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RHIZOPLACA MELANOPHTHALMA VE RHIZOPLACA CHRYSOLEUCA LİKEN 
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BİYOLOJİ ANABİLİM DALI 
 

TEZ DANIŞMANI: Doç. Dr. Mustafa KOCAKAYA 

Likenler, mantarlar ve fotosentetik alglerden meydana gelen simbiyotik organizmalardır. 
Çalışılan Rhizoplaca melanophthalma (DC.) Leuckert & Poelt ve Rhizoplaca chrysoleuca 
(Sm.) Zopf likenlerinden elde edilen ekstrakt çözeltisinin kanser hücrelerini inhibe ettiği 
MTT testi ile belirlenmiştir ve R. Melanophthalma likeninin LC50 değeri 92 µg/ml olup R. 
chrysoleuca likeninin de LC50 değeri 46 µg/mL olarak tespit edilmiştir. Bu çalışmanın amacı, 
memeli hücre kültürü olan MDA-MB-231 üzerindeki R. melanophthalma ve R. chrysoleuca 
ekstrakt dozlarının (23-182 µg/ml) farklı biyolojik aktivitelerinin belirlenmesidir. Bu 
çalışmada meme kanseri hücre hattı MDA-MB-231 hücreleri üzerinde liken uygulama 
gruplarının gösterdikleri biyolojik aktivite MTT testi, Apoptoz testi, Komet testi, MDA 
seviyesi ve antioksidan enzim aktiviteleri ELISA testleri uygulanarak antikanser etkisi 
ortaya konulmuştur. Yapılan biyolojik testlerin değerlendirmelerine göre R. melanophthalma 
ve R. chrysoleuca likenlerinin ektraktrarının artışıyla birlikte hücrelerin canlı kalma 
kapasitesi azalmıştır. Apoptoz ve nekroz tespiti için uygulanan liken ekstraktlarının kanserli 
hücreler üzerinde öldürücü etkisi tespit edilmiştir. Komet testi ile artan doza bağlı olarak 
DNA hasarı istatistiksel verilerle beraber belirlenmiştir. Antioksidan ELISA testleri 
sonucunda enzimatik aktivitenin azaldığı ve MDA miktarında artış olduğu ortaya 
koyulmuştur. Yapılan bu çalışmanın sonunda R. melanophthalma ve R. chrysoleuca 
likenlerinin MDA-MB-231 insan meme kanseri hücre hattında kansere karşı koruyucu etkisi 
in-vitro koşullarda tespit edilmiştir. Bu çalışma sonuçları göstermiştir ki, likenlerin 
antikanser çalışmalarında kullanılması, sekonder metabolitlerinin belirlenmesi ve biyolojik 
aktivitelerinin ortaya konulması insan sağlığı açısından çok büyük katkılar sağlayacaktır. 

2024, xiii + 47 Sayfa 

Anahtar Kelimeler: Apoptoz Testi, MTT Testi, Meme Kanseri, Rhizoplaca 
melanophthalma, Rhizoplaca chrysoleuca. 
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DETERMINATION OF THE ANTICANCER PROPERTIES OF RHIZOPLACA 
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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 LC50 value of R. 
melanophthalma lichen was 92 µg/mL and the LC50 value of R. chrysoleuca lichen was 46 
µg/mL. The aim of this study was to determine the different biological activities of R. 
melanophthalma and R. chrysoleuca extract doses (23-182 µg/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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1. GİRİŞ 

Günümüzde kronik hastalıklar, kişilerin günlük aktivitelerinin kapasitesini azaltan ve fenotip 

olarak gözle görülen değişimlere yol açan, yaşam boyu süren veya uzun süreli tedavi 

gerektiren fakat tam anlamıyla iyileşmeyen hastalıklardır (Bayramova & Karadakovan, 

2003; Sav vd., 2015). Bu kronik hastalıklardan biri olan kanser normal olmayan hücrelerin 

kontrolsüz bir şekilde çoğalması olarak tanımlanmaktadır. Günümüzde çok fazla 

görülmektedir ve birçoğu ölüm ile sonuçlanmaktadır. Bu sebeple dünyada en önemli sağlık 

sorunları içerisinde yer almaktadır (Parkin, 2006).  

Dünya’nın her yerinde, bilim insanları vücudun kansere olan bağışıklığını güçlendirmek için 

bitkisel ilaçlar üzerine çalışmaktadır. Antikanser; bu bitkilerin farklı birçok bileşenlerinin 

etkisini çözerek kanserli hücrelere, vücudun sağlıklı hücrelerine zarar vermeyecek şekilde 

tasarlanabilmektedir (Eröz vd., 2012). 

Likenler mavi-yeşil alglerin, siyanobakterilerin ve mantarların ortak yaşamlarını hemen 

hemen 20.000 tür ile ifade eden önemli örneklerdir (John, Güvenç & Türk, 2017). Likenlerin 

bu yaşam ortaklıklarından mantar ile olan ortaklığı için ‘mikobiyont’ olarak bahsedilirken, 

simbiyotik ortaklığından ‘simbiyont’ ve fotosentez yapan için ‘fotobiyont’olarak bahsedilir 

(Sevgi & Tecimen, 2012). Likenler; yeryüzünde birçok ekosistemde (ağaç, toprak, kayaç 

vb.) gelişen canlılardır ve geniş coğrafi dağılımları söz konusudur. Bu özellik bakımından 

sağladığı avantaj ise; yavaş büyüyen ve çok yıllık olan likenler, her mevsim farklı olan diğer 

çiçek türlerine nazaran tek morfoloji gösterirler (Oksanen, 2006). 

Avrupa ülkeleri başta olmak üzere pek çok ülkede doğal bitkisel ekstreler ile kanser 

hücrelerine karşı çalışmalar oldukça yoğun olarak yer almaktadır. Ancak son on yılda 

özellikle likenlerden elde edilen sekonder metabolitleri ile kanser hücreleri üzerinde yapılan 

çalışmalar ilaç adayı olarak umut olmaktadır (Ziech vd., 2012).  

Bu tezin amacı Rhizoplaca melanophthalma ve Rhizoplaca chrysoleuca liken ekstrelerinin 

in vitro koşullarda MDA-MB-231 insan meme kanseri hücre hattında antikanser olarak 

koruyucu özelliklerinin tespit edilmesidir.  
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2. GENEL BİLGİLER 

Kanser günümüzde en önemli kronik hastalıkların başında gelmektedir. Batı toplumlarına 

bakıldığında üç kişiden birinde kanser görülürken insanların beşte biri ise bu hastalığa bağlı 

olarak ölmektedir. Kanserin %10-15’i genetik olarak aktarılırken geri kalan %85-90’lık 

kısmı ise insanın canlı hücrelerinin DNA’sının hayatı boyunca maruz kaldığı çeşitli 

kanserojenlere ve hücre bölünmesi sırasında oluşan hatalı DNA kopyalanmasına bağlı olarak 

şekillenmektedir (Williams, 2001). Amerika Birleşik Devletleri’nde yaklaşık olarak 14 

milyon kanserli insan olduğu ve her yıl bu hasta sayısının yaklaşık olarak 1,6 milyon 

seyrettiği bilinmektedir. Yeni hastaların %53’ünün de 65 yaş üstü olduğu belirtilmiştir (Levit 

vd., 2013). Türkiye’de bu hastalığın görülme sırası, 10 ülke arasından 7’dir.  2018 yılında 

Türkiye’de insan nüfusu 81.916.866 iken, kansere bağlı yeni vaka sayısı 210.537’dir ve bu 

hastalıktan ölen insan sayısı 116.710 olarak bilinmektedir. 2020 yılında Türkiye nüfusunun 

84.339.067 olarak artış göstermesiyle beraber yeni kanser vakalarının sayısı ise 233,834 

olarak kaydedilmiştir. Kansere bağlı yaşamını yitiren insan sayısı ise 2020 yılında 126.335 

olarak kayıtlara geçmektedir. Bu verilere göre 2018 yılına kıyasla 2020 yılında yarı oranda 

artış görülmektedir. (Akeren & Hintistan, 2021). 

Kanserin tedavileri arasında hormon tedavileri, kemik iliği nakli, kök hücre tedavisi ve 

ameliyat gibi yöntemler kullanılmaktadır. Bu tedavi yöntemlerinden biri olan kemoterapi; 

kanserli hücrelerin kontrolsüz büyümesini, kimyasal ve biyolojik ajanlar yardımıyla 

engellemeyi amaçlamaktadır. Tedavi sırasında kullanılan ilaçlar kötü huylu hücrelerin 

yanında normal hücrelere de zarar vermektedir. Günümüzde sentetik ilaçların yan etkilerinin 

artması nedeniyle doğal olan ürünlere önem artmış bununla birlikte likenlerde dahil olmak 

üzere birçok organizmanın incelenip, bu canlılar üzerinde ileri araştırmaların yapılması 

sağlanmıştır (Cleeland, 2007; Baykara, 2016). Mantarlardan, bitkisel yapılardan ve çeşitli 

organizmalardan elde edilen ekstraktlarda yer alan metabolitler sayesinde birçok tedavi edici 

yöntemler bulunmuştur. Fotobiyont kısmını alglerin, mikobiyont kısmını da mantarların 

oluşturduğu simbiyotik organizma olan likenler, kendilerine has olan özellikleriyle 

metabolitleri üreten canlılardır (Müller, 2001). Bu metabolitler ile antikanser üzerine 

literatürde birçok çalışma yer almaktadır ve sekonder metabolitlerin apoptotik hücre ölümü, 

telomeraz aktivitesinin engellenmesi ve aerobik glikolizasyonun inhibisyonu gibi çalışmalar 

yapılmıştır. Likenlerden elde edilen ve üzerinde en çok çalışma yapılan sekonder metabolit 

ise usnik asittir. Usnea, Rhizoplaca, Cladonia türlerinde diğer türlere nazaran daha yaygın 

olarak görülmektedir. Rhizoplaca türlerinde usnik asit oranına bakıldığında %4’lük bir 
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rakamla karşılaşılmaktadır (Cansaran vd., 2006). Asya ve Avrupa ülkelerinde bu maddenin 

aynı zamanda medikal alanlarda ilaç olarak kullanıldığı bilinmektedir. Bundan kaynaklı; 

antiviral, antibakteriyal ve analjezik etkileri üzerine çalışmalar yapılmaktadır (Ingolfsdottir, 

2002; Odabaşoğlu vd., 2006). 

2.1. Kanser  

Kanserin insan sağlığını ciddi derecede etkileyen hastalık olduğu uzun yıllardır 

bilinmektedir. Geçmişten günümüze bu hastalıkla alakalı birçok değişim olmuştur. 1900 ve 

1920’li yıllarda kansere karşı farklı bir yaklaşım benimsenmiştir. Bu yaklaşıma göre hasta 

yakınlarına kanser teşhisi konduğu söylenmekte fakat hasta olan insanlara bu durum 

söylenmemektedir. 1940’lı yılların başında, ilaçlar ile tedavi yöntemleri araştırılmaya 

başlamasıyla kanser ölüm demektir yaklaşımı kabul edilmiştir (Samur vd., 2000).  

