmistir. Anlamlilik degeri olarak p<0.05 kabul edilmis ve
Microsoft Excel kullanilarak hazirlanan grafiklerde anlamh farkhliklar (*) ile

gosterilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. MTT Hiicre Canlilig1 Belirleme Testi Sonuglar:

Alektoronik asit, kollatolik asit ve kaperatik asit bilesiklerinin; farkli doku ve
organizmalardan izole edilen hiicreler iizerine toksik aktivitelerinin
belirlenebilmesi amaciyla; T-47D insan meme epitelyum duktal karsinoma,
HCC1428 insan meme epitelyum 4. evre adenokarsinoma ve HUVEC insan gobek
bag1 damar endotel hiicreleri kullanilarak MTT hiicre canlilig1 belirleme testleri

gerceklestirilmistir.

Alektoronik asit bilesiginin 25-50-100-200 ve 400 uM konsantrasyonlarinin
hiicre canlilig1 lizerine aktivitelerinin incelenmesi sonucunda elde edilen verilere
gore; kanser hiicreleri lizerine toksik aktivitesinin saglikli endotel hiicreleri lizerine
olan toksik aktivitesinden daha fazla oldugu belirlenmistir (Sekil 3.1). Bilindigi gibi
alektoronik asit ve kollatolik asit; ayni liken tiirtinden izole edilmis olan bilesiklerdir
ve bu iki bilesik kimyasal olarak da birbirine benzerlik gostermektedir (Sekil 2.1).
Bu nedenle, kollatolik asit bilesiginin genel olarak alektoronik aside paralel bir
sitotoksisiteye sahip oldugu gézlemlenmis. Ancak; kollatolik asit bilesiginin saglikli
HUVEC insan gobek bagi damar endotel hiicreleri tizerine olan sitotoksik
aktivitesinin de alektoronik asidin gostermis oldugu sitotoksik aktiviteden daha
fazla oldugu gozlemlenmistir (Sekil 3.2). Kaperatik asit; hem kimyasal yapisi
bakimindan hem de izole edildigi organizma bakimindan alektoronik asit ve
kollatolik asit bilesiklerinden farklilik gostermektedir (Sekil 2.1). Bu bilesigin diger
liken asitlerine gore daha diisiik sitotoksisiteye sahip oldugu belirlenmis ve saglikl
HUVEC hiicreleri dahil olmak tiizere diger hiicreler Ulzerine olan sitotoksik

aktivitesinin birbirine paralel oldugu gézlemlenmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.1. Alektoronik asit bilesiginin; T-47D insan meme epitelyum duktal karsinoma, HCC1428
insan meme epitelyum 4.evre adenokarsinoma ve HUVEC insan gébek bagi damar endotel
hiicreleri tizerine aktivitesinin MTT test yéntemiyle belirlenmesi. (*) isareti kontrol

grubuna gére anlamli farkliliklart géstermektedir. Anlamlilik degeri p< 0,05.
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Sekil 3.2. Kollatolik asit bilesiginin; T-47D insan meme epitelyum duktal karsinoma, HCC1428 insan

meme epitelyum 4.evre adenokarsinoma ve HUVEC insan gébek bagi damar endotel

hiicreleri tizerine aktivitesinin MTT test yéntemiyle belirlenmesi. (*) isareti kontrol

grubuna gére anlamli farkliliklart gostermektedir. Anlamlilik degeri p< 0,05.
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Sekil 3.3. Kaperatik asit bilesiginin; T-47D insan meme epitelyum duktal karsinoma, HCC1428 insan

meme epitelyum 4.evre adenokarsinoma ve HUVEC insan gobek bagi damar endotel

hiicreleri tizerine aktivitesinin MTT test yéntemiyle belirlenmesi. (*) isareti kontrol

grubuna gére anlamli farkliliklart géstermektedir. Anlamlilik degeri p< 0,05.
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3.2. Liken Bilesiklerin Hiicre Canlihg1 Uzerine Etkilerinin Ger¢ek Zamanl

Hiicre Analiz Sistemiyle (RTCA MP) Belirlenmesi

Likenlerden izole edilen kii¢lik molekiil yapih bilesiklerin; HCC1428, T-47D ve
HUVEC hiicrelerinin canhligl tizerine aktiviteleri, yeni ve giivenilir bir yontem olarak
kabul goren gercek zamanli hiicre proliferasyonu analiz sistemi (RTCA MP)
kullanilarak, her 60 dakikada bir hiicrelerin olusturduklar1 fokal adezyon
komplekslerinin neden oldugu elektriksel empedansin dl¢iilmesiyle belirlenmistir.
Bilindigi lizere, RTCA MP sistemi; altin elektrotlarla kaplanmis 6zel plakalara ekilen
hiicrelerin zemine yapismalar1 sirasinda olusturduklart fokal adezyon
komplekslerinin neden oldugu elektriksel empedansin (6z diren¢) gercek zamanh
olarak 6l¢tilmesi yoluyla; hiicre proliferasyonu, hiicre morfolojisinde meydana gelen
degisimler ve hiicrelerin plaka zeminine tutunma (adezyon) kapasiteleri gibi

ozellikleri 6l¢iilebilmektedir.
3.2.1. Alektoronik asit

Alektoronik asit bilesiginin T-47D, HCC1428 ve HUVEC hiicreleri lizerine olan
sitotoksik aktivitesi, konsantrasyona ve zamana bagh olarak, RTCA MP sisteminin
kullanilmasiyla belirlenmis ve ICso degerleri cihaz tarafindan hesaplanmistir (Tablo
3.1). Veriler incelendiginde; 25-50 ve 100 uM gibi diisiik konsantrasyonlarin HUVEC
hiicreleri lizerine yiiksek sitotoksisiteye sahip olmadigi (Sekil 3.4); ancak T-47D ve
HCC1428 hiicrelerinin canliligin1 zamana bagh olarak azalttig1 belirlenmistir (Sekil
3.4). Ayrica, alektoronik asidin T-47D, HCC1428 ve HUVEC hiicreleri iizerine olan
sitotoksik aktivitesinin konsantrasyona ve zamana bagh ICso egrileri de elde
edilmistir (Sekil 3.5). Zamana bagh olarak, 24, 48 ve 72 saatlik ICso degerleri
incelendiginde; ilk 24 saatte T-47D lizerine olan sitotoksik aktivitenin en az (412,14
uM), HUVEC hiicreleri tizerine olan sitotoksik aktivitenin ise en fazla (170,82 uM)
oldugu belirlenmistir (Tablo 3.1). Bununla birlikte, alektoronik aside maruz kalma
stiresi uzadikca hiicrelerin lizerine olan aktivitede degisimler meydana gelmekte ve

ICso degerlerinde kayda deger bir diistis gozlemlenmektedir (Sekil 3.6).
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Tablo 3.1. Alektoronik asit bilesiginin 24, 48 ve 72 saat i¢in ICso degerleri

Normallestirilmis Hiicre indeksi Kullanilarak Belirlenen IC50 Degerleri (uM)

T-47D HCC1428 HUVEC
24 Saat 412,14 178,28 170,82
48 Saat 130,09 104,90 141,98
72 Saat 84,37 79,26 128,93
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Sekil 3.4. Alektoronik asit bilegiginin; T-47D insan meme epitelyum duktal karsinoma, HCC1428
insan meme epitelyum 4.evre adenokarsinoma ve HUVEC insan gébek bagi damar endotel
hiicrelerinin canliligi iizerine etkilerinin gercek zamanl hiicre analiz sistemi (RTCA MP)

kullanilarak belirlenmesi
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Alektoronik Asit
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Sekil 3.5. Alektoronik asit bilesiginin; T-47D insan meme epitelyum duktal karsinoma, , HCC1428
insan meme epitelyum 4.evre adenokarsinoma ve HUVEC insan gébek bagi damar endotel

hiicrelerinin canliligi tizerine etkilerinin gercek zamanli hiicre analiz sistemi (RTCA MP)

kullanilarak belirlenen konsantrasyon-normallestirilmis hiicre indeksi bagimli ICso egrileri
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Sekil 3.6. Alektoronik asit bilesiginin; T-47D insan meme epitelyum duktal karsinoma, HCC1428
insan meme epitelyum 4.evre adenokarsinoma ve HUVEC insan gébek bagi damar endotel
hiicrelerinin canliligi tizerine etkilerinin gecek zamanli hiicre analiz sistemi (RTCA MP)

kullanilarak belirlenmesi sonucu elde edilen, zamana bagl ICso egrileri
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3.2.2. Kollatolik asit

