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Likenler; mantar ve alglerin birliktelikleri sonucu oluşmuş simbiyotik ortaklıklardır 

ve bu birliktelik içinde kurulan ileri seviyeli metabolik ilişki sayesinde, 1000’den fazla özgün 

liken bileşiği sentezlenmektedir. Liken bileşiklerinin; anti-inflamatuar, anti-pretik, 

analjezik, ultraviyole koruyucu, enzim baskılayıcı, sitotoksik vb. aktiviteleri hakkında çok 

sayıda çalışma bulunmasına rağmen, anjiyojenez üzerine aktiviteleri hakkında az sayıda 

çalışma bulunmaktadır.  Bununla birlikte, mevcut kan damarlarından yeni kılcal damarların 

oluşması olarak tanımlanan anjiyojenezin; kanser tedavisinde ve tümör hücrelerinin 

büyümesi, gelişmesi, doku oluşturmaları ve metastaz olgularında önemli bir hedef olduğu 

değerlendirilmektedir.  

Bu nedenle, alektoronik asit, kollatolik asit ve kaperatik asit isimli liken bileşiklerinin 

sağlıklı ve kanserli hücre hatları üzerine sitotoksik aktiviteleri; MTT ve Alamar Blue hücre 

canlılığı, LDH hücre membran bütünlüğü ve PicoGreen dsDNA miktar ölçümü testleri 

kullanılarak belirlenmiş ve zamana bağlı sitotoksik aktiviteleri xCELLigence Gerçek Zamanlı 

Hücre Analiz MP (RTCA-MP) cihazı kullanılarak aydınlatılmıştır. Anjiyojenez ve endotel 

hücre göçü üzerine aktiviteleri ise sırasıyla; endotel hücre tüp formasyon testi ve RTCA DP 

cihazı kullanılarak belirlenmiştir. Ayrıca; reaktif oksijen türleri birikimi, oksidatif DNA 

hasarı, hücre adezyonu, tümör hücre invazyonu ve DNA metilasyonu üzerine aktiviteleri de 

araştırılmıştır. Kaperatik asit; düşük toksik aktivitesi ve yüksek anti-anjiyojenik aktivitesi 

nedeniyle en etkili bileşik olarak ön plana çıkmaktadır. Bununla birlikte, sağlıklı ve kanserli 

hücrelerin kullanılmasıyla gerçekleştirilen deneyler sonucunda, izole edilen bileşiklerin 

tamamının kanser tedavisi için umut vaat edici özelliklere sahip oldukları belirlenmiştir.  

Anahtar Sözcükler: Liken, kanser ve anjiyojenez, gerçek zamanlı hücre analizi (RTCA), 

oksidatif DNA hasarı, DNA metilasyonu 
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ABSTRACT  

INVESTIGATION OF THE ANGIOGENESIS-TARGETED TREATMENT 

POTENTIALS OF THE SMALL MOLECULE STRUCTURED NATURAL 

COMPOUNDS BY EPIGENETIC APPROACH AND MOLECULAR MECHANISMS ON 

TUMOR DEVELOPMENT AND INVASION 

Mehmet VAROL 

Department of Biology 

Anadolu University, Graduate School of Science, January, 2017 

Supervisor: Prof. Dr. Ayşe Tansu KOPARAL 

(Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Miriş DİKMEN) 

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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1. GİRİŞ 

1.1. Kanser 

Kontrolsüz hücre çoğalması ve anormal özellikler sergileyen hücrelerin 

sayısında meydana gelen artış ile karakterize edilebilen bir grup hastalık olarak 

tanımlanan kanser; yüzyıllar öncesinde olduğu gibi günümüzde de kritik önemini 

korumaktadır (Atıcı 2007). Firavun dönemi papirüslerinde, Babil çivi yazısı 

tabletlerinde ve eski Hint yazmalarında kanser ile ilgili tanımlamaların 

bulunduğuna dair kanıtlar olmakla birlikte antik Yunan kaynaklarında ve Galen’in 

çalışmalarında farklı karakteristik özelliklere sahip kanser vakalarının 

anlatımlarıyla karşılaşılmakta; ancak bu kanser tipleri hakkında çoğunlukla yorum 

yapılamamaktadır (Sigerist 1960, Atıcı 2007, Nobili vd. 2009).  

İnsanlık tarihinin en eski ve üzerine en fazla araştırma yapılan hastalıklardan 

biri olan kanser; günümüz dünyasında da en önemli ölüm sebeplerinin başında 

gelmekte ve bu nedenle de kanser tedavisine yönelik araştırmalar ulusal ve 

uluslararası kuruluşlar tarafından finanse edilerek öncelikli araştırma alanları 

içinde değerlendirilmektedir (Siegel vd. 2015, Varol 2016b).  Kanser istatistikleriyle 

ilgili yapılan araştırmalar sonucunda elde edilen veriler de, kanser araştırmalarını 

destekleyen kurum ve kuruluşların bu politikalarının doğruluğunu ve kanser 

araştırmalarının önemini ortaya koymaktadır (Rahib vd. 2014, Siegel vd. 2015). 

Dünya Sağlık Örgütü (WHO, 2010) 2030 yılında, dünya çapında, her yıl 15.5 milyon 

kişiye kanser teşhisi konulması beklediklerini belirten bir rapor sunarken; 

Araştırmacı İlaç Firmaları Derneği de (AİFD, 2011) her yıl 160 bin vatandaşımıza 

kanser teşhisi konulduğunu ve 100 bin vatandaşımızın da kanser nedeniyle 

yaşamını yitirdiğini açıklamıştır (Kavradim vd. 2013). 

Kanser ve tümör oluşumunun, zararlı çevresel etmenlerin öncülüğünde 

başlayan çok aşamalı ve uzun bir süreç olduğu açıkça bilinmektedir (Chaffer ve 

Weinberg 2015).  Kanser oluşum süreci; organizma içindeki bazı hücrelerin mikro 

çevrede oluşan stres neticesinde normal yapılarının habis bir değişme uğramasıyla 

(malign transformasyon) başlamakta ve hızlı hücre çoğalması (hiperproliferasyon),  

büyüme baskılayıcı faktörlere duyarsızlık oluşumu (evazyon), programlı hücre 



2 
 

ölümüne (apoptoz) karşı direnç kazanımı, yayılımcı (invaziv) potansiyele sahip 

olma, mevcut kan damarlarından yeni kılcal damar oluşumunu (anjiyojenez) 

başlatıcı faktörlerin üretilmesi ve nihayetinde tümör anjiyojenezi sonucu oluşan bu 

damarlar aracılığıyla organizmanın farklı bölgelerine ulaşma yeteneği olarak 

tanımlanan metastaz yapabilme yeteneğini kazanma şeklinde devam etmektedir 

(Hanahan ve Weinberg 2000, Hanahan ve Weinberg 2011). Hücresel enerji akışında 

düzensizlikler oluşması ve immün sistemden kaçış da kanserleşme sürecinin birer 

parçası olarak tanımlanmıştır (Hanahan ve Weinberg 2011, Voron vd. 2014).  

Ayrıca, kanserleşme sürecinde birçok epigenetik değişimin gerçekleştiği de 

bilinmektedir (Martín-Subero ve Esteller 2017). Bu değişimlerden biri olan DNA 

metilasyonu; memeli hücrelerinde, genellikle gen promotorları olarak görev alan, 

CpG dinükleotid bölgelerinde meydana gelmektedir. Kanser gibi olguların 

gelişiminde; DNA metilasyonunda görevli olan DNA metil transferaz enzimlerinin 

aktivitesinde düşüş olduğu gözlemlenmiştir (Riggs ve Jones 1983). Malignant 

özelliğe bağlı olarak DNA metilasyonunda azalma meydana geldiği ve aktif olmayan 

gen bölgelerinin açılarak aktive edildiği bilinmektedir (Gama-Sosa vd. 1983). 

Kanserleşme süreçlerinin birbirine benzer özelliklere sahip olmasına rağmen 

günümüzde 200’den fazla farklı kanser tipi olduğu bilinmektedir (Hansen vd. 2011). 

Ayrıca, kanserli bir dokunun; farklı mutasyon, epigenetik profil ve karaktere sahip 

çeşitli kanser hücrelerinden oluştuğu, morfolojik ve fonksiyonel olarak heterojen bir 

yapı sergilediği de yapılan çalışmalarla ortaya konulmuştur (Meacham ve Morrison 

2013). Tüm bu sebepler nedeniyle, cerrahi müdahale, ışın tedavisi (radyoterapi), 

kimyasal tedavi (kemoterapi), hormon terapisi gibi geleneksel kanser tedavi 

yöntemlerinde, kanserli hücreler tedaviye karşı direnç geliştirebilmekte, daha 

saldırgan bir yapı sergileyerek hastaların yaşam kalitesinde düşüşe neden 

olabilmekte ve hatta hızlı bir şekilde yaşam süresinin kısalmasına yol 

açabilmektedir (DeVita Jr ve Rosenberg 2012, Siegel vd. 2012, DeSantis vd. 2014, 

Siegel vd. 2015). Bu nedenle, kanser oluşum süreci ve farklı kanser tiplerinin ortak 

özellikleri üzerine odaklanan tedavi yöntemlerinin veya ilaçlarının geliştirilmesi 

daha faydalı ve sürdürülebilir gözükmektedir ki yukarıda bahsedilen tümör oluşum 

süreçleri içinde yer alan tümör anjiyojenezi de kanser tedavisinde önemli bir hedef 

olarak karşımıza çıkmaktadır (Carmeliet ve Jain 2000). 
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1.2. Anjiyojenez 

Memeli hücreleri yaşamlarını devam ettirebilmek için besin ve oksijene ihtiyaç 

duymakla birlikte yaşamsal faaliyetlerinin bir sonucu olarak oluşan metabolik 

atıklarını da uzaklaştırmak zorundadırlar (Carmeliet ve Jain 2000).  Oksijenin doku 

içindeki difüzyonunun yaklaşık olarak 100-200 µm mesafe ile sınırlı olduğu 

bilinmektedir (Groebe ve Vaupel 1988, Olive vd. 1992, Grimes vd. 2014, Wenger vd. 

2015). Dolayısıyla memeli hücrelerinin yaşamsal faaliyetlerine homeostaz dahilinde 

devam edebilmeleri için kan damarlarına olan uzaklıklarının 200 µm mesafeden 

daha az olması gerekmekte, aksi bir durumda ise hücrelerde ve doku içinde stres 

oluşmakta, oluşan bu stresin bir sonucu olarak da farklı hücre içi ve hücreler arası 

sinyal mekanizmaları devreye girerek mevcut kan damarlarından yeni kılcal 

damarlarının oluşması olarak tanımlanan anjiyojenez tetiklenebilmektedir 

(Carmeliet ve Jain 2000).   

Tümör dokularını oluşturan hücreler de sağlıklı dokuları oluşturan hücreler 

gibi yaşamsal faaliyetlerine devam edebilmek, tümör dokusunun kütlesini ve 

hacmini arttırabilmek, sayısal artışlarını sürdürebilmek ve bulundukları 

organizmanın farklı bölgelerine göç ederek metastaz yapabilmek için yeni kan 

damarlarının oluşmasına ihtiyaç duymakta ve anjiyojenez sürecini başlatıcı 

faktörleri üreterek yeni kılcal damarların kendi etraflarında ve doku içerisinde 

oluşumunu sağlayabilmektedirler  (Şekil 1.1) (Weis ve Cheresh 2011). 

 

Şekil 1.1.   Tümör dokusunu oluşturan hücrelerin anjiyojenez tetikleyici bir faktör olan VEGF 

(vasküler endotelyal büyüme faktörü)  üretimi sonucu anjiyojenez oluşumu ve tümör 

dokusunun damarlı bir form kazanması 
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Tümör dokularının etrafında anjiyojenezin meydana geldiğinin ve dokunun 

yeni kılcal damarlarla sarıldığının belirlenmesi üzerinden 100 yıldan fazla zaman 

geçmiştir  (Goldmann 1907, Ide vd. 1939, Algire vd. 1945). 1968’li yıllarda ise tümör 

dokularının etrafındaki yeni kılcal damarların varlığı; tümör hücreleri tarafından 

salgılanan ve difüze olabilme yeteneğindeki anjiyojenik bileşenlerin yani 

anjiyojenezi tetikleyen moleküllerin varlığına dayandırıldığı bir hipotez ile 

açıklanmaya çalışılmıştır (Ehrmann ve Knoth 1968, Greenblatt ve Philippe 1968). 

Daha sonraki yıllarda ise anjiyojenezin, tümör gelişimini engellemek için önemli bir 

hedef olabileceği ve tümör metastazının da anjiyojenez bağımlı bir süreç olduğu 

düşüncesi Judah Folkman tarafından 1971 yılında öne sürülmüştür (Folkman 1971).  

Folkman tarafından öne sürülen anjiyojenez bağımlı tümör gelişimi hipotezi 

1976 yılında Gullino tarafından, henüz kanserleşmemiş dokularda bulunan 

hücrelerin, kanserli doku oluşturma yolunda, anjiyojenezi tetikleyici kapasiteleri 

olduğunun belirlenmesi ile kanıtlanmış ve bu kapasitenin baskı altına alınmasının 

kanser gelişimini engellemek için önemli bir strateji olabileceği öne sürülmüştür 

(Gullino 1978).  Daha sonra yapılan araştırmalar ışığında Folkman’ın hipotezi 

genetik yaklaşımlarla da desteklenerek açıklanmıştır (Carmeliet ve Jain 2000, 

Hanahan ve Weinberg 2000, Weis ve Cheresh 2011).  Günümüzde anjiyojenezi 

tetikleyici (pro-anjiyojenik) faktörler (Tablo 1.1) ile anjiyojenezi baskılayıcı (anti-

anjiyojenik) faktörlerin (Tablo 1.2) varlığı ve bunların doku mikro çevresinde 

bulunan miktarları arasında bir denge olduğu kesin olarak bilinmektedir (Hanahan 

ve Weinberg 2000). Bu dengede meydana gelen değişimler ise anjiyojenik anahtarın 

(switch) açılıp kapanmasını düzenlemektedir (Bouck vd. 1996, Hicklin ve Ellis 2005, 

Ribatti 2009). Pro-anjiyojenik faktörlerin anti-anjiyojenik faktörlere göre daha fazla 

olması anjiyojenik anahtarı açarak yeni kılcal damarların oluşum süreci 

başlatılırken dengenin anti-anjiyojenik faktörler lehinde olması anjiyojenik anahtarı 

kapatarak yeni damarların biçimlenmesini engellemektedir (Bouck vd. 1996).  
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Tablo 1.1. Anjiyojenezi tetikleyici faktörler ve fonksiyonları 

Tetikleyici Faktör Fonksiyonu 

Vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF) 

ailesi üyeleri  

Anjiyojenez ve vaskülojenezi teşvik eder,  

lökosit adezyonunu sağlar ve geçirgenliği 

arttırır 

Vasküler endotelyal büyüme faktörü reseptörü 

(VEGFR), Nöropilin-1 (NRP-1)  

Anjiyojenik sinyaller ve hayatta kalma 

sinyalleriyle etkileşime girerler 

Anjiyopoietin 1 (Ang1) ve Ang1 reseptörü 

(Tie2) 

Geçirgenliği baskılamak ve damarları kararlı 

bir hale getirmede görev alırlar 

Trombosit kaynaklı büyüme faktörü-BB 

(PDGF-BB) ve reseptörleri 
Düz kas hücrelerini bir araya toparlarlar 

Dönüştürücü büyüme faktörü beta 1 (TGF- β1), 

endoglin, TGF- β reseptörleri 

Hücreler arası matriks üretimini uyarmada 

görev alırlar 

Fibroblast büyüme faktörü (FGF), Hepatosit 

büyüme faktörü (HGF), Monosit kemoatraktan 

protein-1 (MCP-1)   

Anjiyojenezi ve arteriojenezi uyarmada görev 

alırlar 

İntegrin αvβ3, αvβ5, α5β1 proteinler 
Matriks makro molekülleri ve proteinazlar için 

reseptör görevi görürler 

Vasküler endotelyal kaderin (VE kaderin), 

Trombosit endotel hücre adezyon molekülü 

(PECAM – CD31) 

Endotel bağlanma molekülleri olarak görev 

alırlar 

Efrinler 
Arteryel / venöz özellikleri düzenlemede görev 

alırlar 

Plazminojen etkinleştiriciler, Matriks 

metalloproteinazlar (MMPs) 

Matriksi yeniden modeller, büyüme 

faktörlerini salınımı ve aktivasyonunda görev 

alırlar 

Plazminojen aktivatör inhibitör-1 (PAI-1) Gelişmekte olan damarları stabilize eder 

Nitrik oksit sentaz (NOS), Siklooksijenaz-2 

(COX-2) 
Anjiyojenez ve vazodilatasyonu uyarır 

Hematopoietik kök hücre markörü AC133 Anjioblast farklılaşmasını düzenlemektedir 

Kemokinler Anjiogenezde pleiotropik rol oynarlar 

Heliks-sarmal-heliks transkripsiyon faktörleri 

Id1 ve Id3 

Endotelyal plastisitenin belirlenmesinde rol 

alırlar 

Kaynak: Carmeliet ve Jain 2000, s. 254. 
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Tablo 1.2. Anjiyojenezi baskılayıcı faktörler ve fonksiyonları 

Baskılayıcı Faktör Fonksiyonu 

VEGFR-1, Çözünür VEGFR-1, Çözünür NRP-1 
VEGF, VEGF-B ve Plasental büyüme faktörü 

(PIGF) için reseptör görevi üstlenirler 

Ang2 Ang1 antagonisti 

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

Endotel hücre göçünü, büyümesini, 

yapışmasını ve hayatta kalmasını baskılamada 

görev alırlar 

Anjiyostatin ve ilgili plazminojen üzerindeki 

bazı özel bölgeler (kringle) 
Tümör anjiyojenezini baskılar 

Endostatin (kollajen XVIII parçaları) 
Endotel hücrelerin hayatta kalmasını ve 

göçünü baskılar 

Vasostatin, Kalretikülin Endotel hücre büyümesini baskılar 

Trombosit faktörü-4 
bFGF (bazik fibroblast büyüme faktörü) ve 

VEGF'in bağlanmasını baskılar 

Metaloproteinazların doku inhibitörleri 

(TIMP), MMP baskılayıcılar, MMP-2’nin bir 

parçası olan PEX 

Patolojik anjiyojenezi baskılarlar 

Meth-1ve Meth-2 proteinleri 
MMP, TSP ve disintegrin içeren alanların 

inhibitörleri olarak görev alırlar 

İnterferon-α (INF-α), INF-β, INF-γ, INF-γ-

kaynaklı protein-10 (IP-10), İnterlökin-4 (IL-

4), IL-12, IL-18  

Endotel hücre göçünü baskılarlar, bFGF'nin 

miktarının azalmasını düzenlerler 

Protrombin kringle-2; Antitrombin III parçası Endotelyal büyümeyi baskılarlar 

Prolaktin (Mr, 16K) bFGF/VEGF baskılayıcılar 

Vasküler endotelyal büyüme inhibitörü (VEGI) Hücre büyümesini düzenler 

Asidik ve sistein amino asidince zengin 

salgılanan protein (SPARC) parçası 

Endotelyal bağlanmayı ve VEGF'in aktivitesini 

baskılamaktadır 

Osteopontin parçası İntegrin sinyalizasyonuna müdahale etmek 

Maspin Proteaz inhibitörü 

Kanstatin, proliferin ile ilgili protein, restin Endotel hücre göçü ve çoğalmasını baskılarlar. 

Kaynak: Carmeliet ve Jain 2000, s. 254. 
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1.3. Tümör Mikro Çevresi ve Anjiyojenez 

Lösemi ve asit (ascites) tümörleri gibi bazı tümörler hücre süspansiyonu 

halinde gelişim gösterirken çoğu tümör katı (solid) doku kitleleri halinde 

büyümektedirler (Connolly vd. 2003). Solid tümör yapıları incelendiğinde; sağlıklı 

dokulara benzer bir şekilde, diğer dokulardan ayrı bir yapı sergiledikleri ve kendi 

içlerinde birbiriyle ilişkili, ancak kompartımanlar halinde ayrılmış olan; tümör 

hücrelerinden oluşan “parankima” isimli bir kısım ile bu tümör hücrelerinin kendi 

büyümeleri ve yayılmaları için pro-tümörijenik, immün-baskılayıcı ve çeşitli 

metabolitleri salgılamaları sonucunda modifiye edebildikleri, düzenleyebildikleri ve 

yönlendirebildikleri bir tür matriks olan “stroma” isimli kısım olmak üzere iki 

bölümden oluştukları gözlemlenmektedir (Dvorak vd. 1991, Contran vd. 1999, 

Connolly vd. 2003, Maes vd. 2016). Tüm tümör oluşumları besin desteği ve 

metabolik atıkların uzaklaştırılması amacıyla stromaya ihtiyaç duymaktadır; solid 

tümörler tümör tipine veya hücresel kökenlerine bağlı olmaksızın 1-2 mm çapa 

ulaştıkları zaman stromaya gereksinim duyarken, lösemi gibi süspansiyon halinde 

gelişen tümörlerde stromanın görevini kan plazması üstlenebilmektedir; ancak 

anjiyojenez gibi stroma içinde oluşması gereken cevaplar lösemi için kemik iliği gibi 

ilgili dokularda meydana gelebilmektedir (Folkman 1992, Aguayo vd. 2000, Dickson 

ve Sham 2001). Solid tümörlerde, konakçı dokunun sağlıklı hücreleri ile malignant 

hücreler arasında yer alan ve tümör hücrelerinin konakçı üzerinde oluşturduğu 

etkiler nedeniyle büyük ölçüde konakçının bir ürünü olarak oluşan stroma, 

inflamatuar (yangısal) hücreler, perisitler, bağ doku ve kan damarlarından 

oluşmaktadır  (Nagy vd. 1995, Connolly vd. 2003, Maes vd. 2016). Solid tümörlerin 

stroması, inflamatuar hücrelerin akınını sınırlayabilirken tümör hücrelerinin 

dokudan çıkışını (invazyonunu) da engelleyebilmekte; dolayısıyla stroma tümör 

dokusunun beslenmesi ve büyümesi için gerekli bir dolgu materyali sağlarken; 

sıvıların, gazların ve hücrelerin tümör dokusuna geçişi için de bir bariyer veya 

düzenleyici görevi üstlenmektedir (Connolly vd. 2003). Tümör stromasının genel 

bileşimi yeni kan damarlarına ek olarak damarlardan sızmış olan plazma ve plazma 

proteinlerinden, proteoglikanlar ve glikozaminoglikanlardan, interstisyel 

kollajenler, fibrin ve fibronektin proteinlerden, fibroblastlar, perisitler ve 
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inflamatuar hücreler gibi normal bağ dokusu hücrelerinden oluşmaktadır (Connolly 

vd. 2003, Billottet ve Jouanneau 2008).  

Hücreler ile bu hücrelerin mikro çevreleri arasındaki iki yönlü iletişim tümör 

büyümesi ve normal doku gelişiminde olduğu kadar tümör anjiyojenezinin 

gerçekleşmesi için de büyük önem arz etmektedir (Quail ve Joyce 2013). Anjiyojenik 

anahtarın açılıp açılmayacağı da, hücre içi ve hücrelerin mikro çevrelerinde 

meydana gelen değişikliklere bağlı olarak belirlenmektedir (Carmeliet ve Jain 2000, 

Ribatti 2009). Bir dokuya ulaşan kan damarlarındaki şekerin normal seviyelerden 

daha düşük miktarda olması (hipoglisemi), demir eksikliği (hipoferremia), oksijen 

yoğunluğunun yeterli seviyede olmaması (hipoksi) ve pH’ın metabolik aktiviteler 

sonucu biriken atıklar nedeniyle doku ve hücre içinde çok düşmesi gibi metabolik 

stres yaratan faktörlerin oluşması, normalden hızlı çoğalan tümör hücreleri 

nedeniyle mekanik baskının artması, bağışıklık sistemi ve inflamatuar tepkiler 

sonucu ilgili hücrelerin dokulara sızması, genetik mutasyonlar sonucu anjiyojenez 

ile ilgili yolakların veya faktörlerin yeniden düzenlenmesi gibi birçok değişim 

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

Anjiyojenezi baskılayıcı ve tetikleyici faktörler arasındaki dengede meydana 

gelen bozulmalar sonucunda tümör dokularının etrafındaki damarlarda birçok 

yapısal ve fonksiyonel anormallikler gözlemlenebilmektedir (Wang vd. 2015). 

Anormal sızıntıların oluşması, potansiyel büyüme ve yeniden damar 

modellenmesinin gözlenmesi, yüksek kıvrımlı damar yapılarının veya çapları geniş, 

bazal laminası kesintili ve kapiller yapı içinde yer alan endotel hücrelerin arası 

mesafeli olan (sinüzoidal)  damar yapılarının oluşması, damar çevrelerinin perisit 

ve düz kas hücreleri gibi damar destekleyici hücreler tarafından daha gevşek bir 

şekilde sarılması, arteryol ve venöz damar ayrımının net olarak yapılamaması, 

karışık bir kan akışının gözlenmesi, damarların düşük besleyici özelliğe ve 

fonksiyonel yetersizliğe sahip olması,  endotel hücrelerden oluşan damar duvarına 

tümör hücrelerinin dahil olması veya tümör kök hücrelerinin endotel hücrelerine 

farklılaşarak tümör dokusu damarlarına dahil olması (vasküler taklit) gibi 

fonksiyonel ve yapısal anormallikler tümör dokularının damarlanması için birer 

işaret olarak kabul edilmekte, tümör hücrelerinin kan dolaşımına girmesini 
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sağlamakta ve tümör dokusunun mikro çevresinin patolojik özelliklerinin 

korunması sağlamaktadır (van der Schaft vd. 2004, Nagy vd. 2012, Xue vd. 2012, 

Hedlund vd. 2013, Hosaka vd. 2013). Ayrıca tümör dokusunda yer alan damarların 

heterojen bir yapı sergilediği, tümör dokusunun yayılım gösteren kenarlarında daha 

yoğun bir damarlanmanın olduğu, merkezinde yer alan damarların ise daha 

karmaşık bir yapı sergilediği bilinmektedir (Nagy ve Dvorak 2012). 