Canlıların temel yapı taşı hücrelerdir. Hücreler, hormon ve enzimler gibi uyarıcılar 

aracılığıyla canlının temel ihtiyacına göre düzenli şekilde gelişir, büyür, bölünür, yaşlanır ve 

ölür. Kanser, çeşitli genetik ve çevresel faktörlerin etkisiyle vücudun herhangi bir yerinde 

DNA hücrelerinin hasar alması sonucu oluşan anormal bir hızda büyümesi ve çoğalması ile 

oluşan hastalıkların genel bir adıdır (Vermeulen vd., 2003).  Bu çoğalan hücrelerin kan veya 

lenf dışında ilk oluşum sağlanan yerden farklı olarak başka yerlere sıçramasına metastaz 

denir. Kanser hücreleri, tümörden belirli bir sebepten dolayı ayrılırsa kan ve lenf dolaşımı 

sayesinde diğer yerlere geçiş yapabilmektedir. Bulundukları bölgede yeniden koloni 

şeklinde tümör oluşturup kontrolsüzce büyümeye devam ederler. Bu hücrelerin sağlıklı 

hücrelerden farkı ise apoptoza uğramamaları ve birbirlerine yapışık olmamasıdır. Hücreler 

kansere neden olan bu etkenler ile karşı karşıya kaldıklarında tümörleri oluşturur ve 

mutasyonları meydana getirir. Bağışıklık sistemi ise normalde kanserleşmiş hücreleri 

yakalayıp yok edebilme yeteneğine sahiptir ancak kanser hücreleri bağışıklık sisteminden 

kaçmaktadır. İyi huylu kanser çok nadir yayılma gösterirken, kötü huylu kanserde hücreler 

büyüyerek yayılma göstermektedir (Topal vd., 2009; Öncel, 2012; Barbaros & Dikmen, 

2015).  

DNA dizisindeki değişiklikten kaynaklanmayan gen fonksiyonlarını inceleyen bilim dalına 

epigenetik denir. Kanserlerin ortaya çıkma sebebi genellikle DNA dizisindeki anormallikten 

oluşur. DNA üzerinde meydana gelen bu somatik mutasyonlar, bir genin işlevini değiştirerek 

hücreye büyüme olanağı sağlamaktadır (Feinberg vd., 2006). Sağlıklı hücreler genelde 

büyümek için sinyallere ihtiyaç duyarlar. Moleküler kaskad olarak bilinen yöntem ile 
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sinyallerin bir hücreden diğerine iletilmesi gerçekleştirilir. Kanser hücrelerinde bulunan 

onkogenler çoğalmayı sağlar ve büyüme sinyali olarak işlev görmektedir. Onkogenlerdeki 

mutasyonlar, sırasıyla bir genin normal işlevinin bozulmasına veya artmasına yol açar. Bu 

tür genlerin anormal bir şekilde etkinleştirilmesinin kanserin başlangıcıyla 

ilişkilendirilebileceği öne sürülmüştür. Araştırmalar, epigenetik değişikliklerin genetik 

değişiklikleri tetikleyebileceğini ve bu değişikliklerin tümörün ilerlemesine ve başlamasına 

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

Bir onkogen etkisi sonucu, hücre çoğalmasına benzer kritik bir durum algılandığında hücre 

ölümünü başlatan apoptozis yolu devreye girer. Bu, organizmanın sağlıklı hücre sayısını 

kontrol etmek için önemli bir mekanizmadır (Evan & Littlewood, 1998). Genellikle bu süreç 

mitakondri tarafından sitokrom C’nin pro-apoptotik sinyallere karşılık olarak 

salgılanmasıyla başlamaktadır. P53 gibi tümör baskılayıcı proteinler, apoptozis yolunu 

etkileyen önemli proteinledir. Bu proteinler, hücrenin ölümünü hızlandırarak, hücrelerin pro-

apoptotik olarak adlandırılan ölüm genlerinin daha fazla üremelerini teşvik eder. Bu nedenle, 

hücreler daha fazla apoptozis yoluyla ölme eğilimindedir ve bu anormal hücre çoğalmasını 

kontrol etmeye yardımcı olabilir ve sonuç olarak hücre kanser ile mücadele edebilmektedir 

(Green & Reed, 1998). 

Hücre siklusu dinlenme ve bölünme olarak iki evreden oluşmaktadır. Dinlenme dönemi G0 

fazı olarak adlandırılır ve yaşamsal olayların devam ettiği dönemdir. Bölünme döneminde 

mitoz bölünmeye hazırlık yapılmaktadır. G1, S ve G2 olmak üzere üçe ayrılır. G1 fazı en 

uzun faz olup DNA replikasyonu için gerekli olan protein üretimi ve RNA üretiminin olduğu 

evredir. S fazında DNA replikasyonu için gerekli bölgeler işaretlenir ve DNA diploid hal 

alır. G2 fazı hazırlık evresidir, transkripsiyon ve translasyon tekrar hazırlanmaktadır. 

Hücrenin iki eş haline geldiği mitoz bölünme aşaması ise M fazıdır (Moses, vd., 1990; Foley 

& Eisenman, 1999). DNA tamir genlerindeki mutasyonlar, hücrelerin kontrolsüz bölünmeye 

devam etmelerine yol açabilir. Bu tür mutasyonlar, hücrelerin DNA hasarını düzeltme 

yeteneklerini kaybetmelerine neden olur. Sonuç olarak, bu hücrelerde genetik hatalar birikir 

ve bu hatalar kanser gelişimine katkıda bulunur. Öte yandan, DNA tamir genlerindeki 

mutasyonlar aynı zamanda onkojenik fonksiyonlarının ortaya çıkmasına da yol açabilir. Bu 

nedenle, DNA tamir genlerindeki mutasyonlar kanser gelişimine katkıda bulunan iki yönlü 

etkiye sahip olabilir. Bir yandan tümör baskılayıcı işlevler kaybedilirken diğer yandan 

onkojenik özelliklerin açığa çıkmasına neden olabilmektedir (Flatt & Pietenpol, 2000; 

Cheng vd., 1998).   
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2.2. Kanser Türleri  

Farklı isimlere göre birçok kanser türü bulunmaktadır. Bu türler akciğer kanseri, prostat 

kanseri, safra kesesi kanseri gibi hücre tipi ve bulundukları organa göre şekillenmektedir 

(Babaç vd., 2023). Meme kanseri, bu türler arasında akciğer kanserinden sonra görülen en 

yaygın ikinci kanser türleri arasında yer almaktadır (Kozan & Tokgöz, 2016). 

1.Karaciğer Kanseri 

2.Safra Kesesi Kanseri 

3.Akciğer Kanseri 

4.Baş ve Boyun Kanserleri 

5.Kolorektal Kanserler  

6.Pankreas Kanseri 

7.Üriner Sistem Kanserleri  

a. Mesane Kanseri  

b. Böbrek Kanseri  

8. Özefagus 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.Lösemiler 
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a. Akut Lenfoblastik Lösemi  

b. Akut Myeloblastik Lösemi  

c. Kronik Lenfositik Lösemi  

d. Kronik Myelositik Lösemi  

2.3. Meme Kanseri  

2.3.1. Meme Kanserinde Epidemiyoloji  

Meme kanseri dünya üzerinde 4,4 milyondan fazla kadında görülmekte olup tüm kanserlerin 

yaklaşık olarak %31’ini oluşturmaktadır (Smigal vd., 2006). 2005 yılında Boyle ve Ferlay 

tarafından yapılan araştırmaya göre, gelişmiş ülkelerde 636,128 meme kanseri vakası tespit 

edilmiş ve bunların 189,765’i maalesef ölümle sonuçlanmıştır. Ayrıca aynı dönemde 

gelişmekte olan ülkelerde 514,072 meme kanseri vakası rapor edilmiş ve bu vakaların 

220.648’i ölümle sonuçlanmıştır. Sonuç olarak bu araştırma, 1950 yılından günümüze kadar 

olan süreçte meme kanseri insidansının her yıl %2’lik bir oranda arttığını göstermektedir. 

Bu araştırmada, Avrupa ülkelerinde en sık karşılaşılan kanser türlerinin içinde meme 

kanserinin %13’lük oranıyla üçüncü sırada yer aldığı tespit edilmiştir (Boyle & Ferlay, 

2005).  

Meme kanseri görülme riskleri arasında yaş faktörü de bulunmaktadır. 30-34 yaş arası %0,25 

ve 45-49 yaş kadınlarda %0,2 olarak saptanmıştır. 40-50 yaş aralığında artış görülmekle 

birlikte 50’den sonra menopoz dönemine geçiş bulunduğundan düşüş görülmektedir (Key 

vd., 2001; Winters vd., 2017). 

2.3.2. Meme Kanseri Etiyolojisi  

Meme kanseri etiyolojisi, bir dizi farklı faktöre bağlı olarak değişebilir. Bazı faktörler, 

genetik gibi meme kanseri riskini etkileyen ve değiştirilemeyen faktörler arasında yer 

alırken; beslenme, fiziksel aktivite, davranış gibi çevresel ve kişisel faktörler ise 

değiştirilebilir risk faktörleri olarak kabul edilir. Meme kanseri riskini belirleyen temel 

faktörler; yaş, coğrafi konum, yumurtalık aktivitesinin spesifik göstergeleri, iyi huylu meme 

hastalığı öyküsü ve aile geçmişinde meme kanseri bulunup bulunmaması detaylarını içerir. 

Düşük seviyelerdeki androjen metabolitlerinin vücuttan atılmasının meme kanseri riskini 

büyütmektedir (MacMahon vd., 1973). 
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2.3.3. Meme Kanserinin Sınıflandırılması 

Meme kanserini moleküler olarak dört alt tip şeklinde sınıflandırabiliriz. Bunlar; Luminal A, 

Luminal B, HER2 ve bazal tip olmak üzere adlandırılır. Hormon reseptörleri kanserin 

östrojen ile progesteron varlığını veya yokluğunu, kanser hücrelerinin ise bu hormonlara 

karşı duyarlı olup olmadığını göstermektedir. Estrogen reseptörü (ER) ve progesteron 

reseptörü (PR) pozitif olurken HER2 reseptörü negatif ekspresyon kanserleridir. Bu üç tip 

en yaygın görülen alt tiplerdir (Howlader vd., 2014).  

Luminal A en yaygın alt tiptir. Luminal A tümörleri Luminal B kanserine göre östrojen 

reseptörü (ER) ile ilişkili genler arasında daha düşük düzeyde ifade edilirken, hücresel 

çoğalma ile ilgili genler arasında daha az aktif olduğu tümörlerdir. Luminal B tümörleri 

Luminal A tümörlerine göre daha kötü bir prognoza sahiptir. Bu tümörlerin seyri hastalığın 

ilerlemesi ve tedaviye verilen yanıt açısından olumsuz eğilim götermektedir. Luminal A 

endokrin tedavisine olumlu yanıt verirken, Luminal B kemoterapi ve hormonal tedavinin 

beraber yürütülmesinden yararlanılmaktadır. HER2 aşırı ekspresyonlu meme tümörleri, kötü 

bir prognoza sahiptir ve kemoterapiye daha iyi patolojik yanıt oranları verme eğilimindedir. 

Son olarak Bazal tip (üçlü negatif) ise ER-PR-HER2- tümörlerden oluşmaktadır. Diğer alt 

tiplere nazaran daha erken hasta yaşı ile ilişkilidir. ER-PR-HER2 negatif olan meme 

kanserleri hormon reseptörleri ve HER2 tarafından etkilenmeyen tümörlerdir (Dai vd., 

2015). Meme kanseri ile ilgili yapılan çalışmalarda farklı hücre hatları kullanılabilir. 