Kollatolik asit bilesiginin T-47D, HCC1428 ve HUVEC hiicreleri lizerine olan
sitotoksik aktivitesinin RTCA MP sistemi ile incelenmesi sonucunda elde edilen
verilere gore alektoronik asit bilesiginden daha fazla sitotoksik o6zellige sahip
oldugu belirlenmistir (Sekil 3.7). T-47D hiicreleri tzerine aktivitesi incelendiginde;
kollatolik asidin zamana bagh olarak sitotoksik aktivitesinde artis oldugu (Sekil 3.7
ve Sekil 3.9) ve 72 saat sonunda 102,18 pM konsantrasyonunun ICso degeri olarak
belirlendigi gozlenmistir (Tablo 3.2). HCC1428 hiicrelerinin; cisplatin direncli, 4.
evre ve metastatik 6zellikte meme adenokarsinoma hiicreleri olmalarina ragmen,
hem alektoronik asidin hem de kollatolik asidin HCC1428 hiicrelerinin canliligini T-
47D meme duktal karsinoma hiicrelerine gore daha fazla etkilemesi ilginctir (Tablo
3.1 ve Tablo 3.2). Kollatolik aside ait ICso degerlerinin ise alektoronik aside gore
daha yatay egriler olusturdugu gozlenmistir (Sekil 3.6 ve Sekil 3.9). 24, 48 ve 72
saatlik konsantrasyon-zaman bagimli ICso degerleri incelendiginde ise egrilerin

birbirine yakin bir seyre sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 3.8).

Tablo 3.2. Kollatolik asit bilesiginin 24, 48 ve 72 saat i¢in ICso degerleri

Normallestirilmis Hiicre indeksi Kullanilarak Belirlenen IC50 Degerleri (uM)
Kollatolik Asit
T-47D HCC1428 HUVEC
24 Saat 146,56 130,14 140,63
48 Saat 116,76 105,06 125,12
72 Saat 97,11 71,57 116,47
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meme epitelyum 4.evre adenokarsinoma ve HUVEC insan gébek bagi damar endotel
hiicrelerinin canliligi tizerine etkilerinin gercek zamanli hiicre analiz sistemi (RTCA MP)

kullanilarak belirlenmesi
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Sekil 3.8. Kollatolik asit bilesiginin; T-47D insan meme epitelyum duktal karsinoma,, HCC1428
insan meme epitelyum 4.evre adenokarsinoma ve HUVEC insan gébek bagi damar endotel
hiicrelerinin canliligi tizerine etkilerinin gercek zamanli hiicre analiz sistemi (RTCA MP)

kullanilarak belirlenen konsantrasyon-normallestirilmis hiicre indeksi bagimli ICso egrileri
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Kollatolik Asit
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Sekil 3.9. Kollatolik asit bilesiginin; T-47D insan meme epitelyum duktal karsinoma, HCC1428 insan

meme epitelyum 4.evre adenokarsinoma ve HUVEC insan gobek bagi damar endotel
hiicrelerinin canliligi tizerine etkilerinin gecek zamanli hiicre analiz sistemi (RTCA MP)

kullanilarak belirlenmesi sonucu elde edilen, zamana bagl ICso egrileri
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3.2.3. Kaperatik asit

Kaperatik asit bilesiginin T-47D, HCC1428 ve HUVEC hiicreleri tizerine
sitotoksik aktivitesinin RTCA MP sistemi kullanilarak incelenmesi sonucunda elde
edilen verilere gore; kaperatik asit bilesigi, en ytliksek sitotoksik aktiviteyi T-47D
hiicreleri uizerine gosterirken, en diisiik sitotoksik aktiviteyi HUVEC hiicreleri
lizerine gostermistir (Sekil 3.10). Uygulanan kaperatik asit konsantrasyonlarindan
25-50 ve 100 pM gibi konsantrasyonlar HUVEC ve HCC1428 hiicreleri tizerine
anlaml bir toksik aktivite gostermezken, T-47D hiicrelerinin canliliginda zamana
bagl olarak azalmaya neden olmustur (Sekil 3.10 ve Sekil 3.12). IC50 degerleri ve
elde edilen egriler incelendiginde ise genellikle yatay bir seyir izledikleri

belirlenmistir (Sekil 3.11 ve Sekil 3.12).

Tablo 3.3. Kaperatik asit bilesiginin 24, 48 ve 72 saat igin ICso degerleri

Normallestirilmis Hiicre indeksi Kullanilarak Belirlenen IC50 Degerleri (uM)
Kaperatik Asit
T-47D HCC1428 HUVEC
24 Saat 193,09 225,58 745,27
48 Saat 121,51 207,46 213,37
72 Saat 46,56 203,29 227,90
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Kaperatik Asit
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Sekil 3.10. Kaperatik asit bilesiginin; T-47D insan meme epitelyum duktal karsinoma, HCC1428
insan meme epitelyum 4.evre adenokarsinoma ve HUVEC insan gébek bagi damar endotel

hiicrelerinin canliligi iizerine etkilerinin gercek zamanl hiicre analiz sistemi (RTCA MP)

kullanilarak belirlenmesi
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Sekil 3.11. Kaperatik asit bilesiginin; T-47D insan meme epitelyum duktal karsinoma, , HCC1428
insan meme epitelyum 4.evre adenokarsinoma ve HUVEC insan gébek bagi damar endotel
hiicrelerinin canliligi iizerine etkilerinin gercek zamanli hiicre analiz sistemi (RTCA MP)

kullanilarak belirlenen konsantrasyon-normallestirilmis hiicre indeksi bagimli ICso egrileri
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Kaperatik Asit
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Sekil 3.12. Kaperatik asit bilesiginin;, T-47D insan meme epitelyum duktal karsinoma, HCC1428
insan meme epitelyum 4.evre adenokarsinoma ve HUVEC insan gébek bagi damar endotel
hiicrelerinin canliligi iizerine etkilerinin gegcek zamanli hiicre analiz sistemi (RTCA MP)

kullanilarak belirlenmesi sonucu elde edilen, zamana bagl ICso egrileri
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3.3. Endotel Hiicre Tiip Formasyon Testi Sonuglari

Likenlerden izole edilen kii¢lik molekiil yapili alektoronik asit, kollatolik asit
ve kaperatik asit bilesiklerinin 25-50 ve 100 pM gibi toksik olmayan
konsantrasyonlarinin anti-anjiyojenik aktiviteleri in vitro endotelyal tiip formasyon
testi kullanilarak belirlenmistir (Sekil 3.13). Elde edilen verilere gore; tim liken
asitleri konsantrasyona bagl olarak endotel hiicrelerinin tliip benzeri yapilari
olusturmalarin1 baskilamislardir. Aktiviteleri belirlenen liken bilesiklerinden
kaperatik asidin HUVEC endotel hiicreleri lizerine sitotoksik aktivitesinin diger
liken bilesiklerine gore daha diisiik olmasina ragmen, daha kuvvetli bir anti-
anjiyojenik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte, kollatolik asit ve
alektoronik asit bilesiklerinin kimyasal yapilar1 birbirine benzerlik gostermesine
ragmen, kollatolik asidin; toksisite testlerine paralel olarak, daha fazla anti-

anjiyojenik aktivite sergiledigi gozlemlenmistir (Sekil 3.13).
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CAP 25 uM

CAP 50 uM

CAP 100 uM

Sekil 3.13. Likenlerden izole edilen kiigtik molekiil yapili bilesiklerin toksik olmayan
konsantrasyonlarinin anti-anjiyojenik aktivitelerinin HUVEC endotelyal tiip formasyon

testi ile belirlenmesi. Alektoronik asit (AL), Kollatolik asit (COL), Kaperatik asit (CAP).