Tümör dokusunda yer alan hücrelerin hızlı ve anormal bir şekilde çoğalması 

sağlıklı dokular üzerinde olduğu gibi damar yapıları üzerinde de mekanik bir stres 

oluşturmakta ve bazı bölgelerde anormal büyüklükte damarlar gözlemlenirken bazı 

bölgelerde ise gelişmemiş ve küçük damar yapıları gözlenebilmektedir (Jain 2005). 

Bu durumun bir sonucu olarak da anormal kan akışı, hipoksi, hipoglisemi, aşırı 

geçirgenlik (hiperpermeabilite) ve birçok solid (katı) tümörün iç basıncında artış 

gibi durumlar meydana gelebilmekte ve kanser tedavinde kullanılan kemoterapi 

ilaçlarının da tümör dokusuna nüfuz etmesinde problemlerle karşılaşılabilmektedir 

(Wang vd. 2015).  

Yukarıda da bahsedildiği üzere tümör dokusunda meydana gelen hipoksi 

durumunun; tümör proliferasyonu (çoğalması), tümör yayılımı (invazyon) ve 

metastaz ile bağlantılı olduğu gibi tümör anjiyojeneziyle de aralarında enteresan bir 

bağlantı bulunmaktadır (Carnero ve Lleonart 2015, Michiels vd. 2016, Paduch 

2016). Büyümekte ve yayılmakta olan tümör dokusunu besleyen damarların 

yetersiz olmasının bir sonucu olarak hipoksi durumu oluşmakta ve tümör hücreleri 

hipoksiyle indüklenen transkripsiyon faktörlerin (HIF) aktivasyonu aracılığıyla bazı 

anjiyojenik sitokinler ile bazı büyüme faktörlerini salgılayarak anjiyojenezi 

tetikleyebilmektedir (Lee vd. 2015, Henze ve Mazzone 2016). Bununla birlikte, 

tümör anjiyojenezi sonrasında; mekanik stres, yeni oluşan kılcalların yapısal 

bozuklukları ve fonksiyonel işlevsizlikleri gibi nedenlerle, dokudaki hipoksi durumu 

daha fazla artış gösterebilmektedir (Wang vd. 2015). Bu kısır döngü nedeniyle de 

kanser olgusu daha agresif ve ağır bir şekilde ilerleyerek metastatik özellik 

kazanabilmektedir (Michiels vd. 2016). Ayrıca, tümör dokusunda gözlemlenebilen 

kaotik kan dolaşımı, damarlardaki yapısal ve fonksiyonel bozukluklar, tümör 
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dokusunun kanlanmasında (perfüzyonunda) düzensizliğe ve döngüsel hipoksi adı 

verilen farklı bir hipoksi türüne neden olabilmektedir (Dewhirst vd. 2008).  

Akut hipoksi, dalgalı hipoksi veya aralıklı hipoksi olarak da bilinen döngüsel 

hipoksi olayı ilk kez Brown tarafından 1979 yılında, hipoksinin tümör dokularında 

gözlemlenen bir türevi olarak bilim dünyasına sunulmuştur (Brown 1979). 

Brown’un keşfinden sonra yapılan çalışmalarda ise döngüsel hipoksi durumunun 

tümör anjiyojenezini takip eden evrelerde meydana geldiği belirlenmiş ve tümör 

dokusunun, düzensiz perfüzyon nedeniyle, önce hipoksi durumuna maruz kaldığı, 

daha sonra ise yeniden oksijenlendiği (reoksijenasyon) ve bu kısır döngünün sürekli 

tekrar ettiği belirlenmiştir (Chaplin vd. 1986, Chaplin vd. 1987, Trotter vd. 1989a, 

Trotter vd. 1989b). Tümör anjiyojenezinden sonra oluşabilen döngüsel hipoksi 

durumunun, kronik hipoksi durumundan daha farklı etkilere yol açarak hücresel 

davranışlarda değişikliklere neden olabildiği, epigenetik ve supra-onkojenik 

süreçleri etkileyebildiği ve kanser hücrelerinin daha agresif, tedaviye dirençli ve 

metastatik karakterler sergilemesine öncülük edebildiği yapılan araştırmalarla 

ortaya konulmuştur (Chandel vd. 1998, Bristow ve Hill 2008, Boidot vd. 2014, 

Michiels vd. 2016, Rankin vd. 2016).  Dolayısıyla döngüsel hipoksinin ya da döngüsel 

hipoksi durumunu oluşturan faktörlerin hedeflenmesi; tümör dokusunu oluşturan 

hücrelerin tedaviye karşı direnç oluşturmasını, metastatik özellik kazanmalarını 

veya agresif bir şekilde proliferasyon hızlarını arttırmalarını engellemek için büyük 

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

Anjiyojenez direk olarak tümör hücrelerinin malignant (habis) özellik 

kazanması üzerine etkili değilken tümör gelişimini ve metastazı direk olarak 

tetiklediği bilinmektedir (Carmeliet ve Jain 2000). Bununla birlikte, anjiyojenez 

sonrası gerçekleşen döngüsel hipoksi gibi durumların tümör hücrelerinin malignant 

özellik kazanması üzerine direk olarak etki ettiği de açıkça tespit edilmiştir (Choi vd. 

2015, Sun ve Li 2015).  Tümör hücreleri, döngüsel hipoksi nedeniyle mikro 

çevrelerinde gerçekleşen değişimlerden korunmak ve yaşamlarını sürdürebilmek 

amacıyla bazı korunma mekanizmalarını aktive ederek daha agresif ve malignant 

özellikler kazanabilmektedir (Sun ve Li 2015).   
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Döngüsel hipoksinin oksijen kıtlığı yaşanan hipoksi evresinde; oksijen kıtlığı 

nedeniyle ATP üretiminde problemlerle karşılaşılmakta ve protein sentezi gibi ATP 

tüketimi gerektiren bazı mekanizmalar baskılanabilmektedir (Michiels vd. 2016). 

Reoksijenasyon gerçekleştiğinde ise ATP üretimi gerçekleştirilerek ATP 

yoksunluğunda baskılanan bu mekanizmalar tekrar aktive edilmekte ve protein 

sentez süreçleri kaldıkları yerden devam etmektedir (Michiels vd. 2016). Moeller ve 

arkadaşları tarafından 2004 yılında yayınlanan bir çalışmada, hipoksi durumunda 

ATP tüketimi gerektiren bir mekanizma olduğu için baskılanan; ancak hipoksi 

durumunda üretilmesi gereken transkripsiyon faktörlerden biri olan HIF-1 

(hipoksiyle indüklenen transkripsiyon faktör-1) üretiminin, reoksijenasyon 

sonrasında hipoksi durumunun ortadan kalkmasına rağmen aktive olduğu 

bildirilmiştir (Moeller vd. 2004). Böylece paradoksal bir olgu meydana gelmiş ve 

hipoksiyle indüklenen transkripsiyon faktör-1 üretimi yanlış zamanda 

gerçekleştirilerek devreye girmemesi gereken sinyal mekanizmalarının devreye 

girmesi sağlanmıştır (Moeller vd. 2004, Michiels vd. 2016). Yanlış zamanlı işleyen 

bu mekanizmaların, kanser hücresi için bir dezavantaj oluşturması beklenirken 

avantaj oluşturması ve kanser hücrelerinin mikro çevrelerine adaptasyonlarında 

önemli bir olgu olarak karşımıza çıkması ise şaşırtıcıdır (Moeller vd. 2004, Toffoli ve 

Michiels 2008).  

Protein sentezi gibi ATP gerektiren mekanizmaların ATP yoksunluğunda 

baskılanması işlemi ise stres granülleri adı verilen ribonükleoprotein 

komplekslerinin oluşturulması ile sağlanmaktadır  (Anderson vd. 2015). Kanser 

hücrelerinin, mikro çevrelerinde meydana gelen değişimlere adaptasyon 

sağlamalarında, yüzlerce farklı molekül içerebilen bu stres granüllerinin büyük 

öneme sahip olduğu, kanser metabolizması ve gen ekspresyonunda görev aldığı 

tespit edilmiş; ancak hücre içi mekanizmaları henüz tam olarak aydınlatılamamıştır 

(Anderson vd. 2015). Tümör anjiyojenezi sonrasında oluşan döngüsel hipoksi 

olgusu, kanser hücrelerinde hipoksik ve normoksik şoklara neden olabilecek 

yetenekteki mikro çevreyi oluşturmaktadır; ancak kanser hücreleri geliştirdikleri 

bu stres granülleri sayesinde değişen ortam koşullarına karşı adapte olabilmektedir 

(Moeller vd. 2004).  
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Yukarıda da bahsedildiği üzere hipoksi durumunun oluşması ile başlatılan 

HIF-1 üretim süreci ATP yoksunluğu nedeniyle sürdürülemeyerek baskılanmakta ve 

reoksijenasyon ile birlikte üretim sürecinin üzerinden baskı kalkarak süreç kaldığı 

yerden devam ettirilmektedir. Böylece bir sonraki hipoksi dönemine, kanser 

hücrelerinin hazırlıklı olarak girmesi sağlanmakta ve hipoksik şoka uğramaları 

engellenmektedir (Moeller vd. 2004, Toffoli ve Michiels 2008).  Bunun bir sonucu 

olarak da; normal koşullarda bir dezavantaj olması gereken yanlış zamanlı sinyal 

oluşumu, kanser hücresinin yaşamını devam ettirmesinde bir avantaj haline 

dönüşmektedir. 

Hipoksi durumunun neden olduğu bir diğer problem de, yüksek oksidatif stres 

sonucu, reaktif oksijen türlerinin (ROS) miktarında artış gözlemlenmesidir (Fulda 

vd. 2010). Sağlıklı bir mikro çevreye sahip olan sağlıklı bir hücre içinde üretilen ROS 

miktarı ile bu tür reaktif molekülleri etkisiz hale getiren antioksidan moleküllerin 

miktarı dengededir (Şekil 1.2) (Tsuda 2012). Ancak, sağlıklı hücrelerde gözlemlenen 

bu denge nörodejeneratif hastalıklar, diyabet, kanser ve erken yaşlanma gibi olgular 

ile bazı dış faktörlerin etkisiyle bozulabilmektedir (Şekil 1.3) (Sena ve Chandel 2012, 

Varol 2013). Kanser hücrelerinin hızlı proliferasyonları sonucu oluşan mekanik 

stres, kan damarlarına olan mesafelerinin yüksek olması ve tümör anjiyojenezi 

sonrasında oluşan damarların yapısal ve fonksiyonel bozuklukları; hipoksi veya 

döngüsel hipoksi şartlarının oluşmasına öncülük etmektedirler (Michiels vd. 2016). 

 

Şekil 1.2.   Reaktif oksijen türleri (ROS) ile antioksidanlar moleküller arasındaki denge 

Oksidatif Stress Elemanları

•Hidroksil Radikali
•Hidrojen Peroksit
•Speroksit anyonu
•Diğer Reaktif Oksijen Türleri

Antioksidanlar

•Alfa-tokoferol
•Taurin, Hipotaurin, Laktate ve Piruvat
•Katalaz ve Süperoksit Dismutaz
•GSH proksidaz ve GSH reduktaz



13 
 

Şekil 1.3.   Reaktif oksijen türlerinin (ROS) oluşumu ve muhtemel hücresel cevaplar 

Kaynak: Varol, 2013, s. 13 
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Denge 
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Raslantısal 
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Spesifik Sinyal 
Yolaklarında 
Hatalar

Fizyolojik 
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Bozukluğu

Dış Faktörler

* Kemoterapötikler

* Çevresel Toksinler

* İmflamatuvar Sitokinler

* İyonize Radyasyon

* Ultraviyole Işınlar 

İç Faktörler

* Sitokrom P450

* Lipoksigenaz

* Mitokondri

* Metabolik Süreçler

* NADH Oksidaz

* Peroksizom 

Antioksidan Savunma

* Enzimatik Sistemler 

( CAT, GPx, SOD)

* Enzimatik Olmayan 
Sistemler 

(Vitamin A, C ve E, 
Glutatyonin)

* Diğer Antioksidan Bileşikler
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Kronik hipokside ve döngüsel hipoksinin oksijen yoksunluğu yaşanan hipoksi 

evresinde oluşan stres sonucunda özellikle mitokondriyal metabolizma 

etkilenmekte ve ATP üretimi sekteye uğramaktadır (Waypa vd. 2016). Bunun bir 

sonucu olarak da, mitokondriyal membran potansiyelinde artış olduğu, elektron 

sızıntısının gerçekleştiği, ROS üretimin arttığı, protein, iyon ve küçük moleküllerin 

mitokondrinin iç membranından transportunun düzensizleştiği, 90’lı yıllarda 

yapılan birçok çalışma ile belirlenmiştir (Jung vd. 2010, Orr vd. 2015, Waypa vd. 

2016).   Chandel ve arkadaşları tarafından 1998 yılında yayınlanan ve mitokondriyal 

DNA’sı bulunmayan hücrelerin kullanımıyla gerçekleştirdikleri bir çalışmada da, 

hipoksi durumuna maruz kalan bu hücrelerde ROS üretiminde anlamlı bir artış 

olmadığı gösterilmiştir (Chandel vd. 1998). Kısaca, hipoksi durumunda meydana 

gelen ROS üretimindeki artışın temel sebebi mitokondriyal metabolizmanın bir 

sonucu olarak karşımıza çıkmaktadır (Michiels vd. 2016). Daha sonra yapılan 

çalışmalarda ise tıpkı ATP yoksunluğunda baskılanan mekanizmalarda olduğu gibi 

ROS üretiminde de, döngüsel hipokside gözlemlenen reoksijenasyon evresinde, 

hipoksi durumuna göre çok daha fazla bir artış meydana geldiği tespit edilmiştir 

(Granger ve Kvietys 2015). Reoksijenasyon evresinde yaşanan oksijen bolluğu 

nedeniyle, ROS üretiminin hipoksi durumuna göre 100 kat daha fazla olduğu 

düşünülmektedir (Granger ve Kvietys 2015). Döngüsel hipoksi ile kronik hipoksinin 

hücreler üzerine oluşturdukları etkilerin birbirinden farklı olmasının 

nedenlerinden biri de üretilen ROS miktarlarındaki bu farklılığa dayandırılmaktadır 

(Michiels vd. 2016). Moeller ve arkadaşları, reoksijenasyon sonrasında artan ROS 

miktarına bağlı olarak HIF-1’in aktive olduğunu, Hammond ve arkadaşları ise artan 

ROS miktarı nedeniyle DNA hasarında artış olduğunu tespit etmişlerdir (Hammond 

vd. 2003, Moeller vd. 2004). Ayrıca, ilginç bir şekilde, tek döngülü bir model olarak 

uygulanan döngüsel hipoksi modeliyle gerçekleştirilen çalışmalarda, endotel 

hücrelerinde hipoksi evresinde ROS üretiminde artış gözlemlenmezken, 

reoksijenasyon evresi sonrasında ciddi bir ROS artışı olduğu belirlenmiştir (Toffoli 

vd. 2009, Hsieh vd. 2010). Döngüsel hipoksi kaynaklı ROS üretiminin etkilerinin 

incelendiği bazı in vivo modellerde ise kronik hipoksi oluşturulan tümörlere ve 

hipoksik koşullara maruz kalmamış olan kontrol tümörlerine göre lipit 

peroksidasyonu gibi oksidatif stres ürünlerinde ve 8-oxoguanine gibi oksidatif DNA 
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hasarlarında daha fazla artış gözlemlendiği bildirilmiştir (Kalliomäki vd. 2008, 

Hsieh vd. 2010). 

Reoksijenasyon sırasında, oksijenin akut olarak aniden artış göstermesi ROS 

üretiminde gerçekleşen ani patlamanın sebebi olarak kabul edilmekte ve üretilen bu 

ROS’un dihidronikotinamid-adenin dinükleotid fosfat (NADPH) oksidazlar (NOX), 

ksantinoksidaz, sitokrom P450 enzimleri ve mitokondriyal elektron taşıma zinciri 

gibi çeşitli kaynaklardan köken aldığı bilinmektedir (Koritzinsky ve Wouters 2013, 

Michiels vd. 2016). Bununla birlikte, üretilen reaktif oksijen türlerinin asıl ana 

kaynaklarının NOX türevleri ve mitokondri organeli olduğu düşüncesi yaygındır 

(Glasauer ve Chandel 2014). Hsieh ve arkadaşları, glioblastoma hücrelerini 

kullanarak in vitro şartlarda gerçekleştirdikleri bir çalışmada, döngüsel hipoksi 

koşullarına maruz bırakılan hücrelerde arttığı tespit edilen hücre içi ROS miktarının, 

NADPH oksidaz alt birim 4’ün (NOX-4) ekspresyonunda meydana gelen artışa bağlı 

olarak gerçekleştiğini göstermişlerdir  (Hsieh vd. 2010). Daha sonra, yine 

glioblastoma hücrelerini kullanarak gerçekleştirdikleri in vivo bir çalışmada da 

NOX-4 ve döngüsel hipoksi şartlarında meydana gelen ROS üretimindeki artış 

arasındaki bağlantıyı NOX-4’ü baskılayarak ortaya koymaya çalışmışlar ve NOX-

4’ün baskılanması nedeniyle döngüsel hipoksi şartlarında ROS üretiminde artış 

olmadığını belirlemişlerdir (Hsieh vd. 2012). Bununla birlikte, döngüsel hipoksi 

şartlarında meydana gelen ROS üretimindeki artışın ana sebeplerinden birinin de 

mitokondri kökenli elektron sızıntılarının olduğu unutulmamalıdır (Koritzinsky ve 

Wouters 2013). 

Kanser hücreleri, kendilerini etkileyen diğer birçok olumsuz hücre içi ve 

hücreler arası koşullara adaptasyon sağlayabildikleri gibi döngüsel hipoksi sonucu 

hücre içinde meydana gelen aşırı ROS üretimine karşı da çeşitli korunma 

mekanizmalarını devreye sokabilmektedirler (Azad vd. 2009). Bilindiği üzere hücre 

içinde, çeşitli sebeplerle, normalden fazla üretilen ROS nedeniyle, hücre içinde 

görevli lipit, protein ve DNA gibi birçok molekül ve çeşitli hücre organellerinde 

oksidatif hasar meydana gelebilmekte ve hücre bütünlüğü bozulabilmektedir 

(Blokhina vd. 2003).  Bazı durumlarda, sağlıklı hücrelerde de fazlaca üretilen ROS 

nedeniyle bazı hücre içi hasarlar meydana gelebilmekte ve hücreler oluşan bu 
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hasarlara karşı; antioksidanların üretimini arttırarak, bazı özel proteinlerin ortadan 

kaldırılması için ubikuitin-proteazom sistemini devreye sokarak veya hasarlı 

protein ve organellerin otofaji yoluyla ortadan kaldırılmasını sağlayarak bir cevap 

oluşturabilmektedirler (Grune vd. 2003, Kiffin vd. 2006, West ve Sweeney 2012). 

Hücre içinde artan ROS miktarı nedeniyle hasara uğrayan bileşenlere karşı 

oluşturulan cevaplardan biri olan otofaji; bir hücrenin sitoplazmasında bulunan 

bileşenlerin lizozom organeli aracılığıyla parçalanarak geri dönüştürülmesi olayını 

tanımlayan genel bir terim olarak karşımıza çıkmaktadır (Klionsky ve Emr 2000, 

Ohsumi 2001).  Hücre farklılaşması ve gelişim sırasında önemli bir role sahip olan 

otofaji; amino asit yoksunluğunda devreye girmekte ve hücre içinde bir nevi geri 

dönüşüm aracı olarak görev üstlenmektedir (Scherz-Shouval ve Elazar 2007). 

Döngüsel hipoksi durumunda artan ROS miktarı nedeniyle oluşan hücre hasarlarına 

karşı otofajinin bir korunma mekanizması olarak kullanılması ise ilginç bir olgu 

olarak karşımıza çıkmakta ve kanser hücrelerinin orantısız olarak oluşan oksidatif 

stres nedeniyle yok olmalarının önünde bir engel oluşturmaktadır (Scherz-Shouval 

ve Elazar 2007, Scherz-Shouval ve Elazar 2011, Li vd. 2015, Michiels vd. 2016). 

Rouschop ve arkadaşları tarafından in vitro şartlarda gerçekleştirilen bir çalışmada, 

otofaji olayı klorokin isimli bir madde ile engellenmiş ve döngüsel hipoksi sırasında 

artan ROS nedeniyle gerçekleşen hücre ölümlerinde artış olduğu belirlenmiştir 

(Rouschop vd. 2009). Doku perfüzyonundaki aksaklıklar nedeniyle oluşabilen 

amino asit yoksunluğuna bağlı olarak aktive olabilen ve hücre içinde bir tür molekül 

geri dönüştürme aracı olarak görev alabilen otofaji mekanizmasının, yine benzer 

sebeplerle oluşan oksijen yoksunluğuna bağlı olarak artan ROS üretiminden 

kaynaklanabilecek hücre ölümlerini engelleyici bir mekanizma olması, ilginç ve 

paradoksal bir olgu olarak karşımıza çıkmakta ve kanser hücrelerinin mikro 

çevrelerine adapte olarak yaşamlarına devam etmelerini sağlamaktadır (Scherz-

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

Tümör dokusunda gözlemlenen önemli bir mikro çevre değişimi olan döngüsel 

hipoksi olgusunun meydana geliş mekanizmalarında da bahsedildiği üzere; tümör 

mikro çevresinde ve tümör hücreleri içinde oluşan stres ortamları nedeniyle 

anjiyojenik faktörlerin üretilmesi ve hücreler arası matrikse salgılanmasıyla tümör 

anjiyojenezi tetiklenmektedir. Bunun bir sonucu olarak oluşan yeni kılcal 
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damarların yapısal ve fonksiyonel olarak düzensiz olmaları, doku içindeki kaotik bir 

kan dolaşımı olması ve düzensiz perfüzyon gibi olgular nedeniyle; tümör 

hücrelerinin mikro çevresinde ve hücrelerin içinde daha karmaşık ve ağır stres 

durumu oluşmaktadır (Wang vd. 2015, Michiels vd. 2016). Bilindiği gibi kronik 

hipoksi durumunda üretilen ROS miktarı, tümör anjiyojenezi sonrasında üretilen 

ROS miktarına göre daha azdır (Hsieh vd. 2012). Tümör anjiyojenezi sonrasında 

oluşan koşullar nedeniyle üretim miktarında artış gözlemlenen reaktif oksijen 

türlerinin (ROS) aynı zamanda tümör anjiyojenezini tetikleyebilme özelliğindedirler 

(Ushio-Fukai vd. 2002, Wang vd. 2011). Tıpkı hipoksi koşulları sonrasında 

tetiklenen tümör anjiyojenezinin daha zararlı özelliklere sahip döngüsel hipoksi 

olgusuna neden olması ve döngüsel hipoksinin de tekrar tümör anjiyojenezini 

tetikleyebilmesi gibi paradoksal bir durumun ortaya çıkmasına neden olmaktadır. 

(Şekil 1.4) (Chua vd. 1998, Bir vd. 2012, Kim ve Byzova 2014).  

 

Şekil 1.4.   Reaktif oksijen türlerinin (ROS), VEGF eşlikli ve VEGF’den bağımsız olarak, anjiyojenezi 

etkileme mekanizmaları 
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Bilindiği üzere hücre içinde biriken reaktif oksijen türlerinin (ROS) ana 

kaynağı; Rac1, Nox1, Nox2, insan nötrofil sitokrom b hafif zinciri (p22phil veya 

CYBA) gibi dihidronikotinamid-adenin dinükleotid fosfat (NADPH) oksidazlar 

(NOX) ve mitokondri organelidir (Koritzinsky ve Wouters 2013, Kim ve Byzova 

2014, Michiels vd. 2016). Bu kaynaklardan köken alan süperoksit anyonları 

genellikle kendiliğinden veya süperoksit dismutaz (SOD) enzimleri aracılığıyla 

hidrojen peroksite (H2O2) dönüşebilirler (Turrens 2003, Fukai ve Ushio-Fukai 

2011). Bu dönüşüm sonrasında ise nötrofil tarafından salgılanan miyeloperoksidaz 

(MPO); hidrojen peroksit ve klorürü yüksek reaktif özelliğe sahip olan hipoklorit 

moleküllerine dönüştürebilmektedir (Kim ve Byzova 2014). ROS miktarında 

meydana gelen olağan dışı artışların meydana getirdiği temel problemlerden biri de; 

protein ve lipitlerin peroksidasyonu (yükseltgenmesi) sonucu, bu moleküllerin 

hücre içinde üstlendikleri asli işlevlerini yitirmeleridir (Guéraud vd. 2010, Negre-

Salvayre vd. 2010). Hücre içinde meydana gelen lipit peroksidasyonu; diğer lipit 

moleküllerine göre oksidasyon eğilimi daha fazla olan ve yeni reaktif bileşikler 

oluşturabilme kapasitesine sahip olan, fosfolipitlerin çoklu doymamış yağ asidi 

(PUFA) kısmı da dahil olmak üzere, hücre zarı lipitlerini etkilemektedir (Guéraud 

vd. 2010). Yükseltgenen bu moleküller ise reaktif oksijen türevlerinden daha fazla 

tehlikeli olabilen oksitlenmiş ikincil bileşiklerin oluşumunda etkili olabilmektedir 

(Negre-Salvayre vd. 2010). ROS miktarındaki artış nedeniyle oksitlenmiş lipitler, 

hücre içinde Toll benzeri reseptör 2 (TLR2) aracılığıyla hipoksiyle indüklenen 

transkripsiyon faktör-1-alfanın (HIF-1α) ekspresyon seviyesini etkileyebilmekte ve 

vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF) eşlikli yolak üzerinden anjiyojenezi 

tetikleyebilmektedir (Spirig vd. 2010). Ayrıca, TLR2’nin VEGF’den bağımsız olarak 

nükleer faktör κB’yi (NF-κB) aktive ederek de anjiyojenezi tetikleyebildiği 

bilinmektedir (Şekil 1.4) (Mutoh ve Ueda 2013).  