Kullanılan bu hücre hatlarının her birinin özellikleri birbirinden ayrım göstermektedir ve 

mekanistik çalışmalarda genellikle tercih edilmektedir. Örneğin T47D ve BT474 hücre 

hatları, invaziv duktal karsinom olarak adlandırılan ve luminal alt tipi olarak sınıflandırılan 

meme kanserlerinin hücre hatlarıdır. Metastatik adenokarsinom alt tipinde yer alan bazal 

hücre hatları MDA-MB-231 ve MDA-MB-468’dir ve bu hücre hatları ER-negatif (ER-) 

hücre hatlarıdır. T47D ve MCF-7 hücre hatları ise ER-pozitif (ER+) hücre hatları olarak 

kategorize edilmiştir (Driessens vd., 2009; Li vd., 2017).  

2.3.3.1. MDA-MB-231  

MDA-MB-231 hücre hattı, ilk olarak 17 Ekim 1973 tarihinde M. D. Anderson Kanser 

Merkezi'nde, metastatik meme kanserli bir hastanın plevral efüzyonundan alınan örneklerde 

incelenmiştir. Bu nedenle MDA-MB-231 hücre hattı metastatik bir hücre hattıdır. Bu hücre 

hattının yapışma yeteneği olduğundan in-vitro kültür çalışmalarında rahatlıkla kullanılabilir 

(Cailleau vd., 1974). MDA-MB-231 hücre dizisi TNBC (Triple-Negative Breast Cancer) tipi 
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olup meme kanserinin üç belirleyici reseptörleri olan ER, PR ve HER2 ile negatif olduğunu 

belirtmektedir. Bu tip meme kanseri kısaca ER, PR ve HER2 reseptörlerine ait olmayan ve 

ifadelerini göstermeyen kanser alt tipidir. Bu tip meme kanserinde ise erken teşhis ve tedavi 

önemli rol oynamaktadır (Kenny vd., 2007) (Şekil 2.1). 

 
Şekil 2.1. MDA-MB-231 hücreleri mikroskop görüntüsü. 

2.4. Likenler  

Likenler tek başına birer organizma değildir. Mantarlar ve fotosentetik alglerden meydana 

gelen simbiyotik birlikteliklerdir. Başka bir deyişle alg ve mantarların bir araya gelerek 

oluşturduğu morfolojik ve fizyolojik birliklerdir. Likenler kendilerini meydana getiren alg 

ve mantarlardan morfolojik olarak farklı yapıya sahiptir. Mantar ve alg bileşenleri ayırt 

edilebilir. Bu biyolojik yapının %90’lık kısmını fungal oluşturmaktadır. Likenlerin 

bileşenlerinden olan mantarlar genelde Ascomycetes sınıfına ait heterotrof organizmalardır 

ve nadiren Basidiomycetes sınıfına dahil olan organizmalar da bulunabilirler.  Ayrıca alg 

türlerinin çoğu, mantar kısmı (mikobiyont) olmadan da gelişimini devam ettirebilmektedir. 

Likenlerin yapısındaki diğer organizma olan algler ise genellikle Chlorophyceae (yeşil 

algler), nadiren Cyanophyceae (mavi-yeşil algler) sınıfına giren ototrof organizmalardır 

(Tyler, 1989). 

Likenler morfolojik yapılarına göre üç sınıfa ayrılmaktadır. Kabuksu, yapraksı ve dalsı 

şeklinde sınıflandırılmaktadır. Üzerinde yaşadıkları substratlara göre; epigeik (döküntüler 

ve ölü yosun tabakaları üzerinde yaşayan likenler), epifitik (ağaç gövde ve dalları üzerinde 

yaşayan likenler) ve epilitik (kaya ve taşlar üzerinde yaşayan likenler) olarak üç gruba 

ayrışmaktadır. Zengin çeşitliliği açısından yüksek dağlardan kıyı kesimlerinde, kayaların 

üzerinde, çöllerde, kutuplardan tropikal bölgelere dağılım göstermektedir ve farklı iklim 

koşullarında yaşayabilmektedir (Sloof, 1993). Geçmişte likenler birçok farklı amaçlar için 

kullanılmıştır. Hastalıkların araştırılmasında kullanılan bazı liken türleri mevcuttur. Örneğin 
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Lobaria pulmonaria L. (Akciğer likeni), yapısı akciğere benzediğinden solunum yolu 

hastalıkları üzerinde araştırılmalar yapılmıştır. Sarılık hastalığını tedavisinde renginden 

tanınan Xanthoria parietina L. kullanılmıştır. Ayrıca likenlerin sahip olduğu doğal 

antioksidan aktivitesi, onların besin şeklinde tüketilmesi halinde yaşam süresini uzatma ve 

antimutajenik etkileri de bilinmektedir (Altun, 2007). 

Birçok farklı ülke olmak üzere özellikle Avrupa'da kanser hastalığıyla mücadele için doğada 

bulunan şifalı yapıların ekstrelerinin hastalık üzerine etkilerini inceleyen çok fazla 

çalışmalar yapılmaktadır. Dünya geneline bakıldığında organizmalardan elde edilen 

bileşenlerin kanser hücrelerine karşı potansiyel etkilerini araştıran çalışmalar yoğun olarak 

yürütülmektedir. Kanser hücrelerine karşı likenlerin sitotoksik etkisi hücre döngüsünü 

G2/M, S veya G0/G1 fazlarında durdurma etkisiyle ilişkilendirilmiştir. Bu etki; apoptoz, 

nekroz ve otofaji sayesinde kanserli hücrelerin zarar görmesini sağlamaktadır (Yurdacan vd., 

2019). 

Farklı liken türlerinde bulunan sekonder metabolitlerin çeşitli kanser hücre hattı üzerinde 

test edilip bu metabolitlerin etki ettiği mekanizmaları araştırarak, antikanser etkili bileşikler 

için bir yeni keşif yöntemi olabilir. Bu metabolitler; kanser hücreleri üzerindeki 

mekanizmaları anlamaya ve antikanser etkilerini görmeye yardımcı olmaktadır. Ayrıca bir 

dizi hastalığın gelişimine karşı da koruyucu etken olacağını gösteren in-vivo ve in-vitro 

çalışmalar mevcuttur. Yapılan çalışmalarda bu fotobiyont ve mikobiyont özellikli 

organizmalardan elde edilen metabolitlerin sadece kansere karşı değil diğer hastalıkların 

gelişimine karşı koruyucu ve tedavi edici etkilere sahip olabileceğini ortaya koymaktadır 

(Singh vd., 2013). 

2.4.1. Rhizoplaca chrysoleuca Türünün Genel Özellikleri 

Tallus sarımsı veya beyazımsı şekilde ve genellikle parlak yeşil görünümdedir. Korteks sarı 

renkli ve üst kısım ise konvekstir. Parafiz ise geniş değil ve renksizdir. Apotesyum boyu 1-4 

mm arasında değişkenlik göstermekle birlikte diskler sarımsı renkten parlak turuncumsu 

kırmızıya kadar farklılık göstermektedir. Sporlar 8-12/3-6 mikrometre boyundadır. Yaşam 

alanı olarak, dağlık bölgelerde yerleşim sergilemektedir ve sıcak olmayan bölgeleri tercih 

etmektedir. Dağların zirvelerinde ve eteklerinde gelişimini sürdürmektedir (Şekil 2.2). 
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Şekil 2.2. Rhizoplaca chrysoleuca türünün genel görünümü 

2.4.2. Rhizoplaca melanophthalma Türünün Genel Özellikleri 

Tallus R. chrysoleuca'ya oldukça benzemektedir ve genellikle 0,5-1,5 cm çapındadır. Yassı 

ve pul şeklinde görünmektedir. Apotesyum 1-3mm boyutlarında ve loblar bazen belirgin, 

bazen belirsiz olacak şekilde 0,5-5 mm uzunluğundadır. Kenarları düz ve aşağı dönük 

şekildedir, üst yüzey parlak ve mat görünüşlüdür. Genelde açık yeşil, sarı renktedir ancak 

herbaryumda daha sarımsı veya açık kahverengimsi görünmektedir. Sporlar, 9-12 x 5-6 

mikrometre boyutlarında olmaktadır (Şekil 2.3). Genelde soğuk ve dağlık bölgelerde 

bulunmaktadır ve dağların eteklerinde, zirvelerinde, kayaların üzerinde yaşamını 

sürdürmektedir (Leavitt vd., 2013). 

 
Şekil 2.3. Rhizoplaca melanophthalma türünün genel görünümü 
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2.5. Komet Testi  

Komet testi mayadan insan hücresine kadar bireysel ökaryotik hücrelerde nükleer DNA 

hasarını tespit etmek için kullanılan çok yönlü bir yöntemdir. Tespit edilen hasar türleri, 

DNA iplik kesikleri ve alkali-labile bölgeleri, alkile edilmiş ve oksitlenmiş nükleobazları, 

DNA-DNA çapraz bağlarını, UV ışığından kaynaklanan sirklobütan pirimidin dimerlerini ve 

bazı kimyasal nedenli DNA eklentilerini içerir. Bu yöntem DNA hasarının değerlendirilmesi 

için kullanılan en popüler yöntemler arasında yer almaktadır (Gichner vd., 2000; Söylemez 

vd., 2012).  

Örnek türüne bağlı olarak, örneklerin işlenmesi sırasında ek DNA hasarının oluşmasını 

önlemek ve örnek grupları arasındaki hasar seviyelerini tespit etmek amacıyla yeterli 

duyarlılığı sağlamak için komet analizi protokolünde önemli değişiklikler yapılması 

gerekebilmektedir. Komet testinin çeşitli uygulamaları akademi, endüstri ve düzenleyici 

kurumlardaki araştırma grupları tarafından doğrulanmıştır ve OECD tarafından hayvan 

organlarında genotoksisite için in-vivo bir test olarak kabul edilmesiyle güçlü yönleri 

vurgulanmıştır. Komet testi çeşitli hücre tipleri, türler ve DNA hasarı türleri için 

kullanılabilecek çok yönlü bir testtir. Komet testi, profesyonel veya çevresel mutajenlere 

maruz kalmanın etkilerini incelemek, farklı hastalıklara ilişkin DNA hasarını ölçmek, yaşam 

tarzı, beslenme ve diyet takviyelerinin insan hücrelerinin taze veya dondurulmuş 

örneklerinde genetik stabilite etkisini ölçmek ve kontrol etmek için uygun olan hızlı, basit 

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

Oluşan DNA hasarı veya yetersiz onarım mekanizmaları, kanser ve diğer bulaşıcı olmayan 

hastalıkların kökeninde önemli bir rol oynadığı bilinen bir faktördür. Bu sebeple komet testi 

teorik olarak ileride yaşanması ihtimal dahilinde olan hastalık riskini gösterebilen erken 

genetik hasarları tespit etmek maksadıyla kullanılabilmektedir (Mañas vd., 2009). 

Komet testinin diğer genotoksisite testlerine göre avantajları arasında düşük DNA hasarı 

seviyelerini tespit etme konusundaki yüksek hassasiyeti, numune başına az sayıda hücre 

gereksinimi, esnekliği, basitliği, uygulama kolaylığı, ekonomik olması ve hızlı sonuçlar elde 

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

Ek olarak komet testinin biyo-izleme adına bir diğer faydası ise çoğalan ve çoğalmayan 

hücrelerde dahil olmak üzere geniş bir hücre cetveline, genotoksik hareketler eylemler için 

ilk rota olan doku hücrelerine uygulamasındaki yeterli fizibilitesidir (Gunasekarana vd., 

2015).  
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Bu belirtilen özellik ve avantajlarından dolayı, komet testi moleküler çalışmalarda 

yoğunlukla DNA hasarı tespiti için biyobelirteç olarak kullanılmaktadır. Mesleki ve çevresel 

faktör kaynaklı olan pestisitler, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, ağır metaller veya 

iyonlaştırıcı radyasyon vb. tehlikeli ajanların süreç içerisindeki etkilerinin gözlenmesi 

konusunda da önemli bir rol oynamaktadır (Dinçer & Kankaya, 2010; Tozan-Beceren vd., 

2011). 

