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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

RHIZOPLACA MELANOPHTHALMA VE RHIZOPLACA CHRYSOLEUCA LiKEN
EKSTRELERININ ANTIKANSER OZELLIiKLERININ BELIRLENMESI

ALEYNA BOZKURT

YOZGAT BOZOK UNIVERSITESI
LiSANSUSTU EGITIM ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIM DALI

TEZ DANISMANI: Do¢. Dr. Mustafa KOCAKAYA

Likenler, mantarlar ve fotosentetik alglerden meydana gelen simbiyotik organizmalardir.
Calisilan Rhizoplaca melanophthalma (DC.) Leuckert & Poelt ve Rhizoplaca chrysoleuca
(Sm.) Zopf likenlerinden elde edilen ekstrakt ¢ozeltisinin kanser hiicrelerini inhibe ettigi
MTT testi ile belirlenmistir ve R. Melanophthalma likeninin LCso degeri 92 pg/ml olup R.
chrysoleuca likeninin de LCso degeri 46 ng/mL olarak tespit edilmistir. Bu ¢aligmanin amaci,
memeli hiicre kiiltiirii olan MDA-MB-231 {izerindeki R. melanophthalma ve R. chrysoleuca
ekstrakt dozlarmin (23-182 pg/ml) farkli biyolojik aktivitelerinin belirlenmesidir. Bu
calismada meme kanseri hiicre hattt MDA-MB-231 hiicreleri iizerinde liken uygulama
gruplarinin gdsterdikleri biyolojik aktivite MTT testi, Apoptoz testi, Komet testi, MDA
seviyesi ve antioksidan enzim aktiviteleri ELISA testleri uygulanarak antikanser etkisi
ortaya konulmustur. Yapilan biyolojik testlerin degerlendirmelerine gore R. melanophthalma
ve R. chrysoleuca likenlerinin ektraktrarinin artisiyla birlikte hiicrelerin canli kalma
kapasitesi azalmistir. Apoptoz ve nekroz tespiti i¢in uygulanan liken ekstraktlarinin kanserli
hiicreler tlizerinde Oldiirticii etkisi tespit edilmistir. Komet testi ile artan doza bagli olarak
DNA hasan istatistiksel verilerle beraber belirlenmistir. Antioksidan ELISA testleri
sonucunda enzimatik aktivitenin azaldigt ve MDA miktarinda artis oldugu ortaya
koyulmustur. Yapilan bu g¢alismanin sonunda R. melanophthalma ve R. chrysoleuca
likenlerinin MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicre hattinda kansere kars1 koruyucu etkisi
in-vitro kosullarda tespit edilmistir. Bu c¢alisma sonuglar1 gostermistir ki, likenlerin
antikanser ¢alismalarinda kullanilmasi, sekonder metabolitlerinin belirlenmesi ve biyolojik
aktivitelerinin ortaya konulmasi insan saglig1 agisindan ¢ok biiyiik katkilar saglayacaktir.

2024, xiii + 47 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Apoptoz Testi, MTT Testi, Meme Kanseri, Rhizoplaca
melanophthalma, Rhizoplaca chrysoleuca.



ABSTRACT

MASTER THESIS

DETERMINATION OF THE ANTICANCER PROPERTIES OF RHIZOPLACA
MELANOPHTHALMA AND RHIZOPLACA CHRYSOLEUCA LICHEN EXTRACTS

ALEYNA BOZKURT

YOZGAT BOZOK UNIVERSITY
SCHOOL OF GRADUATE STUDIES
BIOLOGY DEPARTMENT

Assoc. Prof. Dr. Mustafa KOCAKAYA

Lichens are symbiotic organisms consisting of fungi and photosynthetic algae. The inhibition
of cancer cells by the extract solution obtained from Rhizoplaca melanophthalma and
Rhizoplaca chrysoleuca lichens was determined by MTT test and the LCso value of R.
melanophthalma lichen was 92 ng/mL and the LCso value of R. chrysoleuca lichen was 46
pg/mL. The aim of this study was to determine the different biological activities of R.
melanophthalma and R. chrysoleuca extract doses (23-182 pg/ml) on mammalian cell
culture MDA-MB-231. In this study, the biological activity of lichen treatment groups on
breast cancer cell line MDA-MB-231 cells was determined by MTT test, Apoptosis test,
Comet test, MDA level and antioxidant enzyme activities ELISA tests. According to the
evaluations of the biological tests, the survival capacity of the cells decreased with the
increase of the extracts of R. melanophthalma and R. chrysoleuca lichens. Lichen extracts
applied for the detection of apoptosis and necrosis had a lethal effect on cancerous cells.
DNA damage was determined by Comet test with statistical data depending on the increasing
dose. Antioxidant ELISA tests revealed a decrease in enzymatic activity and an increase in
the amount of MDA. At the end of this study, the protective effect of R. melanophthalma
and R. chrysoleuca lichens against cancer in MDA-MB-231 human breast cancer cell line
was determined under in-vitro conditions. The results of this study showed that the use of
lichens in anticancer studies, determination of their secondary metabolites and
demonstration of their biological activities will make great contributions to human health.

2024, xiii + 47 Pages

KEYWORDS: Apoptsis Test, MTT Test, Breast Cancer, Rhizoplaca melanophthalma,
Rhizoplaca chrysoleuca.
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SIMGELER ve KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar1 ile birlikte asagida
sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

cm? : Santimetrekare
CO2 : Karbondioksit
dH20 : Distile Su

gr : Gram

H20 : Su

H20: : Hidrojen Peroksit
L : Litre

LCso : %50 Oldiiriicii Doz
mL : Mililitre

m? : Metrekare

nm : Nanometre

02 : Oksijen

ng : Mikrogram

ul : Mikrolitre

uM : Mikromolar

pm : Mikrometre

°C : Derece Santigrat
Kisaltmalar Aciklamalar
ATCC : Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu
CAT : Katalaz

Xil



DMEM : Dulbecco’nunModifiye Edilmis Eagle Medyumu

DMSO : DimetilSiilfoksit

HER2 : Biiylime Faktorii Reseptorii
EDTA : EtilendiaminTetraasetik Asit

ER : Ostrojen Reseptorii

EtBr : Etidiyum Bromiir

FBS : FetalBovine Serum

GPx : GlutatyonPeroksidaz

GSH : Glutatyon

LMA : Diisiik Erime Noktali Agaroz
LPO : Lipit Peroksidasyonu

MDA : Malondialdehit

MDA-MB-231 : Insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1
MKC : Meme Koruyucu Cerrahi

MTT : 3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid
NMA : Yiiksek Erime Noktali Agaroz
PBS : Fosfat Tamponu

PR : Progesteron Reseptori

ROT : Reaktif Oksijen Tiirleri

SOD : SiiperoksitDismutaz
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1. GIRIS
Giiniimiizde kronik hastaliklar, kisilerin giinliik aktivitelerinin kapasitesini azaltan ve fenotip
olarak gozle goriilen degisimlere yol acan, yasam boyu siiren veya uzun siireli tedavi
gerektiren fakat tam anlamiyla iyilesmeyen hastaliklardir (Bayramova & Karadakovan,
2003; Sav vd., 2015). Bu kronik hastaliklardan biri olan kanser normal olmayan hiicrelerin
kontrolsiiz bir sekilde c¢ogalmasi olarak tanimlanmaktadir. Giiniimiizde c¢ok fazla

goriilmektedir ve bir¢ogu 6liim ile sonug¢lanmaktadir. Bu sebeple diinyada en 6nemli saglik

sorunlart igerisinde yer almaktadir (Parkin, 2006).

Diinya’nin her yerinde, bilim insanlar1 viicudun kansere olan bagisikligini giiclendirmek i¢in
bitkisel ilaglar iizerine ¢aligmaktadir. Antikanser; bu bitkilerin farkli bir¢ok bilesenlerinin
etkisini ¢ozerek kanserli hiicrelere, viicudun saglikli hiicrelerine zarar vermeyecek sekilde

tasarlanabilmektedir (Eroz vd., 2012).

Likenler mavi-yesil alglerin, siyanobakterilerin ve mantarlarin ortak yasamlarin1 hemen
hemen 20.000 tiir ile ifade eden 6nemli 6rneklerdir (John, Giiveng & Tiirk, 2017). Likenlerin
bu yasam ortakliklarindan mantar ile olan ortakligi i¢in ‘mikobiyont’ olarak bahsedilirken,
simbiyotik ortakligindan ‘simbiyont’ ve fotosentez yapan i¢in ‘fotobiyont’olarak bahsedilir
(Sevgi & Tecimen, 2012). Likenler; yeryiiziinde bir¢cok ekosistemde (agag, toprak, kayac
vb.) gelisen canlilardir ve genis cografi dagilimlar1 s6z konusudur. Bu 6zellik bakimindan
sagladig1 avantaj ise; yavas biiyliyen ve ¢ok yillik olan likenler, her mevsim farkli olan diger

cicek tiirlerine nazaran tek morfoloji gdsterirler (Oksanen, 2006).

Avrupa iilkeleri basta olmak iizere pek cok iilkede dogal bitkisel ekstreler ile kanser
hiicrelerine karsi caligmalar olduk¢a yogun olarak yer almaktadir. Ancak son on yilda
ozellikle likenlerden elde edilen sekonder metabolitleri ile kanser hiicreleri tizerinde yapilan

caligmalar ilag aday1 olarak umut olmaktadir (Ziech vd., 2012).

Bu tezin amaci Rhizoplaca melanophthalma ve Rhizoplaca chrysoleuca liken ekstrelerinin
in vitro kosullarda MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicre hattinda antikanser olarak

koruyucu 6zelliklerinin tespit edilmesidir.



2. GENEL BILGILER

Kanser giinlimiizde en 6nemli kronik hastaliklarin basinda gelmektedir. Bati toplumlarina
bakildiginda ii¢ kisiden birinde kanser goriiliirken insanlarin beste biri ise bu hastaliga bagh
olarak olmektedir. Kanserin %10-15"1 genetik olarak aktarilirken geri kalan %85-90°1ik
kismi ise insanin canli hiicrelerinin DNA’sinin hayati boyunca maruz kaldig1 cesitli
kanserojenlere ve hiicre boliinmesi sirasinda olusan hatali DNA kopyalanmasina bagli olarak
sekillenmektedir (Williams, 2001). Amerika Birlesik Devletleri’'nde yaklasik olarak 14
milyon kanserli insan oldugu ve her yil bu hasta sayisinin yaklagik olarak 1,6 milyon
seyrettigi bilinmektedir. Yeni hastalarin %53 iiniin de 65 yas iistii oldugu belirtilmistir (Levit
vd., 2013). Tiirkiye’de bu hastaligin goériilme sirasi, 10 iilke arasindan 7’dir. 2018 yilinda
Tirkiye’de insan niifusu 81.916.866 iken, kansere bagli yeni vaka sayis1 210.537°dir ve bu
hastaliktan 6len insan sayis1 116.710 olarak bilinmektedir. 2020 yilinda Tiirkiye niifusunun
84.339.067 olarak artis gostermesiyle beraber yeni kanser vakalarinin sayisi ise 233,834
olarak kaydedilmistir. Kansere bagli yasamini yitiren insan sayisi ise 2020 yilinda 126.335
olarak kayitlara gegcmektedir. Bu verilere gore 2018 yilina kiyasla 2020 yilinda yar1 oranda
artis goriilmektedir. (Akeren & Hintistan, 2021).