Fotograflar 10X biiyiitmede ¢ekilmistir.
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3.4. Liken Bilesiklerinin Endotel Hiicre Gocii Uzerine Etkilerinin Gergek

Zamanh Hiicre Analiz Sistemi (RTCA DP) Kullanilarak Belirlenmesi

Bilindigi Uuzere, anjiyojenezin gerceklesmesi icin gerekli olan temel
mekanizmalardan biri de endotel hiicrelerinin migrasyonudur. Bu nedenle,
likenlerden izole edilen alektoronik asit, kollatolik asit ve kaperatik asit
bilesiklerinin sitotoksik olmayan; 25-50 ve 100 uM konsantrasyonlarinin, endotel
hiicrelerin gocu tizerine aktiviteleri, 24 saat siiresince her 60 dakikada bir olmak
lizere, gercek zamanl hiicre analiz sistemi (RTCA DP) kullanilarak incelenmistir.
Likenlerden izole edilen bilesiklerin; endotel hiicre tiip formasyon testlerine paralel
olarak konsantrasyona bagh bir sekilde endotel hiicrelerin migrasyonunu
baskiladig1 gozlemlenmistir (Sekil 3.14, Sekil 3.15 ve Sekil 3.16). Alektoronik asit
bilesiginin migrasyon tizerine olan baskilayici aktivitesi ilk 3 saat icinde belirgin bir
sekilde gozlenirken, kaperatik asidin 25 pM konsantrasyonunun anti-migrasyon
aktivitesi ancak 6. saat sonunda belirgin bir sekilde ayirt edilebilmektedir (Sekil
3.14 ve Sekil 3.15). Kaperatik asit bilesiginin, endotel hiicre migrasyonu iizerine
aktivitesi incelendiginde ise konsantrasyona bagh olarak anti-migrasyon
aktivitesinde keskin bir artis oldugu ve endotel hiicre formasyon testlerine paralel
olarak HUVEC hiicrelerinin migrasyonunu baskiladigi gézlemlenmistir (Sekil 3.13

ve Sekil 3.16).
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Sekil 3.14. Alektoronik asit bilesiginin;, HUVEC insan gobek bagi damar endotel hiicrelerinin
migrasyonu lizerine etkilerinin gercek zamanli hiicre analiz sistemi (RTCA DP)
kullanilarak belirlenen zamana ve konsantrasyona bagh degisim grafikleri. (*) isareti

kontrol grubuna gére anlamli farkliliklar: gostermektedir. Anlamlilik degeri p< 0,05.

75




Kollatolik Asit
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Sekil 3.15. Kollatolik asit bilesiginin; HUVEC insan gébek bagi damar endotel hiicrelerinin
migrasyonu lizerine etkilerinin gercek zamanli hiicre analiz sistemi (RTCA DP)
kullanilarak belirlenen zamana ve konsantrasyona bagli degisim grafikleri. (*) isareti

kontrol grubuna gére anlamli farkliliklart géstermektedir. Anlamlilik degeri p< 0,05.
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Kaperatik Asit
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Sekil 3.16. Kaperatik asit bilesiginin;, HUVEC insan gébek bagi damar endotel hiicrelerinin

migrasyonu lizerine etkilerinin gercek zamanli hiicre analiz sistemi (RTCA DP)

kullanilarak belirlenen zamana ve konsantrasyona bagh degisim grafikleri. (*) isareti

kontrol grubuna gére anlamli farkliliklar: gostermektedir. Anlamlilik degeri p< 0,05.
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3.5. Liken Bilesiklerinin Tiimér Hiicrelerinin Yayihm (invazyonu) Uzerine

Aktiviteleri

Kanser olgularinin tedavisine ve gelisimlerinin baskilanmasina y6nelik olarak
gerceklestirilen, anti-anjiyojenik 6zellikteki bilesiklerin kesfi calismalarinda, etken
bilesiklerin anjiyojenez ve endotel hiicre migrasyonu tizerine olan aktiviteleri kadar
timor hicrelerinin invazyonu iizerine olan aktiviteleri de bilylik O6nem arz
etmektedir (Bolim 1.4.3). Bu nedenle, likenlerden izole edilen alektoronik asit,
kollatolik asit ve kaperatik asit bilesiklerinin T-47D meme epitelyum duktal
karsinoma ve HCC1428 meme epitelyum adenokarsinoma hiicrelerinin invazyon
yetenekleri Uzerine olan aktiviteleri incelenmistir. Elde edilen verilere gore;
metastatik 6zellige sahip olan HCC1428 hiicrelerinin T-47D hiicrelerine gore daha
yuksek invazyon yetenegine sahip olduklar1 belirlenmistir (Sekil 3.17 ve Sekil 3.18).
Alektoronik asidin, T-47D ve HCC1428 hiicrelerinin invazyonu lizerine aktiviteleri
incelendiginde, konsantrasyona bagli olarak hiicrelerin invazyon yeteneginin
baskilandig belirlenmis ve uygulanan en diisiik konsantrasyon olan 25 uM’1in dahi
yaklasik olarak %65 oraninda kanser hiicrelerinin invazyonunu engelledigi
belirlenmistir (Sekil 3.19). Bununla birlikte; kollatolik asidin, alektoronik asit
bilesigine gore daha etkili oldugu; ancak kaperatik asidin daha az aktivite gosterdigi

belirlenmistir (Sekil 3.17, Sekil 3.18 ve Sekil 3.19).
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CONTROL
m COL 25 uM CAP 25 uM

COL 50 uM CAP 50 uM

AL 100 uM coL 100 uM CAP 100 uM

Sekil 3.17. Liken bilesiklerinin toksik olmayan konsantrasyonlarinin; T-47D insan meme epitelyum

duktal karsinoma hiicrelerinin yayilimi (invazyonu) iizerine etkilerinin belirlenmesi.

Alektoronik asit (AL), Kollatolik asit (COL), Kaperatik asit (CAP). Fotograflar 10X

biiyiitmede ¢ekilmigtir.



CONTROL

COL 25 uM CAP 25 uM

COL 50 um CAP 50 uMm

AL 100 uM

COL 100 um CAP 100 um

Sekil 3.18. Liken bilesiklerinin toksik olmayan konsantrasyonlarinin; HCC1428 insan meme epitelyum
4.evre adenokarsinoma hiicrelerinin yayilimi (invazyonu) lizerine etkilerinin belirlenmesi.
Alektoronik asit (AL), Kollatolik asit (COL), Kaperatik asit (CAP). Fotograflar 10X
biiyiitmede ¢ekilmigtir.