ROS üretim evreleri içinde süperoksit anyonu ve hidrojen peroksit 

moleküllerinin üretimi vasküler hücreler için özel bir öneme sahip gibi 

görünmektedir; çünkü yeni damarların oluşturulması ve büyümesi ya da vasküler 

işlevsizliğe ve yıkıma yol açmak için çeşitli yolları aktive edebilirler (Bir vd. 2012). 

Hidrojen peroksit molekülünün endotel hücreleri üzerine etkisinin incelendiği bir 

dizi çalışmada, bu molekülün konsantrasyona bağlı olarak endotel hücre hasarına 
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neden olduğu tespit edilmiştir (Shimizu vd. 1994, Yasuda vd. 1998). Yüksek 

konsantrasyonlarda (>125 µM) endotel hücre hasarını tetikleyerek letal (öldürücü) 

etki gösteren hidrojen peroksit molekülünün; 0,1-10 µM aralığındaki düşük 

konsantrasyonlarının ise sığır torakal (karın boşluğu ve göğüs boşluğunu 

birbirinden ayıran diyaframa kadar olan kısım) aortasından izole edilmiş endotel 

hücrelerinin tüp formu oluşturmalarını tetiklediği belirlenmiştir (Burdon vd. 1990, 

Kim ve Byzova 2014). Bu nedenle; bilim adamları tarafından, tümör hücreleri 

tarafından yüksek miktarda üretilen hidrojen peroksit molekülü ile tümör 

anjiyojenezinin tetiklendiği düşüncesi ortaya atılmıştır (Szatrowski ve Nathan 1991, 

Yasuda vd. 1998, Kim ve Byzova 2014). Bilindiği üzere, döngüsel hipoksi olgusunda 

hipoksi evresini takip eden reoksijenasyon ile ortamda çok miktarda reaktif oksijen 

türevleri ve dolayısıyla hidrojen peroksit molekülü oluşmaktadır (Li vd. 2015, 

Michiels vd. 2016). Yapılan bazı çalışmalarda da hidrojen peroksit molekülünün 

endotel hücrelerin tüp formu oluşumunu tetiklemesini destekler niteliktedir 

(Fukuda vd. 2001). Döngüsel hipoksinin insan kılcal damar endotel hücrelerinde 

tübüler morfogenezi (boru şeklinde özel bir şekil kazanma) hızlandırdığı ve kronik 

miyokart enfarktüsü (kalp kasının bir bölümünün yetersiz perfüzyon nedeniyle 

ölmesi) olgusuna sahip hayvan modellerinde miyokart anjiyojenezini tetiklediği 

belirlenmiştir (Fukuda vd. 2001, Sasaki vd. 2002). İnsan göbek bağı damar endotel 

hücreleriyle (HUVEC) yapılan bir çalışmada ise leptin molekülünün hücre içine ROS 

alımını arttırdığı ve böylece anjiyojenezde artış gözlemlendiği belirlenmiştir 

(Yamagishi vd. 2003). Hücre içindeki ROS miktarında ve ROS üretiminde azalmaya 

neden olan NOX baskılayıcılar ve antioksidan moleküllerin miktarındaki artışında 

anjiyojenezi baskıladığını gösteren çalışmalar mevcuttur (Kim ve Byzova 2014). 

Difeniliyodonyum ve aposinin gibi NOX baskılayıcıların; N-asetilsistein, SOD, 

peroksiredoksinler (PRX), tiyoredoksinler (TRX),  mannitol ve katalaz gibi serbest 

radikal ve ROS süpürücülerin, askorbat (ASC), indirgenmiş glutatyon (GSH) ve 

tokoferoller (TOC) gibi küçük molekül yapılı antioksidanların anjiyojenezi 

baskıladığı belirlenmiştir (Koch vd. 1992, Cai vd. 1999, Al-Shabrawey vd. 2005, 

Krishna vd. 2011). Ayrıca, adenovirüs etkisiyle fazlaca üretilen hücre dışı 

(ekstrasellüler) SOD’un da tümör anjiyojenezini ve melanomanın gelişimini 

durdurduğu bilinmektedir (Wheeler vd. 2003). ROS üretiminin anjiyojenez üzerine 
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etkili olduğunu gösteren genetik çalışmalarda ise katalaz geninin nakavt edilmesiyle 

Angiopoietin-1 (ANG-1) tarafından tetiklenen vasküler yeniden modellenmenin 

kontrol gruplarına göre daha belirgin olduğu belirlenmiştir (Kim vd. 2006b, 

Garrido-Urbani vd. 2011). Nox1 ve Nox2 genlerinin nakavt edilmesiyle de endotel 

hücre göçünde, tüp benzeri yapı formalarının oluşumunda, VEGF eşlikli 

anjiyojenezde ve yeni damar oluşumda (neovaskülarizasyon) gerileme ise önemli 

ölçüde problemler oluştuğu belirlenmiştir (Ushio-Fukai vd. 2002, Tojo vd. 2005, 

Chen vd. 2006, Kim vd. 2006b, Garrido-Urbani vd. 2011). Binker ve arkadaşları 

tarafından 2010 yılında yayınlanan bir çalışmada, ROS üretiminin matriks 

metalloproteinaz-2 (MMP-2) salgılanmasını arttırdığı ve pankreas kanseri 

hücrelerinin yayılımını bu yolla tetiklediği gösterilmiştir (Binker vd. 2010). Postovit 

ve arkadaşları tarafından yapılan bir çalışmada ise lizil oksidazın (LOX) döngüsel 

hipoksi sonrası gözlemlenen hücre göçünde görev aldığı belirlenmiş ve yayılım 

özelliği olmayan meme kanseri hücrelerinde, döngüsel hipoksiye bağlı LOX bağımlı 

FAK/Src aktivasyonu yoluyla hücrelerin göç etme eğilimde artış oluştuğu 

gösterilmiştir (Postovit vd. 2008).  

Sonuç olarak tümör mikro çevresinde, tümör anjiyojenezi öncesinde oluşan 

kronik hipoksi ve tümör anjiyojenezi sonrasında gözlemlenebilen döngüsel hipoksi 

olgularında oluşturulan reaktif oksijen türlerinin miktarı farklı olduğu için tümör 

anjiyojenezi üzerine gösterebilecekleri etkiler de farklı olabildiği bilinmektedir 

(Kim ve Byzova 2014, Michiels vd. 2016).  Sağlıklı dokularda uygun miktarlarda ve 

kısıtlı bir süre için geçici olarak üretilen ROS bileşiklerin, dokulara ulaşan 

damarların homeostatik bakımları ve fizyolojik anjiyojenez için temel 

gereksinimlerden biri olduğu aşikardır  (Yasuda vd. 1998, Kim ve Byzova 2014). 

Süreklilik arz eden bir ROS üretiminin ve üretilen bu bileşiklerin hücre içinde 

birikiminin, hücre ve doku için hasar oluşturucu ve ölümcül bir sona neden olacağı 

da açıktır (Krishna vd. 2011). Bu nedenle; kanser ve bazı kronik hastalıklar için 

hücre içinde üretilen ve biriken reaktif oksijen türleri,  iki ucu keskin bir kılıç gibi 

hücrelerin hayatta kalması için bir adaptasyon veya hücreleri ölüme götüren bir 

sonun başlangıç aşaması olarak kabul edilmektedir (Şekil 1.5). Ancak oksidatif stres 

kaynaklı anjiyojenez ile ilgili hücre içindeki çok yönlü sinyal yolakları henüz tam 

olarak aydınlatılamamıştır (Krishna vd. 2011, Kim ve Byzova 2014, Sun ve Li 2015). 
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Şekil 1.5.   Reaktif oksijen türlerinin (ROS) hücre kaderi üzerine aktiviteleri 
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1.4. Tümör Anjiyojenezi ve Metastaz 

Tümör hücrelerinin mikro çevreleriyle iki yönlü bir etkileşim içinde oldukları 

ve bu etkileşimin bir sonucu olarak da tümör anjiyojenezinin gerçekleştiği 

bilinmektedir (Michiels vd. 2016). Tümör anjiyojenezinin ise mikro çevrede 

değişimlere neden olarak; tümör hücrelerinin çoğalması, büyümesi, gelişmesi ve 

daha agresif özellikler kazanarak malignant karakter sergilemesine yol açtığı bilim 

çevrelerince kabul görmektedir (Wang vd. 2011, Kim ve Byzova 2014). 

Anjiyojenezin; ekstrasellüler matriks (ECM) parçalanması, endotel hücre göçü, 

adezyonu ve proliferasyonu, endotel hücrelerin tüp benzeri yapıları oluşturmaları 

ve yeni kılcal damarların şekillenmesi gibi çok sayıda süreci içeren kompleks bir 

olay olarak meydana geldiği bilinmektedir (Şekil 1.6) (Carmeliet ve Jain 2000, 

Rundhaug 2005, Pipinikas vd. 2008, Betz vd. 2016).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 1.6.   Hipoksi nedeniyle tetiklenen tümör anjiyojenezi ve metastaz süreçleri 

Tüp Benzeri 

Yapı Oluşumu 

O2 Tümör 

Damarlanması 

ve                

Tümör Gelişimi 

Stroma 

Tümör 

Hücreleri 

Endotel 

Hücreleri 

Düz Kas 

Hücreleri 

Metastaz 

Endotel Hücreler 

Proliferasyon 

Endotel                              

Hücre Göçü ve Adezyonu 

αVβ3 

Ekstrasellüler 

Matriksin 

Parçalanması 
MMP 

+VEGF, bFGF, TGF-β, PDGF 
Hipoksik Tümör Hücresi 
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Tümör anjiyojenezi sonucu mikro çevrede meydana gelen değişimler de dahil 

olmak üzere genetik ve epigenetik değişimleri içeren kompleks olaylar zinciri 

sonucunda hücreler malignant özellik kazanabilmektedir (Michiels vd. 2016). 

Malignant hücreler ise kontrol edilemeyen büyüme ve çoğalma potansiyelleri, 

etraftaki dokuları istila etme (invazyon) ve metastaz yapabilme becerileriyle diğer 

hücrelerden kolayca ayırt edilebilirler (Hanahan ve Weinberg 2000, Hanahan ve 

Weinberg 2011). Kanser hücreleri oluşum mekanizmaları nedeniyle bir dereceye 

kadar malignant özelliğe sahip olsalar dahi, invazyon ve metastaz gibi malignant 

yeteneklerin gelişmesinde, bu yeteneklerin derecelerinde ve faaliyete geçme 

zamanlamalarında; tümör dokusunu oluşturan hücrelerin genetik ve epigenetik 

olarak heterojen bir dağılım göstermeleri ve mikro çevrede meydana gelen 

değişimler ile bu çevredeki hücreler arası sinyallerin farklılığı gibi ekstrinsik (dışsal) 

faktörlerin etkili olduğu bilinmektedir (Gupta ve Massagué 2006). Kanser 

hastalıklarının erken tanı ve teşhisi önemli olmasına karşın çoğu kanser vakasında 

hastalığın teşhis edilmesi ve tedaviye başlanmasına kadar geçen süre içinde mikro 

(geleneksel yöntemlerle tespit edilemeyecek büyüklükte) veya makro düzeyde 

metastaz gerçekleştiği bilinmektedir (Morgan vd. 2009, Talmadge ve Fidler 2010). 

Kanser gelişiminin erken veya geç evrede bulunmasına bağlı olmaksızın metastaz 

gözlemlenebilmekte ve primer (birincil) tümörün metastaz ile yayılımı nedeniyle 

solid yapılı tümörlere sahip olan hastaların %90’ı yaşama veda etmektedir (Sporn 

1996, Hanahan ve Weinberg 2000, Talmadge ve Fidler 2010, Hanahan ve Weinberg 

2011). Metastazın gerçekleşebilmesi için de tıpkı tümör anjiyojenezinde olduğu gibi 

ekstrasellüler matriks (ECM) parçalanması, tümör hücresinin invazyonu, göçü, 

adezyonu ve proliferasyonunu içeren bazı kompleks süreçlerin gerçekleşmesi 

gerekmektedir (Şekil 1.7 ve Şekil 1.8) (Jiang vd. 2015).  

 

 

 

 

Şekil 1.7.   Tümör hücrelerinin metastazı ve metastatik doku oluşum süreci 
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Şekil 1.8.   Tümör dokusunun gelişimi, makrometastaz ve mikrometastaz süreçleri 

Anjiyojenez, damar içi dolaşım ve 
vücudun farklı bölgelerine taşınım 

 ECM ile etkileşim ve içinde hücre göçü 
 Vasküler hücrelerle etkileşim 
 Boşluk mezotel hücreleri ile etkileşim 

(transkoelomik metastaz sırasında) 
 Kan damarına invazyon 
 Dolaşımda hayatta kalma ve bağışıklık 

sisteminden kaçınma 

Malignant doku gelişimi ve invazyon 
potansiyeli kazanımı 

 Tümör metastatik genler 
 Metastatik süpresör (baskılayıcı) genler 

Tümör büyümesi, çoğalması ve 
tümörü çevreleyen dokunun bazal 
membranına invazyonu 

 Proteaz aktivitesinde artış (MMP’ler) 
 Hücre hareketliliğinde ve ECM, tümörü 

çevreleyen doku ve stromal hücrelerle 
etkileşimde artış 

 Hücre-hücre etkileşiminin 
bütünlüğünde ve kuvvetinde azalma 

Damar dışına sızma (ekstravazasyon) 
ve ikincil bölgede tutunma 

 Vasküler hücrelerle etkileşim 
 Transkoelomik metastaz sırasında 

mezotel hücreleriyle etkileşim 
 İkincil dokuya invazyon 

İkincil dokuya invazyon ve metastaz 
oluşumu (makro veya mikro) 

 İkincil doku içinde hücre göçü ve 
invazyon 

 Doku mikro çevresiyle etkileşim ve 
adaptasyon 

 Yeni damarların oluşturulması 
(anjiyojenez) 

 İkincil tümör oluşumu veya dormansi 
(uyku) haline geçiş 

Tümör 
Hücreleri 

Epitel 
Hücreleri 

Bazal 
Membran 

Stroma 

Kan 
Damarı 

Trombositler 

İmmün sistem 
hücreleri 

Dormansi durumunda mikrometastaz Makrometastaz 
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1.4.1. Matriks metalloproteinazlar ve ekstrasellüler matriksin parçalanması 

Matriksinler olarak da isimlendirilen matriks metalloproteinazlar (MMP); 

ekstrasellüler matriksin (ECM) içinde bulunan çeşitli bileşenleri parçalayabilme 

yeteneğinde olan, aktivite gösterebilmeleri için işlenmeleri gereken pro-enzim 

(öncül enzim) veya latent enzim (şartlara bağlı faaliyet gösterebilen enzim) olarak 

üretilen ve çinko metali içeren, 20’den fazla endopeptidazdan oluşan bir protein 

ailesini ifade etmektedirler (Nagase ve Woessner 1999). Matriksinler, sahip 

oldukları kimyasal yapılarına ve/veya tepkimelerinde işlenen maddelerine 

(substratlarına) göre en az 5 farklı gruba ayrılabilmektedirler (Şekil 1.9) (Rundhaug 

2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 1.9.   Matriks metalloproteinaz enzimlerinin genel yapısı ve tipleri. GPI: glikosilfosfatidilinositol. 
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Stromelisinler 
Stromelisin-1 (MMP-3) 
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Matrilisinler; sahip oldukları bir sinyal peptit, bir pro-peptit alanı ve çinko 

içerikli katalitik bir bölge ile matriks metalloproteinazların en basit yapıya sahip 

olan alt sınıfı olarak karşımıza çıkmaktadır (McCawley ve Matrisian 2001, Lynch ve 

Matrisian 2002, Rundhaug 2005).  Tip I, II, III ve diğer fibriler kollajenlerin doğal 

sarmal yapısını parçalayan kollajenazlar ise matrilisinlerden farklı olarak, katalitik 

alana prolin amino asitince zengin bir mafsal aracılığıyla bağlanmış basit bir 

hemopeksin benzeri alan içermektedir (McCawley ve Matrisian 2001, Lee ve 

Murphy 2004). Kollajenazlara benzer bir yapıya sahip olduğu gözlemlenen 

stromelisinlerin, geniş bir substrat özgüllüğüne sahip oldukları ve proteoglikan, 

fibronektin ve laminin gibi birçok ekstrasellüler matriks proteinini parçaladıkları 

bilinmektedir (McCawley ve Matrisian 2001, Stamenkovic 2003). Genellikle jelatin 

proteinlerinin parçalanmasında aktivite gösteren jelatinaz tipindeki MMP’lerin ise 

katalitik bölgelerinin üzerinde üç kez tekrar eden tip II fibronektin alanları 

mevcuttur ve bu enzimler doğal kollajenlerin (tip IV, V, VII ve X), fibronektin ve 

laminin proteinlerinin parçalanmasında da görev alabilirler (McCawley ve Matrisian 

2001, Lee ve Murphy 2004). MMP’lerin bir diğer alt sınıfı olan zar tipi MMP’ler (MT-

MMP) ise bir C-terminal zar geçiş alanı veya glikosilfosfatidilinositol çapası (GPI 

çapası) vasıtasıyla hücre yüzeyine bağlanırlar ve jelatin, fibronektin ve agrekan gibi 

ECM substratlarının parçalanmasında görev alabilirler (McCawley ve Matrisian 

2001, Lynch ve Matrisian 2002, Vihinen ve Kähäri 2002, Lee ve Murphy 2004, 

Rundhaug 2005).   

Normal fizyolojik şartlar altında gerçekleşen bir anjiyojenez olgusunda 

(fizyolojik anjiyojenez); anjiyojenik sinyaller, matriks metalloproteinaz sinyalleri ve 

aktivitesi, hücre içi anjiyojenez baskılayıcılar ve matriks metalloproteinaz 

baskılayıcıları arasında bir denge mekanizması mevcuttur (Rundhaug 2005). Bu 

mekanizma hücre içi ve hücreler arası haberleşme mekanizmalarıyla sıkı bir şekilde 

kontrol edilmektedir; ancak bu kontrol mekanizması kanser gibi patolojik olgularda 

bozulmaktadır (Rundhaug 2005). Tümör anjiyojenezinin ve metastazın 

gerçekleşme aşamalarından bir bölümü matriks metalloproteinazların aktiviteleri 

sonucu ekstrasellüler matriksin parçalanması sayesinde meydana gelmekte ve bu 

enzimlerin aktivitelerinin tümör anjiyojenezi ve metastaz için kilit bir role sahip 

olduğu geniş bilim çevrelerince kabul görmektedir (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).  

Bilindiği üzere, tümör gelişiminin erken aşamalarında anjiyojenezin 

tetiklenmesi ve ilerleyen evrelerinde metastazı destekleyen vasküler ağların 

korunmasında doğrudan veya dolaylı olarak görev alan çok sayıda molekül, 

moleküler yolak ve sistemler yapılan bilimsel çalışmalarla gün yüzüne çıkarılmıştır 

(Chung ve Ferrara 2011, Goel ve Mercurio 2013). Ancak; vasküler endotelyal 

büyüme faktörü-A (VEGF-A veya VEGF); endotel hücre proliferasyonu ve bu 

hücrelerin bir araya getirilmesi, endotel hücre göçü ve tüp benzeri yapıların 

formasyonu, lümen oluşumu, damar genişlemesi ve geçirgenliği, vasküler ağların 

mikro mimarisi ve modellemesi de dahil olmak üzere tümör kaynaklı anjiyojenezin 

pratik olarak tüm yönlerini düzenleyen kritik bir faktör olarak karşımıza 

çıkmaktadır (Ferrara vd. 2003, Ellis ve Hicklin 2008, Welti vd. 2013, Deryugina ve 

Quigley 2015). Kanser hücrelerinin aktiviteleri sonucunda aktive olmuş 

fibroblastlar, alternatif yollarla aktive edilmiş olan dendritik hücreler ve nötrofiller, 

makrofajlar ve T lenfositler gibi doku içine sızmış lökositler de dahil olmak üzere 

farklı tipteki stromal hücrelerin tümör mikro ortamında VEGF kaynağı olabildiği 

bilinmekle birlikte anjiyojenezi tetikleyici VEGF’in doğrudan ve dolaylı ana 

kaynağının tümör hücreleri olduğu görülmektedir (Ito vd. 2007, Hawinkels vd. 

2008, Coffelt vd. 2010, De Francesco vd. 2013,). Bununla birlikte, VEGF yolağı ile 

MMP yolakları arasında bir etkileşim olduğu ve transkripsiyon düzeyinde 

düzenlenmelerinin ortak bir şekilde ilerlediği belirlenmiştir (Deryugina ve Quigley 

2015). Örnek olarak hipoksi durumunda sentezlenen HIF-1, hem VEGF’in hem de 

MMP-9’un ekspresyonunu aynı anda tetiklemektedir (Hoeben vd. 2004, Kudo vd. 

2012).  Ayrıca, VEGF protein sentezi ile MMP-2 ve MMP-9 matriks metalloproteinaz 

enzimlerin ekspresyonu arasında bir korelasyon olduğu ve bu proteinlerin 

tamamının mide kanseri vakalarında anjiyojenez ve metastaz ile ilişkili olduğu 

belirlenmiştir (Zheng vd. 2006). MMP-9 matriks metalloproteinazın ise tümör 

matriksinin mimarisinin düzenlenmesinde görev aldığı ve vasküler büyüme faktörü 

(VEGF) ile bazik fibroblast büyüme faktörü (bFGF) gibi matriksde biriken büyüme 

faktörlerinin serbest bırakılmasında etkili olduğu bilinmektedir (Owen vd. 2003, 

Ardi vd. 2007). Kanser hücreleri tarafından salgılanan VEGF ve MMP’ler arasında bir 
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korelasyon bulunmasının yanında, kanser hücreleri tarafından salgılanan MMP-

13’ün (kollajenaz-3); fibroblast ve endotel hücrelerinin VEGF salgılamasını 

tetiklediği ve böylece tümör anjiyojenezini oluşturduğu da belirlenmiştir (Kudo vd. 

2012). Böylece, matriks metalloproteinazların sadece ekstrasellüler matriks veya 

tümör stromasının parçalanmasında görevli olmadığı, aynı zamanda VEGF sentezi 

içinde bir tetikleyici rolü üstlendiği belirlenmiştir; ancak MMP’lerin tümör 

anjiyojenezi ve metastazda üstlendikleri görevler hakkında yapılan çalışmaların 

henüz yeterli seviyede olmadığı düşünülmektedir (Deryugina ve Quigley 2015). 

1.4.2. Hücre göçü (migrasyon) 

Bilindiği üzere; tümör anjiyojenezi, metastaz ve vasküler taklit olgularının 

gerçekleşmesi için tümör hücrelerinin veya endotel hücrelerin göç etmeleri 

(migrasyonu) ve damar oluşturacakları veya doku oluşturacakları bölgeye 

ulaşmaları gerekmektedir (Pipinikas vd. 2008, Betz vd. 2016, Zhang vd. 2016). 

Anjiyojenezin gerçekleşmesi için gerekli temel mekanizmalardan biri olan endotel 

hücre migrasyonu; farklı damarlarda belirli bir şekilde etkili olabilen çok sayıda 

sinyal yolağıyla tetiklenmekte ve bir seçici mekanizma oluşmaktadır ki bu 

mekanizmanın farklı kan damarlarının aynı anda oluşumunu koordine etmek için 

önemli olduğu düşünülmektedir (Wiley vd. 2011, Vanhollebeke vd. 2015, Betz vd. 

2016, Ulrich vd. 2016).  

Anjiyojenez sırasında gerçekleşen endotel hücre migrasyonunda; kimyasal 

çekenlere (kemoatraktan) yönelim şeklinde gerçekleşen kemotaksis, immobilize 

edilmiş (hareketsiz bırakılmış) ligandlara yönelim şeklinde gerçekleşen haptotaksis 

ve mekanik etkiler sonucu yönelim şeklinde gerçekleşen mekanotaksis olmak üzere 

3 temel mekanizma olduğu bilinmektedir (Li vd. 2005, Lamalice vd. 2007). 

Kemotaksis olayı genellikle bazik fibroblast büyüme faktörü (bFGF) ve vasküler 

endotelyal büyüme faktörü (VEGF) gibi büyüme faktörlerine doğru endotel 

hücrelerin migrasyonu şeklinde gerçekleşirken, haptotaksis olayı ekstrasellüler 

matriks bileşenlerine bağlanmış integrin proteinlerine karşı endotel hücrelerinin 

göç ederek oluşturdukları bir cevap şeklinde gerçekleşmektedir  (Klemke vd. 1997, 

Giroux vd. 1999, Lamalice vd. 2007 Bach 2015). Kan damarlarında gözlemlenen 
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akışkan soyma stresinin (shear stress: apikal (serbest) hücre yüzeyinde endotel 

hücrelerin kan akışı yönünde deforme olması) mekanotaksisi başlattığına, endotel 

hücrelerin kenarlarında uzantıların oluşmasına neden olduğuna, matrikse 

adezyonu azalttığına ve hücrenin arka yüzeydeki matrikse bağlanma noktalarının 

serbest bırakılmasına dair, hücre göçünün çeşitli adımlarını düzenlediğini gösteren 

kanıtlar mevcuttur (Şekil 1.6) (Li vd. 2005). Bu kapsamda, endotel hücre 

migrasyonunun; hücre adezyonu, sinyal iletimi ve hücre iskeleti değişimi gibi 

moleküler süreçlerin organizasyonunu ve dinamiklerini koordine eden mekanik bir 

olay olduğu düşünülmektedir (Lamalice vd. 2007, Betz vd. 2016).  