Kanserin tedavileri arasinda hormon tedavileri, kemik iligi nakli, kdk hiicre tedavisi ve
ameliyat gibi yontemler kullanilmaktadir. Bu tedavi yontemlerinden biri olan kemoterapi;
kanserli hiicrelerin kontrolsiiz biiylimesini, kimyasal ve biyolojik ajanlar yardimiyla
engellemeyi amaclamaktadir. Tedavi sirasinda kullanilan ilaglar k6tii huylu hiicrelerin
yaninda normal hiicrelere de zarar vermektedir. Giinliimiizde sentetik ilaglarin yan etkilerinin
artmasi nedeniyle dogal olan {iriinlere 6nem artmis bununla birlikte likenlerde dahil olmak
lizere birgok organizmanin incelenip, bu canlilar iizerinde ileri arastirmalarin yapilmasi
saglanmistir (Cleeland, 2007; Baykara, 2016). Mantarlardan, bitkisel yapilardan ve ¢esitli
organizmalardan elde edilen ekstraktlarda yer alan metabolitler sayesinde bir¢ok tedavi edici
yontemler bulunmustur. Fotobiyont kismini alglerin, mikobiyont kismini da mantarlarin
olusturdugu simbiyotik organizma olan likenler, kendilerine has olan 6&zellikleriyle
metabolitleri iireten canlilardir (Miiller, 2001). Bu metabolitler ile antikanser iizerine
literatiirde bir¢ok calisma yer almaktadir ve sekonder metabolitlerin apoptotik hiicre Sliimii,
telomeraz aktivitesinin engellenmesi ve aerobik glikolizasyonun inhibisyonu gibi ¢alismalar
yapilmistir. Likenlerden elde edilen ve iizerinde en ¢ok calisma yapilan sekonder metabolit
ise usnik asittir. Usnea, Rhizoplaca, Cladonia tiirlerinde diger tiirlere nazaran daha yaygin

olarak goriilmektedir. Rhizoplaca tiirlerinde usnik asit oranina bakildiginda %4’lik bir
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rakamla karsilagilmaktadir (Cansaran vd., 2006). Asya ve Avrupa iilkelerinde bu maddenin
ayn1 zamanda medikal alanlarda ilag olarak kullanildig1 bilinmektedir. Bundan kaynakli;
antiviral, antibakteriyal ve analjezik etkileri iizerine ¢calismalar yapilmaktadir (Ingolfsdottir,

2002; Odabasoglu vd., 2006).
2.1. Kanser

Kanserin insan sagligimi ciddi derecede etkileyen hastalik oldugu uzun yillardir
bilinmektedir. Gegmisten giinlimiize bu hastalikla alakali bir¢ok degisim olmustur. 1900 ve
1920’11 yillarda kansere kars1 farkli bir yaklasim benimsenmistir. Bu yaklasima gore hasta
yakinlarina kanser teshisi kondugu sdylenmekte fakat hasta olan insanlara bu durum
sOylenmemektedir. 1940’11 yillarin basinda, ilaclar ile tedavi yontemleri arastirilmaya

baslamasiyla kanser 6liim demektir yaklasimi kabul edilmistir (Samur vd., 2000).

Canlilarin temel yap1 tasit hiicrelerdir. Hiicreler, hormon ve enzimler gibi uyaricilar
aracilifiyla canlinin temel ihtiyacina gore diizenli sekilde gelisir, biiyiir, boliiniir, yaslanir ve
oliir. Kanser, cesitli genetik ve cevresel faktorlerin etkisiyle viicudun herhangi bir yerinde
DNA hiicrelerinin hasar almasi sonucu olusan anormal bir hizda biiylimesi ve ¢ogalmasi ile
olusan hastaliklarin genel bir adidir (Vermeulen vd., 2003). Bu ¢ogalan hiicrelerin kan veya
lenf diginda ilk olusum saglanan yerden farkli olarak baska yerlere sigramasina metastaz
denir. Kanser hiicreleri, tlimorden belirli bir sebepten dolay: ayrilirsa kan ve lenf dolagimi
sayesinde diger yerlere gecis yapabilmektedir. Bulunduklar1 boélgede yeniden koloni
seklinde tiimor olusturup kontrolsiizce biiyiimeye devam ederler. Bu hiicrelerin saglikl
hiicrelerden farki ise apoptoza ugramamalar1 ve birbirlerine yapisik olmamasidir. Hiicreler
kansere neden olan bu etkenler ile karsi karsiya kaldiklarinda tiimorleri olusturur ve
mutasyonlart meydana getirir. Bagisiklik sistemi ise normalde kanserlesmis hiicreleri
yakalayip yok edebilme yetenegine sahiptir ancak kanser hiicreleri bagisiklik sisteminden
kagmaktadir. Iyi huylu kanser ¢ok nadir yayilma gosterirken, kotii huylu kanserde hiicreler
biiyiiyerek yayilma gostermektedir (Topal vd., 2009; Oncel, 2012; Barbaros & Dikmen,
2015).

DNA dizisindeki degisiklikten kaynaklanmayan gen fonksiyonlarini inceleyen bilim dalina
epigenetik denir. Kanserlerin ortaya ¢ikma sebebi genellikle DNA dizisindeki anormallikten
olusur. DNA iizerinde meydana gelen bu somatik mutasyonlar, bir genin islevini degistirerek
hiicreye biiylime olanagi saglamaktadir (Feinberg vd., 2006). Saglikli hiicreler genelde

bliylimek i¢in sinyallere ihtiyag duyarlar. Molekiiler kaskad olarak bilinen yontem ile



sinyallerin bir hiicreden digerine iletilmesi ger¢eklestirilir. Kanser hiicrelerinde bulunan
onkogenler ¢ogalmayi saglar ve biiylime sinyali olarak islev gormektedir. Onkogenlerdeki
mutasyonlar, sirasiyla bir genin normal islevinin bozulmasina veya artmasina yol acar. Bu
tir genlerin anormal bir sekilde etkinlestirilmesinin  kanserin  baslangiciyla
iligskilendirilebilecegi one siirlilmistiir. Arastirmalar, epigenetik degisikliklerin genetik
degisiklikleri tetikleyebilecegini ve bu degisikliklerin tiimdriin ilerlemesine ve baglamasina

etki edebilecegi hipotezini desteklemektedir (Feinberg vd., 2006; Witsch vd., 2010).

Bir onkogen etkisi sonucu, hiicre ¢cogalmasina benzer kritik bir durum algilandiginda hiicre
Oliimiinii baglatan apoptozis yolu devreye girer. Bu, organizmanin saglikli hiicre sayisin
kontrol etmek i¢in 6nemli bir mekanizmadir (Evan & Littlewood, 1998). Genellikle bu siire¢
mitakondri tarafindan sitokrom C’nin pro-apoptotik sinyallere karsilik olarak
salgilanmasiyla baslamaktadir. P53 gibi tiimor baskilayici proteinler, apoptozis yolunu
etkileyen 6nemli proteinledir. Bu proteinler, hiicrenin 6liimiinii hizlandirarak, hiicrelerin pro-
apoptotik olarak adlandirilan 6liim genlerinin daha fazla tiremelerini tesvik eder. Bu nedenle,
hiicreler daha fazla apoptozis yoluyla 6lme egilimindedir ve bu anormal hiicre ¢ogalmasini
kontrol etmeye yardimci olabilir ve sonug olarak hiicre kanser ile miicadele edebilmektedir

(Green & Reed, 1998).

Hiicre siklusu dinlenme ve boliinme olarak iki evreden olusmaktadir. Dinlenme dénemi GO
faz1 olarak adlandirilir ve yagamsal olaylarin devam ettigi donemdir. Boliinme doneminde
mitoz boliinmeye hazirlik yapilmaktadir. G1, S ve G2 olmak iizere {ige ayrilir. G1 fazi en
uzun faz olup DNA replikasyonu i¢in gerekli olan protein iiretimi ve RNA iiretiminin oldugu
evredir. S fazinda DNA replikasyonu i¢in gerekli bolgeler isaretlenir ve DNA diploid hal
alir. G2 faz1 hazirlik evresidir, transkripsiyon ve translasyon tekrar hazirlanmaktadir.
Hiicrenin iki es haline geldigi mitoz boliinme asamasi ise M fazidir (Moses, vd., 1990; Foley
& Eisenman, 1999). DNA tamir genlerindeki mutasyonlar, hiicrelerin kontrolsiiz boliinmeye
devam etmelerine yol acabilir. Bu tiir mutasyonlar, hiicrelerin DNA hasarin1 diizeltme
yeteneklerini kaybetmelerine neden olur. Sonug olarak, bu hiicrelerde genetik hatalar birikir
ve bu hatalar kanser gelisimine katkida bulunur. Ote yandan, DNA tamir genlerindeki
mutasyonlar ayn1 zamanda onkojenik fonksiyonlarinin ortaya ¢ikmasina da yol agabilir. Bu
nedenle, DNA tamir genlerindeki mutasyonlar kanser gelisimine katkida bulunan iki yonlii
etkiye sahip olabilir. Bir yandan tiimor baskilayici islevler kaybedilirken diger yandan
onkojenik ozelliklerin agiga ¢ikmasina neden olabilmektedir (Flatt & Pietenpol, 2000;
Cheng vd., 1998).



2.2. Kanser Tiirleri

Farkli isimlere gore bir¢ok kanser tiirii bulunmaktadir. Bu tiirler akciger kanseri, prostat
kanseri, safra kesesi kanseri gibi hiicre tipi ve bulunduklar1 organa gore sekillenmektedir
(Babag vd., 2023). Meme kanseri, bu tiirler arasinda akciger kanserinden sonra goriilen en

yaygin ikinci kanser tiirleri arasinda yer almaktadir (Kozan & Tokgoz, 2016).
1.Karaciger Kanseri
2.Safra Kesesi Kanseri
3.Akciger Kanseri
4.Bas ve Boyun Kanserleri
5.Kolorektal Kanserler
6.Pankreas Kanseri
7.Uriner Sistem Kanserleri

a. Mesane Kanseri

b. Bobrek Kanseri
8. Ozefagus ve Mide Kanseri
9. Endokrin Bezleri Kanseri
10. Cilt Kanserleri
11.Meme Kanserleri
12.Kemik Kanserleri
13.Jinekolojik Kanserler
14.Erkek Genetik Organ Kanserleri
15.Merkezi Sinir Sistemi Kanserleri
16.Multiple Myeloma
17.Lenfomalar

a. Non-Hodgkin Lenfoma

b. Hodgkin Lenfoma

18.Ldsemiler



a. Akut Lenfoblastik Losemi
b. Akut Myeloblastik Losemi
c. Kronik Lenfositik Losemi
d. Kronik Myelositik Losemi

2.3. Meme Kanseri
2.3.1. Meme Kanserinde Epidemiyoloji

Meme kanseri diinya iizerinde 4,4 milyondan fazla kadinda goriilmekte olup tiim kanserlerin
yaklasik olarak %31’ini olusturmaktadir (Smigal vd., 2006). 2005 yilinda Boyle ve Ferlay
tarafindan yapilan aragtirmaya gore, gelismis lilkelerde 636,128 meme kanseri vakasi tespit
edilmis ve bunlarin 189,765’1 maalesef oOliimle sonuclanmistir. Ayrica ayn1 donemde
gelismekte olan iilkelerde 514,072 meme kanseri vakasi rapor edilmis ve bu vakalarin
220.648’1 dliimle sonuclanmistir. Sonug olarak bu arastirma, 1950 yilindan giiniimiize kadar
olan siirecte meme kanseri insidansinin her yil %2’lik bir oranda arttigin1 gostermektedir.
Bu arastirmada, Avrupa iilkelerinde en sik karsilagilan kanser tiirlerinin iginde meme
kanserinin %13’liikk oraniyla iiciincii sirada yer aldig: tespit edilmistir (Boyle & Ferlay,

2005).

Meme kanseri goriilme riskleri arasinda yas faktorii de bulunmaktadir. 30-34 yas arast %0,25
ve 45-49 yas kadinlarda %0,2 olarak saptanmistir. 40-50 yas araliginda artis goriilmekle
birlikte 50°’den sonra menopoz donemine gecis bulundugundan diisiis goriilmektedir (Key

vd., 2001; Winters vd., 2017).
2.3.2. Meme Kanseri Etiyolojisi

Meme kanseri etiyolojisi, bir dizi farkli faktore bagl olarak degisebilir. Baz1 faktorler,
genetik gibi meme kanseri riskini etkileyen ve degistirilemeyen faktorler arasinda yer
alirken; beslenme, fiziksel aktivite, davranig gibi c¢evresel ve kisisel faktorler ise
degistirilebilir risk faktorleri olarak kabul edilir. Meme kanseri riskini belirleyen temel
faktorler; yas, cografi konum, yumurtalik aktivitesinin spesifik gostergeleri, iyi huylu meme
hastalig1 oykiisii ve aile gegmisinde meme kanseri bulunup bulunmamasi detaylarini igerir.
Diisiik seviyelerdeki androjen metabolitlerinin viicuttan atilmasinin meme kanseri riskini

biiylitmektedir (MacMahon vd., 1973).



2.3.3. Meme Kanserinin Siniflandirilmasi

Meme kanserini molekiiler olarak dort alt tip seklinde siniflandirabiliriz. Bunlar; Luminal A,
Luminal B, HER2 ve bazal tip olmak {izere adlandirilir. Hormon reseptdrleri kanserin
Ostrojen ile progesteron varligini veya yoklugunu, kanser hiicrelerinin ise bu hormonlara
karsi duyarli olup olmadigin1 gostermektedir. Estrogen reseptorii (ER) ve progesteron
reseptOrii (PR) pozitif olurken HER2 reseptdrii negatif ekspresyon kanserleridir. Bu ii¢ tip
en yaygin goriilen alt tiplerdir (Howlader vd., 2014).