Alektoronik Asit

uDMSO
80 W25 uM
60 W50 uM
40 W 100 uM

20

Tiimor Hiicre Yayilimi (Invazyon)

0
20
T-47D HCC1428
Hiicre Hatti
Kollatolik Asit
140 -
-~
S 120 |
&
= 700 - uDMSO
S
= 80 A W25 uM
=
=
= 60 - W50 uM
=
S 40 A w100 uM
=2
T 20 -
.
E)
g 0
=
=
-20 -
T-47D HCCI1428
Hiicre Hatti
Kaperatik Asit
140 -
-
S 120
&
S 100 uDMSO
=
= 8 W25 uM
3
2 60 W50 uM
S
§ 40 u 100 uM
T 20
W~
)
g 0
~
-20

7-47D HCC1428
Hiicre Hatti

Sekil 3.19. Alektoronik asit, kollatolik asit ve kaperatik asit bilesiklerinin; T-47D insan meme
epitelyum duktal karsinoma ve HCC1428 insan meme epitelyum 4.evre adenokarsinoma
hiicrelerinin yayilimi (invazyonu) iizerine etkileri. (*) isareti kontrol grubuna gére anlamli

farkliliklari géstermektedir. Anlamlilik degeri p< 0,05.
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3.6. Liken Bilesiklerinin Hiicrelerin Adezyon Yetenegi Uzerine Aktiviteleri

Bilindigi iizere, hiicre adezyonu hem anjiyojenez hem de metastaz olgularinin
gerceklesmesi sirecinde onemli bir asama olarak karsimiza g¢ikmaktadir. Bu
nedenle, likenlerden izole edilen alektoronik asit, kollatolik asit ve kaperatik asit
bilesiklerinin T-47D, HCC1428 ve HUVEC hiicrelerinin adezyonu iizerine aktiviteleri
25-50 ve 100 uM konsantrasyonlari kullanilarak incelenmistir. Elde edilen verilere
gore; liken bilesiklerinin en fazla T-47D hiicrelerinin adezyon yetenegi iizerine etkili
oldugu, en az ise HUVEC hiicrelerinin adezyon yetenegi lzerine etkili olduklar
belirlenmistir (Sekil 3.20). Liken bilesikleri kendi aralarinda karsilastirildiginda ise
kaperatik asit bilesiginin adezyon yetenegi lizerine en az etkili bilesik oldugu,
kollatolik asidin ise en etkili bilesik oldugu belirlenmistir ki, elde edilen veriler

toksisite testlerine ve diger testlere paraleldir.
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Sekil 3.20. Alektoronik asit, kollatolik asit ve kaperatik asit bilesiklerinin; T-47D insan meme
epitelyum duktal karsinoma, HCC1428 insan meme epitelyum 4.evre adenokarsinoma ve
HUVEC insan gébek bagi damar endotel hiicrelerinin adezyonu iizerine etkileri. (*) isareti

kontrol grubuna gdore anlamli farkliliklar: géstermektedir. Anlamlilik degeri p< 0,05.
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3.7. Liken Bilesiklerinin Hiicre i¢ci Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) Birikimi

Uzerine Etkileri

Reaktif oksijen tiirlerinin; kanser hiicrelerinin gelisimi, bliyltimesi, invazyonu,
metastazi ve timor anjiyojenezi gibi olgularin tetiklenmesinde 6nemli rollere sahip
oldugu daha onceki boliimlerde ifade edilmistir (Bolim 1.3). Bu nedenle,
likenlerden izole edilen alektoronik asit, kollatolik asit ve kaperatik asit
bilesiklerinin hiicrelerde tretilen reaktif oksijen tiirlerinin miktar: iizerine etkileri
DCFH-DA [2’, 7’-Diklorodihidrofloresin diasetat] molekiili  kullanilarak
belirlenmistir (Sekil 3.21). Test bilesiklerinin T-47D, HCC1428 ve HUVEC
hiicrelerinde meydana gelen ROS birikimi lizerine aktiviteleri incelendiginde; test
bilesiklerinin toksik olmayan konsantrasyonlarina 24 saat siireyle maruz birakilan
hiicrelerde, konsantrasyona bagli olarak ROS miktarinda bir artis olustugu
belirlenmistir (Sekil 3.21). Test bilesikleri kendi arasinda degerlendirildiginde ise
kaperatik asidin ROS iizerine aktivitesinin diger bilesiklere gore daha az oldugu ve
alektoronik asit ile kollatolik asidin birbirine yakin etki gosterdigi anlasimaktadir
(Sekil 3.21). Test bilesiklerinin HCC1428 insan meme epitelyum 4. evre
adenokarsinoma hiicrelerinde meydana gelen ROS birikimi lizerine aktivitelerine
bakildiginda ise kollatolik asidin alektoronik asitten daha fazla ROS birikimine
neden oldugu ve kaperatik asidin HCC1428 hiicrelerinde T-47D hiicrelerine gore
daha fazla ROS birikimine neden oldugu gozlemlenmektedir (Sekil 3.21). HUVEC
insan gobek bag1 damar endotel hiicreleri iizerine yapilan testler sonucunda ise, T-
47D ve HCC1428 hiicrelerinden elde edilen verilerden farkl olarak, kollatolik asidin
HUVEC hiicrelerinde ROS birikimi lizerine en az etkili bilesik oldugu ve sasirtici

sekilde kaperatik asidin en etkili bilesik oldugu belirlenmistir (Sekil 3.21).
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Sekil 3.21. Alektoronik asit, kollatolik asit ve kaperatik asit bilesiklerinin; T-47D insan meme
epitelyum duktal karsinoma, HCC1428 insan meme epitelyum 4.evre adenokarsinoma ve
HUVEC insan gébek bagi damar endotel hiicrelerinde meydana gelen ROS birikimi lizerine
aktiviteleri. (*) isareti kontrol grubuna gére anlaml farkliliklar: géstermektedir.

Anlamilik degeri p< 0,05.
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3.8. Liken Bilesiklerinin Oksidatif DNA Hasar1 Uzerine Aktivitelerinin 8-
hidroksideoksiguanozine  (8-OHdG) Eliza Testi  Kullanilarak

Belirlenmesi

Bilindigi tizere hiicre icinde olusan reaktif oksijen tiirlerinin birincil
hedeflerinden biri de DNA materyalidir. 8- hidroksideoksiguanozine (8-OHdG) ise
hiicrelerde maruz kaldig1 oksidatif stresin ve karsinogenezin énemli belirteci olarak
kabul gormektedir (Boliim 2.13). Bu nedenle, likenlerden izole edilen bilesiklerin
oksidatif DNA hasar1 Tlzerine aktiviteleri 8-OHdG eliza testi kullanilarak
belirlenmistir. Elde edilen verilere gore; HCC1428 hiicrelerinde daha fazla oksidatif
DNA hasar1 belirteci bulundugu ve HUVEC hiicrelerinde oksidatif DNA hasari
belirteci olan 8-OHdG miktarinin en az seviyede oldugu goézlemlenmistir (Sekil
3.22). Likenlerden izole edilen bilesiklerinin oksidatif DNA hasari olusturma
kapasiteleri incelendiginde ise alektoronik ve kollatolik asit bilesiklerinin
aktivitelerinin birbirine benzer oldugu; ancak kollatolik asidin daha fazla oksidatif
DNA hasarina neden oldugu belirlenmistir (Sekil 3.22). Bununla birlikte, reaktif
oksijen turleri olusturucu etkilerine paralel olarak, kaperatik asit bilesiginin
oksidatif DNA hasar1 olusturucu etkisinin en az diizeyde oldugu gozlemlenmektedir

(Sekil 3.22).
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Sekil 3.22. Alektoronik asit, kollatolik asit ve kaperatik asit bilesiklerinin; T-47D insan meme
epitelyum duktal karsinoma, HCC1428 insan meme epitelyum 4.evre adenokarsinoma ve
HUVEC insan gobek bagi damar endotel hiicrelerinde oksidatif DNA hasari olusturma
kapasiteleri. (*) isareti kontrol grubuna gére anlamli farkliliklari géstermektedir.

