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MEME KANSERIi HUCRE HATTI MDA-MB-231 UZERINE Cladonia furcata’mmn
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Likenler, mantar ve alglerden olusan yaygin ve dayanikli bir tiirdiir. Cladonia cinsine ait
Cladonia furcata, toprak ve ¢imler iizerinde, genellikle nispeten acik alanlarda yayilis
gosterir. Canli organizmalarda temel olarak ihtiya¢ duyulan gesitli mikro elementler bu
liken tiirtinde yiiksek miktarlarda bulunur. Yaplan arastirmalar neticesinde C. furcata,
saglikli olmas1 ve yasam kalitesini destekledigi i¢in besleyici gida olarak giinliik alimda
tercin edilmektedir. Birgok liken tiirliniin yiiksek oranlarda ihtiva ettigi bilesenler
antibakteriyel, antimitotik ve antiviral 6zellikler sergiledigi bildirilmistir. Bundan dolay1
memeli hiicre kiiltiirleri olan MDA-MB-231 {izerindeki C. furcata dozlarinin koruyucu
etkilerini belirlemek amaclanmistir. Bu ¢alismada, meme kanseri hiicre hattt MDA-MB-
231 hiicrelerine artan dozlarda C. furcata uygulanarak etkileri, MTT yontemi (3-(4,5-
dimetil triazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium bromid), komet, antioksidan ve apoptoz
yontemi kullanilarak arastirilmigtir. C. furcata’nin MDA-MB-231 hiicreleri iizerindeki
koruyucu etkisi kontrol grubu ve uygulama gruplar1 (10-200 pg/ml) olusturularak LDso
degeri 60 pg/ml olarak bulunmustur. Yapilan sitotoksisite analizi sonuglarina goére, C.
furcata konsantrasyonun artisina bagl olarak hiicre canliliginin azaldig: tespit edilmistir.
Hiicrelerdeki apoptoz ve nekroz tespiti i¢in kontrol grubu, 10 pg/ml, 30 pg/ml, 60 pg/ml,
120 pg/ml, 200 pg/ml C. furcata uygulanan gruplar floresan mikroskopta bakilarak
apoptoz ve nekroza ugrayan hiicrelerin fotograflar1 ¢ekilmis ve kanserli hiicreler {izerine
oldiiriicti etki gosterdigi belirlenmistir. Genetoksik hasar i¢in komet yontemi kullanilmistir.
Likenlerin antioksidan etkisi kullanilan ELISA kitler kapsaminda SOD, CAT, GPx
aantioksidan siiptiriicii etkisi, MDA miktarina bagl lipit toksisitesi belirlenmis olup doza
bagl olarak meydana gelen degisimler ortaya konulmustur. Bu c¢alismalarin 1s1ginda C.
furcata’nin insan meme kanseri hiicre hattt MDA-MB-231 iizerinde in vitro kosullarda
koruyucu etki gosterdigi dozlar, calisilan parametreler kapsaminda tespit edilmistir.
Mevcut caligma literatiire katki saglayacak ve bundan sonraki kapsamli ¢aligmalara da 11k
tutacaktir.
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ABSTRACT
MASTER THESIS

PROTECTIVE EFFECTS OF Cladonia furcata ON MDA-MB-231 BREAST
CANCER CELL LINE

ELIiF AKBULUT

YOZGAT BOZOK UNIVERSITY
SCHOOL OF GRADUATES STUDIES

DEPARTMENT OF BIOLOGY
Assoc. Prof. Dr. MUSTAFA KOCAKAYA

Lichens are a common and hardy species consisting of fungi and algae. Cladonia furcata,
belonging to the Cladonia genus, on soil and grass, usually in relatively open areas shows
the spread. Various microelements, which are essential for living organisms, are found in
high amounts in this lichen species. As a result of research conducted in China, C. furcata
is preferred for daily intake as a nutritious food because it is healthy and supports quality
of life. It has been reported that usnic acid, one of the components that many lichen species
contain at high rates, exhibits antibacterial, antimitotic and antiviral properties. Therefore,
it was aimed to investigate the protective effects of C. furcata doses on mammalian cell
cultures, MDA-MB-231. In this study, the effects of C. furcata applied to breast cancer cell
line MDA-MB-231 cells at increasing doses were evaluated using the MTT method (3-
(4,5-dimethyl triazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) and apoptosis method.
investigated. The protective effect of C. furcata on MDA-MB-231 cells was found to be 60
ug/ml by forming the control group and administration groups (10-200 pg/ml). According
to the results of cytotoxicity analysis, it was determined that cell viability decreased due to
the increase in C. furcata concentration. For the detection of apoptosis and necrosis in
cells, the control group, 10 pg/ml, 30 pg/ml, 60 pg/ml, 120 pg/ml, 200 ug/ml C. furcata
applied groups were viewed under a fluorescent microscope and the photos of the cells that
underwent apoptosis and necrosis were taken. It has been determined that it has a lethal
effect on cells. The comet method was used for genetic damage and statistical
measurements. SOD, CAT, GPx antioxidant scavenging effect and lipid toxicity due to
MDA amount were measured within the scope of ELISA kits using the antioxidant effect
of lichens. In the light of these studies, the doses at which C. furcata exerted a protective
effect on the human breast cancer cell line MDA-MB-231 in vitro were determined within
the scope of the studied parameters. The present study will contribute to the literature and
will shed light on future comprehensive studies.

2023, 59 PAGE

KEYWORDS: Breast Cancer, Cladonia furcata, Apoptosis Test, MTT Test, comet test,
antioxidant test.
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1. GIRIS

Diinya Saglik Orgiitii kanseri, viicudun bitisik kistmlarmn isgal edebilen ve/veya
diger organlara yayilabilen anormal hiicrelerin kontrolsliz ¢ogalmasi ile tanimlanan
olduk¢a genis bir yelpazesi olan bir hastalik grubu seklinde tanimlamaktadir. DSO niin
2020 yilina ait tahmin verilerine gore Tiirkiye’deki meme kanserinin insidansi yiiz bin
niifusta diger kanser tiirlerine gore en sik goriilen kanser tiriidir. (Bray vd., 2018);

(Pifieros vd., 2022); (T.C. Saglik Bakanligi. (2020)).

Antikanser ila¢ gelistirmedeki mevcut ilerlemeye, geleneksel spesifik olmayan
sitotoksik ajanlardan spesifik hedef bazli terapilere ve bagisiklikla ilgili modiilatorlere
gecise ragmen dogadan yeni antikanser ilaglarinin kesfi, modern kanser arastirmalart igin
onemli olmaya devam etmekte, bircok potansiyel dogal iiriin kaynagi biyiik oOlgiide

kesfedilmemis olarak kalmaktadir (Liu vd., 2017).

Likenler, sirastyla fotobiyontlar ve mikobiyontlar olarak hareket eden fotoototrofik
algler veya siyanobakteriler ve mantarlar arasindaki simbiyotik iliskilerdir. Algler ve
mantarlar iki farkli organizma tiiriidiir ve dogalar1 da olduk¢a farklidir. Morfolojik ve
fizyolojik olarak farkli olan likenler organizma olarak hareket etmek i¢in dogalarini
kaybederler (Goga vd., 2017).

Eski zamanlardan beri likenler tibbi amaglarla kullanilmaktadir. Kimyasal ve
farmakolojik arastirmalar ikincil liken {riinlerinin biyolojik aktivite gosterdigini ve

antibiyotik, UV absorbansi1 ve antioksidan olarak kullanilabilecegini ortaya koymustur

(Yamamoto vd., 1993).

Bu tez ¢alismasinin amaci, bir liken tiirii olan Cladonia furcata’nin insan meme
kanseri hiicre hatt MDA-MB-231 iizerinde in vitro kosullarda koruyucu etki sagladig

caligilan parametreler kapsaminda tespit edilmesidir.



2. GENEL BILGILER

Meme kanseri, kadinlarda teshis edilen siklikla karsilasilan bir kanser tiiriidiir ve
her y1l 10 yeni kanser teshisinde meme kanseri tiirleri birden fazla oran vermektedir. Bu
oran meme kanserini diinyada kadinlar arasindaki kansere bagl 6liimlerin ikinci en yaygin
sebebi olarak tanimlamaktadir. Meme kanseri her zaman sessizce gelisir. Hastalarin ¢ogu
hastaliklarini rutin taramalar1 sirasinda kesfederler. Meme kanseri teshis edilirken fiziki
muayene, mamografi ve doku biyopsisi ile tan1 yapilmaktadir. Erken tani ile hayatta kalma
orani artmaktadir (Pifieros vd., 2022).

Genel olarak, gelismis iilkelerdeki yiiksek meme kanseri oranlari, hastalik icin
bilinen risk faktorlerinin daha yiiksek prevalansinin bir sonucudur; bunlarin ¢ogu memenin
menarstan menopozda yumurtlamanin kesilmesine kadar maruz kaldigi hormonal (biiyiik
ol¢iide ostrojen) ortamla ilgilidir (Pike vd., 1983). Gelismekte olan birgok iilkede goriilen
kadinlarin daha yiiksek paritesi ve daha erken ilk gebelik yasi, gelismis iilkelere kiyasla bu
bolgelerde meme kanseri insidansinin ¢ok daha diisiik araliklarda oldugunu gostermektedir

(Lane, 1926).

Niifus istatistikleri, bircok gelismis lilkede yasa gore ayarlanmis meme kanseri
O6lim oranlarmin 1990'larin  basinda diismeye basladigim1  gostermektedir. Birgok

aragtirmaci, mortalitedeki diisiisi mamografi taramasina baglamaktadir (Gotzsche ve
Olsen, 2000).