Luminal A en yaygin alt tiptir. Luminal A timorleri Luminal B kanserine gore Ostrojen
reseptorii (ER) ile iligkili genler arasinda daha diisiik diizeyde ifade edilirken, hiicresel
cogalma ile ilgili genler arasinda daha az aktif oldugu tiimoérlerdir. Luminal B tiimdrleri
Luminal A tiimorlerine gore daha kétii bir prognoza sahiptir. Bu tiimorlerin seyri hastaliin
ilerlemesi ve tedaviye verilen yanit acisindan olumsuz egilim gotermektedir. Luminal A
endokrin tedavisine olumlu yanit verirken, Luminal B kemoterapi ve hormonal tedavinin
beraber yiiriitilmesinden yararlanilmaktadir. HER2 asir1 ekspresyonlu meme tiimdrleri, koti
bir prognoza sahiptir ve kemoterapiye daha iyi patolojik yanit oranlar1 verme egilimindedir.
Son olarak Bazal tip (li¢lii negatif) ise ER-PR-HER2- tiimérlerden olugmaktadir. Diger alt
tiplere nazaran daha erken hasta yasi ile iligkilidir. ER-PR-HER2 negatif olan meme
kanserleri hormon reseptorleri ve HER2 tarafindan etkilenmeyen tiimorlerdir (Dai vd.,
2015). Meme kanseri ile ilgili yapilan calismalarda farkli hiicre hatlar1 kullanilabilir.
Kullanilan bu hiicre hatlarinin her birinin 6zellikleri birbirinden ayrim gostermektedir ve
mekanistik ¢alismalarda genellikle tercih edilmektedir. Ornegin T47D ve BT474 hiicre
hatlar1, invaziv duktal karsinom olarak adlandirilan ve luminal alt tipi olarak siniflandirilan
meme kanserlerinin hiicre hatlaridir. Metastatik adenokarsinom alt tipinde yer alan bazal
hiicre hatlart MDA-MB-231 ve MDA-MB-468°dir ve bu hiicre hatlar1 ER-negatif (ER-)
hiicre hatlaridir. T47D ve MCF-7 hiicre hatlar1 ise ER-pozitif (ER+) hiicre hatlar1 olarak
kategorize edilmistir (Driessens vd., 2009; Li vd., 2017).

2.3.3.1. MDA-MB-231

MDA-MB-231 hiicre hatti, ilk olarak 17 Ekim 1973 tarihinde M. D. Anderson Kanser
Merkezi'nde, metastatik meme kanserli bir hastanin plevral efiizyonundan alinan 6rneklerde
incelenmistir. Bu nedenle MDA-MB-231 hiicre hatti metastatik bir hiicre hattidir. Bu hiicre
hattinin yapisma yetenegi oldugundan in-vitro kiiltiir caligmalarinda rahatlikla kullanilabilir

(Cailleau vd., 1974). MDA-MB-231 hiicre dizisi TNBC (Triple-Negative Breast Cancer) tipi



olup meme kanserinin ii¢ belirleyici reseptorleri olan ER, PR ve HER?2 ile negatif oldugunu
belirtmektedir. Bu tip meme kanseri kisaca ER, PR ve HER2 reseptdrlerine ait olmayan ve
ifadelerini gostermeyen kanser alt tipidir. Bu tip meme kanserinde ise erken teshis ve tedavi

onemli rol oynamaktadir (Kenny vd., 2007) (Sekil 2.1).

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

2.4. Likenler

Likenler tek basina birer organizma degildir. Mantarlar ve fotosentetik alglerden meydana
gelen simbiyotik birlikteliklerdir. Bagka bir deyisle alg ve mantarlarin bir araya gelerek
olusturdugu morfolojik ve fizyolojik birliklerdir. Likenler kendilerini meydana getiren alg
ve mantarlardan morfolojik olarak farkli yapiya sahiptir. Mantar ve alg bilesenleri ayirt
edilebilir. Bu biyolojik yapinin %90°lik kismin1 fungal olusturmaktadir. Likenlerin
bilesenlerinden olan mantarlar genelde Ascomycetes sinifina ait heterotrof organizmalardir
ve nadiren Basidiomycetes sinifina dahil olan organizmalar da bulunabilirler. Ayrica alg
tiirlerinin cogu, mantar kismi1 (mikobiyont) olmadan da gelisimini devam ettirebilmektedir.
Likenlerin yapisindaki diger organizma olan algler ise genellikle Chlorophyceae (yesil
algler), nadiren Cyanophyceae (mavi-yesil algler) sinifina giren ototrof organizmalardir

(Tyler, 1989).

Likenler morfolojik yapilarina gore ii¢ sinifa ayrilmaktadir. Kabuksu, yapraks: ve dalsi
seklinde smiflandirilmaktadir. Uzerinde yasadiklar: substratlara gore; epigeik (dokiintiiler
ve 0lli yosun tabakalari lizerinde yasayan likenler), epifitik (aga¢ govde ve dallar iizerinde
yasayan likenler) ve epilitik (kaya ve taglar lizerinde yasayan likenler) olarak ii¢ gruba
ayrigmaktadir. Zengin cesitliligi acisindan yiiksek daglardan kiy1 kesimlerinde, kayalarin
tizerinde, ¢ollerde, kutuplardan tropikal bolgelere dagilim gostermektedir ve farkli iklim
kosullarinda yasayabilmektedir (Sloof, 1993). Ge¢miste likenler bir¢ok farkli amaglar i¢in

kullanilmistir. Hastaliklarin arastirilmasinda kullanilan bazi liken tiirleri mevcuttur. Ornegin



Lobaria pulmonaria L. (Akciger likeni), yapist akcigere benzediginden solunum yolu
hastaliklar1 lizerinde arastirilmalar yapilmistir. Sarilik hastaligini tedavisinde renginden
taninan Xanthoria parietina L. kullanilmistir. Ayrica likenlerin sahip oldugu dogal
antioksidan aktivitesi, onlarin besin seklinde tiiketilmesi halinde yasam siiresini uzatma ve

antimutajenik etkileri de bilinmektedir (Altun, 2007).

Birgok farkli iilke olmak {izere 6zellikle Avrupa'da kanser hastaligiyla miicadele i¢cin dogada
bulunan sifali yapilarin ekstrelerinin hastalik {izerine etkilerini inceleyen c¢ok fazla
caligmalar yapilmaktadir. Diinya geneline bakildiginda organizmalardan elde edilen
bilesenlerin kanser hiicrelerine kars1 potansiyel etkilerini aragtiran ¢aligmalar yogun olarak
yiriitiilmektedir. Kanser hiicrelerine kars1 likenlerin sitotoksik etkisi hiicre dongiisiinii
G2/M, S veya GO0/G1 fazlarinda durdurma etkisiyle iligkilendirilmistir. Bu etki; apoptoz,
nekroz ve otofaji sayesinde kanserli hiicrelerin zarar gérmesini saglamaktadir (Yurdacan vd.,

2019).

Farkli liken tiirlerinde bulunan sekonder metabolitlerin ¢esitli kanser hiicre hatti {izerinde
test edilip bu metabolitlerin etki ettigi mekanizmalar arastirarak, antikanser etkili bilesikler
icin bir yeni kesif yontemi olabilir. Bu metabolitler; kanser hiicreleri iizerindeki
mekanizmalar1 anlamaya ve antikanser etkilerini gérmeye yardimci olmaktadir. Ayrica bir
dizi hastaligin gelisimine karst da koruyucu etken olacagini gdsteren in-vivo ve in-vitro
caligmalar mevcuttur. Yapilan c¢alismalarda bu fotobiyont ve mikobiyont 6zellikli
organizmalardan elde edilen metabolitlerin sadece kansere karsi degil diger hastaliklarin
gelisimine kars1 koruyucu ve tedavi edici etkilere sahip olabilecegini ortaya koymaktadir

(Singh vd., 2013).
2.4.1. Rhizoplaca chrysoleuca Tiiriiniin Genel Ozellikleri

Tallus sarims1 veya beyazimsi sekilde ve genellikle parlak yesil goriiniimdedir. Korteks sar1
renkli ve iist kisim ise konvekstir. Parafiz ise genis degil ve renksizdir. Apotesyum boyu 1-4
mm arasinda degiskenlik gostermekle birlikte diskler sarimsi renkten parlak turuncumsu
kirmiziya kadar farklilik gostermektedir. Sporlar 8-12/3-6 mikrometre boyundadir. Yagsam
alan1 olarak, daglik bolgelerde yerlesim sergilemektedir ve sicak olmayan bdlgeleri tercih

etmektedir. Daglarin zirvelerinde ve eteklerinde gelisimini stirdiirmektedir (Sekil 2.2).



Sekil 2.2. Rhizoplaca chrysoleuca tiiriiniin genel goriiniimi
2.4.2. Rhizoplaca melanophthalma Tiiriiniin Genel Ozellikleri

Tallus R. chrysoleuca'ya oldukca benzemektedir ve genellikle 0,5-1,5 cm ¢apindadir. Yassi
ve pul seklinde goriinmektedir. Apotesyum 1-3mm boyutlarinda ve loblar bazen belirgin,
bazen belirsiz olacak sekilde 0,5-5 mm uzunlugundadir. Kenarlar1 diiz ve asag1 doniik
sekildedir, iist yiizey parlak ve mat goriiniisliidiir. Genelde agik yesil, sar1 renktedir ancak
herbaryumda daha sarimsi veya agik kahverengimsi goriinmektedir. Sporlar, 9-12 x 5-6
mikrometre boyutlarinda olmaktadir (Sekil 2.3). Genelde soguk ve daglik bolgelerde
bulunmaktadir ve daglarin eteklerinde, zirvelerinde, kayalarin {izerinde yasamini

siirdiirmektedir (Leavitt vd., 2013).

Sekil 2.3. Rhizoplaca melanophthalma tiiriiniin genel goriinlimii
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2.5. Komet Testi

Komet testi mayadan insan hiicresine kadar bireysel dkaryotik hiicrelerde niikleer DNA
hasarii tespit etmek i¢in kullanilan ¢ok yonlii bir yontemdir. Tespit edilen hasar tiirleri,
DNA iplik kesikleri ve alkali-labile bolgeleri, alkile edilmis ve oksitlenmis niikleobazlari,
DNA-DNA ¢apraz baglarini, UV 1s181indan kaynaklanan sirklobiitan pirimidin dimerlerini ve
bazi kimyasal nedenli DNA eklentilerini igerir. Bu yontem DNA hasarinin degerlendirilmesi

i¢in kullanilan en popiiler yontemler arasinda yer almaktadir (Gichner vd., 2000; Soylemez

vd., 2012).

Ornek tiiriine bagh olarak, drneklerin islenmesi sirasinda ek DNA hasarinin olusmasini
Oonlemek ve ornek gruplart arasindaki hasar seviyelerini tespit etmek amaciyla yeterli
duyarhilig1 saglamak i¢in komet analizi protokoliinde Onemli degisiklikler yapilmasi
gerekebilmektedir. Komet testinin g¢esitli uygulamalar1 akademi, endiistri ve diizenleyici
kurumlardaki aragtirma gruplari tarafindan dogrulanmigtir ve OECD tarafindan hayvan
organlarinda genotoksisite i¢in in-vivo bir test olarak kabul edilmesiyle giiclii yonleri
vurgulanmigtir. Komet testi ¢esitli hiicre tipleri, tiirler ve DNA hasan tiirleri igin
kullanilabilecek ¢ok yonlii bir testtir. Komet testi, profesyonel veya ¢evresel mutajenlere
maruz kalmanin etkilerini incelemek, farkl: hastaliklara iligkin DNA hasarin1 6l¢mek, yasam
tarzi, beslenme ve diyet takviyelerinin insan hiicrelerinin taze veya dondurulmus
orneklerinde genetik stabilite etkisini 6lgmek ve kontrol etmek i¢in uygun olan hizli, basit

ve hassas bir testtir (Brendler-Schwaab vd., 2005; Collins, 2004).

Olusan DNA hasar1 veya yetersiz onarim mekanizmalari, kanser ve diger bulasici olmayan
hastaliklarin kokeninde 6nemli bir rol oynadigi bilinen bir faktordiir. Bu sebeple komet testi
teorik olarak ileride yasanmasi ihtimal dahilinde olan hastalik riskini gdsterebilen erken

genetik hasarlar tespit etmek maksadiyla kullanilabilmektedir (Mafias vd., 2009).

Komet testinin diger genotoksisite testlerine gére avantajlar1 arasinda diisik DNA hasari
seviyelerini tespit etme konusundaki yiiksek hassasiyeti, numune basina az sayida hiicre
gereksinimi, esnekligi, basitligi, uygulama kolayligi, ekonomik olmasi ve hizli sonuglar elde

etme nitelikleri de bulunmaktadir (Koppen vd., 2017).

Ek olarak komet testinin biyo-izleme adina bir diger faydasi ise ¢ogalan ve ¢ogalmayan
hiicrelerde dahil olmak iizere genis bir hiicre cetveline, genotoksik hareketler eylemler i¢in
ilk rota olan doku hiicrelerine uygulamasindaki yeterli fizibilitesidir (Gunasekarana vd.,

2015).
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Bu belirtilen 6zellik ve avantajlarindan dolayi, komet testi molekiiler ¢aligmalarda
yogunlukla DNA hasar1 tespiti i¢in biyobelirte¢ olarak kullanilmaktadir. Mesleki ve ¢evresel
faktor kaynakli olan pestisitler, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, agir metaller veya
iyonlastirict radyasyon vb. tehlikeli ajanlarin siire¢ igerisindeki etkilerinin gdézlenmesi
konusunda da 6énemli bir rol oynamaktadir (Dinger & Kankaya, 2010; Tozan-Beceren vd.,

2011).
2.5.1. Komet Testi Genel Asamalari

Komet testini yapabilmek adina 6ncelikle tek hiicreli bir siispansiyon gerekmektedir. Bazen
ornekler zaten bir siispansiyon halindedir fakat yapiskan hiicreler, organizmalar veya bazi
dokularda calisirken belirli tamponlardan mekanik veya enzimatik islemler ile muamele

etmekte gerekmektedir.