Anlamlilik degeri p< 0,05.
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3.9. Liken Bilesiklerinin Hiicrelerin Epigenetik Ozellikleri Uzerine

Aktivitelerin Belirlenmesi

Tumoér anjiyojenezi, metastazi, invazyonu ve gelisimiyle ilgili hiicre ici ve
hiicreler arasi mekanizmalarin isleyebilmesi icin hiicre icinde bir¢ok epigenetik
degisimin meydana geldigi bilinmektedir (Boluim 2.14). DNA metilasyonu ise
hiicrelerde meydana gelen epigenetik degisimlerden biri olarak karsimiza ¢cikmakta
ve DNA tlzerinde bulunan 5’-metilsitozin (5-mC) miktarinin 6l¢iilebilir olmasi
nedeniyle, deneysel olarak tespit edilebilmektedir. Bu nedenle, doktora tezi
kapsaminda likenlerden izole edilen bilesiklerin; T-47D, HCC1428 ve HUVEC
hiicrelerinin epigenetik yapilar1 lizerine etkileri DNA metilasyon kiti kullanilarak
100 ng DNA iizerindeki 5-mC bélgelerinin yiizde (%) olarak tespit edilebilmesi
sayesinde incelenmistir. Yapilan deneyler sonucunda; T-47D hiicrelerinden elde
edilen DNA'nin metilasyon oraninin diger hiicrelerden elde edilen DNA’lara gore
daha fazla oldugu (~%?2,13) belirlenmis, HCC1428 hiicrelerinden elde edilen
DNA'nin ise en dusik seviyede (~%1,25) metilasyon oranina sahip oldugu
gozlenmistir (Sekil 3.23). Alektoronik asidin, hiicrelerin DNA metilasyon orani
lzerine aktivitesi incelendiginde; genellikle konsantrasyona baghh olarak DNA
metilasyon oraninda bir artisa neden oldugu; ancak 100 pM konsantrasyonunun T-
47D hiicreleri iizerine olan etkinliginde, 50 pM konsantrasyonuna gore belirgin bir
disiis oldugu gorilmektedir. Kollatolik asidin aktivitesi incelendiginde ise
alektoronik aside gore daha etkili oldugu; ancak alektoronik asidin 100 pM
konsantrasyonunda gozlemlenen aktivite diistisiine benzer bir sekilde, kollatolik
asidin de 100 uM konsantrasyonunun, T-47D hiicrelerinin DNA metilasyon orani
tzerindeki etkisinin, 50 puM konsantrasyonuna gore daha diisiik oldugu
gozlenmektedir. Ilging bir sekilde, kaperatik asit bilesigi hiicrelerin DNA metilasyon
oran1 Uizerine en etkili bilesik olarak karsimiza ¢ikmis ve T-47D hiicrelerinin DNA
metilasyon orani Uzerine diger hiicrelerinkinden daha fazla aktivite gosterdigi

belirlenmistir (Sekil 3.23).
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Sekil 3.23. Alektoronik asit, kollatolik asit ve kaperatik asit bilesiklerinin; T-47D insan meme
epitelyum duktal karsinoma, HCC1428 insan meme epitelyum 4.evre adenokarsinoma ve
HUVEC insan gébek bagi damar endotel hiicrelerinin DNA metilasyon oranlari lizerine
aktiviteleri. (*) isareti kontrol grubuna gére anlaml farkliliklar: géstermektedir.

Anlamlilik degeri p< 0,05.
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4. TARTISMA VE SONUC

Antik Misir ve Yunan uygarliklarindan giintimiize degin, dogal kaynaklardan
elde edilen; ekstrakt, infiizyon, kiir, surup, merhem ve cesitli bilesikler hastaliklarin
tedavisinde kullanilmakta ve asirlara dayanan bilgi birikimi katlanarak artmaktadir
(Solecki 1975, Saad vd. 2005, Ehrenreich 2010, Ghorbani 2014). 2013 yilinda ABD
Gida ve Ilag idaresi (FDA); 1453 tane kimyasal maddenin kullanimini onaylamustir,
onaylanan bu maddelerin %40 kadar: ise dogal bilesik veya dogal bilesiklerden
ilham alinarak sentezlenmis olan, yari-sentetik, sentetik veya dogal bilesik taklitleri
olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Demain 2014, Kinch vd. 2014, Katz ve Baltz 2016).
Dogal bilesiklerin aktivitelerinin kesfi ve c¢esitli hastaliklarin tedavisinde
kullanimina yonelik yapilan arastirmalarin ve bu arastirmalara ayrilan arastirma
biitcelerinin yiiksek olmasi; sadece asirlara dayanan bilgi birikiminin getirilerine
dayandirilamamakta, aynm1 zamanda konvansiyonel tedavi yoOntemlerinde
karsilasilan basarisizliklarla da ilgili bulunmaktadir ki yapilan anket taramalarinda
doktor ve kanser hastalarinin; radyoterapi, kemoterapi ve konvansiyonel
tedavilerin yerine veya destekleyici olarak, dogal kaynaklarin kullanildig alternatif
tedavi yontemlerine yoneldigi anlasilmaktadir (Shapiro ve Recht 2001, Sharma ve

Gupta 2015, V Simoben vd. 2015).

Likenler ise sahip olduklar1 kimyasal ve biyolojik yapilar1 nedeniyle 6zel
organizmalar ve zengin birer dogal bilesik kaynagi olarak karsimiza ¢ikmaktadirlar
(Varol 2013, Varol 2015). Tephromela atra ve Flavoparmelia caperata (L.) Hale
isimli liken tiirleri ile ilgili calismalar incelendiginde; anti-bakteriyel aktiviteleri,
biyo-indikator olarak kullanilabilirlikleri ve genetik cesitlilikleri disinda fazla
calisma yapildig1 gozlemlenmektedir (Gupta vd. 2007, Muggia vd. 2008, Maslac¢ vd.
2016). Mikobiyont (fungus) ve fotobiyont (alg ve/veya siyanobakteri) ortaklardan
olusan, biyolojik olarak 6zel bir yere sahip olan, kompleks simbiyotik yapilari
sayesinde ekstrem yasam kosullarina adapte olabilmis ve simbiyotik ortaklar
arasinda miisterek bir metabolizma gelistirmis olan bu 6zel organizmalar; baska
canlilar tarafindan tretilemeyen, farkli biyolojik ve farmakolojik aktivitelere sahip,
1000’den fazla, kendine o6zgl, kiiciik molekil yapili dogal bilesik
sentezleyebilmektedirler (Miiller 2001, Boustie ve Grube 2005, Stocker-Worgotter
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2008, Molnar ve Farkas 2010, Nguyen vd. 2013, Varol 2013, Varol 2015). Likenler
tarafindan sentezlenen bu bilesiklerin; ultraviyole 1sinlara karsi koruyucu, enzim
baskilayici, anti-proliferasyon, anti-timor, anti-viral, anti-mikrobiyal, anti-
protozoal, anti-inflamatuar, anti-pretik, analjezik vb. bircok aktiviteleri tlizerine
kapsamli arastirmalar yapilmasina ve yayinlanmasina ragmen, kanser tedavisi ve
engellenmesine  yonelik bir yaklasim olan anti-anjiyojenik  tedavide
kullanilabilirlikleri hakkinda yapilan arastirmalarin azhigi ise dikkat c¢ekicidir
(Koparal vd. 2010, Song vd. 2012, Shrestha ve Clair 2013, Kim vd. 2015, Koparal
2015, Varol 2015).

Bilindigi tizere, timor hiicrelerinin ¢ogalmalar1 ve gelisimlerini devam
ettirebilmeleri, doku olusturmalari, invaze olmalar1 ve metastaz yapabilme yetenegi
kazanabilmeleri siirecglerinde, tiim6r anjiyojenezi biiytlik rol tistlenmekte ve timor
hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmalar1 sirasinda, mikro c¢evrede meydana gelen
fizyoloji ve mekanik stres sonucunda anjiyojenez olgusu tetiklenmektedir (Weis ve
Cheresh 2011). Timor anjiyojenezi sonrasinda, yeni olusan kilcal damarlarin
yapisal ve fonksiyonel bozukluklara sahip olmasi nedeniyle olusan, doku
perfiizyonundaki aksakliklar ise dongiisel hipoksi gibi yeni problemlerin meydana
gelmesine ve mikro cevredeki stres faktorlerinin, timor anjiyojenezinden 6ncesine
gore, kat ve kat daha fazla olmasina yol agmaktadir (Scherz-Shouval ve Elazar 2007,
Dewhirst vd. 2008, Rouschop vd. 2009, Koritzinsky ve Wouters 2013, Wang vd.
2015, Michiels vd. 2016). Bu nedenle, kanser olgularinin tedavisinde ve
gelisimlerinin engellenmesinde, anjiyojenez en Onemli hedeflerden biri olarak

karsimiza ¢ikmaktadir (Carmeliet ve Jain 2000).