2.1. Kanser

Organizma/organ/doku gelisimi, hiicrelerde biiylime, ¢ogalma ve hiicre 6liimleri de
dahil olup hasarli dokularda meydana gelen onarim fonksiyonu somatik hiicrelerin ve

destek dokunun hasarli bolgeye birikmesiyle ortaya ¢ikmaktadir (Lodish vd., 2000).

Hiicre gelisimi, degisimi ve ¢ogalmasi esnasinda meydana gelen mutasyonlarda

proto-onkogenler rol almaktadir. Bu sekilde ortaya ¢ikan yapilar tiimor gelisimine neden



olur. Timor baskilayict genlerde ortaya ¢ikan mutasyonlar ise hiicrelerin anormal bir

sekilde biiytimesine neden olmaktadir (Vermeulen, Bockstaele ve Berneman, 2003).

Tiim kanserlerin ortaya ¢ikma sebebi ¢gogunlukla DNA dizisindeki anormalliklerden
kaynaklanmaktadir. Yasam boyunca, hiicrelerimizdeki DNA, mutajenlere maruz kalir ve
replikasyon hatalar1 kagimilmaz olmaktadir. Bu hatalar da her hiicrenin DNA dizisinde
ilerleyici, ince degisiklikler gosterir. DNA {izerinde meydana gelen somatik mutasyonlar,
kritik bir genin islevini degistirerek, olustugu hiicreye biiylime avantaj1 saglamaktadir. Bu
hiicreden tiiretilen genisletilmis bir klonun ortaya ¢ikmasiyla ilgili hedef genlerdeki ek
mutasyonlar, klonal genisleme dalgalar1 sonucunda ¢evre dokulart istila eden ve metastaz

yapan hiicreleri tiretmektedir (Futreal vd., 2001).

Hiicre DNA’sinda ve genlerde meydana gelen degisiklikler hiicrelerde kontrolsiiz
bolinmeyi baslatarak tiimor olarak adlandirilan yapilari meydana getirmektedir. Tiimorler
cevre dokulara ve tim viicuda yayilabilmektedir. Hiicrelerin anormal olarak kontrolsiiz
biiylime ve yayilma 6zelligini gostermesi kanser olarak tanimlanmaktadir. Kanserin malign
etkilerinden biri olan metastaz 6zelligi kazanmasi sadece bolgesel yayilma ile ortaya
cikmadigini diger dokular1 da istila edebildigini gostermektedir (Ringer ve Schniper,
2000).

"Epigenetik" kelimesi 1940'larin basinda geleneksel genetik olarak tam olarak
aciklanamayan olaylar1 tanimlamak igin adlandirilmistir (Waddington, 1968). Epigenetik
alan artik bu fenomenlerin altinda yatan molekiiler mekanizmalar1 aktif olarak ortaya
¢ikarmaktadir ve epigenetik mitotik ve/veya mayotik olarak kalitsal olan ve DNA dizisinde
bir degisiklik gerektirmeyen gen fonksiyonundaki degisikliklerin incelenmesi” olarak
tamimlanmustir (Wu ve Morris, 2001).

Timor baskilayicilardaki ve/veya onkogenlerdeki mutasyonlar, sirasiyla bir
fonksiyon kaybina veya kazanimina neden olur ve bu genlerin anormal ekspresyonunun
kanser baslangici ile baglantili olmas1 muhtemeldir. Yapilan arastirmalara gore epigenetik

degisikliklerin genetik degisiklikleri indiikleyebilecegi ve tlimoriin ilerlemesine ve ayrica



baslamasina etkide bulunabilecegine dair bir hipotez onerilmistir (Feinberg, Ohlsson ve
Henikoff, 2006).

Normal hiicrelerde DNA hasar1 oldugunda, hiicre siklusunu baskilayan bir protein
tarafindan genomik kararlilik saglanir, hiicre siklusu G1 'de inhibe edilir ve hiicreye tamir
icin zaman kazandirir. Hasar tamir edilemiyorsa hiicre apoptozise gider (Vermeulen,
Bockstaele ve Berneman, 2003). DNA tamir genlerinde bir mutasyon olustugunda hiicreler
bir yandan boliinmeye devam ettigi i¢in tiimor baskilayici1 fonksiyonlarinda kayip olurken
diger yandan hiicreler onkojenik fonksiyon sergilemektedir (Kearns ve Liu, 2001); (Flatt
ve Pietenpol, 2000); (Cheng vd., 1998).

2.2. Kanser Tiirleri

1. Losemiler

a. Akut Lenfoblastik Losemi
b. Akut Myeloblastik Losemi
c. Kronik Lenfositik Losemi
d. Kronik Myelositik Losemi
Bas ve Boyun Kanserleri
Akciger Kanseri

Ozefagus ve Mide Kanseri
Kolorektal Kanserler
Pankreas Kanseri

Karaciger Kanseri

Safra Kesesi Kanseri

© ©o N o g bk~ D

Endokrin Bezlerin Kanseri
10. Uriner Sistem Kanserleri
a. Mesane Kanseri
b. Bobrek Kanseri
11. Meme Kanseri
12. Jinekolojik Kanserler



13. Erkek Genital Organ Kanserleri
14. Merkezi Sinir Sistemi Kanserleri
15. Cilt Kanserleri
16. Kemik Kanserleri
17. Lenfomalar

a. HodgkinLenfoma

b. NonHodgkinLenfoma
18. MultipleMyeloma

2.3. Meme Kanseri

2.3.1. Meme Kanserinde Epidemiyoloji

Meme kanseri diinya genelinde kanser tanisi alan bir kanser tiirii olup ortalama dort
kadindan birinin meme kanseri oldugu tanimlanmakta ve 100’den fazla {ilkede kadinlarda

kanser 6liimlerinde birinci siradadir (Arbyn vd., 2020).

Meme kanseri insidansi diger risk faktorleri yami sira en cok yasla iligkisi
bulunmaktadir. Meme kanseri goriilmesi aktif lireme yaslarinin sonuna dogru 40-50
yaslarda hizli artis ve 50 yas civart menopoz sonrasi hafif bir diisiis gostermektedir (Key,

Verkasalo ve Banks, 2001).

Kadinlarda goriilen kanser tiirleri arasinda meme kanserinin en sik goriilen
kanserler igerisinde goriilme oran1 %10,3 (24.175) ve mortalite oran1 ise %5,7 (7.161)’dir
(Sung vd., 2021).

2.3.2. Meme Kanserinin Siniflandirilmasi

Meme kanserinde ilk “Molekiiler Simiflama” 2000 yilinda Perou ve Sorlie
tarafindan gergeklestirildi ve meme kanserleri gen ekspresyon farkliliklarina gore farkl alt
gruplara ayrildig1 agiklanmstir. Kanser tiirlerinin alt gruplara ayrimi ER, ER diizenleyici
genler, “HER-2 pozitif” (ERBB2/HER-2 amplifikasyonu ve overekspresyonu gosteren),

HER-2 negatif olan ve memenin normal bazal/myoepitelial hiicreleri tarafindan eksprese
5



edilen gen ekspresyonu gosteren, liiminal epitelial hiicrelerden eksprese edilen genlerin
ekspresyonunu yansitan olarak, “bazal” ER ve PR seklinde ayrilmaktadir (Perou vd.,
2000).

Meme kanseriyle ilgili ¢aligmalarda bir¢ok hiicre hatt1 kullanilmaktadir ve bu hiicre
hatlarnin 6zellikleri birbirinden farklidir. Ornegin; T47D ve MCF-7 hiicre hatlar1 ER-
pozitif (ER+) hiicre hatlar1 iken, MDA-MB-468, MDA-MB-453, MDA-MB-231 ve
SKBR3 hiicre hatlar1 ER-negatif (ER-) hiicre hatlaridir (Li vd., 2019).

2.3.2.1. MDA-MB-231

MDA-MB-231 hiicre hatti, insan meme kanseri hiicre hattidir. Arastirma

laboratuvarlarinda en sik kullanilan meme kanseri hiicre hatlarindan biridir.

MDA-MB serisi hiicre hatlarr M.D. Anderson Enstitiisii’'nde gelistirilmis
hiicrelerdir. M.D. Anderson-Metastatic Breast kisaltmasi olan MDA-MB kullanilarak
adlandirilmistir (Dohr, Vogel ve Abel, 1995). MDA-MB-231 yiiksek derecede metastatik
bir hiicre hattidir (Burdall vd., 2003). MDA-MB-231 hiicrelerinin karakteristik 6zellikleri
sunlardir; metastatik adenokarsinom, plevral eflizyon, ER-, PR-, HER2- yani {i¢lii negatif,
agresif ve invaziv karakter, kemoterapi duyarliligi orta derecedir (Holliday ve Speirs,
2011); (Neve vd., 2006).

Bu hiicre hatti yapisma 6zelligi sergileyen bir yap1 gosterir, bu sebeple in-vitro

kiiltir ¢alismalarinda kolaylikla kullanilabilir (Liu, Kummerow ve Elsaesser, 2017);
(Lokerse vd., 2017).