Adim 1) Dondurulmus veya taze 6rneklerin hazirlanmasi ve izolasyonu.
Adim 2) Standart komet testi i¢in slaytlarin hazirlanmasi.

Adim 3) Hiicre lizis agsamasi.

Adim 4) DNA ¢o6ziiliimii ve Elektroforez.

Adim 5) Nétralizasyon Islemi.

Adim 6) Boyama ve floresan mikroskop ile goriintii analizi (Dikilitas & Kogyigit, 2010;
Fidan, 2005).

2.6. Malondialdehit (MDA)

Malondialdehit (MDA), yag asitlerinin serbest radikaller ile etkilesime girmesi sonucu
olusan peroksidasyon iiriindiir. Lipid peroksitler yikildiginda ortaya ¢ikan sekonder bir iiriin
olmakla birlikte biyolojik agidan aktif rol oynamaktadir. MDA oldukga reaktif bir bilesiktir,
oksidatif stresin belirleyicisi olarak kullanilan biyoindikatordiir ¢iinkii lipidlerin oksidatif
bozunmasinin sonucu olarak olusmaktadir. MDA miktarinin tayini agisindan lipid peroksit
diizeylerinin bulunmasinda kullanilmaktadir. Lipid peroksidayonu, hiicre zarindaki lipid
yapisinda olan degisiklikler sonucunda hiicre zarinin islevini bozmasi, serbest radikallerin
de enzimleri denatiire edici etkisi ve son iirlin olarak ortaya ¢ikan aldehitlerin ise hiicrede
zarara yol agmasindan kaynakli hiicre hasarina yol agmaktadir. MDA olustuklar1 bélgeden
uzak bolgelere difiize olabilmektedir. Bu 6zellik acisindan doku hasarina sebep olmaktadir

(Gutteridge, 1995). MDA ayni1 zamanda DNA gibi biyomolekiillerle reaksiyona girebilmesi
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sonucu oksidatif stresi tetiklemektedir. Bu durum artrit, kanser, karaciger hastaliklar ile

arasinda baglanti oldugunu isaret etmektedir (Aslankog¢ vd., 2019; Sanyal vd., 2009).
2.7. Antioksidan Savunma Sistemi

Insan viicudunda metabolik reaksiyonlarin bir yansimasi olarak serbest radikal bi¢iminde
reaktif tlirlerin gesitli tipleri ortaya ¢ikar. Bu tiirler azot kokenli veya oksijen kokenli
meydana gelebilmektedir. Bu tiirler litaretiirde prooksidanlar olarak isimlendirilmektedir. Bu
reaktifler, DNA, protein, lipit vb. makro 6l¢ekli molekiillere atak yaparak hiicresel veya
dokusal hasarlara yol agmaktadir. Olusan bu hasarlara kars1 miicadele etmek adina ise insan
viicudunda antioksidanlar olarak adlandirilan bir grup bu gorevi iistlenmektedir (Valko vd.,

2007).

Antioksidanlar iki sekilde insan viicunda var olmaktadir ya endojen olarak tiretimi yapilir ya
da ekzojen kaynaklarindan alinmaktadir. Bu antioksidanlar igerik olarak siiperoksit
dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz enzimleri, Se, Mn, Cu ve Zn
gibi minerallerle birlikte A, C ve E vitaminlerini icermektedir. Saglikli bir insan bedeninde
antioksidanlar ve prooksidanlar bir denge igerisinde yer almaktadir fakat prooksidanlar
seviyesinde olusabilecek herhangi bir artis oksidatif stresi meydana getirmektedir.
Antioksidan savunma sistemi ise insan viicudundaki biyolojik diizeni oksidatif etkenlerden

savunmak amaciyla gelismis evrimlesmistir (Mccord, 1993; Kirecci, 2018).
2.7.1. Hiicre Ici Antioksidan Savunma Sistemleri
2.7.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Siiperoksit dismutazlar (SOD), siiperoksit radikallerinin hidrojen ve oksijen peroksid
doniistimlerini diizenleyen igeriginde metal bulunduran bir enzimdir. Siiperoksitler oksijen
mekanizmalarinda yan {iriin olarak aciga ¢ikmaktadir ve diizenlenmemeleri halinde hiicre

hasarina sebep olabilmektedirler (Borgstahl vd., 1996).

Yapilan incelemeler sonucunda bu enzimin tiim aerobik organizmalarda var oldugu
kesfedilmistir. Meydana gelen bir¢ok toksik indirgenmis oksijen tiiriine karsi savunma
mekanizmalarinda biiyiik rol oynar. Cevresel faktdrler sebebiyle olusumu artig gosterebilen
oksijen radikallerinin organizmalarda olusturdugu strese karsi tolerans gostermesi adina

onemli oldugu 6ne siiriilmiistiir (Hayyan vd., 2016).
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2.7.1.2. Katalaz (CAT)

Oksijen ile iligkisi bulunan neredeyse tiim canlilarda katalaz enzimi bulunmaktadir. Hidrojen
peroksiti (H202) su ve oksijene doniistiirerek islev géormektedir. Reaktif oksijen tiirlerinin
hiicre ve doku igerisinde olusturabilecekleri hiicre hasarina karsi onemli bir savunma
mekanizmasidir. Katalaz enziminin dongii hiz1 ortalama enzimlerin dongii hizina gore daha

yiiksektir (Karabulut & Giinay, 2016).

Tetramer yapida olan katalaz 500-550 amino asitten fazla uzunluga sahiptir. Insan katalaz
enziminin aktivitesi i¢in optimum pH degeri 7°dir. Katalaz seviyelerini tespit etmek
onemlidir ¢iinkii kanser, oksidatif stres, diyabet vb. hastaliklarin olusumu konusunda iliskisi

bulunmaktadir (Goodsell, 2004; Scibior & Czeczot, 2006).
2.7.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon Peroksidaz (GPx) temel biyolojik gorevi dokuyu, hiicreyi veya organizmayi
olusabilecek oksidatif hasarlardan korumak olan bir diger enzim ailesinden biridir. Bazen
sitozolde ve bazen mitokondride hidrojen peroksidi suya doniistiiren organizma i¢in dnemli

enzimlerden biridir (Muthukumar & Nachiappan, 2010).

Genellikle etkinligi selenyuma baghdir ve aktivitesi selenyuma bagli ve bagli olmayan
olarak ikiye ayrilip degerlendirilme sansi bulunmaktadir. Oksidatif strese karsi hiicreyi
savunmak bu enzimin en O6nemli roliidiir. Su ana kadar tanimlanmis 8 adet GPx enzimi

bilinmektedir (Sanyal vd., 2009).
2.7.2. Lipid Peroksidasyonu ve Malaonaldehit

Malondialdehit (MDA), hiicre igerisindeki doymamis yag asitlerinin peroksidasyona
ugramasi sonucu olusan son iirlinlerdendir. Hiicre igerisinde varligini artiran serbest
radikallerin sonucu olarak malondialdehit iiretimi de artis gdstermektedir. iki veya ikiden
daha fazla karbon-karbon ¢ift yapisina sahip olan yag asitlerine ¢oklu doymamis yag asitleri
denir ve lipid peroksidasyon ise bu c¢oklu doymamis yag asitlerinin bozulmasi olarak

tanimlanmaktadir (Ceconi vd., 2003).

Lipid peroksidasyonu serbest radikaller veya ¢coklu doymamis yag asitlerindeki alfa metilen
gruplarindan H atomunun etkilesime girmesi sonucu gerceklesmektedir. Hiicre zarindaki
kolesterol ve yag asitlerinin ¢ift baglar1 hedef alinarak oksidasyon siireci baslamaktadir.
Serbest radikaller ve hiicre membraninda yer alan kolesterol ve doymamis yag asit baglar

ile etkilesime girmesi sonucu lipid peroksidasyonu tetiklenmektedir. Kanserli hastalarda
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antioksidan ve oksidatif stres durumlarinin 6l¢iimii amaciyla malondialdehit bir marker yani

belirte¢ olarak kullanilmaktadir (Del Rio vd., 2005; Young & Woodside, 2001).
2.7.2.1. Lipid Peroksidasyonun Toksisitesi

Membranda bulunan lipidlerin peroksidasyonu ¢ift yapida bulunan lipid katmanlarinin
fiziksel yapilarinda dikkate alinmaya deger degisiklikler meydana getirdigi bilinmektedir.
Ekseriyetle degisiklige ugrayan yapilar olarak lipid-lipid etkilesimleri, membran
gecirgenligi ve akicilifi, iyon gradyanlar1 6rnek olarak belirtilmektedir (Cormerais vd.,

2016).

Lipid peroksidasyon sonucu olusan iiriinlerin, kendiliginden bozunmaya ugrayan hiicre
tirtinlerinden ¢ok daha ek toksisiteye sahip olduklart bilinmektedir. Lipid peroksidlerin
aldehit bozunma iirtinleri dokulara ve hiicrelere toksiktir. Malonaldehit (MDA) ve 4-HNE
hiicre i¢in oldukga yiiksek reaktif maddelerdir. DNA primerlerindeki aminler ve proteinler
MDA ile ¢apraz bagli reaksiyon olusturabilmektedirler. Lipid peroksidasyon nedeniyle
olusan bu kovalent modifikasyonlar, niikleik asit ve proteinlerin yapilarini degistirerek

olusan toksik ortamin kaynagini olusturmaktadir (Draper, 1990; Halliwell & Chirico, 1993).
2.8. Hiicre Oliim Mekanizmalar
2.8.1. Apoptoz

Apoptoz bir diger adi programlanmis hiicre 6liimii fizyolojik bir siirectir ayn1 zamanda
apoptoz hiicre intihar1 olarak da bilinmektedir. Her saniye viicudumuzda yaklagik bir milyon
civari hiicre dogarken ayni zamanda bir milyon kadar hiicre 6liimii gerceklesmektedir. Bu
stire¢ dmiir boyu devam etmektedir. Ayrica embriyonik gelisimde etki gostermektedir (Kerr

vd., 1972).

Apoptozun yetiskin organizmalarda dengeleyici gorevi, dokularda bulunan hiicre sayisinin
kontrol altina alinmasini saglamaktadir. Bu siireg; bir organizmanin hayat1 boyunca hiicreleri
iiretmesi, zarar gorenleri ortadan kaldirmasi ve ayni zamanda onarim yapmasi i¢in kritik rol
oynamaktadir. Bir bagka 6zelligi ise organizmanin homeostazini korumadaki roliidiir. Asir1
hiicre ¢ogalmasini ve birikimini 6nlemektedir. Bu 6zelliklerle birlikte yararli hiicrelerin
devamlilig1 i¢in yasamasina yardimci olurken, potansiyel tehlike olusturan hiicreleri de
tespit edip programlanmis bir sekilde 6lmesini saglamaktadir (Grabacka vd., 2014). En
onemli Ozelliklerinden biri ise hiicre i¢indeki DNA'nin 6zgiin olarak parcalanmasidir. Bu

parcalanma ile genetik materyalin diizenlenmesi agisindan Onemlidir. Mitokondriyal
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fonksiyon kaybiyla iliskili olan apoptozun mitokondri ile ortak 6nemli bir fonksiyona sahip

oldugunu gostermektedir (Zhou vd., 2001; Andon & Fadeel, 2013).
2.8.2. Nekroz

Doku oOliimii olarak bilinmektedir ve zarar goren hiicrelerin veya dokularin geri
dondiiriilemez sekilde patolojik olarak oliimii ger¢eklesmektedir. Nekroza yol acan nedenler
sirasiyla hipoksi, iskemi, hipertermi siddetli oksidatif stres olarak siralanmaktadir. Hiicresel
zararin ortaya ¢ikmasina arsenik, siyanid gibi zehirli maddeler ve agir metaller neden
olmaktadir. Bu toksik maddeler hiicrelerin anormal sekilde 6liimiine sebep olurken doku

hasarina yol agmaktadir (Fink & Cookson, 2005).
2.8.3. Apoptoz ve Nekroz Arasindaki Farklar

Apoptoz ve nekroz arasinda bircok fark goriilmektedir. Morfolojik olarak baktigimizda;
nekrozda hiicre sismesi, kromatin kiimelenmesi, hiicre lizisi, endoplazmik retikulum
dilatasyonu goriiliirken, apoptozda hiicre kiiclilmesi ve hiicre membrant olmaktadir fakat
membranda kabarciklarin olusumu goriilmektedir. Ayrica kromatin hiicre ¢ekirdeginin
etrafinda toplanmis ve yogunlasmis bir goriiniim sergiler. Bu durumda organellerde
parcalanma veya dagilma olmaz. Nekroz i¢in ATP ihtiyaci yoktur fakat apoptozda ATP’ye
ihtiya¢c duyulur. Hiicre Oliimlerine baktigimizda; apoptozda tek tek o6lim gozlenirken,
nekrozda gruplar halinde Oliim gerceklesmektedir. Biyokimyasal &zelliklerini
karsilastirdigimizda, nekrozda DNA rastgele parcalanmaktadir ve agaroz jel
elektroforezinde smear goriintiisii elde edilmektedir. Apoptozda ise DNA internukleozomal
alanlarda 180 kb olacak sekilde kirilmaktadir ve agaroz jel elektroforezinde merdiven
patterni karsimiza ¢ikmaktadir (Willingham, 1999). Apoptoza genelde kanser ilaglari, hiicre
yaslanmasi, radyasyon, Fas ve TNFR-1 reseptorlerinin aktivasyonu, siddetli olmayan
oksidatif strese neden olmaktadir. Nekrozda ise siddetli oksidatif strese, litik viral

enfeksiyonu ve hipoksi sebep olmaktadir (Golstein & Kroemer, 2007).