Yukarıda da bahsedildiği üzere, endotel hücreleri çeşitli mekanik ve kimyasal 

faktörlerin etkisi altında dışa doğru bir filiz oluşturacak şekilde uzayabilmekte ve 

uzayan bu hücreler “tip (uç) hücresi” adını almakta, tip hücresinin altında kalan 

hücreler, “sap ya da stalk hücreleri”, ise çoğalarak bu filizin gelişmesini ve tüp formu 

kazanmasını sağlamaktadır (Norton ve Popel 2016). Örnek olarak, tümör 

anjiyojenezinde; tümör hücreleri tarafından mikro çevrelerinde meydana gelen 

değişimlere adaptasyon ve yaşamlarını devam ettirebilmek amacıyla üretilerek 

stroma ortamında salgılanan ve MMP’lerin aktivitesi ile serbest kalan VEGF sinyal 

proteinleri endotel hücreleri uyararak tip hücrelerine dönüşmelerini ve sap 

hücrelerinin de çoğalarak tip hücrelerini desteklemelerini sağlamaktadır (Chung vd. 

2010). Tip hücrelerinde üretilen ve sap hücrelerinin Notch (çentik) reseptörlere 

bağlanan delta benzeri ligand-4 (DLL) isimli sinyal protein sayesinde sap 

hücrelerinin tip hücrelerine dönüşümü engellenmekte ve bir bölgeden yalnızca bir 

tane kılcal filizin oluşması sağlanmakta, Notch sinyal reseptörünün kapatılması 

durumunda ise uygun aralıklara sahip olmayan çok sayıda kılcal damar filizi ve 

dallanma olduğu gözlemlenmektedir (Chung vd. 2010, Blanco ve Gerhardt 2013, 

Norton ve Popel 2016). VEGF ailesi elamanlarının ve reseptörlerinin yanında, 6 

gruptan ve 23 farklı proteinden oluşan fibroblast büyüme faktörü (FGF) ailesi 

elamanlarının da erken anjiyojenik faktörler olarak görev üstlendikleri ve endotel 

hücrelerinin çoğalması, migrasyonu ve farklılaşmaları üzerine etkili oldukları 

bilinmektedir (Yadav vd. 2015). Bununla birlikte, bFGF tarafından tetiklenen 

endotel hücre migrasyonunun; matriks metalloproteinazların doku inhibitörleri 

(TIMP)  olan TIMP-1 ve TIMP-2 tarafından baskılandığı tespit edilmiş olması ilginç 
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bir olgu olarak karşımıza çıkmaktadır; çünkü matriks metalloproteinazların 

aktivitesi sonucu ekstrasellüler matriks içinde gömülü olan bFGF’ler serbest 

kalabilmekte ve anjiyojenezde tetikleyici görevi üstlenebilmektedir (Murphy vd. 

1993, Yadav vd. 2015). 

Hücre göçü; tıpkı tümör anjiyojenezinde olduğu gibi tümör metastazında da 

önemli basamaklardan birini teşkil etmektedir (Condeelis ve Segall 2003, Jiang vd. 

2015). Bununla birlikte, tümör hücrelerinin migrasyonu ile invazyon olgusunu 

birbirinden ayrı düşünmek doğru değildir; çünkü göç eden tümör hücreleri aynı 

zamanda çevrelerindeki dokuların içine doğru yayılım gösterirler (Fidler 2003). 

1.4.3. Tümör hücresi yayılımı (invazyon) 

Tümör hücrelerinin mikro çevrelerinde meydana gelen değişimler ve bu 

değişikliklere bağlı olarak uyarılan sinyal yolakları sayesinde tümör hücrelerinde 

hücre iskeleti dinamikleri değişmekte ve hücre-matriks ile hücre-hücre 

bağlantılarının bozulması sonucunda bu hücreler çevre dokular içine kendi yapı ve 

morfolojilerini de değiştirerek invaze olabilmektedirler (Şekil 1.7) (Chambers vd. 

2002, Fidler 2003, Sahai 2007, Friedl ve Alexander 2011).  İnvazyon sonrası tümör 

hücreleri; bazal membranlara ve endotel hücrelerin duvarlarına nüfuz ederek 

çevrelerinde bulunan damar ve lenf sistemleri içine sızmakta, dolaşıma karışmakta 

ve birincil tümör dokusundan uzak bölgelerde bulunan doku ve organların içine 

taşınarak koloni oluşturabilmekteler (Şekil 1.8) (Fidler 2003). Birincil tümör 

bölgesinde bulunan hücreler gibi metastatik alanda bulunan kanser hücreleri de 

kontrolsüz olarak çoğalırlar, invazyon özelliği sergilerler, dolaşım sistemi içine göç 

edebilirler ve ikincil bir metastazı gerçekleştirebilirler (Kienast vd. 2010, Armstrong 

vd. 2011, Hou vd. 2011). Hücre migrasyonundan farklı olarak tümör hücresi 

invazyonu heterojen bir şekilde mikro çevreye adaptasyon sağlanarak 

sürdürülmektedir (Friedl ve Alexander 2011). Tümör hücresinin invazyonundaki 

bu esneklik; hücre adezyonunda, hücre iskeleti dinamiklerinde, mekanik sinyal 

iletiminde meydana gelebilecek yapısal ve moleküler aksamalar ile olumsuz mikro 

çevre koşullarında dahi tümör hücrelerinin invazyonunun devam etmesini 

sağlayabilmektedir (Honeth vd. 2008, Stoecklein vd. 2008, Lopes vd. 2009, Wang vd. 
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2009, Choi vd. 2011, Shapiro vd. 2011). Bununla birlikte, tümör hücresinin 

proliferasyonu ve migrasyonunda olduğu gibi invazyonunda da birçok sinyal yolağı 

tetikleyici veya baskılayıcı olarak aktivite gösterebilmektedir. Örnek olarak, kanser 

hücrelerindeki onkojenlerin aktivasyonu sonrasında aktive olan; transforme edici 

(dönüştürücü) büyüme faktörü-β (TGF-β), İnterlökin-10 (IL-10), IL-6, VEGF, C-C 

motifi kemokin ligandı-2 (CCL2)/ monosit kemoatraktan protein 1 (MCP 1) ve 

siklooksigenaz-2 (COX-2) gibi immün sistemi baskılayıcı moleküllerin kanser 

hücreleri veya çevresindeki hücreler tarafından üretilmesi; kanser hücrelerinin 

migrasyonu ve proliferasyonunda olduğu gibi invazyonunda da arttırıcı özellik 

kazanmasını sağlarlar (Jiang vd. 2015). Bununla birlikte, birincil tümör alanında 

bulunan stromal hücreler tarafından sunulan bFGF, TGF-β, HGF (hepatosit büyüme 

faktörü), EGF (epidermal büyüme faktörü) ve Wnt proteinlerinin de tümör 

hücrelerinin hayatta kalması, proliferasyonu, invazyonu ve metastaz üzerine etkili 

olduğu da unutulmamalıdır (Kim vd. 2006a, Jiang vd. 2015).  

Tümör hücreleri mikro çevrelerinde meydana gelen değişimlere bağlı olarak 

tek tek invaze olabildikleri gibi kolektif olarak da invaze olabilirler ve bu kolektif 

invazyonda; hücre-hücre adezyonu, hücreler arası koordinasyon ile toplu 

migrasyonun eşgüdümlü gerçekleşmesi gerekmektedir  (Friedl vd. 1995, Ilina ve 

Friedl 2009, Friedl ve Alexander 2011). Toplu invazyon da tıpkı tümör hücrelerinin 

tek tek invazyonunda olduğu gibi; hücre tipine, birlikte hareket eden hücrelerin 

sayısına ve işgal edilen doku yapısına bağlı olarak farklı morfolojiler sergileyebilir. 

Örneğin, kolektif olarak invaze olan hücrelerin oluşturduğu gruplar içinde endotel 

hücreleri bulunabilir ve lümen oluşturabilirler, bu gruplar küçük kümeler, katı 

boncuk dizileri veya ip şeklinde dizilmiş hücre sıraları şeklinde morfolojilere sahip 

olabilirler (Friedl ve Gilmour 2009). Toplu invazyonların birçoğunda ise bir veya 

birkaç tümör hücresi mezenkimal karakter sergileyerek lider konumuna gelir, 

böylece ip şeklinde sıralanmış hücre dizisinin ucunu oluşturur ve arkasındaki 

hücreleri de peşi sıra çekerek hedef dokunun içine doğru invaze olurlar (Gaggioli vd. 

2007, Khalil ve Friedl 2010). Genellikle yumuşak doku içine doğru gerçekleşen, 

diğer bir toplu invazyon tipi ise invaze olacak hücreler tomurcuk şeklinde doku içine 

doğru ilerler, topluluk içinde belirgin bir lideri yoktur, bu nedenle de invazyonun 

yönü zaman zaman değişebilmektedir (Ewald vd. 2008). Tümör hücrelerinin tek tek 
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invazyonunda hücre-hücre ve hücre-matriks adezyonunun bozulması önemli iken 

toplu invazyonlarda hücre-hücre adezyonunun korunmasının bütünlüğün 

bozulmaması için büyük öneme sahip olduğu görülmektedir (Friedl ve Alexander 

2011). 

1.4.4. Hücre adezyonu 

Bahsedildiği üzere tümör anjiyojenezi, tümör invazyonu ve metastaz 

olgularında hücre-hücre adezyonu ve hücre-matriks adezyonunda meydana gelen 

değişimler; tüm bu süreçlerin gerçekleşebilmesi için önemli aşamalardan birini 

teşkil etmektedir (Folkman 1971, Folkman 1992, Klagsbrun ve Moses 1999, 

Carmeliet ve Jain 2000, Rundhaug 2005, Pipinikas vd. 2008, Betz vd. 2016). 

Hücrelerin birbirine adezyonu ve matriks ile etkileşimi; bu hücrelerin yüzeylerinde 

bulunan çeşitli yapıların yardımıyla gerçekleşmekte ve bu etkileşimler sayesinde 

hücreler birbirlerinden haberdar da olabilmektedir (Aplin vd. 1998, Junqueira ve 

Carneiro 2009). Hücre adezyon yapıları incelendiğinde ise bu yapıların kaderinler, 

integrinler, selektinler ve immünoglobulin süper ailesinden oluştuğu 

gözlemlenmektedir (Osborn 1990, Dicle 2004). Tümör hücrelerinin metastaz 

yapabilmesi için ilk önce hücre-hücre ve hücre-matriks bağlantılarının gevşemesi ve 

invaze olacak hücre veya hücre gruplarının etrafındaki hücrelerden ve matriksden 

bağımsız hale gelmesi gerekmektedir  (Friedl ve Alexander 2011). Adezyon, 

çoğunlukla farklı integrinlere bağlanma potansiyelinde olan ve immünoglobulin 

ailesine dahil olan endotelyal adezyon moleküllerince düzenlenmektedir (Pignatelli 

ve Vessey 1994, Koukoulis vd. 1998). Tümör nekroz faktör (TNF) ve interlökin-1 

(IL-1) gibi sitokinler tarafından salgılanması uyarılabilen hücre içi adezyon 

molekülü-1 (ICAM-1) ve vasküler hücre adezyon molekülü-1 (VCAM-1) bu adezyon 

molekülleri arasında yer almakta ve bu moleküllerden ICAM-1; LFA-1 (CD11a/18) 

ve Mac-1 (CD11b/CD18) integrin reseptörüne bağlanabilirken, VCAM-1’in integrin 

reseptörü VLA-4’ tür (Sheen-Chen vd. 1996).  

Adezyon molekülleri arasında en iyi çalışılmış olanları, transmembran 

heterodimerik yapıya sahip olan ve hücrelerin migrasyonunda da görev alan 

integrinlerdir (Hynes 2002, Parsons vd. 2010). İntegrinler; fibronektin, kollajen ve 
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diğer bazı ekstrasellüler matriks proteinlerinin oluşturdukları özel motif 

sekanslarına tutunurlar ve bu tutunma sırasında integrinlerin moleküler yapısında 

meydana gelen konformasyon (3 boyutlu yapı) değişikliği nedeniyle, integrinlerin 

sitoplazma içinde bulunan kısa kuyruklarının, çoklu protein kompleksleri 

aracılığıyla, aktin hücre iskeleti elamanlarıyla etkileşiminde farklılaşma meydana 

gelir (Hynes 2002, Puklin-Faucher ve Sheetz 2009, Vicente-Manzanares vd. 2009). 

İntegrinler ve hücre iskeleti elamanı olan aktinler arasındaki çoklu protein 

bağlantıları; talin isimli bir proteinin baş bölgesinden integrinlere, kuyruk ve gövde 

bölgesinden de vinkulin proteinine bağlanmasıyla, vinkulin proteinlerin ise baş 

bölgesinden talinlere kuyruk bölgelerinden ise aktin hücre iskeleti elamanlarına 

bağlanmasıyla gerçekleşmektedir (Otey ve Carpen 2004, Ziegler vd. 2006). Adezom 

(adhesome) olarak da adlandırılan bu kompleks yapı uzun yıllardır aydınlatılmaya 

çalışılmakta ve 180 kadar protein-protein etkileşiminin olduğu, karmaşıklık ve 

etkileşimce zengin bir ağ olarak tanımlanmaktadır (Zaidel-Bar vd. 2007, Zaidel-Bar 

ve Geiger 2010). Örnek olarak verilen hücre adezyon moleküllerinden sadece bir 

tanesi olan integrinlerin; tümör anjiyojenezi, tümör metastazı ve invazyon gibi 

süreçlerin temel mekanizması olan migrasyon üzerine etki gösterebilmesi için dahi 

çok sayıda, karmaşık ve proteinlerce zengin bir ağ yapısının kurulması 

gerekmektedir (Parsons vd. 2010). Bu nedenle de, kanser gelişimi ve yayılımına 

yönelik gerçekleştirilen yeni ilaç ve tedavi yaklaşımlarının geliştirilmesi 

aşamalarında; hem tümör anjiyojenezi hem de tümör metastazı ve invazyonu 

hedeflenirken hücre-hücre ve hücre-matriks adezyonu üzerine etkilerin de ikincil 

bir hedef olarak göz önünde bulundurulması büyük önem arz etmektedir. 

1.5. Küçük Molekül Yapılı Doğal Bileşik Kaynakları Olarak Likenler 

Geleneksel bir tedavi yöntemi olarak, sistemik kanser kemoterapisi hala 

birçok kanser olgusuna karşı majör tedavi yöntemi olarak kullanılmaktadır 

(Gustavsson vd. 2015). Kemoterapi uygulayan doktorlar; mümkün olan en fazla 

sayıda kanser hücresinin yok edilmesini amaçlayarak maksimum klinik faydayı elde 

etmek istemekte, bu nedenle de hastalara tolere edebilecekleri maksimum 

miktardaki ilaç konsantrasyonunu vermektedir (Norton ve Simon 1986, Frei vd. 

1998, Seidman 2005). Ancak, bu tarz bir yaklaşım; sistemik toksisite, ilaca karşı 
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kanser hücrelerinin direnç kazanması, uzun bir sürece yayılan farklı yan etkiler gibi 

bazı problemlere yol açmaktadır (Dy ve Adjei 2013, Varol 2016c). Bununla birlikte, 

doğal kaynaklar ve bunlardan elde edilen özüt (ekstrakt), kür, şurup, merhem, 

infüzyon (çay) ve bileşiklerin kullanımı Antik Çağlara dayanmaktadır ki Orta 

Doğuda bulunan bir mağarada 60.000 yıl öncesine ait tıbbi bitkilerin kullanımına 

dair kanıtlar 1960 yılında tespit edilmiştir (Solecki 1975, Saad vd. 2005, Ehrenreich 

2010, Ghorbani 2014). Bu nedenle, kanser hastaları ve doktorlar; hastalar 

arasındaki ölüm oranının yüksek olması ve radyoterapi ile kemoterapinin yan 

etkilerini de göz önünde bulundurarak, konvansiyonel tıbbın yerine veya 

destekleyici olarak doğal kaynakların kullanımıyla gerçekleştirilen alternatif tedavi 

yöntemlerine yönelmektedir (Shapiro ve Recht 2001, Sharma ve Gupta 2015, V 

Simoben vd. 2015). Ayrıca, günümüzde klinik uygulamalarda faydalanılan modern 

farmosötik ilaçların %50’si bitkilerden türetilmekte ve kuvvetli anti-kanser 

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

Doğal bileşik kaynakları içinde, liken olarak isimlendirilen organizmalar; sahip 

oldukları özel bileşikler ve bu bileşiklerin sergiledikleri biyolojik farmakolojik 

aktiviteler nedeniyle araştırmacıların dikkatini cezbetmekte ve doğal bileşik 

kaynağı olarak büyük önem taşımaktadırlar (Varol 2013, Varol 2015).  Likenler; çok 

kuru, çok soğuk, bol güneşli veya sıcak ortamlar gibi birçok canlı için ekstrem olan 

koşullarında dahil olduğu birçok ortamda yaşamlarını sürdürebilmektedir (Purvis 

ve Pawlik-Skowrońska 2008, Valarmathi vd. 2009, Halıcı vd. 2010). Likenler, 

genellikle, toprak, ağaç kabukları ve kaya yüzeyleri üzerinde yayılış gösteren; 

karasal yaşama uyum sağlamış organizmalar içinde en erken kolonileşebilmiş ve 

simbiyotik bir yaşam şeklini benimsemiş olan; yeryüzünün yaklaşık %8 kadarını 

örtebilecek bir yaygınlığa sahip olmasına rağmen nispeten yavaş üreyen küçük 

boyutlu organizmalar olarak tanınmaktadır (Chen vd. 2000, Cocchietto vd. 2002, 

Nybakken vd. 2010). Ayrıca, likenler; mikobiyont (fungus) ve fotobiyont (alg 

ve/veya siyanobakteri) adı verilen ortakların oluşturduğu (Şekil 1.10); karbon(C), 

azot (N), fosfor (P) gibi elementler ile minerallerin döngüsü ve ekoloji denge için 

büyük önem arz ettiği düşünülen; yaklaşık 18.500 farklı türe sahip özel 

organizmalar olarak karşımıza çıkmaktadır (Boustie ve Grube 2005, Dobson 2005, 

Valencia-Islas vd. 2007, Chooi vd. 2008, Varol 2013).  
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Şekil 1.10.   Bir liken yapısın diyagram olarak gösterimi 

Kaynak: Varol, 2013, s. 3 

Likenleri oluşturan simbiyotik ortaklardan fotobiyont organizmalar bu 

ortaklık için fotosentez yaparak besin kaynağı olarak görev alırken, mikobiyont 

ortaklarda mineral, su ve karbon kaynağının sağlanmasında görev alır ve fotobiyont 

ortak için güvenli ve nemli bir ortamı temin ederler (Varol 2013). Likenler; bu 

karmaşık simbiyotik yapıları ve ekstrem koşullara olan adaptasyonları sayesinde, 

düşük molekül ağırlığına sahip olan ve bu nedenle küçük molekül yapılı doğal 

bileşikler olarak değerlendirilen, asidik yapıları nedeniyle ise liken asitleri olarak 

isimlendirilen bileşikler sentezleyebilmektedirler (Stocker-Wörgötter 2008, Molnár 

ve Farkas 2010, Sivas 2015, Varol 2015). Çoğunlukla sadece likenlere özgü olan bu 

bileşikler; mevalonik asit yolağı, şikimik asit yolağı ve asetil-polimalonil yolağı 

olmak üzere 3 temel sentez yolağı kullanılarak sentezlenen; depside, depsidon, 

dibenzofuran, pulvinik asit, antrakinon, ksanton ve şikimik asit türevi sekonder 

(ikincil) bileşiklerdir (Şekil 1.11) (Müller 2001, Boustie ve Grube 2005, Nguyen vd. 

2013, Sivas 2015). 
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Şekil 1.11.   Küçük molekül yapılı liken bileşiklerinin sentez yolakları 

Kaynak: Varol, 2013, s. 5 

Likenler tarafından sentezlenen bu özel bileşiklerin şu ana kadar; anti-viral, 

anti-mikrobiyal, anti-protozoal, anti-inflamatuar, anti-pretik, analjezik, ultraviyole 

ışınlara karşı koruyucu, enzim baskılayıcı, anti-proliferasyon, anti-tümör ve anti-

anjiyojenik olmak üzere birçok biyolojik ve farmakolojik aktiviteye sahip oldukları 

gösterilmiş; bu nedenle de sürekli artan bir trend ile araştırmacıların dikkatleri 

likenlerden elde edilen küçük molekül yapılı bileşiklerin üzerine doğru çekilmiştir 

(Koparal vd. 2010, Song vd. 2012, Shrestha ve Clair 2013, Kim vd. 2015, Koparal 

2015, Varol 2015).  

Biyolojik ve farmakolojik olarak özel aktivitelere sahip olduğu düşünülen bu 

küçük molekül yapılı liken bileşiklerinin birçok aktivitesinin çalışılmış olmasına 

rağmen, ilginç bir şekilde bu bileşiklerin, kanser tedavisinde önemli bir hedef olan 

anjiyojenez üzerine aktiviteleri hakkında yapılmış çalışmaların sayısının kısıtlı 

olduğu, yapılan literatür incelemelerinde, gözlemlenmektedir (Varol 2015). 

Likenlere özgü küçük molekül yapılı bileşiklerin anjiyojenez üzerine aktiviteleri 

hakkında yapılan ilk çalışma Koparal ve arkadaşları tarafından gerçekleştirilmiştir. 
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Ağaç kabukları üzerinde gelişim gösterebilen bir liken olan Pseudevernia furfuracea 

(var. ceratea) türünün aseton özütünden izole edilen bir tür depside olan olivetorik 

asidin; rat adipoz (yağ) dokusundan izole edilmiş endotel hücrelerinin (RATEC) tüp 

formu oluşturmaları ve anjiyojenezin gerçekleşmesinde temel basamaklardan biri 

olarak bildiğimiz migrasyonda görevli olan hücre iskeleti elemanlarından, 

filamentous (ipliksi) aktin proteinlerinin değişimi üzerine olduğunu görmekteyiz 

(Koparal vd. 2010). Bu çalışmanın sonucunda elde edilen verilere göre; olivetorik 

asit bileşiğinin düşük toksisiteye (>100 µM) sahip olmasına rağmen, toksik olmayan 

konsantrasyonlarının RATEC hücrelerinin tüp formu oluşturmalarını engellediği 

belirlenmiş ve bu endotel hücrelerin bir araya gelerek tüp yapısı oluşturmalarının 

baskılanmasına dair mekanizma; filamentous aktin proteinlerinin 

organizasyonlarının, olivetorik asit bileşiğinin aktivitesi sonucunda, bozulması ile 

açıklanmaya çalışılmıştır (Koparal vd. 2010). Daha sonraki yıllarda Song ve 

arkadaşları tarafından yapılan bir çalışmada ise hakkında en fazla araştırma yapılan 

ve majör bir liken asidi olarak yaygın bir şekilde likenlerde bulunabilen, 

dibenzofuran türevi bir liken asidi olan usnik asidin anjiyojenez üzerine aktivitesi 

incelenmiştir (Song vd. 2012). Song ve arkadaşları usnik asit bileşiğini, likenlerden 

izole etmek yerine, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) firmasından %98 saflıkta satın 

alarak anjiyojenez üzerine aktivitesini incelemişlerdir. Yapılan bu çalışmada, usnik 

asit bileşiğinin anjiyojenez üzerine aktivitesi; VEGF tarafından tetiklenmiş fare 

kornea anjiyojenez modeli ve piliç embriyolarının korioallantoik membran (CAM) 

analizi gibi in vivo yöntemler ile in vitro endotel hücre (HUVEC; insan göbek bağı 

damar endotel hücresi) tüp oluşumu ve hücre migrasyonu deneyleri gibi 

yöntemlerin kullanılması sonucunda aydınlatılması amaçlanmıştır. Yapılan 

araştırmalar sonucunda ise usnik asidin; anti-anjiyojenik bir ajan olarak umut vaat 

eden bir bileşik olduğu ve anjiyojenezi; vasküler endotelyal büyüme faktör 

reseptörü–2 (VEGFR-2) aracılı AKT ve ERK1/2 sinyal yolağının bloke edilmesiyle 

engellediği belirlenmiştir (Song vd. 2012). Koparal tarafından 2015 yılında 

yayınlanan bir diğer çalışmada ise usnik asit bileşiğinin kiral bir formu olan (S)-(-) - 

usnik asit bileşiğinin ve bir tür pulvinik asit türevi olan vulpinik asit bileşiğinin anti-

anjiyojenik aktiviteleri incelenmiştir (Koparal 2015). HUVEC hücrelerinin tüp formu 

oluşturmaları üzerine aktivitelerin in vitro olarak incelendiği bu çalışmada; her iki 
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liken bileşiğinin de anti-anjiyojenik aktivite gösterdiği; ancak vulpinik asit 

bileşiğinin, düşük toksisiteye sahip olması (48 saat için IC50> 231.94±25.4) ve toksik 

olmayan konsantrasyonlarının endotel hücre tüp formasyonunu engellemesi 

nedeniyle, usnik asit bileşiğine göre daha umut vaat edici olduğu belirlenmiştir 

(Koparal 2015). Likenlere özgü olan bu bileşikler ile yapılan çalışmaların yanında, 

hem likenler tarafından hem de diğer organizmalar tarafından sentezlenebilen 

emodin ve sekalonik asit-D bileşikleriyle yapılan çalışmalar da dikkat çekmektedir. 