Sekil 2.1. MDA-MB-231 hiicreleri mikroskop goriintiisii.
2.4. Likenler

Likenler; alg ve mantarlarin bir araya gelerek meydana getirdikleri morfolojik ve
fizyolojik birliklerdir. Diger bir deyisle likenler; alg ile mantarlarin kurduklar1 simbiyoz
(ortak yasayis) bir yasam seklidir. Fungus bileseni (mikobiyont), yesil algler veya mavi
yesil algler (fotobiyont) ile simbiyotik isbirligi kurmayr basaran bir Ascomycetes veya
Basidiomycetes iiyesidir. Bu ayri bilesenler bir araya geldiklerinde liken olusturmayan
fungus ve algler ile hi¢bir benzerlik gdstermeyen uzun 6miirlii bir tallus meydana getirirler.
Yapiya katilan fungus ve algler sadece tallustan kesit alindiginda ve mikroskop altinda

incelendiginde tanimlanmasi yapilabilmektedir (Lawrey, 1986).

Likenlerin savunmaci dogasi, ¢ok ¢esitli kanserlere karsit miikemmel bir anti-kanser
potansiyeline sahip olduklari igin farmasotik agidan ¢ok onemli bir noktadir (Zambare ve
Christopher, 2012).

Likenlerin antioksidan aktiviteye sahip olmalari, onlarin besin seklinde alinmalari
halinde Omiir uzunlugunu ve antimutajenik aktiviteyi artirabilecegini diistindiirmiistiir

(Altun, 2007).



Antimutajenik ve antikarsinojenik 6zellige sahip kimyasal bilesikleri arastirmak ve
kesfetmek insanlarda artan kanser riski ve mutasyon oranlarindaki artisin beraberinde
getirdigi istenmeyen sonuglar nedeniyle giiniimiizde zorunlu hale gelmistir. Kanser de
dahil koruyucu metabolit tiriinlerin hastaliklar tizerindeki inhibe edici etkisi in vivo ve in
vitro olarak deneysel arastirmalardan ve epidemiyolojiden elde edilen sonuglar ile
koruyucu ozellikli bitkiler {izerine olan c¢alismalarin artmasina katkida bulunmustur

(Abdullaev vd., 2003).
2.4.1. Cladonia furcata (Hudson) Schrad

Podesyum 2-5(-8) uzunluga kadar, mavimsi yesilden koyu gri-yesile kadar,
silindirik, dikotomik dallanmis, az ¢ok uclar1 belirgin sekilde incelmis ve kadehsizdir; iist
ylizey tamamen korteksli, diiz cogunlukla mermer goriiniimiinde, bazen seyrek pullar ve
catlaklar igerir. Bazal pullar belirsiz, yuvarlak, 3 mm capma kadar; alt yiizey beyaz
renktedir. Apotesyum kahverengi, kisa ve yan dallarin uglarina dogrudur. Tallus P(+)

kirmizi, K(-) ya da K(+) sar1, KC(-), C(-).

C. furcata, goze ¢arpmayan bir birincil thallusa sahip bir podetia liken formudur.
Bu liken yiizeyi ¢ok piiriizsiiz ve bazen olduk¢a skuamiilozdur. C. furcatamin habitati
genellikle acik topraktadir, ancak diger habitatlar arasinda golgeli cayirlar, ova
fundaliklari, yol kenarlar1 veya kaya cikintilart ve ormanlar bulunur (Ahti ve Sipman,
2013); (Purvis vd., 1992).

Bu liken Tirkiye’de Canakkale, Edirne, Kirklareli bolgelerinde bulunmaktadir.
Literatiirde bu tiirlin asidik habitatlarda bulunmadig1 belirtilmesine ragmen Tiirkiye’de

asidik habitatlardan da 6rnek toplanmistir (Kocakaya ve Kocakaya, 2022).



Sekil 2.2. Cladonia furcata tallusu (Kocakaya ve Kocakaya, 2022).

2.5. Komet Testi

Alkalin kuyruklu yildiz testi veya tek hiicreli jel elektroforezi, insan niifusu
tizerinde DNA hasarimin degerlendirilmesi i¢in en popiiler yontemlerden biridir (Collins,
2004); (Azqueta vd., 2020).

Test, hizli, basit ve hassas olup, kuyruklu yildiz testini mesleki veya c¢evresel
mutajenlere maruz kalmanin etkisini incelemek, cesitli hastaliklarla ilgili olarak DNA
hasar1 seviyelerini incelemek, yasam tarzi, diyet ve diyet takviyesinin insan hiicrelerinin
taze veya donmus Orneklerinde genetik stabilite iizerindeki etkisini 6l¢gmek ve kontrol

etmek i¢in ¢ok uygun kilan niteliklerdir (Collins vd., 2014).



DNA hasarinin varlig1 veya yetersiz onarimi, kanser ve diger bulasict olmayan
hastaliklarin etiyolojisinde iyi bilinen bir faktordiir ve bu nedenle kuyruklu yildiz analizi
gelecekteki hastalik riskini gosteren erken genetik hasarlar1 tespit etmektedir (Milic vd.,
2015).

Komet testinin diger genotoksisite testlerine gore avantajlari, diisiik DNA hasari
seviyelerini tespit etmedeki duyarliligi, numune basimna az sayida hiicre gereksinimi ve

esnekligi, basitligi, uygulama kolaylig1, ekonomisi ve kisa siiresidir (Collins, 2004).

Bu avantajlardan dolayi, kuyruklu yildiz analizi, molekiiler epidemiyoloji
caligmalarinda siklikla DNA hasar1 biyobelirte¢ olarak kullanilir ve pestisitler, polisiklik
aromatik hidrokarbonlar, agir metaller veya iyonlastirict radyasyon gibi mesleki ve
cevresel tehlikeli ajanlarin etkilerinin izlenmesinde 6nemli bir rol oynar (Collins vd.,

2014); (Ustiindag vd., 2022).

2.5.1. Komet Yonteminin Genel Basamaklari

1- Hiicrelerin izolasyonu

2- Slaytlarin hazirlanmasi

3- Hiicre lizizi

4- Tek hiicreli elektroforez

5-Notralizasyon

6-Boyama ve degerlendirme seklinde 6 agamada incelenmektedir (Collins vd., 2014).
2.6. Malondialdehit (MDA)

Malondialdehit (MDA), enzimatik yapida olmayan oksidatif lipid peroksitlerinin
metabolize olmasiyla meydana gelen hiicrenin yapisi, sekli ve islevi bakimindan
fonksiyonlarini hasara ugratan aldehit yapili bir bilesiktir. ikiden fazla cift bag iceren yag
asitlerinin otooksidasyonunda serbestlesen siklik endoperoksitler MDA ’nin asil kaynagini
olusturmaktadir. Hiicrede biriken MDA’nin  0Olgtimii, lipid peroksit seviyelerinin
belirlenmesinde siklikla kullanilmaktadir. Ayrica aldehit yapili bilesiklerin bozunmaya
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kars1 dayanikli olmasi ve lhiicre zarina rahatlikla girebilmesi, lipid peroksidasyonunun

etkilerinin bu bilesiklerden kaynaklandigini ortaya koymaktadir (Ozdemir vd., 2004).
2.7. Antioksidan Savunma Sistemi

Antioksidanlar, insan viicudunda serbest radikaller tarafindan olusturulan oksidatif
stresi ortadan kaldiran, serbest radikalleri etkisiz hale getirebilen ve hiicre hasarini
Onleyebilen maddelerdir. Olusan oksidatif stres engellenmediginde ise DNA, karbonhidrat,
lipit ve proteinlerde yapisal bozulmalara yol agmaktadir. Insanlarda bulunan
antioksidanlar1 ya viicut kendisi iiretir ya da disaridan hazir olarak alir. Hem eksojen hem
de endojen antioksidanlar serbest radikalleri siipiiriicli olarak hareket ederler. Bu nedenle

de savunma sisteminin etkisini arttirip hastalik riskini azaltmig olurlar (Sen vd., 2010);

(Shinde, Ganu ve Naik, 2012); (Tosun ve Karadeniz, 2005).

Hiicrede lipit, protein ve DNA gibi okside olabilecek maddeleri koruyan
antioksidan mekanizlar serbest radikallerin oksidasyonunu inhibe edebilir veya
geciktirebilmektedir. Bu mekanizmada rol oynayan maddelere antioksidan denir.
Antioksidanlar serbestge dolasan radikalleri yakalayarak hiicrede meydana gelebilecek
hasarlar1 Onlemektedirler. Antioksidanlarin dort farkli mekanizmasi1 vardir (Sies ve

Cadenas, 1985).

Temizleme etkisi; serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlarin tutulmasi ya da
oksidanlar1 daha zayif bir molekiile doniistiirerek etkisizlestirmedir. Antioksidan enzimler

ve mikromolekiiller bu yolla etki eder (Halliwell, 2007).

Baskilama etkisi; Oksidanlara bir hidrojen aktararak onlar etkisiz hale getirme ya
da etkilerinin veya reaksiyon hizlarinin azaltilmasi. Vitaminler ve flavonoidler ise

etkilerini bu yolla gosterirler (Lopez ve Denicola, 2013).

Onarma etkisi; serbest radikallerin lipiti protein ve DNA gibi yapilarda
olusturduklar biyolojik hasarin onarilmasidir (Pisoschi ve Pop, 2015).