Bu c¢aligmada, meme kanseri hiicre hatti olan MDA-MB-231 hiicreleriyle periyodik sekilde
artan dozlarda R. melanophthalma ve R. chrysoleuca likenleri kullanilarak anti kanser
ozellikleri arastirllmistir. Calismada MTT yontemi ve Komet testi kullanilarak hiicre
proliferasyonu ile DNA hasarina bakilip enzim aktiviteleri durumu ve MDA seviyesi

degerlendirilerek calisilan liken tiirlerinin biyolojik aktiviteleri ortaya koyulmustur.

16



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullamilan Kimyasallar

Agaroz

MTT kiti (Roche)

Ethidium Bromide

Tripsin-EDTA %25 (STEMCELL)
DMEM-F12 Medium (MULTICELL)
PBS (BIOMATIC)

Dimetilsiilfoksit (GIBCO)
Penicilin-Streptomycin (GIBCO)
Fetalbovine serum (FBS)

Bioassay Technology Laboratory ELISA Kit (SOD, CAT ve GPx)
3.2. Kullanilan Cihazlar

ELISA Cihaz1 (BMG LABTECH)
VortexMixer (Dragon Lab)

Manyetik Karistiric1 (Daihan)
Biyogiivenlik Kabini Class 2 (Bilser)
Santrifiij (Niive NF 800R)

Hassas Terazi (Radwag AS 220)

Mini santrifiij (Eppendrof)

Su Banyosu (Memmert WNB22)
Inverted Mikroskop (ZEISS)
Otomatik Pipetler (Nichipet)

CO: Inkiibatdr (Memmert)
Elektroforez cihazi (CleaverScientific)

pH metre (MettlerToledo)
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Pipet Aid (Macroman)

Otoklav (Niive OT 23S)

3.3. Kullamilan Gerecler

Tek Kullanimlik Enjektor

Plate (96 kuyucuklu) (CITOTEST)
Mikropipet ucu (10, 100, 1000ul)
Steril Filtre (BD FALCON)

Tek Kullanimlik Serolojik Pipet (5-10 mL) (CAPP)
Siringa filtreleri (0,22 pm)
Santrifiij Tiip 15 mL (NEST)
Santrifiij Tiip 50 mL (NEST)

Plate (6 kuyucuklu)

T75 (75 em?’lik kiiltiir flask)

T25 (25 em?’lik kiiltiir flask)

3.4. Yontemler

Bu tez c¢alismasinda, hiicre tabanli yapilan islemlerde sterilizasyona 6nem verilmis ve
kullanilan hiicrelerin stres altinda olmamasi i¢in bu hiicrelere niifuz eden ¢ozelti veya
coziiciiler 37°C’de islem gormiis ve santrifiij islemleri 5 dakika arayla diisiik RPM’de
gergeklestirilen titiz  bir yaklasim benimsenmistir. Bu c¢alisma kapsaminda R.
melanophthalma ve R. chrysoleuca tiirlerinin antikanser ozelliklerinin belirlenmesi
amaglanmis olup agresif 6zellikte olan hiicre hattt MDA-MB-231 hiicreleri uygun goriiliip
kullanilmistir. Bu kullandigimiz meme kanseri hiicre hatt1 ise ATCC (Amerikan Tip Kiiltiir

Merkezi) firmasindan tedarik edildi.
3.4.1. Likenin Ekstrakte Edilmesi

Tamamlanmasi yapilan liken 6rneklerinden 10 gr tartilarak havanda toz haline ulasincaya
kadar ogiitiilme islemi yapildi. Bu toz haline gelen liken Ornekleri ise Kocakaya ve
arkadaslarinin (2021) yontemine gore %80’lik metanol kullanilarak ekstre edildi ve islem
sonunda elde edilen 6zler siiziildii. Doner buharlastiricinin basinci azaltilarak konsantre

edildi. Elde ettigimiz kuru ekstreler deneyler i¢in kullanilmak iizere -20°C’de saklandi.
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Ekstreler %70’lik alkolde ¢6ziildii ve seyreltme islemleri DMEM besiyerleri kullanilarak
yapildi. Liken dozlar plaka yiizeyinde kirli bir goriintii elde etmemek i¢in ve partikiillerden

arinmasi amaciyla 0,22 mikronluk bir filtre ile stizme islemi gergeklestirildi.
3.4.2. Hiicre Canlihg@inin Tespit Edilmesi
3.4.2.1. Hiicre Kiiltiirii Besiyeri Hazirlanmasi

MDA-MB-231 hiicre hattinin dondurulmasi, ¢oziilmesi ve pasajlanmasi gibi islemler i¢in
kullanilan besiyer hazirlig1 oldukca yaygin kullanilan bir uygulamadir. Bu besiyerleri
hazirlarken birbirinden farkli 3 ¢6zelti kullanilmistir. Bunlar; Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM), Fetal buzagi serumu (FBS), penisilin/streptomisin antibiyotigidir. Bu
besiyerlerinin steril bir ortamda islemleri yapildiktan sonra filtreden gegirilip otaklavlanmis
sisede +4°C’de saklanmistir. Calismalarin hemen Oncesinde kullanima baslamadan
besiyerinin hiicrelere verilebilmesi icin 37°C’deki su banyosunda inkiibe islemi

gerceklestirilmistir.
3.4.2.2. MDA-MB-231 Hiicre Hattinin Kiiltiire Aktarilmasi

MDA-MB-231 hiicreleri, kryo tiiplerinde dondurularak saklanmistir. Daha sonra ¢alismaya
baslamadan o6nce bu hiicreler -80°C’den alindi ve su banyosunda ¢6ziilmesi saglandi.
Hiicrelerin tamamen ¢oziilmesinin ardindan hizli bir sekilde santrifiij tiiplerine aktarildi.
DMSO’nun hiicrelere olan etkisini azaltmak amaciyla lizerlerine yavasca 5 mL taze besiyeri
eklenerek pipet yardimiyla karistirildi. Final voliimde 1500 RPM hizinda 4 dakika boyunca
santrifiij edildi ve hiicre pelletinin iizerine yeni besiyeri eklenerek flasklara ekimleri
gerceklestirildi. Hiicrelerin ¢ogalmasi igin, %5 karbondioksit iceren bir 1sitmali inkiibator
kullanilarak 37°C sicaklikta inkiibe islemi gergeklestirildi. Hiicreler, yaklasik olarak %70 ila
%80 doluluk seviyesine ulasana kadar yaklasik iki giinde bir degistirildi ve morfolojik

yapilari, ¢ogalma hizlari, canliliklar1 invert mikroskop ile takibi gerceklestirildi.
3.4.2.3. MDA-MB-231 Hiicre Hattinin Pasajlanmasi

Hiicre pasajlama islemi hiicre kiiltlirii kaplarindaki tek tabaka halinde biiyiiyen hiicre
dizilerini tripsin yardimiyla ylizeyden yavasga alarak baska bir kiiltlir kaplarina aktarma
islemidir. Hiicreler yaklasik olarak %70-%80 oraninda doygunluga ulastiginda her iki giinde
bir pasajlama uygulamasi yapildi. Pasajlama sirasinda flask yiizeyinde bulunan ve buraya
yapisik halde olan canli hiicrelerin yapisint bozmadan flaskin yiizeyine yapisik olmayan 6l
hiicreler 25 cm?’lik flask icin ortalama 3 mL fosfat tampon soliisyonu (PBS) kullanilarak

yikama islemi ile temizlendi. Ardindan PBS ortamdan wuzaklastirildi. 2-3 dakika
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beklendikten sonra hiicrelerin kalkip kalkmadigi bulaniklik durumlarina ve daha sonrasinda
ise mikroskop ile hiicrelerin hareket edip etmedigine bakildi. Hiicreleri flask tabanindan
ayirmak i¢in 3 mL Tripsin-EDTA soliisyonu eklenerek inkiibatore yerlestirildi. Tripsin
EDTA sayesinde hiicrelerin flask tabanindan ayrilmalar1 saglandi ve bu siire¢ bitiminde
hiicrelerin uzantilarindan ayrilip yuvarlak goriinimiine gegmesi gerceklestirildi. Hiicrelere
etki eden Tripsin'in etkisinden korunmak icin besiyerleri ekledikten sonra, hiicrelerin falcon
tiipline transfer islemi gergeklestirildi ve ardindan 1500 RPM'de 4 dk santrifiij islemi
uygulandi. Tiip iginde kalan hiicre palleti taze besiyeri ile siispanse edilerek iki farkli flaska
boliinerek pasajlama gergeklestirildi. Bir kez daha pasajlanan hiicrelerin dagilimina invert
mikroskop ile bakildi. Son olarak flaskalarin iizerine tarih ve pasaj sayilar1 da yazildi ve

inkubatore kaldirildi.
3.4.2.4. MDA-MB-231 Hiicre Hattinin Muhafaza Edilmesi

Flaskin i¢i %80-%90 oraninda dolduktan sonra fazla besiyeri atild1 ve ardindan 25 cm2’lik
flaska 2 mL PBS ile yikama islemi yapildi. Hiicreler 25 cm?2’lik flask i¢in 1 mL Tripsin-
EDTA ile karistirild1 ve yilizeyden uzaklastirildi. Sonrasinda ise 1000 RPM ile 5 dakika
santrifiij islemi yapildi ve tripsin ortamdan uzaklastirildi. Hiicre pelleti icerisine %5
Dimetilsiilfoksit (DMSO) ve Fetal Bovine Serum (FBS) karisimi eklenerek kryo tiiplerine
aktarimi gergeklestirildi. Bu tiipler daha sonra hizlica donduruldu ve bir sonraki ¢aligsmalarda

kullanilmak tizere -80°C’ye kaldirildi.

3.4.2.5. Hiicre Sayimi

Hiicre sayimi Tripan mavisi (Trypan Blue Exclusion) olan negatif yiiklii boya kullanilarak
yapilmistir ve Toma laminda saymak i¢in boyama islemi gerceklestirilmistir. Tripan mavisi
kullanmamizdaki amag¢ canli hiicrelerin 151k altinda ¢ok daha parlak goriinmesini
saglamasidir. Cansiz/6li hiicreler boyay1 hiicrenin i¢ine aldigindan mat/mavi goriiniim
rengindedir. Canli/saglikli hiicreler boyay1 disladigindan mikroskop altinda parlak beyaz
renk goriintimiindedir. Arastirmalarimiz sirasinda 20 pl hiicre siispansiyonu ve 20 pl %0,5'lik
tripan mavisi karistirilmis olup hazirlanan bu karisimdan 20 pl alindi ve lam {izerinde hiicre
saymmi gerceklestirildi. Bu yapilan sayima gdre canli ve cansiz hiicrelerin yani sira toplam

hiicre sayis1 belirlendi. Bu veriler kullanilarak hiicrelerin canlilik oranlar1 hesaplandi.
Asagidaki formiil ile siispansiyonun 1 mililitresindeki hiicre sayis1 hesaplandi.