2.5.1. Komet Testi Genel Aşamaları 

Komet testini yapabilmek adına öncelikle tek hücreli bir süspansiyon gerekmektedir. Bazen 

örnekler zaten bir süspansiyon halindedir fakat yapışkan hücreler, organizmalar veya bazı 

dokularda çalışırken belirli tamponlardan mekanik veya enzimatik işlemler ile muamele 

etmekte gerekmektedir.  

Adım 1) Dondurulmuş veya taze örneklerin hazırlanması ve izolasyonu. 

Adım 2) Standart komet testi için slaytların hazırlanması. 

Adım 3) Hücre lizis aşaması. 

Adım 4) DNA çözülümü ve Elektroforez. 

Adım 5) Nötralizasyon İşlemi. 

Adım 6) Boyama ve floresan mikroskop ile görüntü analizi (Dikilitaş & Koçyiğit, 2010; 

Fidan, 2005).  

2.6. Malondialdehit (MDA) 

Malondialdehit (MDA), yağ asitlerinin serbest radikaller ile etkileşime girmesi sonucu 

oluşan peroksidasyon üründür. Lipid peroksitler yıkıldığında ortaya çıkan sekonder bir ürün 

olmakla birlikte biyolojik açıdan aktif rol oynamaktadır. MDA oldukça reaktif bir bileşiktir, 

oksidatif stresin belirleyicisi olarak kullanılan biyoindikatördür çünkü lipidlerin oksidatif 

bozunmasının sonucu olarak oluşmaktadır. MDA miktarının tayini açısından lipid peroksit 

düzeylerinin bulunmasında kullanılmaktadır. Lipid peroksidayonu, hücre zarındaki lipid 

yapısında olan değişiklikler sonucunda hücre zarının işlevini bozması, serbest radikallerin 

de enzimleri denatüre edici etkisi ve son ürün olarak ortaya çıkan aldehitlerin ise hücrede 

zarara yol açmasından kaynaklı hücre hasarına yol açmaktadır. MDA oluştukları bölgeden 

uzak bölgelere difüze olabilmektedir. Bu özellik açısından doku hasarına sebep olmaktadır 

(Gutteridge, 1995). MDA aynı zamanda DNA gibi biyomoleküllerle reaksiyona girebilmesi 
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sonucu oksidatif stresi tetiklemektedir. Bu durum artrit, kanser, karaciğer hastalıkları ile 

arasında bağlantı olduğunu işaret etmektedir (Aslankoç vd., 2019; Sanyal vd., 2009).  

2.7. Antioksidan Savunma Sistemi 

İnsan vücudunda metabolik reaksiyonların bir yansıması olarak serbest radikal biçiminde 

reaktif türlerin çeşitli tipleri ortaya çıkar. Bu türler azot kökenli veya oksijen kökenli 

meydana gelebilmektedir. Bu türler litaretürde prooksidanlar olarak isimlendirilmektedir. Bu 

reaktifler, DNA, protein, lipit vb. makro ölçekli moleküllere atak yaparak hücresel veya 

dokusal hasarlara yol açmaktadır. Oluşan bu hasarlara karşı mücadele etmek adına ise insan 

vücudunda antioksidanlar olarak adlandırılan bir grup bu görevi üstlenmektedir (Valko vd., 

2007). 

Antioksidanlar iki şekilde insan vücunda var olmaktadır ya endojen olarak üretimi yapılır ya 

da ekzojen kaynaklarından alınmaktadır. Bu antioksidanlar içerik olarak süperoksit 

dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon redüktaz enzimleri, Se, Mn, Cu ve Zn 

gibi minerallerle birlikte A, C ve E vitaminlerini içermektedir. Sağlıklı bir insan bedeninde 

antioksidanlar ve prooksidanlar bir denge içerisinde yer almaktadır fakat prooksidanlar 

seviyesinde oluşabilecek herhangi bir artış oksidatif stresi meydana getirmektedir. 

Antioksidan savunma sistemi ise insan vücudundaki biyolojik düzeni oksidatif etkenlerden 

savunmak amacıyla gelişmiş evrimleşmiştir (Mccord, 1993; Kireçci, 2018).  

2.7.1. Hücre İçi Antioksidan Savunma Sistemleri 

2.7.1.1. Süperoksit Dismutaz (SOD) 

Süperoksit dismutazlar (SOD), süperoksit radikallerinin hidrojen ve oksijen peroksid 

dönüşümlerini düzenleyen içeriğinde metal bulunduran bir enzimdir. Süperoksitler oksijen 

mekanizmalarında yan ürün olarak açığa çıkmaktadır ve düzenlenmemeleri halinde hücre 

hasarına sebep olabilmektedirler (Borgstahl vd., 1996).  

Yapılan incelemeler sonucunda bu enzimin tüm aerobik organizmalarda var olduğu 

keşfedilmiştir. Meydana gelen birçok toksik indirgenmiş oksijen türüne karşı savunma 

mekanizmalarında büyük rol oynar. Çevresel faktörler sebebiyle oluşumu artış gösterebilen 

oksijen radikallerinin organizmalarda oluşturduğu strese karşı tolerans göstermesi adına 

önemli olduğu öne sürülmüştür (Hayyan vd., 2016).  
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2.7.1.2. Katalaz (CAT) 

Oksijen ile ilişkisi bulunan neredeyse tüm canlılarda katalaz enzimi bulunmaktadır. Hidrojen 

peroksiti (H2O2) su ve oksijene dönüştürerek işlev görmektedir. Reaktif oksijen türlerinin 

hücre ve doku içerisinde oluşturabilecekleri hücre hasarına karşı önemli bir savunma 

mekanizmasıdır. Katalaz enziminin döngü hızı ortalama enzimlerin döngü hızına göre daha 

yüksektir (Karabulut & Günay, 2016). 

Tetramer yapıda olan katalaz 500-550 amino asitten fazla uzunluğa sahiptir. İnsan katalaz 

enziminin aktivitesi için optimum pH değeri 7’dir. Katalaz seviyelerini tespit etmek 

önemlidir çünkü kanser, oksidatif stres, diyabet vb. hastalıkların oluşumu konusunda ilişkisi 

bulunmaktadır (Goodsell, 2004; Ścibior & Czeczot, 2006). 

2.7.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx) 

Glutatyon Peroksidaz (GPx) temel biyolojik görevi dokuyu, hücreyi veya organizmayı 

oluşabilecek oksidatif hasarlardan korumak olan bir diğer enzim ailesinden biridir. Bazen 

sitozolde ve bazen mitokondride hidrojen peroksidi suya dönüştüren organizma için önemli 

enzimlerden biridir (Muthukumar & Nachiappan, 2010). 

Genellikle etkinliği selenyuma bağlıdır ve aktivitesi selenyuma bağlı ve bağlı olmayan 

olarak ikiye ayrılıp değerlendirilme şansı bulunmaktadır. Oksidatif strese karşı hücreyi 

savunmak bu enzimin en önemli rolüdür. Şu ana kadar tanımlanmış 8 adet GPx enzimi 

bilinmektedir (Sanyal vd., 2009).  

2.7.2. Lipid Peroksidasyonu ve Malaonaldehit 

Malondialdehit (MDA), hücre içerisindeki doymamış yağ asitlerinin peroksidasyona 

uğraması sonucu oluşan son ürünlerdendir. Hücre içerisinde varlığını artıran serbest 

radikallerin sonucu olarak malondialdehit üretimi de artış göstermektedir. İki veya ikiden 

daha fazla karbon-karbon çift yapısına sahip olan yağ asitlerine çoklu doymamış yağ asitleri 

denir ve lipid peroksidasyon ise bu çoklu doymamış yağ asitlerinin bozulması olarak 

tanımlanmaktadır (Ceconi vd., 2003). 

Lipid peroksidasyonu serbest radikaller veya çoklu doymamış yağ asitlerindeki alfa metilen 

gruplarından H atomunun etkileşime girmesi sonucu gerçekleşmektedir.  Hücre zarındaki 

kolesterol ve yağ asitlerinin çift bağları hedef alınarak oksidasyon süreci başlamaktadır. 

Serbest radikaller ve hücre membranında yer alan kolesterol ve doymamış yağ asit bağları 

ile etkileşime girmesi sonucu lipid peroksidasyonu tetiklenmektedir.  Kanserli hastalarda 
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antioksidan ve oksidatif stres durumlarının ölçümü amacıyla malondialdehit bir marker yani 

belirteç olarak kullanılmaktadır (Del Rio vd., 2005; Young & Woodside, 2001).  

2.7.2.1. Lipid Peroksidasyonun Toksisitesi 

Membranda bulunan lipidlerin peroksidasyonu çift yapıda bulunan lipid katmanlarının 

fiziksel yapılarında dikkate alınmaya değer değişiklikler meydana getirdiği bilinmektedir. 

Ekseriyetle değişikliğe uğrayan yapılar olarak lipid-lipid etkileşimleri, membran 

geçirgenliği ve akıcılığı, iyon gradyanları örnek olarak belirtilmektedir (Cormerais vd., 

2016). 

Lipid peroksidasyon sonucu oluşan ürünlerin, kendiliğinden bozunmaya uğrayan hücre 

ürünlerinden çok daha ek toksisiteye sahip oldukları bilinmektedir. Lipid peroksidlerin 

aldehit bozunma ürünleri dokulara ve hücrelere toksiktir. Malonaldehit (MDA) ve 4-HNE 

hücre için oldukça yüksek reaktif maddelerdir. DNA primerlerindeki aminler ve proteinler 

MDA ile çapraz bağlı reaksiyon oluşturabilmektedirler. Lipid peroksidasyon nedeniyle 

oluşan bu kovalent modifikasyonlar, nükleik asit ve proteinlerin yapılarını değiştirerek 

oluşan toksik ortamın kaynağını oluşturmaktadır (Draper, 1990; Halliwell & Chirico, 1993). 

2.8. Hücre Ölüm Mekanizmaları 

2.8.1. Apoptoz 

Apoptoz bir diğer adı programlanmış hücre ölümü fizyolojik bir süreçtir aynı zamanda 

apoptoz hücre intiharı olarak da bilinmektedir. Her saniye vücudumuzda yaklaşık bir milyon 

civarı hücre doğarken aynı zamanda bir milyon kadar hücre ölümü gerçekleşmektedir. Bu 

süreç ömür boyu devam etmektedir.  Ayrıca embriyonik gelişimde etki göstermektedir (Kerr 

vd., 1972). 

Apoptozun yetişkin organizmalarda dengeleyici görevi, dokularda bulunan hücre sayısının 

kontrol altına alınmasını sağlamaktadır. Bu süreç; bir organizmanın hayatı boyunca hücreleri 

üretmesi, zarar görenleri ortadan kaldırması ve aynı zamanda onarım yapması için kritik rol 

oynamaktadır. Bir başka özelliği ise organizmanın homeostazını korumadaki rolüdür. Aşırı 

hücre çoğalmasını ve birikimini önlemektedir. Bu özelliklerle birlikte yararlı hücrelerin 

devamlılığı için yaşamasına yardımcı olurken, potansiyel tehlike oluşturan hücreleri de 

tespit edip programlanmış bir şekilde ölmesini sağlamaktadır (Grabacka vd., 2014). En 

önemli özelliklerinden biri ise hücre içindeki DNA'nın özgün olarak parçalanmasıdır. Bu 

parçalanma ile genetik materyalin düzenlenmesi açısından önemlidir. Mitokondriyal 
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fonksiyon kaybıyla ilişkili olan apoptozun mitokondri ile ortak önemli bir fonksiyona sahip 

olduğunu göstermektedir (Zhou vd., 2001; Andón & Fadeel, 2013). 