Zincir koparma etkisi; serbest oksijen radikallerini baglayarak, zincirlerini kirip
islevlerinin engellenmesidir (Valko vd., 2007).
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2.7.1. Hiicre I¢i Antioksidan Koruma Sistemleri
2.7.1.1.Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz (SOD), oksijene ve hidrojen peroksite dismutasyonu sonucu
meydana gelen toksik siiperoksit radikallerini arttirir. SOD miktarinin belirlenmesi
isleminde ksantin ve ksantin oksidaz (XOD) enzimlerinden faydalanilir. Ortamda serbest
dolasan radikaller nitro blue tetrazolium (N.B.T) ile etkilesir ve asagida verildigi gibi SOD,
stiperoksit radikallerini etkisiz hale getirir, 2 numarali formazan reaksiyonunu. SOD
fonksiyonu hiicre iginde gergeklesmediginde bu toksik radikaller hidroksil radikallerinin
(OH) olusumuna yol agar. (Takahashi vd., 2004).

Ksantin— XOD(ile)— Urik asid + O- (1)

N.B.T.+ O;—-formazan boyas1 (2)

O2- + O2- + 2H+— SOD(ile)— Oz + H202 (3)
2.7.1.2. Katalaz (CAT)

Katalaz (CAT) , yeryiiziinde oldukga fazla miktarlarda 6zellikle de bitkilerde bolca
bulunan bir enzimdir. Katalaz enzimi hiicrede var olan, SOD’un katalizi sonucu ortamda
biriken H2021 indirgeyerek parcalamaktadir. Peroksizomlarin ise yapisal bir bileseni olan
oksidaz enzimlerinden biridir (Higashi, Kawamata ve Sakamoto, 1974); (Halliwell ve
Gutteridge, 1990).

Bitkisel kaynaklarda bulunan katalaz enzimi igeren alt birimlerden olusur (Eising,
Trelease ve Ni, 1990).

Katalaz enzimi; reaktif oksijen tiirlerinden olan ve hiicresel zarara neden oldugu
bilinen ve toksik etkisi olan hidrojen peroksitin suya doniistliriilmesini tek yonlii olarak
katalizler. CAT enzimi, substrat olarak kullandig1 hidrojen peroksitten, hem elektron alicisi
hemde elektron vericisi olarak faydalanmaktadir (Lanir ve Schejter, 1975); (Jones ve
Masters, 1976); (Robertson, 2004).
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2.7.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz, protein yapida alt birimlerden olusur. Bu alt birimlerin
tamaminda bir selenyum atomu bulunmaktadir. GPx, hiicrelerin sitoplazmasinda bulunarak
H202’den kaynaklanan oksidatif hasara kars1 hiicreleri korumaktadir. Hiicre i¢inde miktari
artan H20- radikali inhibe edilir ve hidroksil (OH) olusumunun 6niine ge¢ilmis olunur.
Elektron kaynagi olarak GPx, glutatyonu (GSH) kullanir. H202 ve organik
hidroperoksitleri (DNA hidroperoksitler ve lipit hidroperoksitler) metabolize eden
enzimdir (Sen vd., 2010).

2.7.2. Lipid Peroksidasyonu ve Malaonaldehit (MDA)

Serbest radikaller hiicre membranindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis
baglar1 ile kolayca reaksiyona girerek lipit peroksidasyonunu meydana getirir. Lipid
peroksidayonu yag asidi zincirlerinden hidrojen atomlarinin koparilmasi sonucunda yag
asidi zincirinin bir lipid radikali 6zelligi kazanmasi ile baslar. Lipid radikalleri molekiiler
oksijen ile reaksiyon verir ve lipid peroksit radikalleri olusur. Lipit peroksid radikalleri
membran yapisindaki diger yag asitlerini etkileyerek yeni lipid radikalleri olusumuna
neden olmaktadir. Bu reaksiyonda agiga c¢ikan hidrojeni lipid peroksit baglayarak
lipitperoksitlerine doniisiirler. Boylece zincirleme bir reaksiyon baglamisg olur. Lipid
peroksitler yikildiginda agiga c¢ikan yikim iriinleri (acrolein, malondialdehit, 4-
hidroksinonenal) biyolojik olarak aktiftir. Bunlar ya hiicrede metabolize edilir ya da
hiicrenin diger bolimlerine hasar1 yaymaktadir (Young ve Woodside, 2001); (Ayala,
Mufioz ve Argiielles, 2014).

Malondialdehit (MDA), yag asidi peroksidasyonu mekanizmasinin temelde en ¢ok
caligilan iriintidiir. Tespit edilen MDA miktar1 yag asidi oksidasyonunun dogrudan
gostergesi olmamakla birlikte hiicrede meydana gelen lipid peroksidasyonunu ortaya
koyarak toksik etkisi bakimindan gostergedir. 1960’lardan bu yana, in vivo ve in vitro
olarak oksidatif stres seviyesini 6l¢gmek i¢in bu molekiil degerlendirilmis ve farkli olarak

da birkag yontem gelistirilmistir (Frankel ve Neff, 1983).
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2.7.2.1. Lipid Peroksitlerin Toksisitesi

Serbest oksijen gruplarinin biyolojik sistemlerdeki en oOnemli etkileri lipidler
tizerine olamidir. Bu olay lipid peroksidasyon olarak bilinir ve kisaca hiicrelerdeki zar
fosfolipidlerinin  yiikseltgenerek peroksit tiirevlerine donligmesi olay1r  seklinde

tanimlanmaktadir (Aricioglu vd., 1994); (Comporti, 1993); (Draper, 1990).
2.8.Hiicre Oliim Mekanizmalar
2.8.1.Apoptoz

Apoptozis; Bir canlinin zorunlu olarak hayatini devam ettirebilmesi igin islevini
yerine getiremeyen, kullanilmayan hiicrelerin uzaklastirilmasin1 ortamin homeostazini
bozmadan saglayan programli hiicre 6liimii seklinde tanimlanmaktadir (Oktem, Ulger ve

Kirktok, 2001); (Columbano, 1995).

Apoptozla hiicre 6liimii esnasinda ATP kullanilir. Hiicrede kanama yangi gibi
etkiler olmadan programli olduk¢a gelismis bir sekilde meydana gelmektedir (Guimaraes
ve Linden 2004); (Nguyen, 2001).

Programli hiicre 6liimii canli hiicreler de olduk¢a ehemmiyetlidir. DNA hasar
aldiginda apoptoz mekanizmasi devreye girer. Boylece bu mekanizma ile olas1 mutasyon

ve kanser olusumunun 6niine gecgilmektedir (Erdogan ve Uzaslan, 2003).
2.8.2.Nekroz

Beklenmedik bir sekilde rasgele ortaya ¢ikan bir durumdur. Bu yiizden nekroz ile
meydana gelen Oliimlerde genler rol almamaktadir. Nekrozun meydana gelmesindeki
birincil ve en sik rastlanilan sebep hipoksidir. Toksik maddeler 6zellikle agir metaller
nekroza neden olur. Nekroz meydana geldiginde mitokondriyal ROS miktar1 yiikselir,
nonapoptotik proteazlar etkinlesir, enerji salinimi diiser ve Ca++ kanallar1 agilir (Golstein
ve Kroemer, 2007); (Nicotera ve Melino, 2004).
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2.8.3.Apoptozis ve Nekrozis Arasindaki Farklar

Nekrozis mekanik bir 6liim fonksiyonu sergilerken apoptozis hem mekanik hem de
hiicresel sartlar altinda meydana gelebilir. Apoptozis sadece hiicresel bozukluklar
oldugunda goriilmez ayni zamanda saglikli oldugumuzda da goriilmektedir (Brouckaert
vd., 2004). Nekroziste hiicre su alarak siser apoptotik hiicre ise kompakt bir hal alarak
sikilagir (Willingham, 1999). Nekroza ugrayan hiicrelerin membrani bozularak yapisini
kaybeder membran parcalar1 hiicre disina atilir. Apoptotik hiicre membranin sekli

bozulmaz ve iizerinde kiiciik kesecikler meydana gelir.

Nekrotik hiicre hemen lizise olmaz ama apoptotik hiicre kiigiik cisimciklere
pargalanir. Apoptotik cisimcikler membranla kaplidir, degisen miktarlarda niikleus veya
diger hiicre i¢i yapilar igerirler. Nekroziste plazma membraninin biitiinliigliniin bozularak
hasarlanmas1 nedeniyle hiicre igeriginin dis ortama saliverilmesi sonucu inflamasyon
uyarilir. Oysa apoptoziste apoptotik hiicre veya cisimcikler plazma membranlari
hasarlanmadan komsu hiicreler veya makrofajlar tarafindan fagosite edildiklerinden

inflamasyon olusmaz (Horobin ve Kiernan, 2020).