Canli hiicre say1si/mL = Sayilan bolgelerin ortalama sayis1 x Seyreltme faktorii x 10*
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3.4.2.6. MTT Yontemi

Hiicrenin canliligin1 belirlenmesi, hiicre biiylimesi ve hiicre 6liimiiniin degerlendirilmesi
amaciyla hiicre kiiltiiri esasina dayali MTT yontemi kullanilmistir. Ayn1 zamanda bu
yontem, hiicrelerde olusan sitotoksisiteyi belirlemede cok sik kullanilmaktadir. Metabolik
olarak aktif hiicrelerin MTT ad1 verilen bir bilesigi, mor formazan kristallerine doniistiirme
yetenegine dayanir. Formazan olusumu ise sadece aktif mitokondrinin bulundugu canli
hiicrelerde goézlemlenmektedir. Bundan kaynakli canli hiicrelerin yogunlugu arttikca
formazan kristallerinin sayisinin artmasini ve bu sekilde goriilmesini saglarken 6te yandan
Oli  hiicrelerde formazan kristallerinin olugmamast veya belirgin goziikmemesi
beklenmektedir. Formazan olusup olugsmamasindan kaynakli kuyucuklarda olusan renk
degisiklikleri spektrofotometrede degerlendirilerek analiz edildi (Stockert vd., 2012;
Erkekoglu & Baydar, 2021).

3.4.2.6.1. MTT Yontemi ile MDA-MB-231 Hiicreleri Uzerinde Rhizoplaca

melanophthalma ve Rhizoplaca chrysoleuca likenlerinde LCso Belirlenmesi

96 kuyucuklu diiz tabanl steril plakalara hiicre/kuyu seklinde ekim islemi uygulandi ve her
bir kuyucuga 1x10* oraninda kuyucuklara esit miktarda ekim yapildiktan sonra hiicre

cogalmasini gérmek adina inkiibasyona birakildi.

24 saat siiren inkiibasyon siiresinin sonunda R. melanophthalma ve R. chrysoleuca
likenlerinin farkli dozlar1 hiicrelere uygulandi. Bu iki liken tiiriinden alinan diiz miktarlar
besiyeri ile belirili diliisyonlar kullanilarak hazirlandi. Bu doz oranlar ise sirasiyla; 184-92-

46-23 pg/mL’dir. Ayrica kontrol grubu olusturularak deneyler yiiriitiildii.

Deneyin kontrol kosullarmi saglamak amaciyla kontrol grubu i¢in yalnizca uygulama

gruplarindaki ayni1 hacimdeki besiyeri ekleme islemi yapildi.
Maddenin etki etmesi amaciyla hiicre plagina 48 saatlik inkiibasyon islemi uygulandi.

48 saatin ardindan hiicrelerin tlizerine yeni hazirlanmis MTT soliisyonundan kontrol dahil
olmak iizere 25 pl olacak sekilde eklendi ve 2,5 saat inkiibe edildi (Merck, Cell Proliferation
Kit kullantlmistir).

Kuyucuklara kitin igerisinden ¢ikan Solubilization buffer tamponundan 150 pl eklenmistir

ve formazan kristallerinin ¢éziinmesi i¢in 2 saat inkiibatore birakildi.

2 saatin ardindan plate hafifce c¢alkalandi ve spektrofotometrik olarak 570 nm absorbans

degerleri ol¢iildii.
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Kontrol grubu ile absorbans degerleri karsilastirilarak LCso dozu bulundu. R.
melanophthalma igin LCso degeri 92 pg/mL, R. chrysoleuca igin ise LCso degeri 46 pg/mL

olarak tespit edilmistir.
3.4.3. DNA Hasarimin Tespit Edilmesi
3.4.3.1. Komet Testi Yontemi

MDA-MB-231 hiicre hatlarini flask yiizeyinden kaldirip yilizer konuma getirmek i¢in tripsin

ile muamele edildi. Hiicre sayimi i¢in Thoma lami yapildi.

Hiicre sayimi isleminden sonra hiicreler tekrardan 6 kuyucuklu plaklara ekildi ve uygun

sartlarda 1 gece inkiibe edildi.
184-92-46 pg/ml LCso ve LCioo liken gruplari eklenerek tekrardan 2 gece inkiibe edildi.

1:1 oraninda agaroz (LMA) ile pipetlendikten sonra liken gruplar1 ve kontrol lamlara

yayilarak lamele kapatildi. Daha sonrasinda +4°C’de 20 dakika hiicreler bekletildi.
Donmus agaroz dahilinde bulunan hiicreler lizis ¢ozelti karigimu ile 1 saatlik muamele edildi.

Elektroforez islemi i¢in tankin igerisine yerlestirilen lamlar soliisyon igerinde 250 V’luk gii¢

verilerek DNA’lar yiirtitiildi.
Distile su (dH2O) ile 3 defa yikanan lamlarin notralizasyon islemi yapildi.

Floresan mikroskobunda goriintii almak adina son islem olarak etidyum bromiir (EtBr) ile

boyama iglemi ger¢eklestirilip hiicre fotograflari ¢ekildi.

BAB programi kullanilarak kontrol ve liken uygulama gruplar1 arasinda meydana gelen

DNA hasari, ylizde DNA, kuyruk uzunlugu ve kuyruk momenti istatiksel verileri ¢ikarildi.
3.4.4. Malondialdehit Miktarinin Belirlenmesi

MDA hiicre membraninin yapisinda bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonu
sonucu yan iriin olarak olugmaktadir. Hiicre zar1 yapisindaki bu 6zel yag asitlerinin
oksidasyonu sonucu meydana gelmektedir (Oropesa vd., 2009). Calismamizda “Bioassay
Technology Laboratory ELISA Kit” markas1 kullanilarak deneyler yapilmistir. i1k olarak
hiicrelerin flaskalara ekimi gerceklestirildi ve ardindan 24 saat boyunca inkiibe islemi
yapildi. Daha sonra liken uygulama gruplari eklendi (LCso ve LCioo degerleri) ve hiicreler
iki gece (48 saat) inkiibatore birakildi. 48 saatin ardindan bu inkiibasyon sonunda flaskin
ylizeyine yapismis halde olan bu hiicreler tripsin yardimiyla yilizeyden ayrildi ve 1500
RPM'de 15 dakika santrifiij yapildi. Kullanilan kitin prosediiriine gore standartlar hazirlandi
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ve bu standartlar kit igerisinden ¢ikan 96°lik plakaya 50 pl olacak sekilde eklendi. Geri kalan
kuyucuklara ise liken uygulama gruplarindan gelen 6rneklerden 40 pl koyuldu. Daha sonra
MDA seviyelerini 6lgmek ve MDA’y1 tespit etmek i¢in uygulama gruplarmin her birinin
tizerine 10 pl anti-MDA antikorlar1 eklenmistir. Daha sonra numune kuyucuklarina ve
standartlara 50 pl streptavidin-HRP eklenerek 1 saat 37°C’de inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon siiresinin sonunda biitiin kuyucuklara 0,35 mL yikama tamponu ile 3 sefer
yikama yapildi. Her kuyucuga 50 ul standart soliisyon A ve 50 pl standart soliisyon B eklenip
tekrardan 10 dakika 37°C’de inkiibe islemi yapildi. Son adimda ise her kuyucuga 50 pl
durdurma soliisyonu koyuldu ve mikroplaka okuyucu 450 nm dalga boyuna ayarlanarak

Ol¢timler yapildi.
3.4.5. SOD, CAT ve GPx Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

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

belirlenmesi i¢in kullanildi.

Hiicreler dnceden hazirlanan flasklara ekilip 24 saat inkiibe edildi. Sonrasinda liken
uygulama gruplari eklenerek iki gece daha inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda tripsin

yardimiyla yapisan hiicreler kaldirildi ve 15 dakika 2000 RPM’de santrifiij edildi.

Ik olarak standart ¢ozelti hazirland1 ve 96 kuyucuklu plakanin her birine 50 pl standart
eklendi. Geri kalan kuyucuklara ise liken uygulama gruplarindan 40 pl eklenerek islem
tamamlandi. Ardindan her bir plakadaki uygulama gruplarinin {izerine 10 pl anti-SOD-CAT-
GPX c¢ozeltisi eklendi.

Once standart ve numune kuyucuklarina 50 pl streptavidin-HRP eklenerek 37°C’de 1 saat
inkiibasyon islemi gerceklestirildi. Ardindan tiim kuyucuklar 3 kez 0,35 mL yikma tamponu
ile yikandi. Sonrasinda tiim kuyucuklara 50 pl standart soliisyon A ve 50 pl standart soliisyon
B eklenerek 37 °C’de 10 dakika inkiibasyon islemi gerceklestirildi. Son adimda ise yine tiim
kuyucuklara 50 pl durdurma soliisyonu eklenerek 450 nm’ye ayarlanan mikroplaka okuyucu

ile 6l¢iim yapildu.
3.4.6. Akridin Oranj/Etidyum Bromid (AO/EB) ¢ift boyama

Etidyum bromiir ve akridin oranj DNA baglayan floresan boyalardir. Hiicre zar1 ve
niikleusunda olan degisikliklerin goriintiilenmesini saglayan bir boyama yontemi olarak

tanimlanmaktadir.
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Caligsma sirasinda 96°lik well plate kullanildi. Hiicrelerin yapigmasi i¢in 24 saat inkiibasyona
birakildi. R. chrysoleuca ve R. melanophthalma dozlar1 (LCso ve LCio0) ve kontrol olmak
tizere gruplar olusturuldu. Hiicreler PBS tamponu ile yikanmasinin ardindan tripsin-EDTA
soliisyonu ile boyanin eklenecegi ependroflara aktarildi. Ardindan aktarilan bu hiicreler 1:1
oranda akridin oranj (AO) ve etidyum bromiir (EtBr) ile hazirlanan boya ile ayni oranda
pipet edildi ve lamlara serildi. Uzeri lamel ile kapatilip 10 dakika 1s1ks1z ortamda bekletildi.
Calisma kapsaminda uygulama gruplarinin apoptozdaki rolii ve kontrol grubunun
durumlarinin degerlendirilmesini gormek icin AO/EB ile cift boyama yapildi. Ardindan

floresan mikroskobu kullanilarak hiicrelerin morfolojisi gozlemlendi (Kiling vd., 2004).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. MTT Testi Sonuclar

Calismamizda hiicrelerin canliligt MTT boyasi ile test edilmistir. On denemeler sonucunda
kontrol grubuna yalnizca besiyeri eklenip ardindan hiicrelerin saglikli ve canli bir
morfolojiye sahip oldugu kararina varildi. Elde ettigimiz cihaz verilerine gore, uygulanan
likenin artan dozlarinin spektrofotometrede okuma sonucu alinan verilerine baktigimizda R.
chrysoleuca ve R. melanophthalma likeninin MDA-MB-231 hiicrelerinin ¢ogalmasini
belirgin bir sekilde azalttig1 bu sayede kansere karsi koruyucu etkiler sundugu sonucuna
varilmigtir. Caligsmalar yapilirken blank degerleri dikkate alindi1 ve sonrasinda bu degerler
cikarilarak hesaplama yapildi. Hiicrelerin canliliginin kontrol grubuna gére yari yariya
azaldig1 ve LCso degerleri R. chrysoleuca i¢in 46 ng/mL ve R. melanophthalma igin 92
ng/mL olarak hesaplanmistir.

Rhizoplaca chrysoleuca Rhizoplaca melanophthalma

MDA-MB-231 MDA-MB-231
1,6 2
1[4 a 1,8 f
= a7 I b = 16 b
] [ 14 I
o 1 0 1,2 c
=08 = 1 I
= <
S o6 c O 0,8
L E & 0,6 d
(@) 0,4 _U ==
I
0,2 = = 0,2 =
0 0
Kontrol 23 46 92 184 Kontrol 23 46 92 184
pg/mL  pg/mL  ug/mL  pg/mL pg/mL  pg/mL  pg/mL  pg/mL
KONSANTRASYON (MG/ML) KONSANTRASYON (MG/ML)

Sekil 4.1. R. chrysoleuca ve R. melanophthalma’nin MDA-MB-231 hiicre canlilig

tizerindeki etkileri.
4.2. Komet Testi Analiz Sonuclari

Ortaya koydugumuz bu c¢alismamizda kontrol, hiicrelerin yarisini ve tamamini 6ldiiren
degerlerden (LCs0o-LCio0) gruplar olusturularak R. chrysoleuca ve R. melanophthalma
likenlerinin MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicre hatlari iizerinde yapmis oldugumuz
genotoksisite tayini verileri komet testi ile elde edilmistir. Tiim var olan 6rnekler i¢in BAB

uygulamasinin genetik araglar1 kullanilarak bire bir ayr1 6l¢iimleri saglanmistir. Liken
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uygulama gruplarimiz ve kontrollerin kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti ve DNA hasar1

(=SD) % DNA verileri dlgtilerek hesaplandi.

Komet testi lizerinde denenen likenlerin MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicre hatlari
tizerindeki istatiksel veriler Tablo 4.1.’de belirtilmistir. Uygulama gruplarinin floresan
mikroskop beraberinde elde edilen gorsel veriler Sekil 4.2.”da belirtilmistir. Farkli dozlarda
MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerinde uygulanan liken gruplar1 ve kontrol gruplari analiz
edildiginde MDA-MB-231 hiicre hatlarinin iizerinde bir DNA hasar1 olustugu

gozlemlenmistir.