Bir antrakinon türevi olan emodin bileşiği; likenlere özgü olmayan ve bazı bitkilerin 

kök ve kabukları ile bazı küflerde bulunabilen bir bileşiktir (Edwards vd. 2003, Tan 

vd. 2011, Shrimali vd. 2013). Bununla birlikte, emodin bileşiğinin; VEGF-A 

tarafından tetiklenen anjiyojenezi, reseptör-2'nin (KDR / Flk-1) fosforilasyonu 

aracılığıyla baskıladığı, hücre migrasyonunu ise fosfatidilinositol 3-kinaz-

Cdc42/Rac1 yolağını bloke ederek engellediği belirlenmiştir (Huang vd. 2005, Kwak 

vd. 2006). Sekalonik asit-D molekülü de, emodin bileşiği gibi likenlere özgü 

olmayan; ancak likenler tarafından da sentezlenebilen bir bileşik olarak karşımıza 

çıkmaktadır (Manojlovic vd. 2010, Guru vd. 2015). Sekalonik asidin anjiyojenez 

üzerine aktivitesi ise 2015 yılında Guru ve arkadaşları tarafından yapılan bir çalışma 

ile aydınlatılmış ve bu bileşiğin anlamlı bir toksik aktivite göstermeden 

Akt/mTOR/p70S6K sinyal yolağının düzenlenmesiyle VEGF aracılı anjiyojenezi ve 

HIF-1α’yı (hipoksiyle indüklenen transkripsiyon faktör-1-alfa)  baskıladığı 

belirlenmiştir. 

Görüldüğü üzere, literatürde sınırlı sayıda çalışma bulunmasına rağmen, 

likenler tarafından sentezlenen küçük molekül yapılı bileşiklerin anjiyojenez 

üzerine gösterdikleri aktiviteler umut vaat edicidir. Bu nedenle; yapılan bu doktora 

tez çalışmasında, likenlerden izole edilen ve likenlere özgü olan kollatolik asit, 

alektoronik asit ve kaparetik asit bileşiklerinin anti-kanser, anti-proliferasyon, anti-

anjiyojenik, anti-migrasyon ve anti-adezyon aktiviteleri bazı in vitro yöntemler ve 

epigenetik yaklaşımlarla aydınlatılmaya çalışılmıştır. 
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2. MATERYAL VE YÖNTEM 

2.1. Küçük Molekül Yapılı Doğal Bileşiklerin İzolasyonu ve Karakterizasyonu 

Doktora tezi kapsamında çalışılması planlanan alektoronik asit, kollatolik asit 

ve kaperatik asit isimli küçük molekül yapılı bileşikleri; bünyesinde barındıran liken 

türleri, bu türlerin özellikleri ve yayılış alanları, literatürde bulunan kaynakların 

incelemeleri sonucunda belirlenerek arazi çalışmaları planlanmıştır (Huneck ve 

Yoshimura 1996, Orange vd. 2001, Smith 2009). Literatür taramaları neticesinde, 

alektoronik asit ve kollatolik asit bileşikleri; Tephromela atra Fée isimli liken 

türünden, kaperatik asit bileşiği ise Flavoparmelia caperata (L.) Hale isimli liken 

türünden izole edilmiştir. Tephromela atra Fée türü likenler; Eskişehir; Sundiken 

Dağları, Türkmen Tepesi mevkii, 1400 m lokalitede (39º54'26"N 30º41'35"E) 

bulunan silisli kayalar üzerinden toplanmıştır. Flavoparmelia caperata (L.) Hale türü 

likenler; Bolu; Bolu Abant Dağları, 1080 m yükseltide (40º39'34"N 31º24'05"E) 

bulunan ormanlık alanda yer alan Fagus orientalis ve Quercus sp. ağaç kabukları 

üzerinden toplanmıştır. Söz konusu liken türlerinin belirlenmesi, toplanması, tür 

tayinin yapılması ve izolasyona hazırlanması çalışmaları; Anadolu Üniversitesi 

Biyoloji Bölümü Botanik Anabilim Dalı öğretim üyesi olan Doç Dr. Mehmet CANDAN 

tarafından standart anahtarlar kullanılarak gerçekleştirilmiştir (Smith vd. 2009, 

Wirth vd. 2013). Alektoronik asit, kollatolik asit ve kaperatik asit bileşiklerinin 

izolasyon ve karakterizasyon çalışmaları ise Anadolu Üniversitesi Kimya Bölümü 

öğretim üyesi olan Doç. Dr. Turgay TAY tarafından gerçekleştirilmiştir. Bileşikler 

%98’in üzerinde saf olarak kristal formda elde edilmiştir. Toplanacak liken türleri, 

epifitik (toprağa ihtiyaç duymaksızın ağaçların üzerinde yayılım gösterebilen) 

özelliğe sahip oldukları için, yapılan arazi çalışmalarında bıçak ve ağaç keskisi 

kullanılmış ve toplanan liken örnekleri kağıt torbalar içine konularak, toplandığı 

lokaliteye (bölgeye) ait bilgiler not edilmiştir. Toplanan liken örnekleri; Anadolu 

Üniversitesi Fen Fakültesi Herbaryumuna (ANES) bağlı laboratuvara götürülerek 

tür tayinleri gerçekleştirilmiş, havada kurutma yöntemi ile likenler kurutulmuş ve 

referans örnekler kayıt altına alınmıştır. (Yavuz vd. 2015). Kurutulmuş liken 

materyalleri; izolasyon çalışmalarına hazır hale getirilmeleri amacıyla, öğütücüde 

öğütülerek uygun partikül boyutuna getirilmiştir. Küçük molekül yapılı liken 

bileşiklerinin izolasyonu ve karakterizasyonu daha önceki çalışmalara benzer 
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şekilde gerçekleştirilmiştir (Yilmaz vd. 2003, Tay vd. 2004, Candan vd. 2007, 

Koparal vd. 2010, Varol 2013, Koparal 2015, Varol vd. 2016). Kısaca; toplanan liken 

örnekleri öğütücüde öğütülerek uygun boyutlara parçalanmış ve 20 gram tartılarak 

100 ml aseton içinde çözünmüştür. Hazırlanan karışım bir saat kadar sonikasyona 

tabi tutularak liken materyalleri içinde bulunan moleküllerin aseton içine geçişi 

hızlandırılmış ve sonik etki ile liken hücrelerinin parçalanması sağlanmıştır. Daha 

sonra bir gece oda sıcaklığında bekletilen karışımdan büyük partiküllerin 

uzaklaştırılması amacıyla Whatmann No 1 kağıdı kullanılarak filtreleme işlemi 

gerçekleştirilmiştir. Elde edilen süzüntünün sterilizasyonu için 0,45 µM çapta porlar 

içeren filtre kullanılarak ikinci bir filtreleme yapılmış ve çözücü rotavapor 

yardımıyla uzaklaştırılmıştır. Elde edilen liken özütünün içerdiği bileşikler ise ince 

tabaka kromatografisinde (İTK veya TLC) Rf faktörü (alıkonma faktörü) yardımıyla 

A, C ve G çözücü sistemleri kullanılarak izole edilmiştir (Varol vd. 2015, Varol vd. 

2016). Saflaştırılmış bileşiklerin karakterizasyonu ise 1H-NMR, erime noktası, FT-IR 

(Fourier Dönüşümlü Kızılötesi Spektroskopisi) gibi analizler yardımıyla 

gerçekleştirilmiştir. Alektoronik asit, kollatolik asit ve kaperatik asit bileşiklerinin 

3D konformasyonları, geometrik ve elektronik yapıları ise B3LYP/3-21G düzeyinde 

HF teorisi kullanılarak Gaussian 03 yazılımı aracılığıyla belirlenmiştir (Şekil 2.1).  

2.2. Çalışmada Kullanılan Malzemelerin Hazırlanması 

Memeli hücre kültürü çalışmaları için steril koşulların gerekli olmasından 

dolayı; ısıya dayanıklı cam ve plastik malzemeler ile bazı sıvı solüsyonlar 

alüminyum folyolara sarılı olarak, otoklavda 121 °C ve 1,5 atm/Hg basınçta 20 

dakika; diğer cam ve metal malzemeler ise alüminyum folyolara sarılı olarak kuru 

hava sterilizatörü içerinde 180 °C’ de 2 saat süre ile steril edilerek kullanılmıştır. Isı 

ile bozulan sıvı solüsyonlar ve diğer bazı kimyasallar ise 0,2 µm aralıklı selüloz nitrat 

filtreden geçirilerek steril edilmiştir.  
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Şekil 2.1.  Likenlerden izole edilen bileşiklerin kimyasal yapıları (2D ve 3D) ve izole edildikleri likenler 

 

 

 

 

Tephromela atra (Fée) 

Flavoparmelia caperata (L.) 
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2.3. Çalışmada Kullanılan Hücreler ve Kültür Koşulları 

2.3.1. İnsan meme bezi epitelyum duktal karsinoma (T-47D) hücre kültürü 

T-47D hücreleri (ATCC® HTB-133™); ilk kez 1979 yılında Keydar ve 

arkadaşları tarafından; göğüs kanseri olgusu rastlanan 54 yaşındaki bir bayanın sağ 

meme duvarının delinmesi yoluyla, boşluktan alınan sıvıdan (plevral efüzyon sıvısı) 

izole edilmiş olan; epitel hücre morfolojisine sahip bir hücre hattıdır (Keydar vd. 

1979). Doktora tez çalışması kapsamında kullanılan T-47D hücreleri; Anadolu 

Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Komisyonu Tarafından desteklenen 

1502F068 numaralı proje kapsamında ATCC firmasından satın alınarak kültüre 

edilmiş, stoklanmış ve Anadolu Üniversitesi Biyoloji Bölümü Hücre Kültürü 

Laboratuvarında sıvı azot tankları içinde saklanmış olan hücrelerdir. T-47D 

hücreleri; %10 Fetal Bovine Serum (FBS; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), %1 

penisilin-streptomisin solüsyonu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) ve 1.5 gr/L sodyum 

bikarbonat ile 200 ünite/L bovine insülin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) içeren 

RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute-1640, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 

medyum ortamında ve 75 cm2 flasklar içerisinde, 37 °C’de, %5 CO2 içeren bir 

ortamda kültüre edilmiştir. 

2.3.2. İnsan meme bezi epitelyum IV. evre adenokarsinoma (HCC1428) hücre 

kültürü 

HCC1428 hücreleri (ATCC® CRL-2327™); ilk kez 1995 yılında Ahmadian ve 

arkadaşları tarafından; göğüs kanseri olgusu rastlanan ve ailesinde de kanser 

olgusuna rastlanmış olan (anneannesinde) 49 yaşındaki, Kafkas ırkına mensup bir 

bayandan izole edilmiş; cisplatine karşı dirençli, metastatik özellikte ve IV. faz (evre) 

kanser hücreleri olarak tanımlanmaktadır (Ahmadian vd. 1997, Gazdar vd. 1998, 

Sakai vd. 2008). Doktora tez çalışması kapsamında kullanılan HCC1428 hücreleri; 

Anadolu Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Komisyonu Tarafından 

desteklenen 1502F068 numaralı proje kapsamında ATCC firmasından satın alınarak 

kültüre edilmiş, stoklanmış ve Anadolu Üniversitesi Biyoloji Bölümü Hücre Kültürü 

Laboratuvarında sıvı azot tankları içinde saklanmış olan hücrelerdir. HCC1428 

hücreleri;  %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin ve 1 gr/L sodyum bikarbonat içeren 
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RPMI-1640 medyum ortamında ve 75 cm2 flasklar içerisinde, 37 °C’de, %5 CO2 

içeren bir ortamda kültüre edilmiştir.  

2.3.3. İnsan göbek bağı damar endotel (HUVEC) hücre kültürü 

HUVEC hücreleri (ATCC® CRL-1730™); ilk kez 1984 yılında Hoshi ve 

arkadaşları tarafından, insan göbek bağı damarından izole edilerek stoklanmış olan 

primer özellikli ve sağlıklı damar endotel hücreleridirler (Jaffe vd. 1973, Hoshi ve 

McKeehan 1984). Primer endotel hücrelerin izolasyon çalışmalarının ise 1920’li 

yılların öncesine dayandığı ve bu hücrelerin damar dokusundan izole edilmeleri 

nedeniyle, in vitro koşullarda da kılcal damar benzeri veya tüp benzeri yapılar 

oluşturabildikleri bilinmektedir (Lewis 1921, Maruyama 1963). Doktora tez 

çalışması kapsamında kullanılan HUVEC hücreleri; daha önceden ATCC (American 

Type Culture Collection) firmasından satın alınarak kültüre edilmiş, stoklanmış ve 

Anadolu Üniversitesi Biyoloji Bölümü Hücre Kültürü Laboratuvarında sıvı azot 

tankları içinde saklanmış olan 4-5 pasaj numarasına sahip hücrelerdir. Hücreler;  

%20 FBS, %1 penisilin-streptomisin solüsyonu, 1.5 gr/L sodyum bikarbonat ve 30 

mg/L olacak şekilde, bovine hipofiz bezinden izole edilmiş, endotel hücresi büyüme 

takviyesi (ECGS; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) içeren Ham’s F12 (Ham’s Nutrient 

Mixture F12; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) medyum ortamında ve 75 cm2 flasklar 

içerisinde, 37 °C’de, %5 CO2 içeren bir ortamda kültüre edilmiştir. 

2.4. MTT Hücre Canlılığı Testi 

Bilindiği üzere, yeni bir ilaç etken maddesinin keşfi ve aktivitelerinin 

belirlenmesi süreci; genellikle uzun, vakit alan, yoğun çaba gerektiren ve buna 

rağmen başarısızlıkla sonuçlanma ihtimali yüksek olan bir süreçtir (Gura 1997, 

Kamphaus vd. 2000). Kanser hücreleri ise gerek geliştikleri doku içinde, gerekse 

bulundukları doku tipine bağlı olarak heterojen bir yapı sergilemekte ve tedavi 

amacıyla uygulanan ilaçlara karşı gösterdikleri tepkiler farklılık arz edebilmektedir  

(Gerlinger ve Swanton 2010, Winograd vd. 2013, Varol 2016a). Bu nedenle, ilaç 

etken maddesi adaylarının in vitro hücre kültürü yöntemleriyle aktivitelerinin 

belirlenmesi çalışmalarında; farklı dokulardan izole edilmiş hücrelere karşı 

aktivitelerinin belirlenmesi faydalı görünmektedir ki bu nedenle; doktora tez 
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çalışmasında kolorimetrik olarak ölçüm yapılabilen, basit, güvenilir ve ucuz bir test 

yöntemi olduğu MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide; Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO) hücre canlılığı testi kullanılmıştır (Gerlier ve Thomasset 1986). 

Mosmann tarafından 1983 yılında keşfedilen MTT [3-(4,5- dimetiltiazol-2-yl)-

2,5-difenil tetrazolium bromide] hücre canlılığı test yöntemi; suda çözünebilen sarı 

renkli tetrazolium tuzlarının, mitokondriyal metabolik aktivitelerin gerçekleşmesi 

sırasında, elektron taşıma sistemlerinin (ETS) elemanları olan primidin nükleotid 

kofaktör NADH, NADPH dehidrojenazlar ve N-etilmaleimide (NEM) duyarlı flavin 

oksidazların aktivitesi sonucunda, suda çözünemeyen mor renkli formazan 

tuzlarına indirgenmesi ve indirgenen formazan tuzlarının 570 nm dalga boyundaki 

ışığı absorbe edebilme (emme) kapasitelerine dayanmaktadır (Şekil 2.2) (Mosmann 

1983, Liu vd. 1997).  

 
Şekil 2.2.   MTT tetrozolium ve formazan tuzlarının kimyasal yapısı. 

Doktora tez çalışması kapsamında; T-47D insan meme epitelyum duktal 

karsinoma ve HCC1428 insan meme epitelyum 4. evre adenokarsinoma hücreleri 

kullanılarak likenlerden izole edilen alektoronik, kollatolik ve kaperatik asit 

bileşiklerinin kanser hücreleri üzerine aktiviteleri belirlenmeye çalışılmıştır. 

Sağlıklı hücre hattı olarak ise HUVEC insan göbek bağı damar endotel hücreleri 

tercih edilmiştir.  

T-47D hücreleri 15x103 hücre/kuyucuk, HCC1428 hücreleri 15x103 

hücre/kuyucuk ve HUVEC hücreleri 1x104 hücre/kuyucuk olacak şekilde 96 

kuyucuklu plakalara (Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Switzerland) 

ekildikten sonra 24 saat süre ile %5 CO2 ve 37 °C altında inkübasyona bırakılmıştır. 

Süre sonunda hücrelerin medyumu uzaklaştırılarak yerine; test bileşiklerinin 25-
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50-100-200-400 µM konsantrasyonlarını içeren medyum ilave edilmiştir. Test 

maddeleri, DMSO (dimetil sülfoksit) içinde çözüldüğü için; gerçekleştirilen 

deneylerde negatif kontrol olarak çözücü madde olan DMSO kullanılmıştır. DMSO’in 

final konsantrasyonu % 0,3 den daha fazla değildir. Stok çalışma solüsyonu her 

çalışma için yeniden hazırlanarak kullanılmıştır. Hücreler; 24 veya 48 saat süreyle 

%5 CO2 ve 37 °C altında inkübasyona bırakılmıştır. Süre sonunda, test bileşiklerini 

içeren medyum hücrelerden uzaklaştırılmış ve hücreler 5µg/ml MTT solüsyonu 

içeren yeni medyum ortamında 2 saat süreyle inkübasyona bırakılmıştır. Süre 

sonunda, MTT içeren medyum ortamı hücrelerden uzaklaştırılarak, hücrelerin 

üzerine 100 μl DMSO ilave edilmiş ve 5 dakika beklendikten sonra plakalardaki 

hücrelerin optik dansite (OD) değerleri ELISA cihazında (ELx808™; BioTek® 

Instruments, Inc; Winooski, Vermont, USA)  570 nm dalga boyunda okutulmuştur. 

Deneyler, birbirinden bağımsız olarak 3 kez ve 8 tekrar şeklinde gerçekleştirilmiştir.  

İstatistiksel değerlendirmesinde SPSS programı kullanılmış ve elde edilen verilerin 

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

belirlenmiştir.  Anlamlılık değeri olarak p<0.05 kabul edilmiş ve grafiklerde yıldız 

(*) işareti kullanılarak belirtilmiştir. 

2.5. Gerçek Zamanlı Hücre Analiz Sistemi (RTCA MP) Kullanılarak Hücre 

Proliferasyonunun Belirlenmesi 

Gerçek zamanlı hücre analiz (RTCA; Real Time Cell Analyzer) sistemleri; 

xCELLigence (ACEA Biosciences, Inc., San Diego, CA) markasıyla piyasaya sürülmüş 

olan cihazları içermektedir ve RTCA MP modeli; altın elektrotlarla kaplanmış özel 

plakaların (E-Plate 96; Roche Applied Science, Mannheim, Germany) zeminine 

yapışan hücrelerin oluşturdukları fokal adezyon komplekslerinin neden olduğu 

elektriksel empedansın (öz direnç) gerçek zamanlı olarak ölçülmesi yoluyla; hücre 

proliferasyonu, hücre morfolojisinde meydana gelen değişimler ve hücrelerin plaka 

zeminine tutunma (adezyon) kapasiteleri gibi özellikleri ölçebilmektedir (Şekil 2.3) 

(Ke vd. 2011). 
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Şekil 2.3.   Gerçek zamanlı hücre analiz sistemi (RTCA) MP modeli tanıtımı ve çalışma prensibi 

Doktora tez çalışmasında, likenlerden izole edilen küçük molekül yapılı test 

bileşiklerinin hücre proliferasyonu üzerine aktiviteleri; RTCA MP sistemi ve bu 

sisteme uyumlu 96 kuyucuklu plakalar kullanılarak üretici firmanın direktifleri ve 

literatür bilgileri doğrultusunda belirlenmiştir (Ke vd. 2011, Özkay vd. 2016). 

Kısaca; RTCA MP sistemi deneylere başlanmadan en az 16 saat öncesinden %5 CO2 

içeren 37 °C sıcaklığındaki inkübatör içine alınarak, bu ortama uyum sağlaması 

sağlanmış ve deneyler için RTCA MP sistemin yazılımında gerekli ayarlamalar 

yapılmıştır. Plakalara 100 µl/kuyucuk olacak şekilde hücre medyumu ilave edilerek 

sistem içine yerleştirilmiş ve 30 dakika boyunca medyumun neden olabileceği 

elektriksel değişim “background measure – zemin ölçümü” olarak ölçülmüştür. 

Daha sonra, plakalar çıkarılarak;  T-47D hücreleri 15x103 hücre/kuyucuk, HCC1428 

hücreleri 15x103 hücre/kuyucuk ve HUVEC hücreleri 10x103 hücre/kuyucuk olacak 

şekilde plakalara ekilmiş ve plakalar tekrar RTCA MP terminaline yerleştirilerek 2. 

aşama ölçüme başlanmıştır. Yaklaşık 24 saat süren bir inkübasyon zamanından 

sonra 2. aşama sonlandırılarak plakalara uygun konsantrasyonlarda test bileşikleri 

ilave edilmiş ve plakalar tekrar RTCA MP terminaline yerleştirilerek 3. aşama 

program üzerinden başlatılmıştır. 72 saat boyunca her 60 dakikada bir kez 

empedans ölçümü alınarak hücrelerin proliferasyonunda meydana gelen 

değişiklikler izlenmiş ve inkübasyon süresi sonunda 3. Aşama da sonlandırılarak 



47 
 

elde edilen veriler analiz edilmiştir. Deneyler, birbirinden bağımsız olarak 2 kez ve 

16 tekrar şeklinde gerçekleştirilmiştir.   

2.6. Endotel Hücre Tüp Formasyon Testi 

Endotel hücre tüp formasyon deneyleri; ilaç etken bileşiklerinin anjiyojenez 

üzerine aktivitelerinin araştırıldığı bilimsel çalışmalarda, kolay uygulanabilen, 

tekrarlanabilir ve ucuz bir in vitro model olarak, sıklıkla kullanılmaktadır (Ponce 

2009, Koparal vd. 2010). Doktora tez çalışması kapsamında da; göbek bağı damar 

endotel hücreleri (HUVEC) kullanılarak, likenlerden izole edilen test bileşiklerinin 

anjiyojenez üzerine aktiviteleri matrijel tüp formasyon yöntemi ile belirlenmiştir. 

Kısaca; endotel hücre büyüme medyumu (EBM-2; Lonza Ltd, Basel, Switzerland) 

içerisinde süspanse halinde hazırlanan (4x105 hücre/ml) HUVEC hücreleri matrijel 

(Corning Inc., NY, USA) üzerine ekilerek liken asitlerinin toksik olmayan 

konsantrasyonlarına maruz bırakılmıştır. Matrijel üzerine ekilen HUVEC hücreleri 

12 saatlik bir süre zarfında farklılaşarak kendi aralarında bir ağ oluşturmakta ve tüp 

benzeri yapıları meydana getirmektedirler (Koparal vd. 2010). Bu nedenle, hücreler 

12 saat boyunca inkübasyona bırakılmış ve süre sonunda; hücrelerin tüp ağı 

oluşumları inverted mikroskop yardımıyla (Olympus IX70) 10X’lik büyütmede 

incelenmiş ve DP70 kamera ile fotoğraflanmıştır. Deneyler, birbirinden bağımsız 

olarak 3 kez ve 2 tekrar şeklinde gerçekleştirilmiştir.   

2.7. Gerçek Zamanlı Hücre Analiz Sistemi (RTCA DP) Kullanılarak Endotel 

Hücre Migrasyonunun İncelenmesi 

Bilindiği üzere, anjiyojenezin gerçekleşebilmesi için endotel hücrelerinin göç 

etmesi gerekmektedir (Wiley vd. 2011, Vanhollebeke vd. 2015, Betz vd. 2016, Ulrich 

vd. 2016). Bu nedenle, likenlerden izole edilen test bileşiklerinin sitotoksik olmayan 

konsantrasyonlarının HUVEC hücrelerinin migrasyonu üzerine aktiviteleri RTCA DP 

modeli ve bu sisteme uygun olarak tasarlanmış olan 16 kuyucuklu plakalar (CIM-

16) kullanılarak belirlenmiştir. CIM-16 kodlu plakalar (Roche Applied Science, 

Mannheim, Germany); 2 bölüm ve 3 parçadan meydana gelmektedir. En altta 

bulunan parçaya hücre medyumu ve kemoatraktan (FBS vb.), altın kaplı elektrotları 

içeren orta parçaya ise hücreler ile serum içermeyen medyum eklenmektedir. En 
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üstte bulunan parça ise plakanın kapağı olarak görev görmektedir (Şekil 2.4) (Bird 

ve Kirstein 2009).   