Bu ¢alismada, meme kanseri hiicre hattt MDA-MB-231 hiicrelerine artan dozlarda
Cladonia furcata uygulanarak kanserden koruyucu etkileri apoptoz, MTT yontemi (3-(4,5-
dimetiltriazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid) ve komet yontemi kullanilarak
arastirtlmis, malondialdehit (MDA) seviyesi ve antioksidan enzim aktiviteleri de

incelenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Kullanmilan Kimyasallar
DMEM-F12 Medium (MULTICELL)
Fetalbovine serum (FBS)
Penicilin-Streptomycin (GIBCO)
PBS (BIOMATIC)
Tripsin-EDTA %25 (STEMCELL)
MTT kiti (Roche)
Dimetilsiilfoksit (GIBCO)
Agaroz
Ethidium Bromide
3.2. Kullamilan Cihazlar
Biyogiivenlik Kabini Class 2 (Bilser)
Inverted Mikroskop (ZEISS)
Floresan mikroskop (BAB)
CO Inkiibator(Memmert)
Otoklav (Niive OT 23S)
Santrifiij (Niive NF 800R)
Mini santrifiij (Eppendrof)
Pipet Aid (Macroman)
Hassas Terazi (Radwag AS 220)

Otomatik Pipetler (Nichipet)
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pH metre (MettlerToledo)
VortexMixer (Dragon Lab)

Su Banyosu (Memmert WNB22)
ELISA Cihaz1 (BMG LABTECH)
Elektroforez cihazi (CleaverScientific)
Manyetik Karistiric1 (Daihan)

3.3. Kullanilan gerecler

Steril Filtre (BD FALCON)

Santrifiij Tiip 50 mL (NEST)

Santrifiij Tip 15 mL (NEST)

Tek Kullanimlik Serolojik Pipet (5-10 mL) (CAPP)
T75 (75 cm?’lik kiiltiir flask)

T25 (25 em?’lik kiiltiir flask)

Plate (96 kuyucuklu)(CITOTEST)
Plate (6 kuyucuklu)

Mikropipet ucu (10, 100, 1000ul)
Siringa filtreleri (0.22 pm)

Tek Kullanimlik Enjektor
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3.4. Yontemler

Bu c¢alismada, hiicreler ile yapilan tiim caligmalarda sterilizasyona biiylik bir 6zen
gosterilmis, caligmalar sirasinda kullanilan hiicrelerin strese maruz kalmamalar igin,
hiicrelerle temas edecek olan her tiirlii ¢ozelti/¢oziicliniin 37°C’de ve santrifiij islemleri de

5 dakika stireyle, 1000 rpm de gergeklestirilmistir.

Bu ¢alismada, Cladonia furcata’nin meme kanseri tizerinde koruyucu etkileri analiz
edilirken, meme kanseri hiicre hatti olarak kullamilan MDA-MB-231 hiicreleri tercih
edilmistir. MDA-MB-231 (0strojen reseptorii negatif) meme kanseri hiicre hattt Amerikan

Tip Kiiltiir Koleksiyonundan (ATCC) temin edilmistir.
3.4.1. Liken Orneklerinin Hazirlanisi

Cladonia furcata, 26.04.2022 tarihinde Hatay, Arsuz sehrinden toplanmistir. Ornekler,
Bogazliyan Meslek Yiiksekokulu Liken Laboratuvarinda muhafaza edilmektedir. incelenen

likenlerin tespiti standart yontemler kullanilarak gergeklestirilmistir.
3.4.1.1. Likenin Ekstrakte Edilmesi

Liken orneginden 10 g tartilir ve havanda toz haline gelinceye kadar 6giitiiliir. Toz haline
gelen likenler % 70’lik metanol kullanilarak Kocakaya ve arkadadaslarinin yontemine gore
ekstre edildi (Z.Kocakaya, M.Kocakaya ve Seker, 2021). Ozler siiziiliir ve daha sonra bir
doner buharlastiricida azaltilmis basing altinda konsantre edilir. Kuru ekstreler, testlerde
kullanilincaya kadar -20°C'de muhafaza edilir. Ekstraktlar deneyler igin steril ortamda
%70’lik alkolde c¢oziildii ve seyreltmeler besi yeri kullanarak gerceklestirilir. Plaka
ylizeyinde temiz bir goriintii elde etmek ve partikiillerden temizlemek amaciyla hazirlanan

liken dozlar1 0,22°1ik filtre ile siiziiliir.
3.4.2. Hiicre Canlihiginin Tespit Edilmesi
3.4.2.1. Hiicre Kiiltiirii Besiyeri Hazirlanmasi

Besiyeri, kiiltiire edilen MDA-MB-231 hiicre hattinin dondurulmasi, ¢ézdiiriilmesi,

pasajlanmasi amaciyla bircok alanda siklikla kullanilmaktadir. Besiyeri hazirlanirken 3
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temel farkli ¢ozelti kullanilmaktadir. Fetal buzagi serumu (FBS; Fetal Bovine Serum),
penisilin/streptomisin antibiyotigi ve DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)
kullanilarak hazirlandi. Steril kabin igerisinde hazirlanan besiyeri filtreden gegcirilip
otoklavli bir sisede +4°C’de tutuldu. Calismalarin hemen O6ncesinde 37°C’ deki su

banyosunda inkiibe edilerek kullanildi.

3.4.2.2. MDA-MB-231 Hiicre Hattinin Kiiltiire Aktarilmasi

Kryo tiiplerde dondurulmus olan MDA-MB-231 hiicreleri c¢alisilmak iizere
-80°C’den almip su banyosunda ¢oziilmesi saglandi. Hiicreler ¢oziildiikten sonra hizli bir
sekilde santrifiij tiipline alinip tizerine DMSO’nun etkisini azaltmak i¢in 5 ml taze besiyeri
yavas bir sekilde eklenerek pipet edildi ve 1500 rpm’de 4 dakika santrifiij edilip hiicre
pelleti lizerine besiyeri eklendi ve flasklara ekimi yapildi. Hiicrelerin ¢ogalmasi i¢in %5
CO2 iceren ve 37°C’de ki inkiibatore kaldirildi. Hiicreler %70-80 oraninda konfulent
oluncaya kadar besiyeri iki giinde bir degistirildi.

3.4.2.3. MDA-MB-231 Hiicre Hattinin Pasajlanmasi

Hiicrelerin konfulent oldugu flasktan tripsin ile kaldirilip, baska bir flaska hiicrelere
zarar vermeden transfer edilmesi islemine pasajlama denir. Hiicreler %70-80 oraninda
konfulent oldugunda ortalama iki giinliik araliklarla pasajlama yapildi. Pasajlama
esnasinda flask ylizeyinde yapisik olan hiicrelere zarar vermeden flaskin ylizeyine
yapismamis halde bulunan 6lii hiicreler 25 cm?’lik flask icin yaklasik 3ml fosfat tampon
soliisyonu (PBS) ile hiicreleri kaldirmadan yikandi ardindan PBS ¢ekilip atildi. Hiicrelerin
flask dibinden kaldirilmasi i¢in 3 ml Tripsin-EDTA soliisyonu ilave edilip hiicrelere etki
etmesi i¢in inkiibatdre kaldirildi. Flask yiizeyinden kalkan hiicreler uzantili yapismis
haldeki goriiniimden yuvarlak goriinlime sahip olur. Tripsinin hiicreleri etkilememesi igin
besiyeri eklenmesinin ardindan falkona alinip 1500 rpm’de 4 dakika santrifiij edildi. Pellet
besiyeri ile siispanse edildi ve iki ayri flaska boliinerek pasajlandi. Hiicreler in dagilimi ve
goriiniimi inverted mikroskop ile kontrol edildi. Kullanilan flasklarin tizerine tarih ve pasaj

sayis1 yazilarak inkiibatore kaldirildu.
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3.4.2.4. MDA-MB-231 Hiicre Hattinin Muhafaza Edilmesi

Flaskin %80-90 konfulent olmasimin ardindan besiyeri ¢ekilip atild1 ve 25 cm?’lik
flask igin yaklasik 2 ml PBS ile yikandi. Daha sonra hiicreler 25 cm?’lik flask i¢in 1 ml
Tripsin-EDTA ile muamele edilip yiizeyden kaldirilarak 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi. Stipernatant atildi ve olusan hiicre pellet lizerine %5 Dimetilsiilfoksit (DMSO)
iceren FBS eklenerek etiketlenmis olan kryo tiipler igerisine alindi. Seri bir sekilde

dondurulmasi ve ilerleyen zamandaki ¢alismalarda kullanilmasi i¢in -80°C’de saklandi.
3.4.2.5. Hiicre Sayimi

Hiicreler, negatif yiiklii bir boya olan tripan blue ile thoma lamlarinda saymak igin
boyanmistir. Saglikli olan hiicreler boyay1 absorbe etmedigi i¢in beyaz renkte goriiniir.
Cansiz hiicreler ise boyay1 hiicre igerisine alarak mavi renkli goriiniirler. Calismalarimizda
20 pl hiicre siispansiyonu ile 20 pl %0,5°lik tripan mavisi karistirilmis ve bu karisimdan 20
pl aliarak lamlarda sayim yapildi. Sayim sonucunda canli-cansiz hiicre, toplam hiicre ve

hiicre canlilik orani belirlendi.
3.4.2.6. MTT Yontemi

MTT (3-[4,5-Dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide;
Thiazolylblue) yontemi hiicrelerde meydana gelen sitotoksisiteyi ortaya koyan kantitatif
bir yontemdir. Hiicre proliferasyonuna bagli olarak hiicre canliligini sayisal olarak 6lgen
bir yontemdir. Bu yontem ile MTT tuzu canli hiicrelerde dehidrojenaz enzim aktivitesi ile
indirgenerek mor renkte formazan kristalleri olusturur. Bu tepkimenin gergeklesebilmesi
icin mitokondriyal rediiktaz enzimlerinin aktif olmasi gerekmektedir. Boylece canli
hiicrelerin yogunluguna bagli olarak formazan kristallerinin sayisinin artmasi cansiz
hiicrelerde ise formazan kristallerinin olusmamasi beklenmetedir. Bu nedenle formazan
kristallerinin olugmasi ya da olusmamasindan kaynakli kuyucuklarda meydana gelen renk
degisimi spektrofotometrede olgiilerek analiz edildi (Li ve Song, 2007); (Stockert vd.,
2012).
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3.4.2.6.1. MTT Yontemi ile MDA-MB-231 Hiicreleri Uzerinde Cladonia furcata

likeninde LDso Belirlenmesi

-Hiicre ekimi igin 96°lik plaklar kullanildi ve 1x10* hiicre olacak sekilde kuyucuklara esit

bir sekilde ekim yapilmasinin ardindan hiicrelerin ¢ogalmasi i¢in inkiibatore birakildi.