-
-

Sekil 4.2. MDA-MB-231 hiicrelerinin liken uygulama gruplar1 ve floresan mikroskop ile

cekilen fotograflari. Kontrol grubu (A, B), 46 pg/mL R. chrysoleuca likeni
uygulanan grup (C), 92 pg/mL R. chrysoleuca likeni uygulanan grup (D), 92
ng/mL R. melanophthalma likeni uygulanan grup (E), 184 pg/mL R
melanophthalma likeni uygulanan grup (F).
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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 11,3+1,2 4,5+0,05 0,5+0,0006
LCso RCpug/mL 41,6+8,2 14,8+2,1 6,15+0,17
LCi00RC pg/mL 95,9+17,1 30,243,2 28,96+0,54
LCso RM pg/mL 32,745,4 13,8£1,9 4,51+0,10
LCi00 RM pg/mL 74,4+10,2 21,6+2,7 16,07+0,27

4.3. MDA Seviyesinin Degerlendirilmesi

Meme kanseri hiicre hattt olan MDA-MB-231 hiicrelerine farkli dozlarda uygulanan R.
chrysoleuca ve R. melanophthalma likeninin vermis oldugu sonuglara gore kontrol gurubu
ile karsilastirildiginda MDA seviyelerini 6nemli derecede yiikselttigi goriildii. (P<0,05)
MDA seviyesinde meydana gelen degisiklikler Sekil 4.3.’te gosterilmektedir.

MDA (U/ug protein)
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LC 50 LC 100 LC 50 LC 100

Sekil 4.3. R. chrysoleuca ve R. melanophthalma likenleri kontrol ve etkin doz gruplariin
MDA seviyeleri (Siitunlar {lizerindeki ayni harfleri tasimayan gruplar birbiri

arasindaki farklilig1 (P<0.05) ifade etmektedir).
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4.4. SOD Enzim Aktivitesinin Degerlendirilmesi

R. chrysoleuca ve R. melanophthalma likenleri MDA-MB-231 hiicrelerine artan ve etkin
konsantrasyonlarda uygulandiginda SOD enzim aktivitesini azalttig1 gozlemlendi. Bu elde
edilen sonug kontrol grubu ile karsilastirildiginda SOD enzim aktivitesinin doza bagli olarak
enzim c¢alismasini azalttigini gostermektedir. (P<0,05) SOD enzim aktivitesinde elde

ettigimiz veriler Sekil 4.4.’te verilmistir.

SOD (U/ug protein)
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Sekil 4.4. R. chrysoleuca ve R. melanophthalma likenleri kontrol ve etkin doz gruplariin
SOD enzim aktivitelerinin karsilastirilmasi. (Stitunlar {izerindeki aymi harfleri

tasimayan gruplar birbiri arasindaki farkliligi (P<0.05) ifade etmektedir).
4.5. CAT Enzim Aktivitesinin Degerlendirilmesi

R. chrysoleuca ve R. melanophthalma likenlerinin MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicre
hatlar1 {izerinde yapmis oldugumuz CAT enzim aktivitesi degerlendirme g¢alismamizda
enzim aktivitesinde diislise neden oldugu belirlenmistir. (P<0,05) CAT enzim aktivitesindeki

degisikliklere dair olusan veriler Sekil 4.5.’te verilmistir.
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CAT (U/ug protein)

1,4
1,2 f
1
0,8 d
0,6
0,4 c
- 1 B m N
0
Kontrol RC RC RM RM

LC 50 LC 100 LC 50 LC 100

Sekil 4.5. R. chrysoleuca ve R. melanophthalma kontrol ve etkin doz gruplarinin CAT enzim
aktivitelerinin karsilagtirllmasi1 (Siitunlar tizerindeki ayni harfleri tagimayan

gruplar birbiri arasindaki farkliligi (P<0.05) ifade etmektedir).
4.6. GPx Enzim Aktivitesinin Degerlendirilmesi

GPx sonuglarina baktigimizda R. chrysoleuca ve R. melanophthalma likenlerini MDA-MB-
231 hiicrelerine etkin dozlarda uyguladigimizda GPx enzim aktivitesini azaldig1
gozlemlenmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda GPx enziminin aktivitesinde azalis
gosterdigi belirlenmistir. (P<0,05) GPx enzim aktivitesindeki sonuglar Sekil 4.6.’da

verilmigtir.
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Sekil 4.6. R. chrysoleuca ve R. melanophthalma kontrol ve etkin doz gruplarinin GPx enzim
aktivitelerinin karsilagtirilmasi (Stitunlar iizerindeki ayni harfleri tasimayan

gruplar birbiri arasindaki farkliligi (P<0.05) ifade etmektedir).
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4.7. Akridin oranj- etidyum bromiir boyasi ile Apoptoz Saptanmasi

Floresan mikroskobu yardimiyla akridin oranj/etidyum bromiir boyast ile boyanmis
hiicrelerin erken, ge¢ apoptoz ve nekroz durumlarindan hangisine ugradigi ve liken
ekstraktlarinin artan dozlarinin etkileri belirlenmistir. Periyodik sekilde artan dozlarda 46-
92-184 pg/ml LCso ve LCipo uygulama gruplari bulunan R. chrysoleuca ve R.

melanophthalma likenlerinin MDA-MB-231 insan meme kanseri i¢in yapilmis bu ¢alismada

ortaya ¢ikan gorsel veriler Sekil 4.7°de belirtilmistir.

Sekil 4.7. MDA-MB-231 hiicrelerinin liken uygulama gruplar1 ve floresan mikroskop ile
cekilen fotograflari. R. chrysoleuca kontrol grubu (A), 46 pg/ml R. chrysoleuca uygulanan
grup (B), 92 ug/ml R. chrysoleuca uygulanan grup (C), R. melanophthalma kontrol grubu
(D), 92 ug/ml R. melanophthalma uygulanan grup (E), 184 ug/ml R. melanophthalma
uygulanan grup (F).
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5. SONUC ve ONERILER

Kanser modern ¢cagimizin en 6nemli kronik hastaliklarindan biri olarak ilk siradadir. Her
ne kadar kanser modern ¢ag hastalig1 olarak goriilse de hastaligin kokenine indigimizde
eski zamanlara dayandigini savunan kanitlar yer almaktadir. Yapilan aragtirmalar sayesinde
kanserin kontrolsiiz ve hizli bir sekilde ¢ogaldigi gézlemlenmistir. Bu goézlem canli
yasaminin parcast olan kanserin varligimmi gosteren kanitlardan birisidir (Sert &
Kiictikkiling, 2022). Tiirkiye’de ve diinyamizda kanser hastaligina yakalanma olasilig1 her
gecen giin artmaktadir. Bu artisin birgok farkli ¢esitli nedeni bulunmaktadir. Diinya Saglik
Orgiitii’niin 2018 verilerine bakildiginda 18,1 milyon yeni vaka tespit ettigini ve bunun
sonucunda 6liim sayilarinin 9,6 milyon oldugunu agiklamistir. Bu verilere gore her bes
erkekten biri ve her alt1 kadindan biri bu teshis ile kars1 karsiya kalacaktir (Akyolcu vd.,
2019; Scully vd., 2012; Siegel vd., 2019). Ayrica son bes yilda bu sayinin ise 43,8 milyon
olarak artmasi beklenmektedir. Artan bu vaka sayisinin en temel nedenlerinden biri yaslt
niifusunda goriilen artis, diizensiz beslenme, alkol sigara kullanimi ve kimyasal
karsinojenlere maruz kalmaktir. Bu nedenlerle beraber ekonomik ve sosyal gelismelerle
baglantilidir. Diinya genelinde gelisen teknoloji sayesinde yeni kanser vakalarinin tespit

edilmesine olanak saglamaktadir (Pilleron vd., 2021; Ferlay vd., 2015).

Kadinlarda sik goriilen kanser tiirleri sirasiyla meme kanseri, tiroid kanseri, kolorektal
kanser, uterus korpusu kanseri ve solunum sistemi kanserleridir ve diinya genelindeki
bir¢ok iilkenin verileri ile paralellik gostermektedir (Siegel vd., 2019; Jemal vd., 2009).
Son 20 y1l boyunca meme kanseri 6liim oranlarinda azalma gdzlemlenmektedir. Ozellikle
ABD'de 2005-2009 seneleri arasinda 50 yas altindaki kadinlarda yillik olarak %3’liik bir
azalma gozlemlenirken 50 yas istii kadinlarda yillik %2’lik bir azalma goriilmiistiir.
Genellikle artan teknoloji ile birlikte beraberinde gelen tedaviler ile birlikte bu olumlu
egilim, erken teshis ve etkili tedavi yontemlerindeki ilerlemelerin katkisiyla

gerceklesmektedir (Jemal vd., 2011; Colditz & Bohlke, 2014).

Likenler kendilerini meydana getiren yesil alg ve siyanobakteriler ile mantarlarin
birbirlerine karsilikli fayda sagladigi iliski sonucunda olusan organizmalardir. Bu iki yasam
formu bir araya gelerek likenleri meydana getirir (Romagni & Dayan, 2002). Kanser
vakalarinda gdzlenen artisla beraber son on yilda ilag¢ kesifleri hizlandirilmistir. Yapilan
caligmalar dogrultusunda bilim insanlar1 likenlerin igerdikleri biyoaktif bilesenlerin kanser

hiicrelerine etkilerini incelemektedir ve potansiyel kanser tedavilerinin gelistirilmesine
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katki saglamaktadir. Son yillarda bir¢ok farkli liken tiirlinden ekstre edilen bilesenler
kanser arastirmalarinda incelenmis olup olumlu sonuglar vermistir. Ornegin
protolichesterik asit, atranorin ve usnik asit gibi liken bilesenlerinin bazi kanser tiirlerine
kars1 etkili oldugu gosterilmistir. Antikanser ilaglariyla birlikte kullanildiginda kanser

tedavisinde giiclii adaylar arasinda yer almaktadir (Ozenoglu vd., 2013).

Yapilan bir ¢aligsmada Sili'den toplanan likenlerin aseton 6ziitleri ile akciger kanseri hiicre
hatt1 olan A549 hiicrelerinin hareketliligini inhibe ettigi ortaya koyulmustur. Bu analizlere
gore calismada A549 hiicrelerine bakildiginda R. melanophthalma likeninin 5 pg/mL
konsantrasyonunda A549 hiicrelerinin go¢iinti engelledigi gozlemlenmistir. Sonug olarak
A549 hiicrelerinin motilitesine kars1 inhibe edici 6zellik sergiledigini gostermektedir (Yang

vd., 2015).

Cilt kanseri ve l6semi gibi kanser hiicre hatlari tizerinde arastirmacilar tarafindan ¢alisilan
Usnea liken ekstraklar1 hiicre proliferasyon testi ile degerlendirilerek antikanser etkileri

ortaya konulmustur (Zambare & Christopher, 2012).

Bugrahan Emsen ve ark. yaptig1 bir diger ¢alismada Pseudevernia furfuracea (L.) Zopf
tiirtinden izole edilen olivetorik asit ve physodik asit ile R. melanophthalma (DC.) Leuckert
tiirlinden izole edilen psoromik asit liken sekonder metabolitlerinin antitomiir potansiyeli
ilk defa insan beyin hiicre hatt1 U§7MG-GBM ve primer rat serebral korteks caligilmistir.
Antitiimor aktivitesi incelemeyi amaglayan Emsan’a ait in vitro bir diger ¢alismada ise P,
furfuracea (L.) Zopf (Parmeliaceae) ve R. melanophthalma (DC.) Leuckert (Lecanoraceae)
likenlerinden izole edilen olivetorik asit, physodik asit ve psoromik asitin insan U87MG-
GBM ve si¢an serebral korteks hiicre hatlari tizerindeki etkileri incelenmistir. Sonug olarak
ise bu metabolitlerin sitotoksik etkilerinin konsantrasyon, LDH aktivitesi ve DNA hasar1

iizerinde pozitif etkisi oldugu gozlemlenmis oldugu belirtilmistir (Emsen vd., 2016).

2014 yilinda Gajendra Shrestha tarafindan yapilan Kuzey Amerika’da bulunan liken
tiirlerinin antikanser aktivitelerinin incelendigi bir calismada R. chrysoleuca likeni de
caligma icerisinde degerlendirmeye alinmistir ve ICso degeri 29.2 + 1.0 bulunarak Kuzey
Amerika konumunda yer alan 17 liken arasinda antikanser etkiye sahip olma potansiyeli

yuksek olan ilk 3 liken arasinda yer almistir (Shrestha vd., 2015).