 

Şekil 2.4.   Gerçek zamanlı hücre analiz sistemi (RTCA) DP modeli ve CIM-16 kodlu plakanın parçaları 

Yapılan doktora tez çalışmasında; likenlerden izole edilen bileşiklerin toksik 

olmayan konsantrasyonlarının endotel hücre göçü üzerine aktivitelerinin 

belirlenmesi amacıyla; CIM-16 plaka sisteminin en alt parçasına 160 µl/kuyucuk, üst 

plaka kısmına ise 30 µl/kuyucuk olacak şekilde hücre medyumu eklenerek 

“background measure – zemin ölçümü” işlemi gerçekleştirilmiştir. Daha sonra, üst 

plaka kısmındaki kuyucuklara 1x104 HUVEC hücresi/kuyucuk olacak şekilde ekim 

yapılarak hücreler test bileşiklerinin toksik olmayan konsantrasyonlarına maruz 

bırakılmıştır. 24 saat boyunca RTCA DP modeli kullanılarak her 60 dakikada bir kez 

ölçüm alınmış ve test bileşiklerinin hücre göçü üzerine etkileri grafikler halinde 

gözlemlenmiştir. Deneyler, birbirinden bağımsız olarak 2 kez ve 4 tekrar şeklinde 

gerçekleştirilmiştir.  İstatistiksel değerlendirmesinde SPSS programı kullanılmış ve 

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

anlamlılıkları belirlenmiştir.  Anlamlılık değeri olarak p<0.05 kabul edilmiş ve 

grafiklerde yıldız (*) işareti kullanılarak belirtilmiştir. 

2.8. Tümör Hücresi Yayılım (İnvazyon) Testi 

Kanser olgularının tedavisine yönelik olarak gerçekleştirilen ilaç etken madde 

keşfi araştırmalarında; kanser hücrelerinin büyümesi, gelişmesi ve metastazı gibi 

süreçleri doğrudan etkileyen endotel hücre migrasyonu ve anjiyojenez üzerine 
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yapılan deneyler kadar kanser hücrelerinin migrasyonu ve invazyonu üzerine 

yapılan incelemeler de büyük öneme sahiptir (Shaw 2005). Bu nedenle; yapılan 

doktora tez çalışmasında, likenlerden izole edilen küçük molekül yapılı bileşiklerin 

HCC1428 ve T-47D hücrelerinin invazyon özellikleri üzerine aktiviteleri daha önce 

uygulanmış protokoller ışığında belirlenmiştir (Repesh 1988, Shaw 2005, Valster 

vd. 2005, Moutasim vd. 2011). Tümör hücresi invazyon testleri; 24 kuyucuklu 

plakalara (Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Switzerland) yerleştirilen 6,5 

mm çapında ve 8 μm por genişliğine sahip polikarbonat membran yapılı geçirgen 

kuyucuklar (Corning® Transwell® polycarbonate membrane cell culture inserts; 

Corning Inc., NY, USA) kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Deneyler sırasında, 24 

kuyucuklu plakalara kemoatraktan olarak %10 FBS içeren hücre medyumu 

eklenerek, geçirgen polikarbonat membranlar medyum içine daldırılmış ve 

mebranların üst yüzeyi de 50 µl/kuyucuk olacak şekilde matrijel ile kaplanmıştır.   

Matrijel kaplanan kuyucukların üzerine ise T-47D hücreleri 6x104 hücre/kuyucuk 

veya HCC1428 hücreleri 6x104 hücre/kuyucuk olacak şekilde serum içermeyen 

medyum ile ekilmiş ve test bileşiklerinin toksik olmayan konsantrasyonları 

hücrelerin üzerine ilave edilmiştir. 24 saatlik inkübasyon süresi sonunda geçirgen 

kuyucukların üzerinde kalan hücreler ve matrijel steril pamuklu çubukla 

uzaklaştırılmış ve matrijeli delerek alta geçen hücreler DAPI boyama yapılarak 

preparatlar hazırlanmış ve floresan ataçmana sahip Olympus BX50 mikroskop ile 

incelenerek 100x büyütme ile fotoğrafları çekilmiştir (Otto 1990, Varol 2013). 

İstatistiksel analizler için SPSS programında tek yönlü ANOVA testi kullanılmış ve 

Microsoft Excel kullanılarak grafikler hazırlanmıştır. Deneyler, birbirinden bağımsız 

olarak 2 kez ve 2 tekrar şeklinde gerçekleştirilmiştir.   

2.9. Hücre Adezyon Testi 

Bilindiği üzere hücrelerin adezyonu hem anjiyojenezde hem de metastaz ve 

invazyon süreçlerinde büyük önem taşımaktadır (Folkman 1971, Folkman 1992, 

Klagsbrun ve Moses 1999, Carmeliet ve Jain 2000, Rundhaug 2005, Pipinikas vd. 

2008, Betz vd. 2016). Bu nedenle, yapılan doktora tez çalışması kapsamında izole 

dilen test bileşiklerinin; T-47D ve HCC1428 meme kanseri hücreleri ile HUVEC 

göbek bağı damar endotel hücrelerinin adezyonu üzerine aktiviteleri incelenmiştir 
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(Humphries 2001). Kısaca; T-47D hücreleri 6 x104 hücre/kuyucuk, HCC1428 

hücreleri 6x104 hücre/kuyucuk, HUVEC hücreleri 4x104 hücre/kuyucuk olacak 

şekilde 96’lık plakalara ekildikten hemen sonra liken asitlerinin toksik olmayan 

konsantrasyonlarına maruz bırakılarak 30 dakika süre ile %5 CO2 ve 37 °C içeren 

ortamda inkübasyona bırakılmıştır. Süre sonunda, hücrelerden test bileşiklerini 

içeren medyum uzaklaştırılarak, PBS (fosfatlanmış tuz solüsyonu: 137 μM NaCl, 2.7 

μM KCl, 15 μM KH2PO4, 8 μM NaHPO4; pH 7.3) ile yıkama işlemi uygulanmış ve 

plakanın zeminine yapışan hücreler 5µg/ml MTT içeren medyum ile 2 saat süre ile 

inkübasyona bırakılmıştır. Daha sonra, MTT içeren medyum ortamı hücrelerden 

uzaklaştırılarak, hücrelerin üzerine 100 μl DMSO ilave edilmiş ve 5 dakika 

beklendikten sonra plakalardaki hücrelerin OD değerleri ELISA cihazında 570 nm 

dalga boyunda okutulmuştur. Deneyler, birbirinden bağımsız olarak 3 kez ve 8 

tekrar şeklinde gerçekleştirilmiştir.  İstatistiksel analizler için SPSS programında tek 

yönlü ANOVA testi ve post-hoc olarak Tukey testi kullanılmıştır.  Anlamlılık değeri 

olarak p<0.05 kabul edilmiş ve Microsoft Excel kullanılarak hazırlanan grafiklerde 

anlamlı farklılıklar (*) ile gösterilmiştir.  

2.10. Hücre İçi Reaktif Oksijen Türleri (ROS) Birikiminin Ölçümü 

Hücre içinde oluşturulan reaktif oksijen türleri; tümör anjiyojenezi öncesinde 

ve tümör anjiyojenezi sonrasında, birçok hücre içi ve hücreler arası sinyal 

mekanizmalarında etkili olabilmektedir (Granger ve Kvietys 2015, Michiels vd. 

2016). Doktora tezi kapsamında gerçekleştirilen hücre içi ROS miktar tayini testleri; 

ROS deney kiti (OxiSelect™ Intracellular ROS Assay Kit (Green Fluorescence); Cell 

Biolabs, Inc., San Diego, CA) kullanılarak gerçekleştirilmiştir. ROS ölçüm testinin 

temel prensibi; hücre içine difüze olma yeteneğinde olan ve floresan özellik 

taşımayan DCFH-DA [2’, 7’-Diklorodihidrofloresin diasetat] molekülünün hücrelere 

verilmesi sonrasında; bu molekülün hücre içinde, hücresel esterazların aktivitesi 

sonucunda, diasetat grubunu kaybederek yine floresan özellikte olmayan DCFH [2’, 

7’-Diklorodihidrofloresin] moleküllerine dönüşmesi ve DCFH moleküllerinin ise 

hücre içinde birikmiş olan reaktif oksijen türleri tarafından aktive edilerek floresan 

ışıma gösterebilen ve 480 nm dalga boyundaki floresan ışık tarafından uyarılarak, 

bu ışığı 530 nm dalga boyunda yansıtabilen DCF [2’, 7’-Diklorodihidrofloresein] 
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moleküllerine dönüşmesine dayanmaktadır (Şekil 2.5) (Eruslanov ve Kusmartsev 

2010, Varol 2013). 

Şekil 2.5. DCF-DA molekülünün hücre içindeki metabolizması ve ROS aktivitesi sonucu DCF oluşumu 

Doktora tez çalışması kapsamında izole edilen liken bileşiklerinin toksik 

olmayan konsantrasyonlarının hücre içinde biriken ROS miktarı üzerine 

aktivitelerini belirlemek amacıyla 96 kuyucuklu siyah dipli plakalara (Greiner 

Cellstar®; Greiner Bio-One North America Inc.,  North Carolina, USA) ; T-47D 

hücreleri 15x103 hücre/kuyucuk, HCC1428 hücreleri 15x103 hücre/kuyucuk ve 

HUVEC hücreleri 10x103 hücre/kuyucuk olacak şekilde 96 kuyucuklu plakalara 

ekilerek 24 saat süreyle, 37 °C ve %5 CO2 içeren ortamda inkübasyona bırakılmıştır. 

Süre sonunda, hücreler test bileşiklerinin toksik olmayan konsantrasyonlarına 24 

Şekil 2.5.   DCF-DA molekülünün hücre içindeki metabolizması ve ROS aktivitesi sonucu DCF oluşumu 
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saat süreyle maruz bırakılmıştır. İnkübasyon süresi sonunda, test bileşiklerini 

içeren medyum hücrelerden uzaklaştırılmış ve hücreler PBS ile yıkanmıştır. Daha 

sonra, hücreler üzerine üretici firmanın direktifleri doğrultusunda serum içermeyen 

medyum içinde hazırlanan DCFH-DA boyası verilerek 15 dakika süreyle 

inkübasyona bırakılmış ve inkübasyon süresi sonunda DCF molekülü miktarı 

florometrik elizada (Gemini EM Microplate Reader, Molecular Devices, LLC., 

Sunnyvale, USA), 480/530 nm dalga boyunda okutulmuştur. Deneyler, birbirinden 

bağımsız olarak 3 kez ve 4 tekrar şeklinde gerçekleştirilmiştir.  İstatistiksel analizler 

için SPSS programında tek yönlü ANOVA testi ve post-hoc olarak Tukey testi 

kullanılmıştır.  Anlamlılık değeri olarak p<0.05 kabul edilmiş ve Microsoft Excel 

kullanılarak hazırlanan grafiklerde anlamlı farklılıklar (*) ile gösterilmiştir.  

2.11. 8-hidroksideoksiguanozine (8-OHdG) Eliza Testi 

Hücre içinde oluşan reaktif oksijen türlerinin (ROS) miktarında meydana gelen 

artışın; DNA’nın çift zincirli yapısında kırılmalara neden olduğu ve DNA onarım 

mekanizmasının yanlış bir şekilde çalışmasına yol açtığı bilinmektedir (Sallmyr vd. 

2008). 8- hidroksideoksiguanozine (8-OHdG) ise hücrelerde maruz kaldığı oksidatif 

stresin ve karsinogenezin önemli belirteci olarak karşımıza çıkmaktadır 

(Valavanidis vd. 2009). Bu nedenle, yapılan doktora tez çalışması kapsamında izole 

edilen liken bileşiklerinin; DNA üzerinde oluşabilecek oksidatif DNA hasar miktarı 

üzerine aktiviteleri oksidatif DNA hasarı ELISA kiti (OxiSelect™ Oxidative DNA 

Damage ELISA Kit (8-OHdG Quantitation); Cell Biolabs, Inc., San Diego, CA) 

kullanılarak belirlenmiştir. Kısaca; 25 cm2 flasklar içerine T-47D hücreleri 1.5x106 

hücre/flask, HCC1428 hücreleri 1.5x106 hücre/kuyucuk, HUVEC hücreleri 1x106 

hücre/kuyucuk olacak şekilde ekilmiş ve 24 saat süreyle 37 °C ve %5 CO2 içeren 

ortamda inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon süresi sonunda, hücreler test 

bileşiklerinin toksik olmayan konsantrasyonlarına 24 saat süreyle maruz 

bırakılmıştır. İnkübasyon süresi sonunda, hücreler PBS; PBS-EDTA ve tripsin 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) kullanılarak flask zemininden kaldırılmış ve santifüj 

işlemine tabi tutulmak üzere 50 ml’lik santrifüj tüplerinde toplanmıştır. Daha sonra; 

hücreler 2500 g’de 5 dakika süreyle Sorvall Stratos santrifüj (ThermoFisher 

Scientific™ Company LLC., Pittsburgh, PA) kullanılarak çöktürülmüştür.  Çöktürülen 
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hücreler 1 ml’lik santrifüj tüplerine aktarılmış ve bu hücrelerden; DNA izolasyonu 

kiti (Wizard® Genomic DNA Purification Kit; Promega Corporation, Madison, USA) 

kullanılarak, üretici firmanın direktifleri doğrultusunda, DNA izolasyonu 

gerçekleştirilmiştir. İzole edilen DNA’lar 8-OHdG miktar tayini deneylerinde 

kullanılmış ve oksidatif DNA hasar miktar tayini; oksidatif DNA hasarı ELISA kitinin 

üreticisi tarafından belirlenen direktifler doğrultusunda gerçekleştirilmiştir. 

Deneyler, birbirinden bağımsız olarak 2 kez ve 2 tekrar şeklinde gerçekleştirilmiştir.  

İstatistiksel analizler için SPSS programında tek yönlü ANOVA testi ve post-hoc 

olarak Tukey testi kullanılmıştır.  Anlamlılık değeri olarak p<0.05 kabul edilmiş ve 

Microsoft Excel kullanılarak hazırlanan grafiklerde anlamlı farklılıklar (*) ile 

gösterilmiştir. 

2.12. Hücrelerin Epigenetik Özellikleri Üzerine Aktivitelerin Belirlenmesi 

Kanser hücrelerinin büyümesi ve gelişiminde olduğu gibi tümör anjiyojenezi, 

metastazı ve invazyonu sırasında da çeşitli epigenetik değişimler meydana geldiği 

ve bu değişikliklerin kanser hücrelerinin malignant kapasiteleri üzerine etkili 

olduğu geniş bilimsel çevrelerce kabul görmektedir (Gama-Sosa vd. 1983, Gronbaek 

vd. 2007, Iacobuzio-Donahue 2009, Esteller 2011). Epigenetik değişimlerden biri 

olan DNA metilasyonu; memeli hücrelerinde CpG dinükleotid bölgelerinde 

gerçekleşmekte ve genellikle bu bölgeler gen promotor bölgeleri olarak görev 

üstlenmektedir. DNA metilasyonunda meydana gelen hasarlar ise kanser dahil 

birçok hastalığa neden olmakta ve bu tarz olgularda metilasyon miktarında azalma 

gözlemlenmektedir (Riggs ve Jones 1983). Kanser olgularında malignant özelliğe 

bağlı olarak DNA metilasyonunda azalma meydana geldiği ve aktif olmayan gen 

bölgelerinin açılarak aktive edildiği bilinmektedir (Gama-Sosa vd. 1983). DNA 

metilasyonu miktarında meydana gelen değişimlerin belirlenmesinde ise farklı 

yöntemler izlenebilmektedir (Ari 2013). Bu yöntemlerden biri de, DNA 

materyalinden 5’-metilsitozin (5-mC) miktarının ölçülmesi olarak karşımıza 

çıkmaktadır (Gama-Sosa vd. 1983, Curtis ve Goggins 2005). 

Bu doktora tez çalışmasında; likenlerden izole edilen küçük molekül yapılı 

doğal bileşiklerin T-47D, HCC1428 ve HUVEC hücrelerinin epigenetik yapıları 
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üzerine aktiviteleri DNA metilasyon kiti (5-Methylcytosine DNA ELISA kit; Enzo Life 

Sciences, Inc., Farmingdale, NY) kullanılarak 5mC miktarının ölçülmesi prensibine 

dayalı olarak belirlenmiştir. Kısaca; 25 cm2 flasklar içerine T-47D hücreleri 1.5x106 

hücre/flask, HCC1428 hücreleri 1.5x106 hücre/kuyucuk, HUVEC hücreleri 1x106 

hücre/kuyucuk olacak şekilde ekilmiş ve 24 saat süreyle 37 °C ve %5 CO2 içeren 

ortamda inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon süresi sonunda, hücreler test 

bileşiklerinin toksik olmayan konsantrasyonlarına 24 saat süreyle maruz 

bırakılmıştır. Daha sonra, hücrelerden DNA izolasyonu kiti yardımıyla DNA 

izolasyonu yapılmış ve 5-mC miktarı DNA metilasyon kiti yardımıyla üretici 

firmanın direktifleri doğrultusunda tek zincirli DNA kullanılarak ELISA cihazında 

(ELx808™; BioTek® Instruments, Inc; Winooski, Vermont, USA) ölçülmüştür. 

Deneyler, birbirinden bağımsız olarak 2 kez ve 2 tekrar şeklinde gerçekleştirilmiştir.  

İstatistiksel analizler için SPSS programında tek yönlü ANOVA testi ve post-hoc 

olarak Tukey testi kullanılmıştır.  Anlamlılık değeri olarak p<0.05 kabul edilmiş ve 

Microsoft Excel kullanılarak hazırlanan grafiklerde anlamlı farklılıklar (*) ile 

gösterilmiştir. 
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3. BULGULAR 

3.1. MTT Hücre Canlılığı Belirleme Testi Sonuçları 

Alektoronik asit, kollatolik asit ve kaperatik asit bileşiklerinin; farklı doku ve 

organizmalardan izole edilen hücreler üzerine toksik aktivitelerinin 

belirlenebilmesi amacıyla; T-47D insan meme epitelyum duktal karsinoma, 

HCC1428 insan meme epitelyum 4. evre adenokarsinoma ve HUVEC insan göbek 

bağı damar endotel hücreleri kullanılarak MTT hücre canlılığı belirleme testleri 

gerçekleştirilmiştir.  

Alektoronik asit bileşiğinin 25-50-100-200 ve 400 µM konsantrasyonlarının 

hücre canlılığı üzerine aktivitelerinin incelenmesi sonucunda elde edilen verilere 

göre; kanser hücreleri üzerine toksik aktivitesinin sağlıklı endotel hücreleri üzerine 

olan toksik aktivitesinden daha fazla olduğu belirlenmiştir (Şekil 3.1). Bilindiği gibi 

alektoronik asit ve kollatolik asit; aynı liken türünden izole edilmiş olan bileşiklerdir 

ve bu iki bileşik kimyasal olarak da birbirine benzerlik göstermektedir (Şekil 2.1). 

Bu nedenle, kollatolik asit bileşiğinin genel olarak alektoronik aside paralel bir 

sitotoksisiteye sahip olduğu gözlemlenmiş. Ancak; kollatolik asit bileşiğinin sağlıklı 

HUVEC insan göbek bağı damar endotel hücreleri üzerine olan sitotoksik 

aktivitesinin de alektoronik asidin göstermiş olduğu sitotoksik aktiviteden daha 

fazla olduğu gözlemlenmiştir (Şekil 3.2). Kaperatik asit; hem kimyasal yapısı 

bakımından hem de izole edildiği organizma bakımından alektoronik asit ve 

kollatolik asit bileşiklerinden farklılık göstermektedir (Şekil 2.1). Bu bileşiğin diğer 

liken asitlerine göre daha düşük sitotoksisiteye sahip olduğu belirlenmiş ve sağlıklı 

HUVEC hücreleri dahil olmak üzere diğer hücreler üzerine olan sitotoksik 

aktivitesinin birbirine paralel olduğu gözlemlenmiştir (Şekil 3.3). 
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Şekil 3.1.   Alektoronik asit bileşiğinin; T-47D insan meme epitelyum duktal karsinoma, HCC1428 

insan meme epitelyum 4.evre adenokarsinoma ve HUVEC insan göbek bağı damar endotel 

hücreleri üzerine aktivitesinin MTT test yöntemiyle belirlenmesi. (*) işareti kontrol 

grubuna göre anlamlı farklılıkları göstermektedir. Anlamlılık değeri p< 0,05. 
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Şekil 3.2.   Kollatolik asit bileşiğinin; T-47D insan meme epitelyum duktal karsinoma, HCC1428 insan 

meme epitelyum 4.evre adenokarsinoma ve HUVEC insan göbek bağı damar endotel 

hücreleri üzerine aktivitesinin MTT test yöntemiyle belirlenmesi. (*) işareti kontrol 

grubuna göre anlamlı farklılıkları göstermektedir. Anlamlılık değeri p< 0,05. 
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Şekil 3.3.   Kaperatik asit bileşiğinin; T-47D insan meme epitelyum duktal karsinoma, HCC1428 insan 

meme epitelyum 4.evre adenokarsinoma ve HUVEC insan göbek bağı damar endotel 

hücreleri üzerine aktivitesinin MTT test yöntemiyle belirlenmesi. (*) işareti kontrol 

grubuna göre anlamlı farklılıkları göstermektedir. Anlamlılık değeri p< 0,05. 
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3.2. Liken Bileşiklerin Hücre Canlılığı Üzerine Etkilerinin Gerçek Zamanlı 

Hücre Analiz Sistemiyle (RTCA MP) Belirlenmesi 

Likenlerden izole edilen küçük molekül yapılı bileşiklerin; HCC1428, T-47D ve 

HUVEC hücrelerinin canlılığı üzerine aktiviteleri, yeni ve güvenilir bir yöntem olarak 

kabul gören gerçek zamanlı hücre proliferasyonu analiz sistemi (RTCA MP) 

kullanılarak, her 60 dakikada bir hücrelerin oluşturdukları fokal adezyon 

komplekslerinin neden olduğu elektriksel empedansın ölçülmesiyle belirlenmiştir. 

Bilindiği üzere, RTCA MP sistemi; altın elektrotlarla kaplanmış özel plakalara ekilen 

hücrelerin zemine yapışmaları sırasında oluşturdukları fokal adezyon 

komplekslerinin neden olduğu elektriksel empedansın (öz direnç) gerçek zamanlı 

olarak ölçülmesi yoluyla; hücre proliferasyonu, hücre morfolojisinde meydana gelen 

değişimler ve hücrelerin plaka zeminine tutunma (adezyon) kapasiteleri gibi 

özellikleri ölçülebilmektedir.  

3.2.1. Alektoronik asit 

Alektoronik asit bileşiğinin T-47D, HCC1428 ve HUVEC hücreleri üzerine olan 

sitotoksik aktivitesi, konsantrasyona ve zamana bağlı olarak, RTCA MP sisteminin 

kullanılmasıyla belirlenmiş ve IC50 değerleri cihaz tarafından hesaplanmıştır (Tablo 

3.1). Veriler incelendiğinde; 25-50 ve 100 µM gibi düşük konsantrasyonların HUVEC 

hücreleri üzerine yüksek sitotoksisiteye sahip olmadığı (Şekil 3.4); ancak T-47D ve 

HCC1428 hücrelerinin canlılığını zamana bağlı olarak azalttığı belirlenmiştir (Şekil 

3.4). Ayrıca, alektoronik asidin T-47D, HCC1428 ve HUVEC hücreleri üzerine olan 

sitotoksik aktivitesinin konsantrasyona ve zamana bağlı IC50 eğrileri de elde 

edilmiştir (Şekil 3.5). Zamana bağlı olarak, 24, 48 ve 72 saatlik IC50 değerleri 

incelendiğinde; ilk 24 saatte T-47D üzerine olan sitotoksik aktivitenin en az (412,14 

µM), HUVEC hücreleri üzerine olan sitotoksik aktivitenin ise en fazla (170,82 µM) 

olduğu belirlenmiştir (Tablo 3.1).  Bununla birlikte, alektoronik aside maruz kalma 

süresi uzadıkça hücrelerin üzerine olan aktivitede değişimler meydana gelmekte ve 

IC50 değerlerinde kayda değer bir düşüş gözlemlenmektedir (Şekil 3.6).   
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Tablo 3.1. Alektoronik asit bileşiğinin 24, 48 ve 72 saat için IC50 değerleri 

  
Normalleştirilmiş Hücre İndeksi Kullanılarak Belirlenen IC50 Değerleri (µM) 

Alektoronik Asit 

 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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Şekil 3.4.   Alektoronik asit bileşiğinin;  T-47D insan meme epitelyum duktal karsinoma, HCC1428 

insan meme epitelyum 4.evre adenokarsinoma ve HUVEC insan göbek bağı damar endotel 

hücrelerinin canlılığı üzerine etkilerinin gerçek zamanlı hücre analiz sistemi (RTCA MP) 

kullanılarak belirlenmesi 
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Şekil 3.5.   Alektoronik asit bileşiğinin;  T-47D insan meme epitelyum duktal karsinoma, , HCC1428 

insan meme epitelyum 4.evre adenokarsinoma ve HUVEC insan göbek bağı damar endotel 

hücrelerinin canlılığı üzerine etkilerinin gerçek zamanlı hücre analiz sistemi (RTCA MP) 

kullanılarak belirlenen konsantrasyon-normalleştirilmiş hücre indeksi bağımlı IC50 eğrileri 
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Şekil 3.6.   Alektoronik asit bileşiğinin;  T-47D insan meme epitelyum duktal karsinoma, HCC1428 

insan meme epitelyum 4.evre adenokarsinoma ve HUVEC insan göbek bağı damar endotel 

hücrelerinin canlılığı üzerine etkilerinin geçek zamanlı hücre analiz sistemi (RTCA MP) 

kullanılarak belirlenmesi sonucu elde edilen, zamana bağlı IC50 eğrileri 
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3.2.2. Kollatolik asit 

Kollatolik asit bileşiğinin T-47D, HCC1428 ve HUVEC hücreleri üzerine olan 

sitotoksik aktivitesinin RTCA MP sistemi ile incelenmesi sonucunda elde edilen 

verilere göre alektoronik asit bileşiğinden daha fazla sitotoksik özelliğe sahip 

olduğu belirlenmiştir (Şekil 3.7). T-47D hücreleri üzerine aktivitesi incelendiğinde; 

kollatolik asidin zamana bağlı olarak sitotoksik aktivitesinde artış olduğu (Şekil 3.7 

ve Şekil 3.9) ve 72 saat sonunda 102,18 µM konsantrasyonunun IC50 değeri olarak 

belirlendiği gözlenmiştir (Tablo 3.2). HCC1428 hücrelerinin; cisplatin dirençli, 4. 

evre ve metastatik özellikte meme adenokarsinoma hücreleri olmalarına rağmen, 

hem alektoronik asidin hem de kollatolik asidin HCC1428 hücrelerinin canlılığını T-

47D meme duktal karsinoma hücrelerine göre daha fazla etkilemesi ilginçtir (Tablo 

3.1 ve Tablo 3.2). Kollatolik aside ait IC50 değerlerinin ise alektoronik aside göre 

daha yatay eğriler oluşturduğu gözlenmiştir (Şekil 3.6 ve Şekil 3.9). 24, 48 ve 72 

saatlik konsantrasyon-zaman bağımlı IC50 değerleri incelendiğinde ise eğrilerin 

birbirine yakın bir seyre sahip olduğu belirlenmiştir (Şekil 3.8). 