- 24 saat inkiibasyonun ardindan hiicrelere C. furcata dozlar1 uyugulandi. C. furcata doz
oranlar1 200 pg/mL, 120 pg/mL, 60 pg/mL, 30 ug/mL, 10ug/mL olacak sekilde besiyeri

ile diliisyonlar1 yapildi ve kontrol grubu olusturularak c¢alisildi.
- Kontrol i¢in sadece uygulama gruplari ile ayn1 hacimde besiyeri eklendi.
- Maddenin etki etmesi igin hiicre plagi inkiibatore konularak 48 saat inkiibe edildi.

- MTT tuzu soliisyonu 25ul olacak sekilde her bir kuyucuga konrolde dahil olmak iizere
eklendi ve 2.5 saat inkiibasyona birakildi (Merck, Cell Proliferation Kit kullanilmustir).

- Plaktaki kuyucuklara kit ile birlikte gelen tampondan 150 pl eklenmesinin ardindan

formazan kristallerinin ¢6ziinmesi i¢in inkiibatore kaldirildi.

- 2 saat sonra kuyucuklardaki farkli yogunluklarda olan formazonlarin 570 nm absorbansta

mikroplak okuyucu spektrofotometre ile 6lgtimleri yapildi.

- Liken uygulama gruplarinin absorbans degerleri ile kontrol grubu karsilastirilarak

hiicreler lizerindeki LDso dozu belirlendi. LDso degeri 60 ug/mL belirlendi.
3.4.3. DNA Hasarmin Tespit Edilmesi
3.4.3.1. Komet Testi Yontemi

-MDA-MB-231 hiicreleri tripsin ile flask ylizeyinden kaldirildi ve hiicre sayimi thoma
laminda yapildi.

-Hiicreler 6 kuyucuklu plaklara ekildi ve 1 gece inkiibatore kaldirildi.

-Liken uygulama gruplar1 200 pg/mL, 120 pg/mL, 60 pg/mL, 30 pg/mL, 10 pg/mL olacak
sekilde sirasiyla eklenip 2 gece inkiibatorde inkiibe edildi.
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-Her bir liken uygulama grubu ve kontrolden alinan 6rnekler 1:1 oranda agaroz (LMA) ile

pipet edildi ve lamlara yayilip lamelle kapatildi. Donmasi igin +4°C’de 20 dakika
bekletildi.

-Lamlarin tizerindeki lameller ¢ikarildiktan sonra donmus agaroz igerisindeki hiicrelere

lizis ¢ozeltisi ile 60 dakika muamele edildi.

-Elektroforez tankina yerlestirilen lamlar 250 voltta elektroforez sivisi igerinde kopan
DNA’lar yiiriitildi.

-Notralizasyon islemi i¢in dH20 bulunan salelere dizilen lamlar 3 kez yikandi.
-Son olarak lamlar EtBr ile boyanip floresan mikroskobunda fotografi ¢ekildi.

-Kontrol ve liken uygulama gruplarinda meydana gelen DNA hasari, % DNA, kuyruk
uzunlugu ve kuyruk momenti istatiksel verileri BAB programinda belirlendi (Azqueta vd.,
2020).

3.4.4. Malondialdehit Miktarinin Belirlenmesi

“Bioassay Technology Laboratory ELISA Kit” kullanilarak  odlctimler
gerceklestirildi. Hiicreler flasklara ekilip 24 saat inkiibe edilmesinin ardindan liken
uygulama gruplari ilave edildi. Iki gece inkiibe olan hiicreler tripsin ile kaldirildi ve 15

dakika 1500 rpm’de santrifiij edildi (Borek, 2004).

Bioassay Technology Laboratory ELISA Kit igerisinden ¢ikan prosediire gore ilk
olarak standartlar hazirlandi, kit icerisinden ¢ikan 96’lik plakaya 50 pl standart eklendi.
Diger kuyucuklara ise liken uygulama gruplarindan 40 pl eklendi. Hemen ardindan

uygulama gruplarinin tizerine 10 pl anti-MDA eklendi.

Standart ve numune kuyucuklarmma 50 pl streptavidin-HRP eklenip 37°C’de 60
dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon isleminden sonra tiim kuyucuklar 3 kez 0,35 ml yikama
tamponu ile yikandi. Her bir kuyuya 50 pl standart soliisyon A ve 50 pl standart soliisyon
B eklenip 37°C 10 dakika inkiibe edildi. Son olarak her kuyuya 50 pul durdurma soliisyonu
ilave edilip mikroplaka okuyucu 450 nm’ye ayarlanarak 6l¢iim yapildi.
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3.4.5. SOD, CAT ve GPx Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

SOD, CAT ve GPx enzim aktivitesinin belirlenmesinde Bioassay Technology
Laboratory ELISA Kit kullanildi.

Hiicreler flasklara ekilip 24 saat inkiibe edilmesinin ardindan liken uygulama
gruplari ilave edildi. Iki gece inkiibe olan hiicreler tripsin ile kaldirild1 ve 15 dakika 1500
rpm’de santrifiij edildi (Borek, 2004).

Bioassay Technology Laboratory ELISA Kit igerisinden ¢ikan prosediire gore ilk
olarak standartlar hazirlandi, kit igerisinden ¢ikan 96’lik plakaya 50 pl standart eklendi.
Diger kuyucuklara ise liken uygulama gruplarindan 40 pl eklendi. Hemen ardindan

uygulama gruplarimin iizerine 10 pl anti-SOD-CAT-GPX herbir plaka i¢in ayr1 ayr

eklendi.

Standart ve numune kuyucuklarina 50 pl streptavidin-HRP eklenip 37°C’de 60
dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon isleminden sonra tiim kuyucuklar 3 kez 0,35 ml yikama
tamponu ile yikandi. Her bir kuyuya 50 ul standart soliisyon A ve 50 ul standart soliisyon
B eklenip 37°C 10 dakika inkiibe edildi. Son olarak her kuyuya 50 ul durdurma soliisyonu
ilave edilip mikroplaka okuyucu 450 nm’ye ayarlanarak 6lgtim yapildi.

3.4.6. Akridin Oranj/Etidyum Bromid (AO/EB) ¢ift boyama

Akridin oranj boyasi hiicre igerisindeki canli ve 6lii hiicreleri boyarken Etidyum
Bromiir boyasi ile membran yapist bozulmus cansiz hiicreleri boyanmaktadir. Saglikli
hiicreler yesil renkte gozlemlenirler ayni zamanda DNA‘st parcalanmaya bagslayan
membran biitlinliigii fazla hasar almamis hiicreler erken apoptotik olarak adlandirilir ve

yesil renkte goriiniirler (Giirbiiz vd., 2011); (Ribble vd., 2005).

Cekirdegi turuncu renkte gozlemlenen kromatini yogunlagmis hiicreler gec
apoptotik olarak adlandirilirlar ve nekroza ugrayan bir hiicrenin g¢ekirdegi turuncu olarak
mikroskop altinda parlak bir 1s1ma vermektedir (Takahashi vd., 2004); (Nikhil ve Verma,
2013).
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Calismada hiicre ekimi i¢in 96’lik plaka kullanildi. Hiicrelerin 24 saat
inkiibasyonundan sonra liken uygulama gruplar ilave edilip 2 gece inkiibatorde bekletildi.
Tripsin ile kaldirilan hiicreler 1:1 oranda karistirilan boya ile pipet edilip lamlara serildi

lamel ile kapatilip 10 dakika karanlikta bekletildi.

Uygulama gruplariin apoptotik hiicre oliimiindeki rolii ve kontrol hiicrelerinin
durumu, hiicre membrani ve niikleusta meydana gelen degisimleri degerlendirmek i¢in

AO/EB ile ¢ift boyandi. Boyama isleminden sonra floresan mikroskop altinda incelendi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. MTT Testi Sonuclari

Kontrol grubuna sadece besiyeri verildi ve hiicrelerin saglikli konfulent, canli
yapida oldugu kabul edilerek cihazdan elde edilen sonuglar neticesinde likenin artan
uygulama gruplarinin spektrofotometre 6l¢iim sonuglarinda Cladonia furcata’nin MDA-
MB-231 hiicrelerinde ¢ogalmasini azalttigi, kansere karsi koruyucu bir etkisi oldugu
belirlenmistir. Hiicrelerdeki canlilifin kontrole kiyasla yariya diistiigii LDso degeri 60

ug/mL olarak belirlendi. Sonuglar alinirken blank géz ardi edilmemis olup degerlerden

cikarilarak belirlendi.
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Sekil 4.1. Cladonia furcata’nin MDA-MB-231 hiicre canlilig1 izerindeki etkileri.
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4.2. Komet Testi Analiz Sonuclar:

Calismamizda, Cladonia furcata’nin 5 farkli konsantrasyonlarina (10 pg/ml, 30
ug/ml, 60 pg/ml, 120 pg/ml ve 200 pg/ml) maruz birakilan MDA-MB-231 hiicre hatlarinin
genotoksisite Ol¢limleri komet testi ile saglandi. Her farkli 6rnek i¢in ayr1 ayri dl¢timler
BAB uygulamasiin genetik araci kullanilarak kontrol ve liken uygulama gruplarinda

DNA hasar1 (=SD) % DNA, kuyruk uzunlugu ve kuyruk momenti hesaplandi.