Likenlerden izole edilen bilesiklerin anjiyojenez iizerine aktiviteleri hakkinda
yapilan az sayidaki ¢calismada; Pseudevernia furfuracea (var. ceratea) isimli likenin
aseton oziitiinden izole edilen bir tiir depside olan olivetorik asidin (Koparal vd.
2010), ticari olarak temin edilmis bir liken asidi olan usnik asidin (Song vd. 2012),
Cladonia foliacea (Huds.) Willd isimli likenden izole edilen (-)- usnik asidin (Koparal
2015), Letharia vulpina (L.) Hue isimli likenden izole edilen vulpinik asidin (Koparal
2015) ve likenlere 6zgii olmamasina ragmen likenler tarafindan da sentezlenebilen

emodin (Huang vd. 2005, Kwak vd. 2006, Shrimali vd. 2013) ile sekalonik asit-D’nin;
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anti-anjiyojenik 6zelliklere sahip olduklari (Guru vd. 2015) ve genel olarak umut
vaat edici olduklar: belirlenmistir (Varol 2015). Ayrica, Song ve arkadaslar1 usnik
asit bilesiginin tlimor gelisimi lizerine aktivitesini in vivo olarak da incelemistir. Elde
ettikleri sonuglara gore, timoér dokusunun ¢apy; usnik asit bilesiginin
konsantrasyonundaki artisa bagh olarak azaltmaktadir. Timor ¢apinda meydana
gelen bu azalmanin temel nedeni olarak ise tiimor anjiyojenezinin baskilanmasinin

etkili oldugu diisiiniilmektedir (Song vd. 2012).

Tim bu sebeplerden dolayi, gerceklestirilen doktora tezi kapsaminda;
alektoronik asit ve kollatolik asit bilesikleri, Tephromela atra Fée isimli liken
tiirtinden, kaperatik asit bilesigi ise Flavoparmelia caperata (L.) Hale isimli liken
tiirtinden izole edilerek anjiyojenez ve diger bazi hiicresel aktiviteler lizerine etkileri

incelenmistir (Sekil 2.1).

Likenlerden izole edilen test bilesiklerinin anjiyojenez lizerine aktiviteleri
incelenmeden oOnce, bu bilesiklerin; T-47D insan meme bezi epitelyum duktal
karsinoma, HCC1428 insan meme bezi epitelyum IV. evre adenokarsinoma ve
HUVEC insan gobek bagi damar endotel hiicreleri olmak tzere, farkl tipteki
hiicreler iizerine sitotoksik aktiviteleri, ucuz ve kolay bir yontem olarak kabul edilen
MTT hiicre canlili1 test yontemi kullanilarak belirlenmistir (Gerlier ve Thomasset
1986). Bu liken bilesiklerinin sitotoksik aktiviteleri ilk kez, bu tez calismasi
kapsaminda, incelenmistir. Elde edilen verilere gore; kollatolik asidin en etkili,
kaperatik asidin ise en az aktiviteye sahip liken bilesigi oldugu belirlenmistir (Bélim
3.1). Bununla birlikte, test bilesiklerinin ICso degerlerinin, tiim hiicre tipleriicin, 100
UM konsantrasyon daha yiiksek oldugu ve HUVEC hiicreleri tizerine olan
aktivitelerinin diger hiicreler iizerine olan sitotoksik aktivitelerinden daha az

oldugu belirlenmistir (B6liim 3.1).

Likenlerden izole edilen alektoronik asit, kollatolik asit ve kaperatik asit
bilesiklerin; zamana bagli sitotoksik aktivitelerinin daha detayli incelenebilmesi icin
gercek zamanlh hiicre analiz sistemi (RTCA MP) kullanilarak toksisite testleri
yapilmistir (Bolim 3.5). RTCA MP sistemi kullanilarak gerceklestirilen toksisite

testlerinde elde edilen grafikler incelendiginde; diger toksisite testlerine paralel
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olarak, en etkili test bilesiginin kollatolik asit ve en zayif aktiviteye sahip bilesigin
ise kaperatik asit oldugu go6zlemlenmektedir; ancak kaperatik asidin T-47D
hiicreleri Uzerine aktivitesi sonucu elde edilen, hiicre indeksine bagh olarak
hesaplanan ICso degerleri incelendiginde, sanki kaperatik asit bilesigi diger test
bilesiklerine gore daha yiiksek aktiviteye sahipmis gibi gériinmektedir (24 saat i¢in
hesaplanan 1C50=50,81 puM). Burada, cihazin yazilimi tarafindan, hiicre indeksine
bagli olarak hesaplanan IC50 degerlerinin; kaperatik asidin T-47D hiicreleri lizerine
uygulanan konsantrasyonlarinin (25-50-100-200 ve 400 pM) sitotoksik
aktivitelerinin birbirine yakin olmasi nedeniyle, hatali hesaplandig1 goriilmektedir.
Ciinkli kaperatik asit igin cihazin yazilimi tarafindan; normallestirilmis hiicre
indeksine bagl olarak hesaplanan ICso degerleri, diger testler sonucunda elde edilen
verilere daha cok benzerlik gostermektedir (Tablo 3.3). Elde edilen veriler toplu
olarak degerlendirildiginde; MTT hiicre canliligl testleri sonucunda dustk
toksisiteye sahip oldugu belirlenen kaperatik asit; RTCA MP sisteminde
gerceklestirilen testler sonucunda ytiksek toksisiteye sahipmis gibi gériinmektedir.
RTCA MP sisteminin; plaka zemine yapisan hiicreler tarafindan olusturulan fokal
adezyon komplekslerinin neden oldugu elektriksel empedans1 6lctiigii ve bu
empedansin da hiicre proliferasyonu, hiicre morfolojisinde meydana gelen
degisimler ve hiicrelerin adezyon kapasiteleri gibi o6zelliklere bagh oldugu
bilinmektedir (Ke vd. 2011). Hiicrelerin ise ¢evresel degisimlere bagh olarak, genis
alan kaplayan rijit yapilarin1 kaybettikleri ve daha yumusak hatlara sahip yapilar
kazandiklari, yani fokal adezyon komplekslerinde azalma meydana geldigi
bilinmektedir (Geiger vd. 2009). Bu nedenle, RTCA MP sistemi kullanilarak
gerceklestirilen deneylerde elde edilen sonuclarda gozlemlenen farkliligin;
kaperatik asidin yiiksek toksisiteye sahip olmasindan degil, hiicrelerde olusturdugu
stres sonucunda fokal adezyon komplekslerinde meydana gelen azalma ve rijit yap1
kaybina bagh oldugu diisiintilmektedir. Bu tarz durumlar, RTCA MP sistemine uygun
olarak tasarlanmis ve mikroskop altinda da gézlemlenebilme 6zelligine sahip olan
plakalarin (E-Plate VIEW 96; Roche Applied Science, Mannheim, Germany)
kullanimiyla fotograflanmasi ve kanitlanmasi miimkiindir; ancak bu plakalar
standart 96 kuyucuklu plakalara (E-Plate 96) gore daha yiliksek maliyete sahiptir ve

her bir goriintileme i¢cin RTCA sisteminin durdurularak, goriintiileme sonrasi
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devam ettirilmesi gerekmektedir. Bununla birlikte; hiticrelerin plaka zeminlerine
tutunma yeteneklerinin, zeminin sertligine ve kaplama materyalinin ¢esidine bagh
olarak degisim gosterdigi unutulmamahdir ki bu nedenle, RTCA MP sistemi
sonuglari hiicre adezyon testlerine ait verilerle baglantili olarak yorumlanmamistir
(Deligianni vd. 2000). Sonug olarak, gercek zamanli hiicre analiz sistemleriyle
gerceklestirilen proliferasyon deneyleri bir¢ok avantaja sahip ve giivenilir bir
yontem olarak kabul edilmesine ragmen, tek basina yeterli olmadigr ve diger
toksisite testlerinden bir veya birka¢1 kullanilarak, elde edilen verilerin

desteklenmesi gerektigi belirlenmistir (Ke vd. 2011, Moniri vd. 2015)