2.8.2. Nekroz 

Doku ölümü olarak bilinmektedir ve zarar gören hücrelerin veya dokuların geri 

döndürülemez şekilde patolojik olarak ölümü gerçekleşmektedir. Nekroza yol açan nedenler 

sırasıyla hipoksi, iskemi, hipertermi şiddetli oksidatif stres olarak sıralanmaktadır. Hücresel 

zararın ortaya çıkmasına arsenik, siyanid gibi zehirli maddeler ve ağır metaller neden 

olmaktadır. Bu toksik maddeler hücrelerin anormal şekilde ölümüne sebep olurken doku 

hasarına yol açmaktadır (Fink & Cookson, 2005). 

2.8.3. Apoptoz ve Nekroz Arasındaki Farklar  

Apoptoz ve nekroz arasında birçok fark görülmektedir. Morfolojik olarak baktığımızda; 

nekrozda hücre şişmesi, kromatin kümelenmesi, hücre lizisi, endoplazmik retikulum 

dilatasyonu görülürken, apoptozda hücre küçülmesi ve hücre membranı olmaktadır fakat 

membranda kabarcıkların oluşumu görülmektedir. Ayrıca kromatin hücre çekirdeğinin 

etrafında toplanmış ve yoğunlaşmış bir görünüm sergiler. Bu durumda organellerde 

parçalanma veya dağılma olmaz. Nekroz için ATP ihtiyacı yoktur fakat apoptozda ATP’ye 

ihtiyaç duyulur. Hücre ölümlerine baktığımızda; apoptozda tek tek ölüm gözlenirken, 

nekrozda gruplar halinde ölüm gerçekleşmektedir. Biyokimyasal özelliklerini 

karşılaştırdığımızda, nekrozda DNA rastgele parçalanmaktadır ve agaroz jel 

elektroforezinde smear görüntüsü elde edilmektedir. Apoptozda ise DNA internukleozomal 

alanlarda 180 kb olacak şekilde kırılmaktadır ve agaroz jel elektroforezinde merdiven 

patterni karşımıza çıkmaktadır (Willingham, 1999). Apoptoza genelde kanser ilaçları, hücre 

yaşlanması, radyasyon, Fas ve TNFR-1 reseptörlerinin aktivasyonu, şiddetli olmayan 

oksidatif strese neden olmaktadır. Nekrozda ise şiddetli oksidatif strese, litik viral 

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

Bu çalışmada, meme kanseri hücre hattı olan MDA-MB-231 hücreleriyle periyodik şekilde 

artan dozlarda R. melanophthalma ve R. chrysoleuca likenleri kullanılarak anti kanser 

özellikleri araştırılmıştır. Çalışmada MTT yöntemi ve Komet testi kullanılarak hücre 

proliferasyonu ile DNA hasarına bakılıp enzim aktiviteleri durumu ve MDA seviyesi 

değerlendirilerek çalışılan liken türlerinin biyolojik aktiviteleri ortaya koyulmuştur. 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1. Kullanılan Kimyasallar  

Agaroz 

MTT kiti (Roche) 

Ethidium Bromide 

Tripsin-EDTA %25 (STEMCELL)  

DMEM-F12 Medium (MULTICELL)  

PBS (BIOMATIC)  

Dimetilsülfoksit (GIBCO) 

Penicilin-Streptomycin (GIBCO) 

Fetalbovine serum (FBS) 

Bioassay Technology Laboratory ELISA Kit (SOD, CAT ve GPx) 

3.2. Kullanılan Cihazlar 

ELISA Cihazı (BMG LABTECH)  

VortexMixer (Dragon Lab)  

Manyetik Karıştırıcı (Daihan) 

Biyogüvenlik Kabini Class 2 (Bilser)  

Santrifüj (Nüve NF 800R) 

Hassas Terazi (Radwag AS 220) 

Mini santrifüj (Eppendrof) 

Su Banyosu (Memmert WNB22) 

İnverted Mikroskop (ZEISS)  

Otomatik Pipetler (Nichipet)  

CO2 İnkübatör (Memmert) 

Elektroforez cihazı (CleaverScientific)  

pH metre (MettlerToledo)  
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Pipet Aid (Macroman) 

Otoklav (Nüve OT 23S)  

3.3. Kullanılan Gereçler 

Tek Kullanımlık Enjektör 

Plate (96 kuyucuklu) (CITOTEST) 

Mikropipet ucu (10, 100, 1000µl) 

Steril Filtre (BD FALCON)  

Tek Kullanımlık Serolojik Pipet (5-10 mL) (CAPP) 

Şırınga filtreleri (0,22 µm) 

Santrifüj Tüp 15 mL (NEST)  

Santrifüj Tüp 50 mL (NEST)  

Plate (6 kuyucuklu) 

T75 (75 cm²’lik kültür flask) 

T25 (25 cm²’lik kültür flask) 

3.4. Yöntemler  

Bu tez çalışmasında, hücre tabanlı yapılan işlemlerde sterilizasyona önem verilmiş ve 

kullanılan hücrelerin stres altında olmaması için bu hücrelere nüfuz eden çözelti veya 

çözücüler 37°C’de işlem görmüş ve santrifüj işlemleri 5 dakika arayla düşük RPM’de 

gerçekleştirilen titiz bir yaklaşım benimsenmiştir. Bu çalışma kapsamında R. 

melanophthalma ve R. chrysoleuca türlerinin antikanser özelliklerinin belirlenmesi 

amaçlanmış olup agresif özellikte olan hücre hattı MDA-MB-231 hücreleri uygun görülüp 

kullanılmıştır. Bu kullandığımız meme kanseri hücre hattı ise ATCC (Amerikan Tıp Kültür 

Merkezi) firmasından tedarik edildi.  

3.4.1. Likenin Ekstrakte Edilmesi 

Tamamlanması yapılan liken örneklerinden 10 gr tartılarak havanda toz haline ulaşıncaya 

kadar öğütülme işlemi yapıldı. Bu toz haline gelen liken örnekleri ise Kocakaya ve 

arkadaşlarının (2021) yöntemine göre %80’lik metanol kullanılarak ekstre edildi ve işlem 

sonunda elde edilen özler süzüldü. Döner buharlaştırıcının basıncı azaltılarak konsantre 

edildi. Elde ettiğimiz kuru ekstreler deneyler için kullanılmak üzere -20°C’de saklandı.  
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Ekstreler %70’lik alkolde çözüldü ve seyreltme işlemleri DMEM besiyerleri kullanılarak 

yapıldı. Liken dozları plaka yüzeyinde kirli bir görüntü elde etmemek için ve partiküllerden 

arınması amacıyla 0,22 mikronluk bir filtre ile süzme işlemi gerçekleştirildi. 

3.4.2. Hücre Canlılığının Tespit Edilmesi 

3.4.2.1. Hücre Kültürü Besiyeri Hazırlanması 

MDA-MB-231 hücre hattının dondurulması, çözülmesi ve pasajlanması gibi işlemler için 

kullanılan besiyer hazırlığı oldukça yaygın kullanılan bir uygulamadır. Bu besiyerleri 

hazırlarken birbirinden farklı 3 çözelti kullanılmıştır. Bunlar; Dulbecco's Modified Eagle 

Medium (DMEM), Fetal buzağı serumu (FBS), penisilin/streptomisin antibiyotiğidir.  Bu 

besiyerlerinin steril bir ortamda işlemleri yapıldıktan sonra filtreden geçirilip otaklavlanmış 

şişede +4°C’de saklanmıştır. Çalışmaların hemen öncesinde kullanıma başlamadan 

besiyerinin hücrelere verilebilmesi için 37°C’deki su banyosunda inkübe işlemi 

gerçekleştirilmiştir. 

3.4.2.2. MDA-MB-231 Hücre Hattının Kültüre Aktarılması 

MDA-MB-231 hücreleri, kryo tüplerinde dondurularak saklanmıştır.  Daha sonra çalışmaya 

başlamadan önce bu hücreler -80°C’den alındı ve su banyosunda çözülmesi sağlandı. 

Hücrelerin tamamen çözülmesinin ardından hızlı bir şekilde santrifüj tüplerine aktarıldı. 

DMSO’nun hücrelere olan etkisini azaltmak amacıyla üzerlerine yavaşça 5 mL taze besiyeri 

eklenerek pipet yardımıyla karıştırıldı. Final volümde 1500 RPM hızında 4 dakika boyunca 

santrifüj edildi ve hücre pelletinin üzerine yeni besiyeri eklenerek flasklara ekimleri 

gerçekleştirildi. Hücrelerin çoğalması için, %5 karbondioksit içeren bir ısıtmalı inkübatör 

kullanılarak 37°C sıcaklıkta inkübe işlemi gerçekleştirildi. Hücreler, yaklaşık olarak %70 ila 

%80 doluluk seviyesine ulaşana kadar yaklaşık iki günde bir değiştirildi ve morfolojik 

yapıları, çoğalma hızları, canlılıkları invert mikroskop ile takibi gerçekleştirildi. 

3.4.2.3. MDA-MB-231 Hücre Hattının Pasajlanması 

Hücre pasajlama işlemi hücre kültürü kaplarındaki tek tabaka halinde büyüyen hücre 

dizilerini tripsin yardımıyla yüzeyden yavaşça alarak başka bir kültür kaplarına aktarma 

işlemidir. Hücreler yaklaşık olarak %70-%80 oranında doygunluğa ulaştığında her iki günde 

bir pasajlama uygulaması yapıldı. Pasajlama sırasında flask yüzeyinde bulunan ve buraya 

yapışık halde olan canlı hücrelerin yapısını bozmadan flaskın yüzeyine yapışık olmayan ölü 

hücreler 25 cm²’lik flask için ortalama 3 mL fosfat tampon solüsyonu (PBS) kullanılarak 

yıkama işlemi ile temizlendi. Ardından PBS ortamdan uzaklaştırıldı. 2-3 dakika 
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beklendikten sonra hücrelerin kalkıp kalkmadığı bulanıklık durumlarına ve daha sonrasında 

ise mikroskop ile hücrelerin hareket edip etmediğine bakıldı.  Hücreleri flask tabanından 

ayırmak için 3 mL Tripsin-EDTA solüsyonu eklenerek inkübatöre yerleştirildi. Tripsin 

EDTA sayesinde hücrelerin flask tabanından ayrılmaları sağlandı ve bu süreç bitiminde 

hücrelerin uzantılarından ayrılıp yuvarlak görünümüne geçmesi gerçekleştirildi. Hücrelere 

etki eden Tripsin'in etkisinden korunmak için besiyerleri ekledikten sonra, hücrelerin falcon 

tüpüne transfer işlemi gerçekleştirildi ve ardından 1500 RPM'de 4 dk santrifüj işlemi 

uygulandı. Tüp içinde kalan hücre palleti taze besiyeri ile süspanse edilerek iki farklı flaska 

bölünerek pasajlama gerçekleştirildi. Bir kez daha pasajlanan hücrelerin dağılımına invert 

mikroskop ile bakıldı. Son olarak flaskaların üzerine tarih ve pasaj sayıları da yazıldı ve 

inkübatöre kaldırıldı.  