Liken uygulama gruplarinin komet testi sonucunda MDA-MB-231 hiicre hattindan
elde edilen istatiksel sonuglar Cizelge 4.1’de verilmistir. Floresan mikroskop altinda
cekilen fotograflar ise Sekil 4.2°de verilmistir. Liken uygulama gruplarinin farkli
konsantrasyonlari ile kontrol grubu kiyaslandiginda MDA-MB-231 hiicrelerinde DNA
hasar1 meydana geldigi tespit edildi.

Tablo 4.1. MDA-MB-231 hiicrelerinde kontrol ve uygulama gruplarinda DNA hasarinin

(£SD) % DNA, kuyruk uzunlugu ve kuyruk momentinin ortalama degerleri

Gruplar Kuyruk DNA % Kuyruk Uzunlugu Kuyruk Momenti
+SD +SD +SD
Kontrol 9.2+1.9 1.6+0.02 0,14+0,0003
10 pg/mL 15.7+3.4 9.02+1.15 1,41+0.39
30 pg/mL 28.3+5.7 12.4442.12 3.52+0.12
60 pg/mL 41.11+8.3 18.42+1.32 7.57+0,10
120 pg/mL 86.7+15.2 21.01+2.23 18.21+0.33
200 pg/mL 98.4+21 24.78+3.11 24.38+0.65
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Sekil 4.2. MDA-MB-231 hiicrelerinin liken uygulama gruplar1 ve floresan mikroskop

ile ¢ekilen fotograflari. Kontrol grubu (A, B), 10 ug/mL liken uygulanan grup (C), 30
ug/mL liken uygulanan grup (D), 60 pug/mL liken uygulanan grup (E), 120 ug/mL
liken uygulanan grup (F), 200 pg/mL liken uygulanan grup (G).



4.3. MDA Seviyesinin degerlendirilmesi

MDA-MB-231 hiicrelerine artan dozlarda uygulanan Cladonia furcata likeninin
MDA degerlendirme sonuglarina bakildiginda kontrol ile kiyaslama yapilarak MDA
seviyesini oldukg¢a biiyiik miktarda artirdig: tespit edildi (P<0,05). Sonuglar Sekil 4,3°te

verilmistir.
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Sekil 4.3. Kontrol ve uygulama gruplarinin MDA seviyeleri (Siitunlar iizerindeki ayni
harfleri tasimayan gruplar birbiri arasindaki farkliligi (P<0.05) ifade etmektedir).
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4.4. SOD Enzim Aktivitesinin Degerlendirilmesi

MDA-MB-231 hiicrelerine artan dozlarda uygulanan Cladonia furcata likeninin
SOD degerlendirme sonuglarina bakildiginda kontrol ile kiyaslama yapilarak SOD enzim
aktivitesini diisiirdiigii tespit edildi. (P<0,05) SOD enzim aktivitesindeki sonuglar Sekil

4.4°te verilmistir.
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Sekil 4.4. Kontrol ve uygulama gruplarimin SOD enzim aktivitelerinin
karsilagtirilmasi. (Siitunlar tizerindeki ayni harfleri tasimayan gruplar birbiri arasindaki
farklilig1 (P<0.05) ifade etmektedir).
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4.5. CAT Enzim Aktivitesinin Degerlendirilmesi

MDA-MB-231 hiicrelerine artan dozlarda uygulanan Cladonia furcata likeninin
CAT degerlendirme sonuglarina bakildiginda kontrol ile kiyaslama yapilarak CAT enzim
aktivitesini diisiirdiigi tespit edildi. (P<0,05) CAT enzim aktivitesindeki sonuglar Sekil

4,5te verilmistir.
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Sekil 4.5. Kontrol ve uygulama gruplarinin CAT enzim aktivitelerinin
karsilagtirilmasi. (Siitunlar tizerindeki ayni harfleri tasimayan gruplar birbiri arasindaki
farkliligt (P<0.05) ifade etmektedir, ayni harfteki gruplar arasinda farklilik
bulunmamaktadir).
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4.6. GPx Enzim Aktivitesinin Degerlendirilmesi

MDA-MB-231 hiicrelerine artan dozlarda uygulanan Cladonia furcata likeninin
GPx degerlendirme sonuglarina bakildiginda kontrol ile kiyaslama yapilarak GPx enzim
aktivitesini distirdiigii tespit edildi. (P<0,05) GPx enzim aktivitesindeki sonuglar Sekil

4,6°da verilmistir.
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Sekil 4.6. Kontrol ve uygulama gruplarinin GPx enzim aktivitelerinin kargilastirilmast.
(Stitunlar tizerindeki aymi harfleri tasimayan gruplar birbiri arasindaki farkliligi
(P<0.05) ifade etmektedir, ayn1 harfteki gruplar arasinda farklilik bulunmamaktadir).
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4.7. Akridin oranj - etidyum bromiir boyasi ile Apoptoz Saptanmasi

Hiicre 6liimiiniin oldugu dozlarda hiicrenin erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekroz
Olim tiplerinden hangisi ile hangi oranda Oldiiglnii belirlemek i¢in hiicreler akridin
oranj/etidyum bromiir ile isaretlenerek floresan mikroskobunda goriintiilendi. Calismalar
esnasinda farkli konsantrasyonlardaki liken uygulama gruplarindan boyama sonrasi elde

edilen goriintiiler Sekil 4.7°de verilmistir.

Sekil 4.7. Apoptotik hiicrelerin floresan mikroskobunda goriintiisii. Kontrol grubu (A), 10
ug/mL C. furcata uygulanan grup (B), 30 ug/mL C. furcata uygulanan grup (C), 60
ug/mL C. furcata uygulanan grup (D), 120 ug/mL C. furcata uygulanan grup (E), 200
ug/mL C. furcata uygulanan grup (F).
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5. SONUC VE ONERILER

Kanser diinya ve iilkemizde prevalansi giderek artan 6nemli bir halk saglig1 sorunu
olmasi yaninda fiziksel, psikososyal ve ekonomik bir¢cok sikintiya yol agan kronik bir
hastalik olarak goriilmektedir (Yastibas ve Dirik, 2018); (Ergin, Ozdilek ve Dutucu, 2019).
Diinya genelinde 2016 yilinda 17,2 milyon kanser vakasi ve 8,9 milyon kansere bagli 6liim
oldugu belirlenmistir. Mortaliteye en ¢ok neden olan kanser tiirleri sirast ile meme,
solunum sistemi ve kolorektal kanserleri olup 6zellikle kanser gelisim riskinin cinsiyetler
aras1 farklilik gosterdigi bilinmektedir. Tiirkiye Kanser Istatistikleri verilerine gére 2020
yilindaki kanser hiz1 erkeklerde yiiz binde 291,5 iken kadinlarda bu oran yiiz binde 188,0
"dir. Ulkemizdeki kadinlarda goriilen ilk bes kanser tiirii, diinyadaki pek ¢ok iilke verileri
ile benzerlik gostermekte olup bunlarin meme, triod, kolorektal, uterus korpusu ve
solunum kanserleri oldugu belirlenmistir (Bray vd., 2018); (Siegel ve Miller, 2019); (T.C.
Saglik Bakanligi. (2020)).

Tiirkiye Meme Hastaliklar1 Dernekleri Federasyonunun iilkemizde 20 bin kadin
lizerinde yiiriittiigli cok merkezli aragtirmada meme kanseri goriilme yas1 51; 40 yasindan
kiigiik hasta oran1 %16,6, premenopozal hasta oran1 % 37.2, nullipar hasta oran1 %13,6

olarak saptanmistir (V. Ozmen, T. Ozmen ve Dogru, 2019).

Meme kanserini ortaya g¢ikaran belirtilere sahip olan kisiler riskli hasta olarak
adlandirilmaktadirlar. Arastirmalar neticesinde saglikli bir yasam ve kanser faktorlerinden
uzaklagmak hastaligin riskini yariya yariya azalttigi ortaya konulmustur (Colditz ve
Bohlke, 2014).

Likenler, bir mantar partneri ve bir alg veya Siyanobakteri olan bir fotosentetik
organizmadan olusan simbiyotik organizmalardir (Bethencourt vd., 2018). Likenler
ylzlerce yildir birgok iilkede insan hastaliklarinin tedavisi i¢in kullanilmaktadir. Yeni
caligmalar, bu yavas biiyiiyen organizmalarin, farkli biyolojik aktivitelere sahip ¢ok cesitli

ikincil metabolitler iirettigini ortaya koymustur (Grube ve Berg, 2009).
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Bu tiirlin 6zlerinin in vitro olarak 16semi hiicrelerini 6ldiirdiigii gosterilmistir. C.
furcata’dan izole edilen polisakkaritlerin insan 16semi K562 hiicrelerinde hiicre 6liimiinii

(apoptoz ) indiikledigi gosterilmistir ( Lin vd., 2001).

Ayrica, yapilan bir ¢alismada C. furcata polisakkaritleri, bazi kanser hiicrelerinin
onlemesine yardimci olan bir enzim olan telomerazin aktivitesini azaltti; bu aktivite, kanser

tedavisinde olasi terapotik potansiyele isaret etmektedir (Lin vd., 2003).

Likenler, farmakolojik potansiyele sahip olabilecek biyolojik olarak aktif enzimler,
polisakkaritler ve yag asitleri kaynagi olarak da tamimlanmistir (Huneck ve Yoshimura,
1996); (Culberson, 1969).

Galloway, 1996 yilinda likenlerin diinyanin ¢ogu karasal ekosisteminde ve liken
maddelerinin genis bir antikanser aktivitesinde bulunabilecek kadar evrimsel bir basar

elde ettiklerini bildirmistir (Galloway, 1996).