Tablo 3.2. Kollatolik asit bileşiğinin 24, 48 ve 72 saat için IC50 değerleri 

  
Normalleştirilmiş Hücre İndeksi Kullanılarak Belirlenen IC50 Değerleri (µM) 

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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Şekil 3.7.   Kollatolik asit bileşiğinin;  T-47D insan meme epitelyum duktal karsinoma, HCC1428 insan 

meme epitelyum 4.evre adenokarsinoma ve HUVEC insan göbek bağı damar endotel 

hücrelerinin canlılığı üzerine etkilerinin gerçek zamanlı hücre analiz sistemi (RTCA MP) 

kullanılarak belirlenmesi 
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Şekil 3.8.   Kollatolik asit bileşiğinin;  T-47D insan meme epitelyum duktal karsinoma, , HCC1428 

insan meme epitelyum 4.evre adenokarsinoma ve HUVEC insan göbek bağı damar endotel 

hücrelerinin canlılığı üzerine etkilerinin gerçek zamanlı hücre analiz sistemi (RTCA MP) 

kullanılarak belirlenen konsantrasyon-normalleştirilmiş hücre indeksi bağımlı IC50 eğrileri 
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Şekil 3.9.   Kollatolik asit bileşiğinin;  T-47D insan meme epitelyum duktal karsinoma, HCC1428 insan 

meme epitelyum 4.evre adenokarsinoma ve HUVEC insan göbek bağı damar endotel 

hücrelerinin canlılığı üzerine etkilerinin geçek zamanlı hücre analiz sistemi (RTCA MP) 

kullanılarak belirlenmesi sonucu elde edilen, zamana bağlı IC50 eğrileri 
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3.2.3. Kaperatik asit 

Kaperatik asit bileşiğinin T-47D, HCC1428 ve HUVEC hücreleri üzerine 

sitotoksik aktivitesinin RTCA MP sistemi kullanılarak incelenmesi sonucunda elde 

edilen verilere göre; kaperatik asit bileşiği, en yüksek sitotoksik aktiviteyi T-47D 

hücreleri üzerine gösterirken, en düşük sitotoksik aktiviteyi HUVEC hücreleri 

üzerine göstermiştir (Şekil 3.10). Uygulanan kaperatik asit konsantrasyonlarından 

25-50 ve 100 µM gibi konsantrasyonlar HUVEC ve HCC1428 hücreleri üzerine 

anlamlı bir toksik aktivite göstermezken, T-47D hücrelerinin canlılığında zamana 

bağlı olarak azalmaya neden olmuştur (Şekil 3.10 ve Şekil 3.12).  IC50 değerleri ve 

elde edilen eğriler incelendiğinde ise genellikle yatay bir seyir izledikleri 

belirlenmiştir (Şekil 3.11 ve Şekil 3.12). 

Tablo 3.3. Kaperatik asit bileşiğinin 24, 48 ve 72 saat için IC50 değerleri 

  
Normalleştirilmiş Hücre İndeksi Kullanılarak Belirlenen IC50 Değerleri (µM) 

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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Şekil 3.10. Kaperatik asit bileşiğinin;  T-47D insan meme epitelyum duktal karsinoma, HCC1428 

insan meme epitelyum 4.evre adenokarsinoma ve HUVEC insan göbek bağı damar endotel 

hücrelerinin canlılığı üzerine etkilerinin gerçek zamanlı hücre analiz sistemi (RTCA MP) 

kullanılarak belirlenmesi 
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Şekil 3.11. Kaperatik asit bileşiğinin;  T-47D insan meme epitelyum duktal karsinoma, , HCC1428 

insan meme epitelyum 4.evre adenokarsinoma ve HUVEC insan göbek bağı damar endotel 

hücrelerinin canlılığı üzerine etkilerinin gerçek zamanlı hücre analiz sistemi (RTCA MP) 

kullanılarak belirlenen konsantrasyon-normalleştirilmiş hücre indeksi bağımlı IC50 eğrileri 
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Şekil 3.12. Kaperatik asit bileşiğinin;  T-47D insan meme epitelyum duktal karsinoma, HCC1428 

insan meme epitelyum 4.evre adenokarsinoma ve HUVEC insan göbek bağı damar endotel 

hücrelerinin canlılığı üzerine etkilerinin geçek zamanlı hücre analiz sistemi (RTCA MP) 

kullanılarak belirlenmesi sonucu elde edilen, zamana bağlı IC50 eğrileri 
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3.3. Endotel Hücre Tüp Formasyon Testi Sonuçları 

Likenlerden izole edilen küçük molekül yapılı alektoronik asit, kollatolik asit 

ve kaperatik asit bileşiklerinin 25-50 ve 100 µM gibi toksik olmayan 

konsantrasyonlarının anti-anjiyojenik aktiviteleri in vitro endotelyal tüp formasyon 

testi kullanılarak belirlenmiştir (Şekil 3.13). Elde edilen verilere göre; tüm liken 

asitleri konsantrasyona bağlı olarak endotel hücrelerinin tüp benzeri yapıları 

oluşturmalarını baskılamışlardır. Aktiviteleri belirlenen liken bileşiklerinden 

kaperatik asidin HUVEC endotel hücreleri üzerine sitotoksik aktivitesinin diğer 

liken bileşiklerine göre daha düşük olmasına rağmen, daha kuvvetli bir anti-

anjiyojenik aktiviteye sahip olduğu belirlenmiştir. Bununla birlikte, kollatolik asit ve 

alektoronik asit bileşiklerinin kimyasal yapıları birbirine benzerlik göstermesine 

rağmen, kollatolik asidin; toksisite testlerine paralel olarak, daha fazla anti-

anjiyojenik aktivite sergilediği gözlemlenmiştir (Şekil 3.13). 
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Şekil 3.13. Likenlerden izole edilen küçük molekül yapılı bileşiklerin toksik olmayan 

konsantrasyonlarının anti-anjiyojenik aktivitelerinin HUVEC endotelyal tüp formasyon 

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

Fotoğraflar 10X büyütmede çekilmiştir. 
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3.4. Liken Bileşiklerinin Endotel Hücre Göçü Üzerine Etkilerinin Gerçek 

Zamanlı Hücre Analiz Sistemi (RTCA DP) Kullanılarak Belirlenmesi 

Bilindiği üzere, anjiyojenezin gerçekleşmesi için gerekli olan temel 

mekanizmalardan biri de endotel hücrelerinin migrasyonudur. Bu nedenle, 

likenlerden izole edilen alektoronik asit, kollatolik asit ve kaperatik asit 

bileşiklerinin sitotoksik olmayan; 25-50 ve 100 µM konsantrasyonlarının, endotel 

hücrelerin göçü üzerine aktiviteleri, 24 saat süresince her 60 dakikada bir olmak 

üzere, gerçek zamanlı hücre analiz sistemi (RTCA DP) kullanılarak incelenmiştir. 

Likenlerden izole edilen bileşiklerin; endotel hücre tüp formasyon testlerine paralel 

olarak konsantrasyona bağlı bir şekilde endotel hücrelerin migrasyonunu 

baskıladığı gözlemlenmiştir (Şekil 3.14, Şekil 3.15 ve Şekil 3.16). Alektoronik asit 

bileşiğinin migrasyon üzerine olan baskılayıcı aktivitesi ilk 3 saat içinde belirgin bir 

şekilde gözlenirken, kaperatik asidin 25 µM konsantrasyonunun anti-migrasyon 

aktivitesi ancak 6. saat sonunda belirgin bir şekilde ayırt edilebilmektedir (Şekil 

3.14 ve Şekil 3.15). Kaperatik asit bileşiğinin, endotel hücre migrasyonu üzerine 

aktivitesi incelendiğinde ise konsantrasyona bağlı olarak anti-migrasyon 

aktivitesinde keskin bir artış olduğu ve endotel hücre formasyon testlerine paralel 

olarak HUVEC hücrelerinin migrasyonunu baskıladığı gözlemlenmiştir (Şekil 3.13 

ve Şekil 3.16). 
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Şekil 3.14. Alektoronik asit bileşiğinin;  HUVEC insan göbek bağı damar endotel hücrelerinin 

migrasyonu üzerine etkilerinin gerçek zamanlı hücre analiz sistemi (RTCA DP) 

kullanılarak belirlenen zamana ve konsantrasyona bağlı değişim grafikleri. (*) işareti 

kontrol grubuna göre anlamlı farklılıkları göstermektedir. Anlamlılık değeri p< 0,05. 
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Şekil 3.15. Kollatolik asit bileşiğinin;  HUVEC insan göbek bağı damar endotel hücrelerinin 

migrasyonu üzerine etkilerinin gerçek zamanlı hücre analiz sistemi (RTCA DP) 

kullanılarak belirlenen zamana ve konsantrasyona bağlı değişim grafikleri. (*) işareti 

kontrol grubuna göre anlamlı farklılıkları göstermektedir. Anlamlılık değeri p< 0,05. 
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Şekil 3.16. Kaperatik asit bileşiğinin;  HUVEC insan göbek bağı damar endotel hücrelerinin 

migrasyonu üzerine etkilerinin gerçek zamanlı hücre analiz sistemi (RTCA DP) 

kullanılarak belirlenen zamana ve konsantrasyona bağlı değişim grafikleri. (*) işareti 

kontrol grubuna göre anlamlı farklılıkları göstermektedir. Anlamlılık değeri p< 0,05. 
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3.5. Liken Bileşiklerinin Tümör Hücrelerinin Yayılımı (İnvazyonu) Üzerine 

Aktiviteleri 

Kanser olgularının tedavisine ve gelişimlerinin baskılanmasına yönelik olarak 

gerçekleştirilen, anti-anjiyojenik özellikteki bileşiklerin keşfi çalışmalarında, etken 

bileşiklerin anjiyojenez ve endotel hücre migrasyonu üzerine olan aktiviteleri kadar 

tümör hücrelerinin invazyonu üzerine olan aktiviteleri de büyük önem arz 

etmektedir (Bölüm 1.4.3). Bu nedenle, likenlerden izole edilen alektoronik asit, 

kollatolik asit ve kaperatik asit bileşiklerinin T-47D meme epitelyum duktal 

karsinoma ve HCC1428 meme epitelyum adenokarsinoma hücrelerinin invazyon 

yetenekleri üzerine olan aktiviteleri incelenmiştir. Elde edilen verilere göre; 

metastatik özelliğe sahip olan HCC1428 hücrelerinin T-47D hücrelerine göre daha 

yüksek invazyon yeteneğine sahip oldukları belirlenmiştir (Şekil 3.17 ve Şekil 3.18). 

Alektoronik asidin, T-47D ve HCC1428 hücrelerinin invazyonu üzerine aktiviteleri 

incelendiğinde,  konsantrasyona bağlı olarak hücrelerin invazyon yeteneğinin 

baskılandığı belirlenmiş ve uygulanan en düşük konsantrasyon olan 25 µM’ın dahi 

yaklaşık olarak %65 oranında kanser hücrelerinin invazyonunu engellediği 

belirlenmiştir (Şekil 3.19).  Bununla birlikte; kollatolik asidin, alektoronik asit 

bileşiğine göre daha etkili olduğu; ancak kaperatik asidin daha az aktivite gösterdiği 

belirlenmiştir (Şekil 3.17, Şekil 3.18 ve Şekil 3.19). 
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Şekil 3.17. Liken bileşiklerinin toksik olmayan konsantrasyonlarının; T-47D insan meme epitelyum 

duktal karsinoma hücrelerinin yayılımı (invazyonu) üzerine etkilerinin belirlenmesi. 

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

büyütmede çekilmiştir. 
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Şekil 3.18. Liken bileşiklerinin toksik olmayan konsantrasyonlarının; HCC1428 insan meme epitelyum 

4.evre adenokarsinoma hücrelerinin yayılımı (invazyonu) üzerine etkilerinin belirlenmesi. 

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

büyütmede çekilmiştir. 
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Şekil 3.19. Alektoronik asit, kollatolik asit ve kaperatik asit bileşiklerinin; T-47D insan meme 

epitelyum duktal karsinoma ve HCC1428 insan meme epitelyum 4.evre adenokarsinoma 

hücrelerinin yayılımı (invazyonu) üzerine etkileri. (*) işareti kontrol grubuna göre anlamlı 

farklılıkları göstermektedir. Anlamlılık değeri p< 0,05. 
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3.6. Liken Bileşiklerinin Hücrelerin Adezyon Yeteneği Üzerine Aktiviteleri 

Bilindiği üzere, hücre adezyonu hem anjiyojenez hem de metastaz olgularının 

gerçekleşmesi sürecinde önemli bir aşama olarak karşımıza çıkmaktadır. Bu 

nedenle, likenlerden izole edilen alektoronik asit, kollatolik asit ve kaperatik asit 

bileşiklerinin T-47D, HCC1428 ve HUVEC hücrelerinin adezyonu üzerine aktiviteleri 

25-50 ve 100 µM konsantrasyonları kullanılarak incelenmiştir. Elde edilen verilere 

göre; liken bileşiklerinin en fazla T-47D hücrelerinin adezyon yeteneği üzerine etkili 

olduğu, en az ise HUVEC hücrelerinin adezyon yeteneği üzerine etkili oldukları 

belirlenmiştir (Şekil 3.20). Liken bileşikleri kendi aralarında karşılaştırıldığında ise 

kaperatik asit bileşiğinin adezyon yeteneği üzerine en az etkili bileşik olduğu, 

kollatolik asidin ise en etkili bileşik olduğu belirlenmiştir ki, elde edilen veriler 

toksisite testlerine ve diğer testlere paraleldir. 
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Şekil 3.20. Alektoronik asit, kollatolik asit ve kaperatik asit bileşiklerinin; T-47D insan meme 

epitelyum duktal karsinoma, HCC1428 insan meme epitelyum 4.evre adenokarsinoma ve 

HUVEC insan göbek bağı damar endotel hücrelerinin adezyonu üzerine etkileri. (*) işareti 

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



84 
 

3.7. Liken Bileşiklerinin Hücre İçi Reaktif Oksijen Türleri (ROS) Birikimi 

Üzerine Etkileri 

Reaktif oksijen türlerinin; kanser hücrelerinin gelişimi, büyümesi, invazyonu, 

metastazı ve tümör anjiyojenezi gibi olguların tetiklenmesinde önemli rollere sahip 

olduğu daha önceki bölümlerde ifade edilmiştir (Bölüm 1.3). Bu nedenle, 

likenlerden izole edilen alektoronik asit, kollatolik asit ve kaperatik asit 

bileşiklerinin hücrelerde üretilen reaktif oksijen türlerinin miktarı üzerine etkileri 

DCFH-DA [2’, 7’-Diklorodihidrofloresin diasetat] molekülü kullanılarak 

belirlenmiştir (Şekil 3.21). Test bileşiklerinin T-47D, HCC1428 ve HUVEC 

hücrelerinde meydana gelen ROS birikimi üzerine aktiviteleri incelendiğinde; test 

bileşiklerinin toksik olmayan konsantrasyonlarına 24 saat süreyle maruz bırakılan 

hücrelerde, konsantrasyona bağlı olarak ROS miktarında bir artış oluştuğu 

belirlenmiştir (Şekil 3.21). Test bileşikleri kendi arasında değerlendirildiğinde ise 

kaperatik asidin ROS üzerine aktivitesinin diğer bileşiklere göre daha az olduğu ve 

alektoronik asit ile kollatolik asidin birbirine yakın etki gösterdiği anlaşılmaktadır 

(Şekil 3.21). Test bileşiklerinin HCC1428 insan meme epitelyum 4. evre 

adenokarsinoma hücrelerinde meydana gelen ROS birikimi üzerine aktivitelerine 

bakıldığında ise kollatolik asidin alektoronik asitten daha fazla ROS birikimine 

neden olduğu ve kaperatik asidin HCC1428 hücrelerinde T-47D hücrelerine göre 

daha fazla ROS birikimine neden olduğu gözlemlenmektedir (Şekil 3.21). HUVEC 

insan göbek bağı damar endotel hücreleri üzerine yapılan testler sonucunda ise, T-

47D ve HCC1428 hücrelerinden elde edilen verilerden farklı olarak, kollatolik asidin 

HUVEC hücrelerinde ROS birikimi üzerine en az etkili bileşik olduğu ve şaşırtıcı 

şekilde kaperatik asidin en etkili bileşik olduğu belirlenmiştir (Şekil 3.21). 
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Şekil 3.21. Alektoronik asit, kollatolik asit ve kaperatik asit bileşiklerinin; T-47D insan meme 

epitelyum duktal karsinoma, HCC1428 insan meme epitelyum 4.evre adenokarsinoma ve 

HUVEC insan göbek bağı damar endotel hücrelerinde meydana gelen ROS birikimi üzerine 

aktiviteleri. (*) işareti kontrol grubuna göre anlamlı farklılıkları göstermektedir. 

Anlamlılık değeri p< 0,05. 
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3.8. Liken Bileşiklerinin Oksidatif DNA Hasarı Üzerine Aktivitelerinin 8-

hidroksideoksiguanozine (8-OHdG) Eliza Testi Kullanılarak 

Belirlenmesi 

Bilindiği üzere hücre içinde oluşan reaktif oksijen türlerinin birincil 

hedeflerinden biri de DNA materyalidir. 8- hidroksideoksiguanozine (8-OHdG) ise 

hücrelerde maruz kaldığı oksidatif stresin ve karsinogenezin önemli belirteci olarak 

kabul görmektedir (Bölüm 2.13). Bu nedenle, likenlerden izole edilen bileşiklerin 

oksidatif DNA hasarı üzerine aktiviteleri 8-OHdG eliza testi kullanılarak 

belirlenmiştir. Elde edilen verilere göre; HCC1428 hücrelerinde daha fazla oksidatif 

DNA hasarı belirteci bulunduğu ve HUVEC hücrelerinde oksidatif DNA hasarı 

belirteci olan 8-OHdG miktarının en az seviyede olduğu gözlemlenmiştir (Şekil 

3.22). Likenlerden izole edilen bileşiklerinin oksidatif DNA hasarı oluşturma 

kapasiteleri incelendiğinde ise alektoronik ve kollatolik asit bileşiklerinin 

aktivitelerinin birbirine benzer olduğu; ancak kollatolik asidin daha fazla oksidatif 

DNA hasarına neden olduğu belirlenmiştir (Şekil 3.22). Bununla birlikte, reaktif 

oksijen türleri oluşturucu etkilerine paralel olarak, kaperatik asit bileşiğinin 

oksidatif DNA hasarı oluşturucu etkisinin en az düzeyde olduğu gözlemlenmektedir 

(Şekil 3.22). 
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Şekil 3.22. Alektoronik asit, kollatolik asit ve kaperatik asit bileşiklerinin; T-47D insan meme 

epitelyum duktal karsinoma, HCC1428 insan meme epitelyum 4.evre adenokarsinoma ve 

HUVEC insan göbek bağı damar endotel hücrelerinde oksidatif DNA hasarı oluşturma 

kapasiteleri. (*) işareti kontrol grubuna göre anlamlı farklılıkları göstermektedir. 

Anlamlılık değeri p< 0,05. 
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3.9. Liken Bileşiklerinin Hücrelerin Epigenetik Özellikleri Üzerine 

Aktivitelerin Belirlenmesi 

Tümör anjiyojenezi, metastazı, invazyonu ve gelişimiyle ilgili hücre içi ve 

hücreler arası mekanizmaların işleyebilmesi için hücre içinde birçok epigenetik 

değişimin meydana geldiği bilinmektedir  (Bölüm 2.14). DNA metilasyonu ise 

hücrelerde meydana gelen epigenetik değişimlerden biri olarak karşımıza çıkmakta 

ve DNA üzerinde bulunan 5’-metilsitozin (5-mC) miktarının ölçülebilir olması 

nedeniyle, deneysel olarak tespit edilebilmektedir. Bu nedenle, doktora tezi 

kapsamında likenlerden izole edilen bileşiklerin; T-47D, HCC1428 ve HUVEC 

hücrelerinin epigenetik yapıları üzerine etkileri DNA metilasyon kiti kullanılarak 

100 ng DNA üzerindeki 5-mC bölgelerinin yüzde (%) olarak tespit edilebilmesi 

sayesinde incelenmiştir. Yapılan deneyler sonucunda; T-47D hücrelerinden elde 

edilen DNA’nın metilasyon oranının diğer hücrelerden elde edilen DNA’lara göre 

daha fazla olduğu (~%2,13) belirlenmiş, HCC1428 hücrelerinden elde edilen 

DNA’nın ise en düşük seviyede (~%1,25) metilasyon oranına sahip olduğu 

gözlenmiştir (Şekil 3.23). Alektoronik asidin, hücrelerin DNA metilasyon oranı 

üzerine aktivitesi incelendiğinde; genellikle konsantrasyona bağlı olarak DNA 

metilasyon oranında bir artışa neden olduğu; ancak 100 µM konsantrasyonunun T-

47D hücreleri üzerine olan etkinliğinde, 50 µM konsantrasyonuna göre belirgin bir 

düşüş olduğu görülmektedir. Kollatolik asidin aktivitesi incelendiğinde ise 

alektoronik aside göre daha etkili olduğu; ancak alektoronik asidin 100 µM 

konsantrasyonunda gözlemlenen aktivite düşüşüne benzer bir şekilde, kollatolik 

asidin de 100 µM konsantrasyonunun, T-47D hücrelerinin DNA metilasyon oranı 

üzerindeki etkisinin, 50 µM konsantrasyonuna göre daha düşük olduğu 

gözlenmektedir. İlginç bir şekilde, kaperatik asit bileşiği hücrelerin DNA metilasyon 

oranı üzerine en etkili bileşik olarak karşımıza çıkmış ve T-47D hücrelerinin DNA 

metilasyon oranı üzerine diğer hücrelerinkinden daha fazla aktivite gösterdiği 

belirlenmiştir (Şekil 3.23). 
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Şekil 3.23. Alektoronik asit, kollatolik asit ve kaperatik asit bileşiklerinin; T-47D insan meme 

epitelyum duktal karsinoma, HCC1428 insan meme epitelyum 4.evre adenokarsinoma ve 

HUVEC insan göbek bağı damar endotel hücrelerinin DNA metilasyon oranları üzerine 

aktiviteleri. (*) işareti kontrol grubuna göre anlamlı farklılıkları göstermektedir. 

Anlamlılık değeri p< 0,05. 
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4. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Antik Mısır ve Yunan uygarlıklarından günümüze değin, doğal kaynaklardan 

elde edilen; ekstrakt, infüzyon, kür, şurup, merhem ve çeşitli bileşikler hastalıkların 

tedavisinde kullanılmakta ve asırlara dayanan bilgi birikimi katlanarak artmaktadır 

(Solecki 1975, Saad vd. 2005, Ehrenreich 2010, Ghorbani 2014). 2013 yılında ABD 

Gıda ve İlaç İdaresi (FDA); 1453 tane kimyasal maddenin kullanımını onaylamıştır, 

onaylanan bu maddelerin %40 kadarı ise doğal bileşik veya doğal bileşiklerden 

ilham alınarak sentezlenmiş olan, yarı-sentetik, sentetik veya doğal bileşik taklitleri 

olarak karşımıza çıkmaktadır (Demain 2014, Kinch vd. 2014, Katz ve Baltz 2016). 

Doğal bileşiklerin aktivitelerinin keşfi ve çeşitli hastalıkların tedavisinde 

kullanımına yönelik yapılan araştırmaların ve bu araştırmalara ayrılan araştırma 

bütçelerinin yüksek olması; sadece asırlara dayanan bilgi birikiminin getirilerine 

dayandırılamamakta, aynı zamanda konvansiyonel tedavi yöntemlerinde 

karşılaşılan başarısızlıklarla da ilgili bulunmaktadır ki yapılan anket taramalarında 

doktor ve kanser hastalarının; radyoterapi, kemoterapi ve konvansiyonel 

tedavilerin yerine veya destekleyici olarak, doğal kaynakların kullanıldığı alternatif 

tedavi yöntemlerine yöneldiği anlaşılmaktadır (Shapiro ve Recht 2001, Sharma ve 

Gupta 2015, V Simoben vd. 2015). 