3.4.2.4. MDA-MB-231 Hücre Hattının Muhafaza Edilmesi 

Flaskın içi %80-%90 oranında dolduktan sonra fazla besiyeri atıldı ve ardından 25 cm2’lik 

flaska 2 mL PBS ile yıkama işlemi yapıldı. Hücreler 25 cm2’lik flask için 1 mL Tripsin-

EDTA ile karıştırıldı ve yüzeyden uzaklaştırıldı. Sonrasında ise 1000 RPM ile 5 dakika 

santrifüj işlemi yapıldı ve tripsin ortamdan uzaklaştırıldı. Hücre pelleti içerisine %5 

Dimetilsülfoksit (DMSO) ve Fetal Bovine Serum (FBS) karışımı eklenerek kryo tüplerine 

aktarımı gerçekleştirildi. Bu tüpler daha sonra hızlıca donduruldu ve bir sonraki çalışmalarda 

kullanılmak üzere -80°C’ye kaldırıldı. 

3.4.2.5. Hücre Sayımı 

Hücre sayımı Tripan mavisi (Trypan Blue Exclusion) olan negatif yüklü boya kullanılarak 

yapılmıştır ve Toma lamında saymak için boyama işlemi gerçekleştirilmiştir. Tripan mavisi 

kullanmamızdaki amaç canlı hücrelerin ışık altında çok daha parlak görünmesini 

sağlamasıdır. Cansız/ölü hücreler boyayı hücrenin içine aldığından mat/mavi görünüm 

rengindedir. Canlı/sağlıklı hücreler boyayı dışladığından mikroskop altında parlak beyaz 

renk görünümündedir. Araştırmalarımız sırasında 20 μl hücre süspansiyonu ve 20 μl %0,5'lik 

tripan mavisi karıştırılmış olup hazırlanan bu karışımdan 20 μl alındı ve lam üzerinde hücre 

sayımı gerçekleştirildi. Bu yapılan sayıma göre canlı ve cansız hücrelerin yanı sıra toplam 

hücre sayısı belirlendi. Bu veriler kullanılarak hücrelerin canlılık oranları hesaplandı. 

Aşağıdaki formül ile süspansiyonun 1 mililitresindeki hücre sayısı hesaplandı.  

Canlı hücre sayısı/mL = Sayılan bölgelerin ortalama sayısı × Seyreltme faktörü × 10⁴ 
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3.4.2.6. MTT Yöntemi  

Hücrenin canlılığını belirlenmesi, hücre büyümesi ve hücre ölümünün değerlendirilmesi 

amacıyla hücre kültürü esasına dayalı MTT yöntemi kullanılmıştır. Aynı zamanda bu 

yöntem, hücrelerde oluşan sitotoksisiteyi belirlemede çok sık kullanılmaktadır. Metabolik 

olarak aktif hücrelerin MTT adı verilen bir bileşiği, mor formazan kristallerine dönüştürme 

yeteneğine dayanır.  Formazan oluşumu ise sadece aktif mitokondrinin bulunduğu canlı 

hücrelerde gözlemlenmektedir. Bundan kaynaklı canlı hücrelerin yoğunluğu arttıkça 

formazan kristallerinin sayısının artmasını ve bu şekilde görülmesini sağlarken öte yandan 

ölü hücrelerde formazan kristallerinin oluşmaması veya belirgin gözükmemesi 

beklenmektedir. Formazan oluşup oluşmamasından kaynaklı kuyucuklarda oluşan renk 

değişiklikleri spektrofotometrede değerlendirilerek analiz edildi (Stockert vd., 2012; 

Erkekoğlu & Baydar, 2021).  

3.4.2.6.1. MTT Yöntemi ile MDA-MB-231 Hücreleri Üzerinde Rhizoplaca 

melanophthalma ve Rhizoplaca chrysoleuca likenlerinde LC50 Belirlenmesi 

96 kuyucuklu düz tabanlı steril plakalara hücre/kuyu şeklinde ekim işlemi uygulandı ve her 

bir kuyucuğa 1x104 oranında kuyucuklara eşit miktarda ekim yapıldıktan sonra hücre 

çoğalmasını görmek adına inkübasyona bırakıldı. 

24 saat süren inkübasyon süresinin sonunda R. melanophthalma ve R. chrysoleuca 

likenlerinin farklı dozları hücrelere uygulandı. Bu iki liken türünden alınan düz miktarları 

besiyeri ile belirili dilüsyonlar kullanılarak hazırlandı. Bu doz oranları ise sırasıyla; 184-92-

46-23 µg/mL’dir.  Ayrıca kontrol grubu oluşturularak deneyler yürütüldü. 

Deneyin kontrol koşullarını sağlamak amacıyla kontrol grubu için yalnızca uygulama 

gruplarındaki aynı hacimdeki besiyeri ekleme işlemi yapıldı. 

Maddenin etki etmesi amacıyla hücre plağına 48 saatlik inkübasyon işlemi uygulandı. 

48 saatin ardından hücrelerin üzerine yeni hazırlanmış MTT solüsyonundan kontrol dahil 

olmak üzere 25 μl olacak şekilde eklendi ve 2,5 saat inkübe edildi (Merck, Cell Proliferation 

Kit kullanılmıştır). 

Kuyucuklara kitin içerisinden çıkan Solubilization buffer tamponundan 150 µl eklenmiştir 

ve formazan kristallerinin çözünmesi için 2 saat inkübatöre bırakıldı.  

2 saatin ardından plate hafifçe çalkalandı ve spektrofotometrik olarak 570 nm absorbans 

değerleri ölçüldü.  
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Kontrol grubu ile absorbans değerleri karşılaştırılarak LC50 dozu bulundu. R. 

melanophthalma için LC50 değeri 92 µg/mL, R. chrysoleuca için ise LC50 değeri 46 µg/mL 

olarak tespit edilmiştir.  

3.4.3. DNA Hasarının Tespit Edilmesi 

3.4.3.1. Komet Testi Yöntemi 

MDA-MB-231 hücre hatlarını flask yüzeyinden kaldırıp yüzer konuma getirmek için tripsin 

ile muamele edildi. Hücre sayımı için Thoma lamı yapıldı. 

Hücre sayımı işleminden sonra hücreler tekrardan 6 kuyucuklu plaklara ekildi ve uygun 

şartlarda 1 gece inkübe edildi. 

184-92-46 µg/ml LC50 ve LC100 liken grupları eklenerek tekrardan 2 gece inkübe edildi. 

1:1 oranında agaroz (LMA) ile pipetlendikten sonra liken grupları ve kontrol lamlara 

yayılarak lamele kapatıldı. Daha sonrasında +4°C’de 20 dakika hücreler bekletildi. 

Donmuş agaroz dahilinde bulunan hücreler lizis çözelti karışımı ile 1 saatlik muamele edildi. 

Elektroforez işlemi için tankın içerisine yerleştirilen lamlar solüsyon içerinde 250 V’luk güç 

verilerek DNA’lar yürütüldü. 

Distile su (dH2O) ile 3 defa yıkanan lamların nötralizasyon işlemi yapıldı. 

Floresan mikroskobunda görüntü almak adına son işlem olarak etidyum bromür (EtBr) ile 

boyama işlemi gerçekleştirilip hücre fotoğrafları çekildi. 

BAB programı kullanılarak kontrol ve liken uygulama grupları arasında meydana gelen 

DNA hasarı, yüzde DNA, kuyruk uzunluğu ve kuyruk momenti istatiksel verileri çıkarıldı. 

3.4.4. Malondialdehit Miktarının Belirlenmesi 

MDA hücre membranının yapısında bulunan çoklu doymamış yağ asitlerinin oksidasyonu 

sonucu yan ürün olarak oluşmaktadır. Hücre zarı yapısındaki bu özel yağ asitlerinin 

oksidasyonu sonucu meydana gelmektedir (Oropesa vd., 2009). Çalışmamızda “Bioassay 

Technology Laboratory ELISA Kit” markası kullanılarak deneyler yapılmıştır. İlk olarak 

hücrelerin flaskalara ekimi gerçekleştirildi ve ardından 24 saat boyunca inkübe işlemi 

yapıldı. Daha sonra liken uygulama grupları eklendi (LC50 ve LC100 değerleri) ve hücreler 

iki gece (48 saat) inkübatöre bırakıldı. 48 saatin ardından bu inkübasyon sonunda flaskın 

yüzeyine yapışmış halde olan bu hücreler tripsin yardımıyla yüzeyden ayrıldı ve 1500 

RPM'de 15 dakika santrifüj yapıldı. Kullanılan kitin prosedürüne göre standartlar hazırlandı 
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ve bu standartlar kit içerisinden çıkan 96’lık plakaya 50 µl olacak şekilde eklendi.  Geri kalan 

kuyucuklara ise liken uygulama gruplarından gelen örneklerden 40 µl koyuldu. Daha sonra 

MDA seviyelerini ölçmek ve MDA’yı tespit etmek için uygulama gruplarının her birinin 

üzerine 10 µl anti-MDA antikorları eklenmiştir. Daha sonra numune kuyucuklarına ve 

standartlara 50 µl streptavidin-HRP eklenerek 1 saat 37°C’de inkübasyona bırakıldı. 

İnkübasyon süresinin sonunda bütün kuyucuklara 0,35 mL yıkama tamponu ile 3 sefer 

yıkama yapıldı. Her kuyucuğa 50 µl standart solüsyon A ve 50 µl standart solüsyon B eklenip 

tekrardan 10 dakika 37°C’de inkübe işlemi yapıldı. Son adımda ise her kuyucuğa 50 µl 

durdurma solüsyonu koyuldu ve mikroplaka okuyucu 450 nm dalga boyuna ayarlanarak 

ölçümler yapıldı. 

3.4.5. SOD, CAT ve GPx Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi 

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

belirlenmesi için kullanıldı.  

Hücreler önceden hazırlanan flasklara ekilip 24 saat inkübe edildi. Sonrasında liken 

uygulama grupları eklenerek iki gece daha inkübasyona bırakıldı. Bu sürenin sonunda tripsin 

yardımıyla yapışan hücreler kaldırıldı ve 15 dakika 2000 RPM’de santrifüj edildi.  

İlk olarak standart çözelti hazırlandı ve 96 kuyucuklu plakanın her birine 50 µl standart 

eklendi. Geri kalan kuyucuklara ise liken uygulama gruplarından 40 µl eklenerek işlem 

tamamlandı. Ardından her bir plakadaki uygulama gruplarının üzerine 10 µl anti-SOD-CAT-

GPX çözeltisi eklendi.  

Önce standart ve numune kuyucuklarına 50 µl streptavidin-HRP eklenerek 37˚C’de 1 saat 

inkübasyon işlemi gerçekleştirildi. Ardından tüm kuyucuklar 3 kez 0,35 mL yıkma tamponu 

ile yıkandı. Sonrasında tüm kuyucuklara 50 µl standart solüsyon A ve 50 µl standart solüsyon 

B eklenerek 37 ˚C’de 10 dakika inkübasyon işlemi gerçekleştirildi. Son adımda ise yine tüm 

kuyucuklara 50 µl durdurma solüsyonu eklenerek 450 nm’ye ayarlanan mikroplaka okuyucu 

ile ölçüm yapıldı.   

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

Etidyum bromür ve akridin oranj DNA bağlayan floresan boyalardır. Hücre zarı ve 

nükleusunda olan değişikliklerin görüntülenmesini sağlayan bir boyama yöntemi olarak 

tanımlanmaktadır.  
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Çalışma sırasında 96’lık well plate kullanıldı. Hücrelerin yapışması için 24 saat inkübasyona 

bırakıldı. R. chrysoleuca ve R. melanophthalma dozları (LC50 ve LC100) ve kontrol olmak 

üzere gruplar oluşturuldu. Hücreler PBS tamponu ile yıkanmasının ardından tripsin-EDTA 

solüsyonu ile boyanın ekleneceği ependroflara aktarıldı. Ardından aktarılan bu hücreler 1:1 

oranda akridin oranj (AO) ve etidyum bromür (EtBr) ile hazırlanan boya ile aynı oranda 

pipet edildi ve lamlara serildi. Üzeri lamel ile kapatılıp 10 dakika ışıksız ortamda bekletildi. 