Likenlerin savunmaci dogasi, ¢ok ¢esitli kanserlere karsi mitkemmel bir anti-kanser
potansiyeline sahip olduklar1 i¢in farmasétik ac¢idan ¢ok onemli bir noktadir (Zambare,
2012). Anti-kanseroz aktiviteye sahip birkag sekonder metabolit, gesitli in vitro kanser

modellerinde etkili bir sekilde hareket etmektedir (Solarova vd., 2020).

Usnik asit Cladonia ve bir ka¢ liken cinsinin gesitli tlirlerinde bulunmustur.
Kupchan ve Kopperman, Usnik asitin Lewis akciger karsinomu igin in vitro anti-

kanserojenik etkilerini ilk kez gostermistir (Campanella vd., 2002).

Bir yayinda FRAP ile spektrofotometrik teknik, Cladonia furcata (Huds.) Schrad,
Hypogymnia physodes (L.) Nyl., Lasallia pustulata (L.) Mérat'in aseton, metanolik ve sulu
ekstrelerinin antioksidan aktivite degerlendirmesinde her bir liken tiirlinlin antioksidan
aktivitesi oldugu ancak en yiiksek etkinlige sahip tiirin Hypogymnia physodes oldugu

tespit edilmistir (Kosani¢, Rankovi¢ ve Vukojevi¢, 2011).
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Cladonia furcata sekonder metabolit olarak atranorin ve fumarprotocetrarik asit igerir
(Culberson, 1969). Bununla birlikte, likensilerin tiimor hiicrelerinde apoptoz indiiksiyonu
tizerindeki etkileri hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Bu tez g¢aligmasindaki akciger
kanseri ve meme kanseri timdrleri iizerine etki eden liken uygulama gruplart ile apoptoz

ve nekroz ¢alisilmistir.

2009 yilinda yapilan bir ¢alismada, C. furcata'nin aseton ve metanol ekstraktlarinin
Bacillus mycoides, Enterobacter aerogenes, Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae ve
Staphylococcus aureus'u inhibe ettigini, ancak C. furcatamin sulu ekstraktinin test
mikroorganizmalarina karsi etkisiz oldugunu ortaya koymustur (Rankovi¢, MiSi¢ ve

Sukdolak, 2007).

Lin ve arkadaslarinin insan 16semi hiicrelerinde yaptigi bir ¢alismaya gore, in vitro
olarak C. furcata ile tedavi edilen K562 hiicrelerinde apoptoz olusumunu gii¢lii bir sekilde
gostermistir. Kromatinde yogunlasma, niikleer parcalanma ve apoptotik cisimler gibi hiicre

morfolojisindeki degisiklikler, apoptozun en giivenilir belirteci olmustur (Lin vd., 2003).

Apoptoz, karakteristik bir morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler degisim modeli
tarafindan taninan spesifik bir hiicre 6liimii modudur. Bu hiicre 6limii modu, son

zamanlarda onkolojinin ilgi odag: haline gelmistir (Marx, 1993).

Meme kanserinin tedavisindeki 6nemli ilerlemelere ragmen, bu hastalik kanser
Oliimlerinden ikinci sirada yer almaktadir. Yapilan arastirmalarda 250’den fazla vaka
incelenmis olup diyetsel fitokimyasallarin, liflerin tiiketimi arasinda ters bir iligski oldugunu
gostermektedir (Borek, 2004). Arastirmalar sonucunda C. furcata likeninin K562 hiicre

proliferasyonunu tizerinde inhibe edici etkisi MTT testi ile kanitlanmistir (Lin vd., 2001).

Bu arastirmada insan meme kanseri hiicre hattt MDA-MB-231’e C. furcata metanol
ekstrati uyguland1 ve MTT canlilik testi ile kanserli hiicreler iizerinde olusturmus oldugu
sitotoksisite ile etkisi tespit edildi. C. furcata’nin 10 ve 30 pg/ml’lik uygulama gruplarinda

da hiicre canliliginin azaldig1 goézlemlendi ancak hiicrelerin %50’sinin ldiigii deger olan
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LDso degeri 60 pg/ml olarak tespit edildi. Hiicrelerin tamamini 6ldiiren LD1oo degeri ise
120 pg/ml olarak tespit edildi. MTT sonuglarimiz Z. Kocakaya ve ark. sonuglari ile
korelasyon gostermektedir ve bu ¢alisma ile benzer sonuglar elde edilmistir (Kocakaya, M.
Kocakaya ve Seker, 2021). Genotoksik olarak DNA hasarmin dlglimiinde komet testi
kullanilmistir. Tek ve ¢ift sarmal kiriklarini, alkali kararsiz bolgeleri hatali onarim yerlerini
ortaya ¢ikarir (Burlinson, 2007). Calismamizda artan dozlarda MDA-MB-231 hiicrelerine
uygulanan C. furcata, kanserli hiicrelerde DNA hasar olusumuna neden olup liken
uygulama gruplarinin kanser iizrerine koruyucu bir etki sergiledigini ortaya koydu. Artan
doza bagh gergeklesen kuyruk miktarindaki artis ve hiicre sayisindaki azalis kontrole

kiyasla en anlaml ve {istiin etkiyi 60 pg/ml konsantrasyonundaki doz ile gostermistir.

SOD, siiperoksit radikalinin Oz ve H202’ye dismutasyonunu katalizleyen enzimatik
bir antioksidandir (Young ve Woodside); (Willoughby ve Truelove, 2001). Bu tez
calismasinda C. furcata uygulanan grubun SOD aktivitesi kontrol grubuyla

kiyaslandiginda, SOD aktivitesinde bir diislis meydana geldigi tespit edilmistir.

H20: hiicreler icin toksik bir etkiye sahip olan reaktif oksijen bilesigi olup
ortamdan CAT ve GPx tarafindan uzaklastirilir. CAT enzim aktivitesi H2O2‘nin su ve
oksijene bozunmasini saglamaktadir (Limoén-Pacheco ve Gonsebatt, 2009). Bu tez
caligmasinda C. furcata uygulanan grup kontrol grubuyla karsilastirildiginda, kontrol
grubu ile 10 pg/ml liken uygulama grubu arasinda CAT aktivitesinde istatistiksel olarak
bliyiik bir degisim gostermezken diger uygulama gruplarinda kontrole kiyasla oldukca
biiyiik bir diisiis meydana geldigi tespit edilmistir. CAT enzimindeki seviyenin diismesi
hiicrelerde enzimlerin etki edecegi H20- birikimine kars1 etkisinin azalmasi1 yoniinde giiglii

bir olasilig1 da akla getirmektedir.

GPx; H202nin hidroksil radikali olusturmasina engel olmak i¢cin GSH kullanan ve
sonucunda GSSG ve H>O olusturan enzimatik bir antioksidandir (Sen vd., 2010). Hiicre
icerisinde CAT, H202’nin yiliksek miktarlarinda rol oynarken, GPx disiik
konsantrasyonlarda daha etkindir (Willoughby, 1980). Bu tez c¢alismasinda, liken

uygulama gruplarinin GPx aktivitesi bakimindan kontrol grubu ile kiyaslandiginda, GPx
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aktivitesinde bir diisiis meydana geldigi tespit edildi. Boylece H2O> miktarmin diisiik

seviyelerini artirdig1 diistindiirm{istir.

MDA, hiicre zarinda bulunan bilesiklerin baglanmasini bozarak iyon gegirgenligini
degisimini olumsuz etkileyerek hiicre iginde zincir reaksiyonlari gibi sonuglara neden
olmaktadir (Monaghan, Metcalfe ve Torres, 2009). Yaptigimiz bu tez c¢alismasinda C.
furcata’min  en yiiksek miktarda uygulanan hiicrelerindeki antioksidan aktivite
seviyelerinden farkli olarak lipit peroksidasyonu sonucunda olusan MDA degerlerinde bir

artis oldugu tespit edildi.

Sonug olarak Cladonia furcata’ya ait liken ektresi meme kanseri hiicre hatt1t MDA-
MB-231 iizerine uygulanmistir. MTT yo6ntemi ile yiiksek dozlarda canli hiicrelerde 6liime
sebep oldugu ve komet yontemi ile yine artan dozlarda meme kanseri hiicre hatt1t DNA’s1
tizerinde hasar olusumuna sebep oldugu belirlendi. Ayrica C. furcata’nin; MDA-MB-231
hiicrelerindeki SOD, CAT, GPx enzim etkinligini diisiirdiigii ve MDA degerlerini oldukga
artirdig1 tespit edilmistir. Bu tez ¢alismasi sonucunda elde edilen antioksidan enzim
aktiviteleri ve MDA sonuglar1 beraber degerlendirildiginde C. furcata uygulamasinin

MDA-MB-231 hiicrelerinde enzimatik etkinligi diistirdiigii belirlendi.

Apoptoz nekroz bakimindan MDA-MB-231 hiicreleri iizerine uygulanan C. furcata
likeninin artan dozlarda uygulama gruplar1 ile kontrol grubu karsilastirildiginda hiicre
Oliiminiin doza bagli olarak artig1 tespit edilmistir. Artan dozlarda C. furcata likeni
uygulama gruplari ile kontrol kiyaslandiginda LDsp degerinin 60 pg/ml’lik dozda oldugu,
hiicrelerin tamaminin 6ldigii LDioo dozun ise 120 pg/ml’lik dozda oldugu MTT testi

sonuglariyla birlikte dogrulanmstir.
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