Likenlerden izole edilen alektoronik asit, kollatolik asit ve kaperatik asit
bilesiklerinin toksisite testleri sonucunda elde edilen verilere gore belirlenen ICso
degerlerinin altinda yer alan; 25-50 ve 100 uM konsantrasyonlari, diger testlerde
kullanilmak tizere secilmis ve toksik olmayan veya diistik toksisiteye sahip olan bu
konsantrasyonlarin; anjiyojenez, adezyon, invazyon, ROS birikimi, oksidatif DNA

hasar1 olusumu ve DNA metilasyonu gibi olgular tizerine aktiviteleri incelenmistir.

Endotel hiicreleri serum agligina birakildiginda damar olusumuna yodnelik
olarak tiip formlar1 meydana getirmekte ve endotel hiicrelerin bu 6zellikleri in vitro
anjiyojenez calismalarina bir model ve temel olusturmaktadir (Ponce 2009, Koparal
vd. 2010). Doktora tez ¢calismasi kapsaminda da, likenlerden elde edilen bilesiklerin
25-50 ve 100 uM konsantrasyonlarinin anti-anjiyojenik aktiviteleri in vitro matrijel
tip formasyon testi kullanilarak incelenmistir (Bolim 3.6). Gilinimizde,
kemoterapide kullanilan etken bilesiklerin kanserli hiicreler kadar saglikli hiicreler
lizerine de zarar verdigi bilinmektedir (Koparal 2015). Elde edilen verilere gore,
kaperatik asidin en diisiik toksisiteye sahip olmasina ragmen, en yiiksek anti-
anjiyojenik aktiviteyi gosterdigi, 50 ve 100 pM konsantrasyonlarda HUVEC
hiicrelerinin tiip formu olusturmasini engelledigi ve hiicre morfolojilerinde de
bozulmaya neden oldugu gézlemlenmistir. Anti-anjiyojenik bilesiklerin kesfinde bu
arzu edilen bir 6zellik olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Koparal vd. 2010). Hiicrelerin
cogalmasi baskilanmazken, tiip yapilarinin olusumu baskilanmistir. Ayrica, 25 uM
konsantrasyonunda da, HUVEC hiicrelerinin olusturdugu tiip yapilarinin kontrol

grubuna gore daha ince oldugu ve liimen genisliklerinin biiyiik oldugu gézlenmistir
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(Sekil 3.13). Kollatolik asit ile alektoronik asit bilesiklerinin anjiyojenez tlizerine
aktiviteleri ise birbirine benzer olmakla birlikte, kollatolik asidin daha aktif oldugu
belirlenmistir. Koparal tarafindan 2015 yilinda yayinlanan ¢alismada da, doktora
tezi kapsaminda kullanilan yontem kullanilmis ve vulpinik asit bilesiginin 150-300-
600 pM konsantrasyonlar1 ile (-)- usnik asit bilesiginin 50-100-200 pM
konsantrasyonlarinin anti-anjiyojenik aktiviteleri incelenmistir (Koparal 2015). Bu
calisma ile doktora tezi kapsaminda elde edilen sonuclar karsilastirildiginda;
kaperatik asit bilesiginin, (-)- usnik asit ve vulpinik asit bilesiklerine gore daha
yliksek anti-anjiyojenik aktiviteye sahip oldugu, alektoronik asit ve kollatolik asit
bilesiklerinin ise (-)- usnik asidin aktivitesine benzer bir aktiviteye sahip oldugu
gozlemlenmektedir (Koparal 2015). Koparal tarafindan gerceklestirilen calismada
da, liken asitlerinin Hep G2 ve NS20Y hiicreleri iizerine olan sitotoksik
aktivitelerinin HUVEC hiicreleri Uzerine olan sitotoksik aktivitelerine gore daha
yuksek olmasi ilginctir. Ayrica, Koparal ve ark. tarafindan 2010 yilinda yayinlanan
ve olivetorik asidin; RATEC hiicrelerinin tiip formu olusturma yetenekleri lizerine
aktivitelerinin incelendigi calismada da, olivetorik asidin 25-50-100 ve 200 pM
konsantrasyonlar1 uygulanmis ve tiim konsantrasyonlarin tiim formu olusumunu

bozdugu belirlenmistir (Koparal vd. 2010).

Alektoronik asit, kollatolik asit ve kaperatik asit bilesiklerinin anti-anjiyojenik
aktiviteleri incelendikten sonra, bu bilesiklerin endotel hiicre migrasyonu
aktiviteleri; gercek zamanli hiicre analiz sistemi (RTCA DP) kullanilarak
arastirlmistir (Boltiim 3.7). Elde edilen verilere gore; kaperatik asit bilesiginin diger
bilesiklere gore, endotel hiicre migrasyonunu daha ¢ok baskiladig1 ve en ez etkili
bilesigin alektoronik asit oldugu belirlenmistir (Sekil 3.14, Sekil 3.15 ve Sekil 3.16).
Endotel hiicre migrasyonu testlerinden elde edilen veriler ile tiip formasyon testleri
sonucunda elde edilen verilerin birbiriyle uyumlu olmasi nedeniyle, test
bilesiklerinin anti-anjiyojenik aktivitelerinin endotel hiicre migrasyonunun
baskilanmasi yoluyla gerceklestigi diisiiniilmektedir (Wiley vd. 2011, Vanhollebeke
vd. 2015, Betz vd. 2016, Ulrich vd. 2016). Liken bilesiklerinin endotel hiicre
adezyonu lizerine aktiviteleri incelendiginde ise toksisite testlerine paralel bir
aktivite gosterdikleri ve en az aktivite gosteren bilesigin kaperatik asit, en ¢ok

aktivite gosteren bilesigin ise kollatolik asit oldugu gozlemlenmektedir (Sekil 3.20).
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Bu baglamda, anti-anjiyojenik ve anti-migrasyon aktiviteleri ile adezyon aktiviteleri
arasinda bir baglanti1 bulunmasinda ziyade; sitotoksik aktiviteleri ile anti-adezyon
aktivitelerinin ve anti-migrasyon ile anti-anjiyojenik aktivitelerinin baglantil

oldugu goriilmektedir.