Çalışma kapsamında uygulama gruplarının apoptozdaki rolü ve kontrol grubunun 

durumlarının değerlendirilmesini görmek için AO/EB ile çift boyama yapıldı. Ardından 

floresan mikroskobu kullanılarak hücrelerin morfolojisi gözlemlendi (Kılınç vd., 2004).  
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI 

4.1. MTT Testi Sonuçları 

Çalışmamızda hücrelerin canlılığı MTT boyası ile test edilmiştir. Ön denemeler sonucunda 

kontrol grubuna yalnızca besiyeri eklenip ardından hücrelerin sağlıklı ve canlı bir 

morfolojiye sahip olduğu kararına varıldı.  Elde ettiğimiz cihaz verilerine göre, uygulanan 

likenin artan dozlarının spektrofotometrede okuma sonucu alınan verilerine baktığımızda R. 

chrysoleuca ve R. melanophthalma likeninin MDA-MB-231 hücrelerinin çoğalmasını 

belirgin bir şekilde azalttığı bu sayede kansere karşı koruyucu etkiler sunduğu sonucuna 

varılmıştır. Çalışmalar yapılırken blank değerleri dikkate alındı ve sonrasında bu değerler 

çıkarılarak hesaplama yapıldı. Hücrelerin canlılığının kontrol grubuna göre yarı yarıya 

azaldığı ve LC50 değerleri R. chrysoleuca için 46 µg/mL ve R. melanophthalma için 92 

µg/mL olarak hesaplanmıştır.   

 

Şekil 4.1. R. chrysoleuca ve R. melanophthalma’nın MDA-MB-231 hücre canlılığı 

üzerindeki etkileri. 

4.2. Komet Testi Analiz Sonuçları 

Ortaya koyduğumuz bu çalışmamızda kontrol, hücrelerin yarısını ve tamamını öldüren 

değerlerden (LC50-LC100) gruplar oluşturularak R. chrysoleuca ve R. melanophthalma 

likenlerinin MDA-MB-231 insan meme kanseri hücre hatları üzerinde yapmış olduğumuz 

genotoksisite tayini verileri komet testi ile elde edilmiştir. Tüm var olan örnekler için BAB 

uygulamasının genetik araçları kullanılarak bire bir ayrı ölçümleri sağlanmıştır. Liken 
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uygulama gruplarımız ve kontrollerin kuyruk uzunluğu, kuyruk momenti ve DNA hasarı 

(±SD) % DNA verileri ölçülerek hesaplandı. 

Komet testi üzerinde denenen likenlerin MDA-MB-231 insan meme kanseri hücre hatları 

üzerindeki istatiksel veriler Tablo 4.1.’de belirtilmiştir. Uygulama gruplarının floresan 

mikroskop beraberinde elde edilen görsel veriler Şekil 4.2.’da belirtilmiştir. Farklı dozlarda 

MDA-MB-231 hücre hattı üzerinde uygulanan liken grupları ve kontrol grupları analiz 

edildiğinde MDA-MB-231 hücre hatlarının üzerinde bir DNA hasarı oluştuğu 

gözlemlenmiştir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.2. MDA-MB-231 hücrelerinin liken uygulama grupları ve floresan mikroskop ile 

çekilen fotoğrafları. Kontrol grubu (A, B), 46 µg/mL R. chrysoleuca likeni 

uygulanan grup (C), 92 µg/mL R. chrysoleuca likeni uygulanan grup (D), 92 

µg/mL R. melanophthalma likeni uygulanan grup (E), 184 µg/mL R. 

melanophthalma likeni uygulanan grup (F). 
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Tablo 4.1. MDA-MB-231 hücrelerinde kontrol ve uygulama gruplarında DNA hasarının 

(±SD) % DNA, kuyruk uzunluğu ve kuyruk momentinin ortalama değerleri. 

Gruplar Kuyruk DNA % 
±SD 

Kuyruk Uzunluğu 
±SD 

Kuyruk Momenti 
±SD 

Kontrol 11,3±1,2 4,5±0,05 0,5±0,0006 

LC50 RCµg/mL 41,6±8,2 14,8±2,1 6,15±0,17 

LC100 RC µg/mL 95,9±17,1 30,2±3,2 28,96±0,54 

LC50 RM µg/mL 32,7±5,4 13,8±1,9 4,51±0,10 

LC100 RM µg/mL 74,4±10,2 21,6±2,7 16,07±0,27 

4.3. MDA Seviyesinin Değerlendirilmesi 

Meme kanseri hücre hattı olan MDA-MB-231 hücrelerine farklı dozlarda uygulanan R. 

chrysoleuca ve R. melanophthalma likeninin vermiş olduğu sonuçlara göre kontrol gurubu 

ile karşılaştırıldığında MDA seviyelerini önemli derecede yükselttiği görüldü. (P<0,05) 

MDA seviyesinde meydana gelen değişiklikler Şekil 4.3.’te gösterilmektedir. 

 
Şekil 4.3. R. chrysoleuca ve R. melanophthalma likenleri kontrol ve etkin doz gruplarının 

MDA seviyeleri (Sütunlar üzerindeki aynı harfleri taşımayan gruplar birbiri 

arasındaki farklılığı (P<0.05) ifade etmektedir). 
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4.4. SOD Enzim Aktivitesinin Değerlendirilmesi 

R. chrysoleuca ve R. melanophthalma likenleri MDA-MB-231 hücrelerine artan ve etkin 

konsantrasyonlarda uygulandığında SOD enzim aktivitesini azalttığı gözlemlendi. Bu elde 

edilen sonuç kontrol grubu ile karşılaştırıldığında SOD enzim aktivitesinin doza bağlı olarak 

enzim çalışmasını azalttığını göstermektedir. (P<0,05) SOD enzim aktivitesinde elde 

ettiğimiz veriler Şekil 4.4.’te verilmiştir. 

 

Şekil 4.4. R. chrysoleuca ve R. melanophthalma likenleri kontrol ve etkin doz gruplarının 

SOD enzim aktivitelerinin karşılaştırılması. (Sütunlar üzerindeki aynı harfleri 

taşımayan gruplar birbiri arasındaki farklılığı (P<0.05) ifade etmektedir). 

4.5. CAT Enzim Aktivitesinin Değerlendirilmesi 

R. chrysoleuca ve R. melanophthalma likenlerinin MDA-MB-231 insan meme kanseri hücre 

hatları üzerinde yapmış olduğumuz CAT enzim aktivitesi değerlendirme çalışmamızda 

enzim aktivitesinde düşüşe neden olduğu belirlenmiştir. (P<0,05) CAT enzim aktivitesindeki 

değişikliklere dair oluşan veriler Şekil 4.5.’te verilmiştir. 
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Şekil 4.5. R. chrysoleuca ve R. melanophthalma kontrol ve etkin doz gruplarının CAT enzim 

aktivitelerinin karşılaştırılması (Sütunlar üzerindeki aynı harfleri taşımayan 

gruplar birbiri arasındaki farklılığı (P<0.05) ifade etmektedir). 

4.6. GPx Enzim Aktivitesinin Değerlendirilmesi 

GPx sonuçlarına baktığımızda R. chrysoleuca ve R. melanophthalma likenlerini MDA-MB-

231 hücrelerine etkin dozlarda uyguladığımızda GPx enzim aktivitesini azaldığı 

gözlemlenmiştir. Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında GPx enziminin aktivitesinde azalış 

gösterdiği belirlenmiştir. (P<0,05) GPx enzim aktivitesindeki sonuçlar Şekil 4.6.’da 

verilmiştir. 

 

Şekil 4.6. R. chrysoleuca ve R. melanophthalma kontrol ve etkin doz gruplarının GPx enzim 

aktivitelerinin karşılaştırılması (Sütunlar üzerindeki aynı harfleri taşımayan 

gruplar birbiri arasındaki farklılığı (P<0.05) ifade etmektedir). 
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4.7. Akridin oranj- etidyum bromür boyası ile Apoptoz Saptanması 

Floresan mikroskobu yardımıyla akridin oranj/etidyum bromür boyası ile boyanmış 

hücrelerin erken, geç apoptoz ve nekroz durumlarından hangisine uğradığı ve liken 

ekstraktlarının artan dozlarının etkileri belirlenmiştir. Periyodik şekilde artan dozlarda 46-

92-184 µg/ml LC50 ve LC100 uygulama grupları bulunan R. chrysoleuca ve R. 

melanophthalma likenlerinin MDA-MB-231 insan meme kanseri için yapılmış bu çalışmada 

ortaya çıkan görsel veriler Şekil 4.7’de belirtilmiştir. 

 

Şekil 4.7. MDA-MB-231 hücrelerinin liken uygulama grupları ve floresan mikroskop ile 

çekilen fotoğrafları. R. chrysoleuca kontrol grubu (A), 46 µg/ml R. chrysoleuca uygulanan 

grup (B), 92 µg/ml R. chrysoleuca uygulanan grup (C), R. melanophthalma kontrol grubu 

(D), 92 µg/ml R. melanophthalma uygulanan grup (E), 184 µg/ml R. melanophthalma 

uygulanan grup (F). 
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5. SONUÇ ve ÖNERİLER 

Kanser modern çağımızın en önemli kronik hastalıklarından biri olarak ilk sıradadır. Her 

ne kadar kanser modern çağ hastalığı olarak görülse de hastalığın kökenine indiğimizde 

eski zamanlara dayandığını savunan kanıtlar yer almaktadır. Yapılan araştırmalar sayesinde 

kanserin kontrolsüz ve hızlı bir şekilde çoğaldığı gözlemlenmiştir. Bu gözlem canlı 

yaşamının parçası olan kanserin varlığını gösteren kanıtlardan birisidir (Sert & 

Küçükkılınç, 2022). Türkiye’de ve dünyamızda kanser hastalığına yakalanma olasılığı her 

geçen gün artmaktadır. Bu artışın birçok farklı çeşitli nedeni bulunmaktadır. Dünya Sağlık 

Örgütü’nün 2018 verilerine bakıldığında 18,1 milyon yeni vaka tespit ettiğini ve bunun 

sonucunda ölüm sayılarının 9,6 milyon olduğunu açıklamıştır. Bu verilere göre her beş 

erkekten biri ve her altı kadından biri bu teşhis ile karşı karşıya kalacaktır (Akyolcu vd., 

2019; Scully vd., 2012; Siegel vd., 2019). Ayrıca son beş yılda bu sayının ise 43,8 milyon 

olarak artması beklenmektedir. Artan bu vaka sayısının en temel nedenlerinden biri yaşlı 

nüfusunda görülen artış, düzensiz beslenme, alkol sigara kullanımı ve kimyasal 

karsinojenlere maruz kalmaktır. Bu nedenlerle beraber ekonomik ve sosyal gelişmelerle 

bağlantılıdır. Dünya genelinde gelişen teknoloji sayesinde yeni kanser vakalarının tespit 

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

Kadınlarda sık görülen kanser türleri sırasıyla meme kanseri, tiroid kanseri, kolorektal 

kanser, uterus korpusu kanseri ve solunum sistemi kanserleridir ve dünya genelindeki 

birçok ülkenin verileri ile paralellik göstermektedir (Siegel vd., 2019; Jemal vd., 2009). 