Likenler ise sahip oldukları kimyasal ve biyolojik yapıları nedeniyle özel 

organizmalar ve zengin birer doğal bileşik kaynağı olarak karşımıza çıkmaktadırlar 

(Varol 2013, Varol 2015). Tephromela atra ve Flavoparmelia caperata (L.) Hale 

isimli liken türleri ile ilgili çalışmalar incelendiğinde; anti-bakteriyel aktiviteleri, 

biyo-indikatör olarak kullanılabilirlikleri ve genetik çeşitlilikleri dışında fazla 

çalışma yapıldığı gözlemlenmektedir   (Gupta vd. 2007, Muggia vd. 2008, Maslać vd. 

2016). Mikobiyont (fungus) ve fotobiyont (alg ve/veya siyanobakteri) ortaklardan 

oluşan, biyolojik olarak özel bir yere sahip olan, kompleks simbiyotik yapıları 

sayesinde ekstrem yaşam koşullarına adapte olabilmiş ve simbiyotik ortaklar 

arasında müşterek bir metabolizma geliştirmiş olan bu özel organizmalar; başka 

canlılar tarafından üretilemeyen, farklı biyolojik ve farmakolojik aktivitelere sahip, 

1000’den fazla, kendine özgü, küçük molekül yapılı doğal bileşik 

sentezleyebilmektedirler (Müller 2001, Boustie ve Grube 2005, Stocker-Wörgötter 
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2008, Molnár ve Farkas 2010, Nguyen vd. 2013, Varol 2013, Varol 2015). Likenler 

tarafından sentezlenen bu bileşiklerin; ultraviyole ışınlara karşı koruyucu, enzim 

baskılayıcı, anti-proliferasyon, anti-tümör, anti-viral, anti-mikrobiyal, anti-

protozoal, anti-inflamatuar, anti-pretik, analjezik vb. birçok aktiviteleri üzerine 

kapsamlı araştırmalar yapılmasına ve yayınlanmasına rağmen, kanser tedavisi ve 

engellenmesine yönelik bir yaklaşım olan anti-anjiyojenik tedavide 

kullanılabilirlikleri hakkında yapılan araştırmaların azlığı ise dikkat çekicidir 

(Koparal vd. 2010, Song vd. 2012, Shrestha ve Clair 2013, Kim vd. 2015, Koparal 

2015, Varol 2015).  

Bilindiği üzere, tümör hücrelerinin çoğalmaları ve gelişimlerini devam 

ettirebilmeleri, doku oluşturmaları, invaze olmaları ve metastaz yapabilme yeteneği 

kazanabilmeleri süreçlerinde, tümör anjiyojenezi büyük rol üstlenmekte ve tümör 

hücrelerinin kontrolsüz çoğalmaları sırasında, mikro çevrede meydana gelen 

fizyoloji ve mekanik stres sonucunda anjiyojenez olgusu tetiklenmektedir (Weis ve 

Cheresh 2011). Tümör anjiyojenezi sonrasında, yeni oluşan kılcal damarların 

yapısal ve fonksiyonel bozukluklara sahip olması nedeniyle oluşan, doku 

perfüzyonundaki aksaklıklar ise döngüsel hipoksi gibi yeni problemlerin meydana 

gelmesine ve mikro çevredeki stres faktörlerinin, tümör anjiyojenezinden öncesine 

göre, kat ve kat daha fazla olmasına yol açmaktadır (Scherz-Shouval ve Elazar 2007, 

Dewhirst vd. 2008, Rouschop vd. 2009, Koritzinsky ve Wouters 2013, Wang vd. 

2015, Michiels vd. 2016). Bu nedenle, kanser olgularının tedavisinde ve 

gelişimlerinin engellenmesinde, anjiyojenez en önemli hedeflerden biri olarak 

karşımıza çıkmaktadır (Carmeliet ve Jain 2000). 

Likenlerden izole edilen bileşiklerin anjiyojenez üzerine aktiviteleri hakkında 

yapılan az sayıdaki çalışmada; Pseudevernia furfuracea (var. ceratea) isimli likenin 

aseton özütünden izole edilen bir tür depside olan olivetorik asidin (Koparal vd. 

2010), ticari olarak temin edilmiş 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 özgü olmamasına rağmen likenler tarafından da sentezlenebilen 

emodin (Huang vd. 2005, Kwak vd. 2006, Shrimali vd. 2013) ile sekalonik asit-D’nin; 
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anti-anjiyojenik özelliklere sahip oldukları (Guru vd. 2015) ve genel olarak umut 

vaat edici oldukları belirlenmiştir (Varol 2015). Ayrıca, Song ve arkadaşları usnik 

asit bileşiğinin tümör gelişimi üzerine aktivitesini in vivo olarak da incelemiştir. Elde 

ettikleri sonuçlara göre, tümör dokusunun çapı; usnik asit bileşiğinin 

konsantrasyonundaki artışa bağlı olarak azaltmaktadır. Tümör çapında meydana 

gelen bu azalmanın temel nedeni olarak ise tümör anjiyojenezinin baskılanmasının 

etkili olduğu düşünülmektedir (Song vd. 2012). 

Tüm bu sebeplerden dolayı, gerçekleştirilen doktora tezi kapsamında;  

alektoronik asit ve kollatolik asit bileşikleri, Tephromela atra Fée isimli liken 

türünden, kaperatik asit bileşiği ise Flavoparmelia caperata (L.) Hale isimli liken 

türünden izole edilerek anjiyojenez ve diğer bazı hücresel aktiviteler üzerine etkileri 

incelenmiştir (Şekil 2.1).  

Likenlerden izole edilen test bileşiklerinin anjiyojenez üzerine aktiviteleri 

incelenmeden önce, bu bileşiklerin; T-47D insan meme bezi epitelyum duktal 

karsinoma, HCC1428 insan meme bezi epitelyum IV. evre adenokarsinoma ve 

HUVEC insan göbek bağı damar endotel hücreleri olmak üzere, farklı tipteki 

hücreler üzerine sitotoksik aktiviteleri, ucuz ve kolay bir yöntem olarak kabul edilen 

MTT hücre canlılığı test yöntemi kullanılarak belirlenmiştir (Gerlier ve Thomasset 

1986). Bu liken bileşiklerinin sitotoksik aktiviteleri ilk kez, bu tez çalışması 

kapsamında, incelenmiştir. Elde edilen verilere göre; kollatolik asidin en etkili, 

kaperatik asidin ise en az aktiviteye sahip liken bileşiği olduğu belirlenmiştir (Bölüm 

3.1). Bununla birlikte, test bileşiklerinin IC50 değerlerinin, tüm hücre tipleri için, 100 

µM konsantrasyon daha yüksek olduğu ve HUVEC hücreleri üzerine olan 

aktivitelerinin diğer hücreler üzerine olan sitotoksik aktivitelerinden daha az 

olduğu belirlenmiştir (Bölüm 3.1).  

Likenlerden izole edilen alektoronik asit, kollatolik asit ve kaperatik asit 

bileşiklerin; zamana bağlı sitotoksik aktivitelerinin daha detaylı incelenebilmesi için 

gerçek zamanlı hücre analiz sistemi (RTCA MP) kullanılarak toksisite testleri 

yapılmıştır (Bölüm 3.5). RTCA MP sistemi kullanılarak gerçekleştirilen toksisite 

testlerinde elde edilen grafikler incelendiğinde; diğer toksisite testlerine paralel 
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olarak, en etkili test bileşiğinin kollatolik asit ve en zayıf aktiviteye sahip bileşiğin 

ise kaperatik asit olduğu gözlemlenmektedir; ancak kaperatik asidin T-47D 

hücreleri üzerine aktivitesi sonucu elde edilen, hücre indeksine bağlı olarak 

hesaplanan IC50 değerleri incelendiğinde, sanki kaperatik asit bileşiği diğer test 

bileşiklerine göre daha yüksek aktiviteye sahipmiş gibi görünmektedir (24 saat için 

hesaplanan IC50=50,81 µM). Burada, cihazın yazılımı tarafından, hücre indeksine 

bağlı olarak hesaplanan IC50 değerlerinin; kaperatik asidin T-47D hücreleri üzerine 

uygulanan konsantrasyonlarının (25-50-100-200 ve 400 µM) sitotoksik 

aktivitelerinin birbirine yakın olması nedeniyle, hatalı hesaplandığı görülmektedir. 

Çünkü kaperatik asit için cihazın yazılımı tarafından; normalleştirilmiş hücre 

indeksine bağlı olarak hesaplanan IC50 değerleri, diğer testler sonucunda elde edilen 

verilere daha çok benzerlik göstermektedir (Tablo 3.3). Elde edilen veriler toplu 

olarak değerlendirildiğinde; MTT hücre canlılığı testleri sonucunda düşük 

toksisiteye sahip olduğu belirlenen kaperatik asit; RTCA MP sisteminde 

gerçekleştirilen testler sonucunda yüksek toksisiteye sahipmiş gibi görünmektedir. 

RTCA MP sisteminin; plaka zemine yapışan hücreler tarafından oluşturulan fokal 

adezyon komplekslerinin neden olduğu elektriksel empedansı ölçtüğü ve bu 

empedansın da hücre proliferasyonu, hücre morfolojisinde meydana gelen 

değişimler ve hücrelerin adezyon kapasiteleri gibi özelliklere bağlı olduğu 

bilinmektedir (Ke vd. 2011). Hücrelerin ise çevresel değişimlere bağlı olarak, geniş 

alan kaplayan rijit yapılarını kaybettikleri ve daha yumuşak hatlara sahip yapılar 

kazandıkları, yani fokal adezyon komplekslerinde azalma meydana geldiği 

bilinmektedir (Geiger vd. 2009). Bu nedenle, RTCA MP sistemi kullanılarak 

gerçekleştirilen deneylerde elde edilen sonuçlarda gözlemlenen farklılığın; 

kaperatik asidin yüksek toksisiteye sahip olmasından değil, hücrelerde oluşturduğu 

stres sonucunda fokal adezyon komplekslerinde meydana gelen azalma ve rijit yapı 

kaybına bağlı olduğu düşünülmektedir. Bu tarz durumlar, RTCA MP sistemine uygun 

olarak tasarlanmış ve mikroskop altında da gözlemlenebilme özelliğine sahip olan 

plakaların (E-Plate VIEW 96; Roche Applied Science, Mannheim, Germany) 

kullanımıyla fotoğraflanması ve kanıtlanması mümkündür; ancak bu plakalar 

standart 96 kuyucuklu plakalara (E-Plate 96) göre daha yüksek maliyete sahiptir ve 

her bir görüntüleme için RTCA sisteminin durdurularak, görüntüleme sonrası 
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devam ettirilmesi gerekmektedir. Bununla birlikte; hücrelerin plaka zeminlerine 

tutunma yeteneklerinin, zeminin sertliğine ve kaplama materyalinin çeşidine bağlı 

olarak değişim gösterdiği unutulmamalıdır ki bu nedenle, RTCA MP sistemi 

sonuçları hücre adezyon testlerine ait verilerle bağlantılı olarak yorumlanmamıştır  

(Deligianni vd. 2000). Sonuç olarak, gerçek zamanlı hücre analiz sistemleriyle 

gerçekleştirilen proliferasyon deneyleri birçok avantaja sahip ve güvenilir bir 

yöntem olarak kabul edilmesine rağmen, tek başına yeterli olmadığı ve diğer 

toksisite testlerinden bir veya birkaçı kullanılarak, elde edilen verilerin 

desteklenmesi gerektiği belirlenmiştir (Ke vd. 2011, Moniri vd. 2015) 

Likenlerden izole edilen alektoronik asit, kollatolik asit ve kaperatik asit 

bileşiklerinin toksisite testleri sonucunda elde edilen verilere göre belirlenen IC50 

değerlerinin altında yer alan; 25-50 ve 100 µM konsantrasyonları, diğer testlerde 

kullanılmak üzere seçilmiş ve toksik olmayan veya düşük toksisiteye sahip olan bu 

konsantrasyonların; anjiyojenez, adezyon, invazyon, ROS birikimi, oksidatif DNA 

hasarı oluşumu ve DNA metilasyonu gibi olgular üzerine aktiviteleri incelenmiştir.  

Endotel hücreleri serum açlığına bırakıldığında damar oluşumuna yönelik 

olarak tüp formları meydana getirmekte ve endotel hücrelerin bu özellikleri in vitro 

anjiyojenez çalışmalarına bir model ve temel oluşturmaktadır (Ponce 2009, Koparal 

vd. 2010). Doktora tez çalışması kapsamında da, likenlerden elde edilen bileşiklerin 

25-50 ve 100 µM konsantrasyonlarının anti-anjiyojenik aktiviteleri in vitro matrijel 

tüp formasyon testi kullanılarak incelenmiştir (Bölüm 3.6). Günümüzde, 

kemoterapide kullanılan etken bileşiklerin kanserli hücreler kadar sağlıklı hücreler 

üzerine de zarar verdiği bilinmektedir  (Koparal 2015). Elde edilen verilere göre, 

kaperatik asidin en düşük toksisiteye sahip olmasına rağmen, en yüksek anti-

anjiyojenik aktiviteyi gösterdiği, 50 ve 100 µM konsantrasyonlarda HUVEC 

hücrelerinin tüp formu oluşturmasını engellediği ve hücre morfolojilerinde de 

bozulmaya neden olduğu gözlemlenmiştir. Anti-anjiyojenik bileşiklerin keşfinde bu 

arzu edilen bir özellik olarak karşımıza çıkmaktadır (Koparal vd. 2010).  Hücrelerin 

çoğalması baskılanmazken, tüp yapılarının oluşumu baskılanmıştır. Ayrıca, 25 µM 

konsantrasyonunda da, HUVEC hücrelerinin oluşturduğu tüp yapılarının kontrol 

grubuna göre daha ince olduğu ve lümen genişliklerinin büyük olduğu gözlenmiştir 
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(Şekil 3.13). Kollatolik asit ile alektoronik asit bileşiklerinin anjiyojenez üzerine 

aktiviteleri ise birbirine benzer olmakla birlikte, kollatolik asidin daha aktif olduğu 

belirlenmiştir. Koparal tarafından 2015 yılında yayınlanan çalışmada da, doktora 

tezi kapsamında kullanılan yöntem kullanılmış ve vulpinik asit bileşiğinin 150-300-

600 µM konsantrasyonları ile (-)- usnik asit bileşiğinin 50-100-200 µM 

konsantrasyonlarının anti-anjiyojenik aktiviteleri incelenmiştir (Koparal 2015). Bu 

çalışma ile doktora tezi kapsamında elde edilen sonuçlar karşılaştırıldığında; 

kaperatik asit bileşiğinin, (-)- usnik asit ve vulpinik asit bileşiklerine göre daha 

yüksek anti-anjiyojenik aktiviteye sahip olduğu, alektoronik asit ve kollatolik asit 

bileşiklerinin ise (-)- usnik asidin aktivitesine benzer bir aktiviteye sahip olduğu 

gözlemlenmektedir (Koparal 2015). Koparal tarafından gerçekleştirilen çalışmada 

da, liken asitlerinin Hep G2 ve NS20Y hücreleri üzerine olan sitotoksik 

aktivitelerinin HUVEC hücreleri üzerine olan sitotoksik aktivitelerine göre daha 

yüksek olması ilginçtir. Ayrıca, Koparal ve ark. tarafından 2010 yılında yayınlanan 

ve olivetorik asidin; RATEC hücrelerinin tüp formu oluşturma yetenekleri üzerine 

aktivitelerinin incelendiği çalışmada da, olivetorik asidin 25-50-100 ve 200 µM 

konsantrasyonları uygulanmış ve tüm konsantrasyonların tüm formu oluşumunu 

bozduğu belirlenmiştir (Koparal vd. 2010). 

Alektoronik asit, kollatolik asit ve kaperatik asit bileşiklerinin anti-anjiyojenik 

aktiviteleri incelendikten sonra, bu bileşiklerin endotel hücre migrasyonu 

aktiviteleri; gerçek zamanlı hücre analiz sistemi (RTCA DP) kullanılarak 

araştırılmıştır (Bölüm 3.7). Elde edilen verilere göre; kaperatik asit bileşiğinin diğer 

bileşiklere göre, endotel hücre migrasyonunu daha çok baskıladığı ve en ez etkili 

bileşiğin alektoronik asit olduğu belirlenmiştir (Şekil 3.14, Şekil 3.15 ve Şekil 3.16). 

Endotel hücre migrasyonu testlerinden elde edilen veriler ile tüp formasyon testleri 

sonucunda elde edilen verilerin birbiriyle uyumlu olması nedeniyle, test 

bileşiklerinin anti-anjiyojenik aktivitelerinin endotel hücre migrasyonunun 

baskılanması yoluyla gerçekleştiği düşünülmektedir (Wiley vd. 2011, Vanhollebeke 

vd. 2015, Betz vd. 2016, Ulrich vd. 2016). Liken bileşiklerinin endotel hücre 

adezyonu üzerine aktiviteleri incelendiğinde ise toksisite testlerine paralel bir 

aktivite gösterdikleri ve en az aktivite gösteren bileşiğin kaperatik asit, en çok 

aktivite gösteren bileşiğin ise kollatolik asit olduğu gözlemlenmektedir (Şekil 3.20). 
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Bu bağlamda, anti-anjiyojenik ve anti-migrasyon aktiviteleri ile adezyon aktiviteleri 

arasında bir bağlantı bulunmasında ziyade; sitotoksik aktiviteleri ile anti-adezyon 

aktivitelerinin ve anti-migrasyon ile anti-anjiyojenik aktivitelerinin bağlantılı 

olduğu görülmektedir. 

Tümör anjiyojenezi ve metastaz olguları birbirine benzer özelliklere sahip 

olan ve birbiriyle bağlantılı olgular olarak karşımıza çıkmaktadır (Wang vd. 2011, 

Kim ve Byzova 2014, Michiels vd. 2016). Bu nedenle, anti-anjiyojenik aktiviteye 

sahip olduğu tespit edilen liken bileşiklerinin, tümör hücresi invazyonu ve adezyonu 

üzerine aktiviteleri de incelenmiştir (Bölüm 3.8 ve Bölüm 3.9). Elde edilen verilere 

göre; HCC1428 hücrelerinin metastaz yeteneklerinin T-47D hücrelerinden daha 

fazla olması nedeniyle, daha yüksek invazyon yeteneği gösterdikleri belirlenmiştir 

(Şekil 3.17 ve Şekil 3.18) (Ahmadian vd. 1997, Gazdar vd. 1998, Sakai vd. 2008). 

Tümör hücresi invazyonu ve adezyonu üzerine aktiviteleri incelenen liken 

bileşiklerinin; konsantrasyona bağlı olarak aktivite gösterdikleri ve bu aktivitelerin 

toksisite testlerinde elde edilen sonuçlara paralel olduğu belirlenmiştir. Adezyon ve 

invazyon sonuçlarının birbirine uyumlu olması ise liken bileşiklerinin; tümör 

hücrelerinin invazyon yeteneklerini baskılama kapasitelerinin, hücrelerin adezyon 

yeteneklerinin azaltılması yoluyla gerçekleştiğini düşündürmektedir. Ayrıca, 

kaperatik asit bileşiğinin RTCA MP sistemi kullanılarak elde edilen toksisite testi 

sonuçları da bu bakış açısını destekler niteliktedir (Şekil 3.19 ve Şekil 3.20). Sonuç 

olarak, tümör hücrelerinin invaze olmaları için zemine tutunmaları, matrijeli 

parçalamaları ve hareket etmeleri gerekmektedir (Chambers vd. 2002, Fidler 2003, 

Sahai 2007, Friedl ve Alexander 2011).  

Gerek tümör anjiyojenezi, gerekse tümör metastazı süreçlerinde, hücre içinde 

oluşan reaktif oksijen türlerinin büyük öneme sahip olduğu bilinmektedir 

(Hammond vd. 2003, Moeller vd. 2004, Kalliomäki 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 bileşiklerin; 

ROS birikimi üzerine aktiviteleri ve reaktif oksijen türlerinin hücre içi hedeflerinden 

biri olan DNA üzerine oluşturabilecekleri oksidatif hasarlar tespit edilmiştir (Bölüm 

3.10 ve Bölüm 3.11). Test bileşiklerinin; ROS birikimi üzerine olan aktivitelerinin 
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toksisite testlerine paralel olduğu belirlenmiştir (Şekil 3.21). Dolayısıyla, liken 

bileşiklerinin T-47D, HCC1428 ve HUVEC hücreleri üzerine olan sitotoksik aktivite 

mekanizmalarından birinin ROS oluşturma kapasitelerine bağlı olduğu 

düşünülmüştür (Avalos vd. 2014). Oksidatif DNA hasarı belirleme testleri 

sonucunda elde edilen veriler de ROS birikimi aktivitelerine paraleldir ve 

hücrelerde meydana gelen oksidatif DNA hasarları hücrelerin apoptoza gitmelerine 

veya yaşamlarının son bulmasına neden olmaktadır (Cooke vd. 2003). Ayrıca, reaktif 

oksijen türlerinde olağan dışı artışların hücre iskeletinin yapısında değişimlere 

neden olduğu ve hücre migrasyonu, adezyonu gibi olguları etkilediği bilinmektedir 

(Ding vd. 2001). Bu nedenle, liken bileşiklerinin ROS arttırıcı aktiviteleri ile anti-

anjiyojenik, anti-migrasyon, anti-adezyon ve tümör hücresi invazyonunu baskılayıcı 

aktivitelerinin bağlantılı olabileceği düşünülmektedir.   

Likenlerden elde edilen alektoronik asit, kollatolik asit ve kaperatik asit 

bileşiklerinin tüm bu aktivitelerinin epigenetik bir kaynağının olup olmadığı ise 

DNA üzerinde bulunan 5’-metilsitozin (5-mC) miktarının ölçülmesi yoluyla DNA 

metilasyonunun belirlenmesi sonucu incelenmiştir (Bölüm 3.12). Bilindiği üzere; 

kanser gelişimi ve tümör hücrelerinin çoğalması, tümör anjiyojenezi ve invazyonu, 

hücre farklılaşması, hücre göçü ve proliferasyonu gibi birçok olgunun DNA 

metilasyonu ile ilgili olduğu belirlenmiştir (Gama-Sosa vd. 1983, Gronbaek vd. 2007, 

Iacobuzio-Donahue 2009, Esteller 2011, Egger ve Arimondo 2015). Deneyler 

sonucunda elde edilen verilere göre; metastatik özellikteki HCC1428 hücrelerinin 

en düşük seviyede, T-47D hücrelerinin ise en yüksek seviyede DNA metilasyon 

oranına sahip olduğu belirlenmiştir (Şekil 3.23). Bazı kanser hücrelerinde, tümör 

baskılayıcı genlerin bulunduğu bölgelerin metilasyon yoluyla baskılandığı ve bu tip 

kanser hücrelerinde hipermetilasyon (fazla metilasyon) olgusunun gözlemlendiği 

belirlenmiştir ki, T-47D hücrelerinde gözlemlenen yüksek metilasyon oranının bu 

sebeple olduğu düşünülmektedir (Lujambio vd. 2008, Egger ve Arimondo 2015). 

Bazı tümör hücrelerinde ise DNA üzerinde sağlanan epigenetik dengenin 

kaybolduğu, DNA metilasyon oranın çok fazla düştüğü (hipometilasyon) ve aktive 

olmaması gereken gen bölgelerinin de aktive olduğu bilinmektedir ki, HCC1428 

hücrelerinde gözlemlenen hipometilasyon durumunun sebebinin de bu olduğu 

düşünülmektedir (Van Zee vd. 1998). Liken bileşiklerinin ise genellikle 
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konsantrasyona bağlı olarak metilasyon oranında bir artışa neden olduğu 

gözlemlenmiştir (Şekil 3.23). Hücrelerin çoğalmadıkları, metabolik ve fizyolojik 

faaliyetlerinin azaldığı durumlarda, DNA metilasyonunda artış meydana geldiği, bu 

nedenle de farklılaşmış ve artık bölünmeyen hücrelerin DNA’sında metilasyon 

oranının daha yüksek olduğu bilinmektedir (Meissner vd. 2008, Beerman vd. 2013). 

Liken bileşiklerinin de; anti-migrasyon, anti-adezyon, anti-anjiyojenik ve anti-

invazyon aktivitelere sahip olduğu ve hücrelerin proliferasyonunu baskıladığı 

belirlenmiştir ki bu durum; aynı zamanda hücrelerin epigenetik yapısını da 

etkileyerek, konsantrasyona bağlı olarak DNA metilasyonunda artışa neden 

olmuştur.  

Sonuç olarak likenlerden elde edilen küçük molekül yapılı; alektoronik asit, 

kollatolik asit ve kaperatik asit bileşiklerinin; toksik olmayan konsantrasyonlarının, 

tümör anjiyojenezini ve metastazını baskılama yeteneği sahip oldukları 

belirlenmiştir. Kaperatik asit bileşiği; diğer liken bileşiklerine göre, düşük 

toksisiteye ve yüksek anti-anjiyojenik, anti-migrasyon aktivitelerine sahip olması ve 

DNA metilasyonunun arttırıcı potansiyeli nedeniyle ön plana çıkmakta ve kanser 

tedavisinde kullanılabilirliği açısından daha fazla umut vaat etmektedir. Bununla 

birlikte, likenlerden izole edilen bu bileşiklerin aktivite mekanizmaları hakkında 

daha fazla ve detaylı araştırmaların yapılarak, in vivo aktivitelerinin de incelenmesi 

faydalı olacaktır. Böylece, test bileşiklerinin; kanser tedavisine yönelik kullanımı ve 

ilaç sektörüne kazandırılması söz konusu olabilecektir. Ayrıca, aktivite 

mekanizmalarının detaylandırılması sonrasında, bu bileşiklerin model alınması ve 

yarı sentetik özelliğe sahip yeni bileşik sentezlenmesi veya taklit eden sentetik 

bileşiklerin keşfedilmesi de söz konusu olabilir.  
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