Tumor anjiyojenezi ve metastaz olgular birbirine benzer 6zelliklere sahip
olan ve birbiriyle baglantili olgular olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Wang vd. 2011,
Kim ve Byzova 2014, Michiels vd. 2016). Bu nedenle, anti-anjiyojenik aktiviteye
sahip oldugu tespit edilen liken bilesiklerinin, timor hiicresi invazyonu ve adezyonu
lizerine aktiviteleri de incelenmistir (Bélim 3.8 ve Boliim 3.9). Elde edilen verilere
gore; HCC1428 hiicrelerinin metastaz yeteneklerinin T-47D hiicrelerinden daha
fazla olmasi nedeniyle, daha yiiksek invazyon yetenegi gosterdikleri belirlenmistir
(Sekil 3.17 ve Sekil 3.18) (Ahmadian vd. 1997, Gazdar vd. 1998, Sakai vd. 2008).
Tlmor hiicresi invazyonu ve adezyonu tlzerine aktiviteleri incelenen liken
bilesiklerinin; konsantrasyona bagli olarak aktivite gosterdikleri ve bu aktivitelerin
toksisite testlerinde elde edilen sonuclara paralel oldugu belirlenmistir. Adezyon ve
invazyon sonuclarinin birbirine uyumlu olmasi ise liken bilesiklerinin; tiimor
hiicrelerinin invazyon yeteneklerini baskilama kapasitelerinin, hiicrelerin adezyon
yeteneklerinin azaltilmasi yoluyla gerceklestigini diisiindiirmektedir. Ayrica,
kaperatik asit bilesiginin RTCA MP sistemi kullanilarak elde edilen toksisite testi
sonuclar1 da bu bakis agisini destekler niteliktedir (Sekil 3.19 ve Sekil 3.20). Sonug
olarak, timor hicrelerinin invaze olmalar i¢in zemine tutunmalari, matrijeli
parc¢alamalar ve hareket etmeleri gerekmektedir (Chambers vd. 2002, Fidler 2003,
Sahai 2007, Friedl ve Alexander 2011).

Gerek tiimor anjiyojenezi, gerekse timor metastazi siireclerinde, hiicre icinde
olusan reaktif oksijen tiirlerinin biiyitk 6neme sahip oldugu bilinmektedir
(Hammond vd. 2003, Moeller vd. 2004, Kalliomaki vd. 2008, Toffoli ve Michiels
2008, Azad vd. 2009, Toffoli vd. 2009, Hsieh vd. 2010, Hsieh vd. 2012, Granger ve
Kvietys 2015, Michiels vd. 2016). Bu nedenle, likenlerden izole edilen bilesiklerin;
ROS birikimi iizerine aktiviteleri ve reaktif oksijen ttirlerinin hiicre i¢i hedeflerinden
biri olan DNA tizerine olusturabilecekleri oksidatif hasarlar tespit edilmistir (Bélim

3.10 ve Bolim 3.11). Test bilesiklerinin; ROS birikimi {izerine olan aktivitelerinin
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toksisite testlerine paralel oldugu belirlenmistir (Sekil 3.21). Dolayisiyla, liken
bilesiklerinin T-47D, HCC1428 ve HUVEC hiicreleri iizerine olan sitotoksik aktivite
mekanizmalarindan birinin ROS olusturma kapasitelerine bagli oldugu
disinilmistir (Avalos vd. 2014). Oksidatif DNA hasar1 belirleme testleri
sonucunda elde edilen veriler de ROS birikimi aktivitelerine paraleldir ve
hiicrelerde meydana gelen oksidatif DNA hasarlar hiicrelerin apoptoza gitmelerine
veya yasamlarinin son bulmasina neden olmaktadir (Cooke vd. 2003). Ayrica, reaktif
oksijen tiirlerinde olagan dis1 artislarin hiicre iskeletinin yapisinda degisimlere
neden oldugu ve hiicre migrasyonu, adezyonu gibi olgulari etkiledigi bilinmektedir
(Ding vd. 2001). Bu nedenle, liken bilesiklerinin ROS arttiric1 aktiviteleri ile anti-
anjiyojenik, anti-migrasyon, anti-adezyon ve timor hiicresi invazyonunu baskilayici

aktivitelerinin baglantili olabilecegi diisiintilmektedir.

Likenlerden elde edilen alektoronik asit, kollatolik asit ve kaperatik asit
bilesiklerinin tiim bu aktivitelerinin epigenetik bir kaynaginin olup olmadig: ise
DNA iizerinde bulunan 5’-metilsitozin (5-mC) miktarinin 6l¢iilmesi yoluyla DNA
metilasyonunun belirlenmesi sonucu incelenmistir (Bolim 3.12). Bilindigi Uzere;
kanser gelisimi ve timor hiticrelerinin ¢cogalmasi, timor anjiyojenezi ve invazyonu,
hiicre farklilagsmasi, hiicre gocii ve proliferasyonu gibi bir¢ok olgunun DNA
metilasyonu ile ilgili oldugu belirlenmistir (Gama-Sosa vd. 1983, Gronbaek vd. 2007,
lacobuzio-Donahue 2009, Esteller 2011, Egger ve Arimondo 2015). Deneyler
sonucunda elde edilen verilere gore; metastatik 6zellikteki HCC1428 hiicrelerinin
en diisiik seviyede, T-47D hiicrelerinin ise en yliksek seviyede DNA metilasyon
oranina sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 3.23). Baz1 kanser hiicrelerinde, timor
baskilayici genlerin bulundugu bélgelerin metilasyon yoluyla baskilandigi ve bu tip
kanser hiicrelerinde hipermetilasyon (fazla metilasyon) olgusunun goézlemlendigi
belirlenmistir ki, T-47D hiicrelerinde gézlemlenen ytliksek metilasyon oraninin bu
sebeple oldugu diistiniilmektedir (Lujambio vd. 2008, Egger ve Arimondo 2015).
Bazi1 tiimor hicrelerinde ise DNA lizerinde saglanan epigenetik dengenin
kayboldugu, DNA metilasyon oranin ¢ok fazla duistigi (hipometilasyon) ve aktive
olmamasi gereken gen bolgelerinin de aktive oldugu bilinmektedir ki, HCC1428
hiicrelerinde gozlemlenen hipometilasyon durumunun sebebinin de bu oldugu

disinilmektedir (Van Zee vd. 1998). Liken bilesiklerinin ise genellikle
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konsantrasyona bagli olarak metilasyon oraninda bir artisa neden oldugu
gozlemlenmistir (Sekil 3.23). Hiicrelerin ¢ogalmadiklari, metabolik ve fizyolojik
faaliyetlerinin azaldig1 durumlarda, DNA metilasyonunda artis meydana geldigi, bu
nedenle de farklilasmis ve artik bolinmeyen hiicrelerin DNA’sinda metilasyon
oraninin daha yiiksek oldugu bilinmektedir (Meissner vd. 2008, Beerman vd. 2013).
Liken bilesiklerinin de; anti-migrasyon, anti-adezyon, anti-anjiyojenik ve anti-
invazyon aktivitelere sahip oldugu ve hiicrelerin proliferasyonunu baskiladigi
belirlenmistir ki bu durum; aynm1 zamanda hiicrelerin epigenetik yapisini da
etkileyerek, konsantrasyona baglhh olarak DNA metilasyonunda artisa neden

olmustur.

Sonug olarak likenlerden elde edilen kii¢iik molekiil yapili; alektoronik asit,
kollatolik asit ve kaperatik asit bilesiklerinin; toksik olmayan konsantrasyonlarinin,
timoOr anjiyojenezini ve metastazini baskilama yetenegi sahip olduklan
belirlenmistir. Kaperatik asit bilesigi; diger liken bilesiklerine gore, disiik
toksisiteye ve yiiksek anti-anjiyojenik, anti-migrasyon aktivitelerine sahip olmasi ve
DNA metilasyonunun arttirici potansiyeli nedeniyle 6n plana ¢ikmakta ve kanser
tedavisinde kullanilabilirligi acisindan daha fazla umut vaat etmektedir. Bununla
birlikte, likenlerden izole edilen bu bilesiklerin aktivite mekanizmalar1 hakkinda
daha fazla ve detayl arastirmalarin yapilarak, in vivo aktivitelerinin de incelenmesi
faydali olacaktir. Boylece, test bilesiklerinin; kanser tedavisine yonelik kullanimi ve
ilac sektoriine kazandirilmasi so6z konusu olabilecektir. Ayrica, aktivite
mekanizmalarinin detaylandirilmasi sonrasinda, bu bilesiklerin model alinmasi ve
yar1 sentetik 6zellige sahip yeni bilesik sentezlenmesi veya taklit eden sentetik

bilesiklerin kesfedilmesi de s6z konusu olabilir.
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