Kanser tedavilerinde liken bilesikleri biiyiik nem tagimaktadir. Ornegin atranorin, usnik
asit ve protolikhesterinik asit gibi liken bilesikleri kanser tiirlerine karsi1 etki gdstermektedir

ve diger antikanser ilaclarla bir araya getirilerek kanser tedavileri i¢in potansiyel adaylar
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olarak kabul edilmektedir. R. melanophthalma, Cornicularia aculeate ve Cetraria
islandica tiirlerinde Protolikhesterinik asit ilk defa Usnea albopunctata'dan belgelenmistir.
Insan prostat kanseri hiicreleri olan LNCaP ve DU-145 iizerindeki in vitro sartlar altinda
tiimor hiicre biiyiimesi inhibe edici etkisi incelenmistir. Ayn1 zamanda bu asit ile meme
kanseri hiicre hatlar1 olan SKBR-3 ve T47D hiicrelerine de bakilmistir ve Protolikhesterinik
asitin SK-BR-3 hiicre hatlarina kars1 antikanser 6zelliklere sahip oldugu gosterilmistir. Ayni
sekilde protolikhesterinik asit, insan néroblastom HeLa, ve 16semi (K562) hiicre hatlarinin

yapilarinm etkilemistir (Dar vd., 2022).

Yapilan baska bir ¢alismada Kumar ve ark. (2014), n-hekzan ile antioksidan kapasitelerini
ve HepG2 ve RKO kanser hiicre hatlar iizerindeki sitotoksik etkilerine bakmistir. Sonug
olarak R. chrysoleuca’nin n-hekzan ekstrakti yiiksek seviyede antioksidan aktivite

gostermistir (Kumar vd., 2014).

Diinya da en ¢ok goriilen kanserlerden biri olan meme kanseri iizerinde birgok ¢alisma ve
ilerleme olmasina ragmen halen goriilen kanser vakalari arasinda 2.sirada yer almaktadir.
Yapilan bir¢ok c¢alismada ise liken tiirlerinin kanser hiicreleri iizerinde antisitotoksik
ozellikleri sayesinde etkili olabilecekleri gosterilmistir. R. chrysoleuca likeni HepG2 hiicre
hattinda, R. melanophthalma likeni ise U87MG-GBM hiicre hattinda, dahil oldugu

arastirmalarda inhibe edici oldugu MTT test yontemi tizerinde gosterilmistir.

Bu c¢alismamizda, insan meme kanseri hiicre hatti olan MDA-MB-231 {izerinde R.
chrysoleuca ile R. melanophthalma likenleri farkli konsantrasyonlarda uygulandi ve MTT
canlilik testi aracilig1 ile meme kanseri hiicreleri iistiinde géstermis oldugu sitotoksisite ile
etkisi gozlemlendi ve R. melanophthalma likenlerinin 23, 46, 92 ve 184 pg/ml’lik
oranlarina sahip uygulama gruplarinda hiicre canliliginin etki kaybettigi ve azaldigi
gozlemlenmistir. R. chrysoleuca likeni i¢in LCso degeri 46 pg/ml, R. melanophthalma
likeni i¢in 92 pg/ml olarak tespit edilmistir. LCioo degerleri ise R. chrysoleuca likeni igin
92 png/ml iken R. melanophthalma likeni i¢in 184 pg/ml olarak tespit edilip 0l¢lilmiistiir.
Her iki liken grubu i¢inde sitotoksik dozlar belirlenerek devamindaki aragtirmalar bu etkin
dozlarla siirdiiriilmiistiir. Calisma sonuglarina gore R. chrysoleuca likeninin sitotoksik
etkisi R. melanophthalma likenine gore daha fazla oldugu tespit edilmistir. R. chrysoleuca

likeni daha diislik dozlarda aktivite saglamistir.

DNA hasarmin kontrol ve tespiti i¢in ise komet testine bagvurulmustur. Komet testi, genetik

verinin tek ve c¢ift sarmallarindaki kiriklari, hatali onarilmis bolgeleri ve alkali kararsiz
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bolgeleri tespit etmektedir. Caligmamiz dahilinde belirli dozlarda MDA-MB-231 meme
kanseri hiicre hatt1 izerinde uygulanan R. chrysoleuca ve R. melanophthalma likenlerinin
kanserli hiicrelerin DNA’sinda hasara neden olup kansere yonelik koruyucu etkileri oldugu
gozlemlenmistir. Etkin LCso ve LCioo dozlan ile birlikte kontrol grubu géz Oniine
alindiginda hiicre sayisinin azaldigi en optimum degerler R. chrysoleuca likeni igin 46
pg/ml iken R. melanophthalma likeni i¢in 92 pg/ml olarak tespit edilmistir. R. chrysoleuca
ve R. melanophthalma likenlerinin etkin oldugu dozlar ile birlikte sonuglar
karsilagtirildiginda kanserli hiicreler iizerinde R. chrysoleuca likeninin daha fazla hasar

olusturarak daha iyi etki sagladigi tespit edilmistir.

Bir¢ok canlinin yapisinda bulunabilen ve enzimatik aktioksidanlardan biri olan siiperoksit
dismutaz siiperoksit radikali, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene katalizlemektedir
(Young & Woodside, 2001). Bu arastirmada R. chrysoleuca ve R. melanophthalma
likenlerinin uygulandig1 grupla beraber siiperoksit dismutaz aktivitesinin kontrol grubu
karsilastirildiginda belirgin bir azalma gézlemlenmistir ancak R. chrysoleuca likeninin R.
melanophthalma likenine gore daha diisiik dozlarda etki gostererek enzim aktivitesini
azaltan bir etkisinin oldugu saptanmistir. Genel olarak bakildiginda her iki likenin de LCso
dozlarmin enzim aktivitesini yavaglatarak LCioo dozlar1 ile beraber durdurmaya yakin bir
etki sagladig1 tespit edilmistir. Enzim aktivitesinin uygulanan dozlar ile birlikte azalmasi
kanserli hiicrelerin enzimatik aktivitesini azaltarak kansere karsi koruyucu bir etki

sagladigin1 gostermektedir.

Organizmanin hiicreleri i¢in toksik olan hidrojen peroksit, katalaz ve glutatyon peroksidaz
enzimleri tarafindan ortamdan uzaklastirilmaktadir. Hidrojen peroksit’in HO ve O
molekiillerine pargalanmasi islemini diizenleyen enzim katalaz enzimidir. Tez
calismamizda R. chrysoleuca ve R. melanophthalma likenlerinin etkin LCso ve LCioo
dozlariin kontrol grubu ile CAT enzim aktivitelerini kiyaslama sonucunda R. chrysoleuca
likeni R. melanophthalma likenine gore daha diisiik dozlarda etki gostererek CAT enzimini
inhibe etmesiyle birlikte her iki likende de LCso degerleri enzim aktivitesini belirgin bir
bi¢imde yariya indirmistir. Katalaz enziminde olusan artis miktar1 toksik etkiye sahip olan
hidrojen peroksidi inhibe etme bakimindan oldukca faydali bir durumdur ve hiicrenin
homeostazisini saglayan bu enzimlerin inhibesi kanserli hiicrelerin inhibe edilmesi

acisindan fayda saglamaktadir.

Hidroksil radikali olusturan hidrojen peroksite engel olmaya ¢alisan GPx ise H>O>’yi inhibe

ederek GSSG ve HoO’nun olugmasini saglar. Hidrojen peroksitin yiiksek seviyelere sahip
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oldugunu durumlarda CAT enzimi daha aktif rol {istlenirken diisiik hidrojen peroksit
seviyeleri i¢cin GPx enzimi daha aktif rol iistlenmektedir. Belirli dozlardaki liken uygulama
gruplarimiz ile kontrol gruplart kiyaslandiginda CAT enzimi gibi GPx aktivitesinin de
azalig gosterdigi gozlenmis ve R. chrysoleuca ve R. melanophthalma likenlerinin etkin
LCso ve LCioo dozlan kiyaslandiginda R. chrysoleuca likeni daha diisiikk dozlarda etki
gostererek enzim etkinliligini yariya diisiirmiistiir ancak her iki liken grubunda da LCso
dozlar1 enzim etkinligi inhibe edici rol oynamistir. Kanserli hiicrelerde gézlemlenen enzim
inhibisyonu hiicrelere uygulanan likenlerin oksidatif stres ile meydana gelebilecek

hasardan kaynakli1 antikanser 6zellik gosterebilecegi belirlenmistir.

Yag asitlerinin peroksidasyonu sirasinda ii¢ veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin
oksidasyonu sonucu MDA olusmaktadir. Malondialdehit (MDA) hiicrelerin oksidatif stres
veya baska zararli etkenle kars1 karsiya kalmasi sonucunda meydana gelmektedir. Serbest
radikallerin hiicrelere zarar verdigi siirecin yan iriiniidiir ve doku hasarmin bir
gostergesidir. MDA’nin difiize olma 6zelligi sayesinde mutajenik, genotoksik bir bilesiktir
(Erenel vd., 1992; Monaghan vd., 2009). Bu tez ¢alismasinda elde edilen bulgulara gore R.
chrysoleuca ve R. melanophthalma likenlerinin etkin konsantrasyonlarda uygulanan
hiicrelerinde antioksidan aktivitesi belirgin bir azalig sergilerken aym1 zamanda lipit

peroksidasyonu sonucu olusan MDA degerinde ise bir artis goriilmiistir.

Yukarida belirtilen caligmalarda goriildiigii gibi kanser hastaligin 6niine gegmek igin,
kanser hiicrelerini 6liime stiriiklemek olabilecek saglikli yontemlerden biridir. Hiicrelerin
planli olarak 6lme siirecine yani bu biyolojik siirece terimsel olarak apoptoz denilmektedir.
Bu siire¢ hiicrelerin biyolojik olarak kontrollii bir sekilde kendilerini imha etmesini
kapsamaktadir. Apoptoz, organizmalarin gelisimi, dokularin rejenerasyonu ve hiicre

sayilarinin dengelenmesi agisindan 6nemli bir role sahiptir.

Yaptigimiz bu caligmanin sonucuna goére R. chrysoleuca ve R. melanophthalma
likenlerinde MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattina uygulandiginda kanserli
hiicrelerde apoptozu indiikleyici etkisi apoptoz nekroz testi ile dogrulanmistir. Ayni sekilde
artan dozlarda uygulama grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda hiicre 6liimiiniin doza
bagl olarak artis1 tespit edilmistir. Artan dozlarda uygulanan Rhizoplaca liken tiirlerinin
ekstraklarinin hiicrelerde morfolojik degisimler meydana getirmistir. Yesil renkli hiicreler
canli hiicrelerken kirmizi renkli hiicreler ise 6lii hiicreler olarak degerlendirilmistir.
Kullandigimiz bu liken tiirlerinin ise terapotik potansiyeli olabilecegini ortaya koymustur.

Bununla birlikte, R. chrysoleuca ve R. melanophthalma likenlerinin MDA-MB-231
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hiicrelerindeki CAT, SOD ve GPx enzim aktivitelerini azalttigi ve MDA degerlerinin ise
net bir sekilde artig gosterdigi belirlendi. Yaptigimiz bu ¢alismanin sonucuna gore R.
chrysoleuca ve R. melanophthalma likenlerinin MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattina
uygulandiginda yiiksek dozlarda apoptoza neden oldugu ve ayni sekilde doza bagl olarak
meme kanseri hiicre hattt DNA’sinda hasar olusturdugu komet yontemi ile tespit edildi.
MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicre hattinda belirli dozlarda uygulanan R.
chrysoleuca ve R. melanophthalma likenlerinin hiicreler lizerinde apoptoza yonelme

acisindan pozitif etki yarattigi goriintiilenmistir.

Bu tez calismasinin sonuglarma dayanarak elde edilen MDA degerleri ve enzim
aktivitelerini ayn1 anda gozlemledigimizde R. chrysoleuca ve R. melanophthalma liken
ekstrelerinin etkin dozlarinda MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hattinda oksidatif

aktiviteyi kayda deger bir sekilde yiikselttigi gozlemlenmistir.

Kontrol grubu ile R. chrysoleuca ve R. melanophthalma likenlerinin periyodik dozlari
kiyaslandiginda R. chrysoleuca likeni igin hiicrelerin %50’sini 6ldiiren LCso degerinin 46
pg/ml’lik, hiicrelerin tamamini 6ldiiren LCioo degerinin ise 92 pg/ml’lik doza sahip oldup
R. melanophthalma likeni i¢in LCso degerinin 92 pg/ml’lik, LCioo degerinin ise 184
pg/ml’lik degere sahip oldugu yapilan MTT test sonuglari dogrultusunda ortaya

koyulmustur.

Birgok arastirma, likenlerin biyolojik aktiviteleri ve koruyucu anti-stres iglevleri sayesinde
dogal bir antioksidan ve sitotoksik ajan oldugunu gostermektedir. Ancak yapilan
caligmalara bakildiginda biyolojik agindan hala arastirilmamis bircok liken tiirii
bulunmaktadir. Rhizoplaca liken tiiriiniin ise antikanser etkileri hakkinda sinirli sayida
caligmalarin oldugu tespit edilmistir. Bu alanda yapilan calismalarin g¢esitlendirilmesi,

antikanser etkilere sahip olan liken tiirlerinin daha kapsamli kesfedilmesine 151k tutabilir.
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