Son 20 yıl boyunca meme kanseri ölüm oranlarında azalma gözlemlenmektedir. Özellikle 

ABD'de 2005-2009 seneleri arasında 50 yaş altındaki kadınlarda yıllık olarak %3’lük bir 

azalma gözlemlenirken 50 yaş üstü kadınlarda yıllık %2’lik bir azalma görülmüştür. 

Genellikle artan teknoloji ile birlikte beraberinde gelen tedaviler ile birlikte bu olumlu 

eğilim, erken teşhis ve etkili tedavi yöntemlerindeki ilerlemelerin katkısıyla 

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

Likenler kendilerini meydana getiren yeşil alg ve siyanobakteriler ile mantarların 

birbirlerine karşılıklı fayda sağladığı ilişki sonucunda oluşan organizmalardır. Bu iki yaşam 

formu bir araya gelerek likenleri meydana getirir (Romagni & Dayan, 2002). Kanser 

vakalarında gözlenen artışla beraber son on yılda ilaç keşifleri hızlandırılmıştır. Yapılan 

çalışmalar doğrultusunda bilim insanları likenlerin içerdikleri biyoaktif bileşenlerin kanser 

hücrelerine etkilerini incelemektedir ve potansiyel kanser tedavilerinin geliştirilmesine 
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katkı sağlamaktadır.  Son yıllarda birçok farklı liken türünden ekstre edilen bileşenler 

kanser araştırmalarında incelenmiş olup olumlu sonuçlar vermiştir. Örneğin 

protolichesterik asit, atranorin ve usnik asit gibi liken bileşenlerinin bazı kanser türlerine 

karşı etkili olduğu gösterilmiştir. Antikanser ilaçlarıyla birlikte kullanıldığında kanser 

tedavisinde güçlü adaylar arasında yer almaktadır (Özenoğlu vd., 2013).  

Yapılan bir çalışmada Şili'den toplanan likenlerin aseton özütleri ile akciğer kanseri hücre 

hattı olan A549 hücrelerinin hareketliliğini inhibe ettiği ortaya koyulmuştur.  Bu analizlere 

göre çalışmada A549 hücrelerine bakıldığında R. melanophthalma likeninin 5 μg/mL 

konsantrasyonunda A549 hücrelerinin göçünü engellediği gözlemlenmiştir.  Sonuç olarak 

A549 hücrelerinin motilitesine karşı inhibe edici özellik sergilediğini göstermektedir (Yang 

vd., 2015). 

Cilt kanseri ve lösemi gibi kanser hücre hatları üzerinde araştırmacılar tarafından çalışılan 

Usnea liken ekstrakları hücre proliferasyon testi ile değerlendirilerek antikanser etkileri 

ortaya konulmuştur (Zambare & Christopher, 2012). 

Buğrahan Emsen ve ark. yaptığı bir diğer çalışmada Pseudevernia furfuracea (L.)  Zopf 

türünden izole edilen olivetorik asit ve physodik asit ile R. melanophthalma (DC.) Leuckert 

türünden izole edilen psoromik asit liken sekonder metabolitlerinin antitömür potansiyeli 

ilk defa insan beyin hücre hattı U87MG-GBM ve primer rat serebral korteks çalışılmıştır. 

Antitümör aktivitesi incelemeyi amaçlayan Emsan’a ait in vitro bir diğer çalışmada 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 sıçan serebral korteks hücre hatları üzerindeki etkileri incelenmiştir. Sonuç olarak 

ise bu metabolitlerin sitotoksik etkilerinin konsantrasyon, LDH aktivitesi ve DNA hasarı 

üzerinde pozitif etkisi olduğu gözlemlenmiş olduğu belirtilmiştir (Emsen vd., 2016).  

2014 yılında Gajendra Shrestha tarafından yapılan Kuzey Amerika’da bulunan liken 

türlerinin antikanser aktivitelerinin incelendiği bir çalışmada R. chrysoleuca likeni de 

çalışma içerisinde değerlendirmeye alınmıştır ve IC50 değeri 29.2 ± 1.0 bulunarak Kuzey 

Amerika konumunda yer alan 17 liken arasında antikanser etkiye sahip olma potansiyeli 

yüksek olan ilk 3 liken arasında yer almıştır (Shrestha vd., 2015). 

Kanser tedavilerinde liken bileşikleri büyük önem taşımaktadır.  Örneğin atranorin, usnik 

asit ve protolikhesterinik asit gibi liken bileşikleri kanser türlerine karşı etki göstermektedir 

ve diğer antikanser ilaçlarla bir araya getirilerek kanser tedavileri için potansiyel adaylar 
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olarak kabul edilmektedir. R. melanophthalma, Cornicularia aculeate ve Cetraria 

islandica türlerinde Protolikhesterinik asit ilk defa Usnea albopunctata'dan belgelenmiştir. 

İnsan prostat kanseri hücreleri olan LNCaP ve DU-145 üzerindeki in vitro şartlar altında 

tümör hücre büyümesi inhibe edici etkisi incelenmiştir. Aynı zamanda bu asit ile meme 

kanseri hücre hatları olan SKBR-3 ve T47D hücrelerine de bakılmıştır ve Protolikhesterinik 

asitin SK-BR-3 hücre hatlarına karşı antikanser özelliklere sahip olduğu gösterilmiştir. Aynı 

şekilde protolikhesterinik asit, insan nöroblastom HeLa, ve lösemi (K562) hücre hatlarının 

yapılarını etkilemiştir (Dar vd., 2022). 

Yapılan başka bir çalışmada Kumar ve ark. (2014), n-hekzan ile antioksidan kapasitelerini 

ve HepG2 ve RKO kanser hücre hatları üzerindeki sitotoksik etkilerine bakmıştır. Sonuç 

olarak R. chrysoleuca’nın n-hekzan ekstraktı yüksek seviyede antioksidan aktivite 

göstermiştir (Kumar vd., 2014).  

Dünya da en çok görülen kanserlerden biri olan meme kanseri üzerinde birçok çalışma ve 

ilerleme olmasına rağmen halen görülen kanser vakaları arasında 2.sırada yer almaktadır. 

Yapılan birçok çalışmada ise liken türlerinin kanser hücreleri üzerinde antisitotoksik 

özellikleri sayesinde etkili olabilecekleri gösterilmiştir. R. chrysoleuca likeni HepG2 hücre 

hattında, R. melanophthalma likeni ise U87MG-GBM hücre hattında, dahil olduğu 

araştırmalarda inhibe edici olduğu MTT test yöntemi üzerinde gösterilmiştir. 

Bu çalışmamızda, insan meme kanseri hücre hattı olan MDA-MB-231 üzerinde R. 

chrysoleuca ile R. melanophthalma likenleri farklı konsantrasyonlarda uygulandı ve MTT 

canlılık testi aracılığı ile meme kanseri hücreleri üstünde göstermiş olduğu sitotoksisite ile 

etkisi gözlemlendi ve R. melanophthalma likenlerinin 23, 46, 92 ve 184 µg/ml’lik 

oranlarına sahip uygulama gruplarında hücre canlılığının etki kaybettiği ve azaldığı 

gözlemlenmiştir.  R. chrysoleuca likeni için LC50 değeri 46 µg/ml, R. melanophthalma 

likeni için 92 µg/ml olarak tespit edilmiştir. LC100 değerleri ise R. chrysoleuca likeni için 

92 µg/ml iken R. melanophthalma likeni için 184 µg/ml olarak tespit edilip ölçülmüştür. 

Her iki liken grubu içinde sitotoksik dozlar belirlenerek devamındaki araştırmalar bu etkin 

dozlarla sürdürülmüştür. Çalışma sonuçlarına göre R. chrysoleuca likeninin sitotoksik 

etkisi R. melanophthalma likenine göre daha fazla olduğu tespit edilmiştir. R. chrysoleuca 

likeni daha düşük dozlarda aktivite sağlamıştır. 

DNA hasarının kontrol ve tespiti için ise komet testine başvurulmuştur. Komet testi, genetik 

verinin tek ve çift sarmallarındaki kırıkları, hatalı onarılmış bölgeleri ve alkali kararsız 
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bölgeleri tespit etmektedir. Çalışmamız dahilinde belirli dozlarda MDA-MB-231 meme 

kanseri hücre hattı üzerinde uygulanan R. chrysoleuca ve R. melanophthalma likenlerinin 

kanserli hücrelerin DNA’sında hasara neden olup kansere yönelik koruyucu etkileri olduğu 

gözlemlenmiştir. Etkin LC50 ve LC100 dozları ile birlikte kontrol grubu göz önüne 

alındığında hücre sayısının azaldığı en optimum değerler R. chrysoleuca likeni için 46 

µg/ml iken R. melanophthalma likeni için 92 µg/ml olarak tespit edilmiştir. R. chrysoleuca 

ve R. melanophthalma likenlerinin etkin olduğu dozlar ile birlikte sonuçlar 

karşılaştırıldığında kanserli hücreler üzerinde R. chrysoleuca likeninin daha fazla hasar 

oluşturarak daha iyi etki sağladığı tespit edilmiştir. 

Birçok canlının yapısında bulunabilen ve enzimatik aktioksidanlardan biri olan süperoksit 

dismutaz süperoksit radikali, hidrojen peroksit ve moleküler oksijene katalizlemektedir 

(Young & Woodside, 2001). Bu araştırmada R. chrysoleuca ve R. melanophthalma 

likenlerinin uygulandığı grupla beraber süperoksit dismutaz aktivitesinin kontrol grubu 

karşılaştırıldığında belirgin bir azalma gözlemlenmiştir ancak R. chrysoleuca likeninin R. 

melanophthalma likenine göre daha düşük dozlarda etki göstererek enzim aktivitesini 

azaltan bir etkisinin olduğu saptanmıştır. Genel olarak bakıldığında her iki likenin de LC50 

dozlarının enzim aktivitesini yavaşlatarak LC100 dozları ile beraber durdurmaya yakın bir 

etki sağladığı tespit edilmiştir. Enzim aktivitesinin uygulanan dozlar ile birlikte azalması 

kanserli hücrelerin enzimatik aktivitesini azaltarak kansere karşı koruyucu bir etki 

sağladığını göstermektedir. 

Organizmanın hücreleri için toksik olan hidrojen peroksit, katalaz ve glutatyon peroksidaz 

enzimleri tarafından ortamdan uzaklaştırılmaktadır. Hidrojen peroksit’in H2O ve O 

moleküllerine parçalanması işlemini düzenleyen enzim katalaz enzimidir. Tez 

çalışmamızda R. chrysoleuca ve R. melanophthalma likenlerinin etkin LC50 ve LC100 

dozlarının kontrol grubu ile CAT enzim aktivitelerini kıyaslama sonucunda R. chrysoleuca 

likeni R. melanophthalma likenine göre daha düşük dozlarda etki göstererek CAT enzimini 

inhibe etmesiyle birlikte her iki likende de LC50 değerleri enzim aktivitesini belirgin bir 

biçimde yarıya indirmiştir.  Katalaz enziminde oluşan artış miktarı toksik etkiye sahip olan 

hidrojen peroksidi inhibe etme bakımından oldukça faydalı bir durumdur ve hücrenin 

homeostazisini sağlayan bu enzimlerin inhibesi kanserli hücrelerin inhibe edilmesi 

açısından fayda sağlamaktadır. 

Hidroksil radikali oluşturan hidrojen peroksite engel olmaya çalışan GPx ise H2O2’yi inhibe 

ederek GSSG ve H2O’nun oluşmasını sağlar. Hidrojen peroksitin yüksek seviyelere sahip 
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olduğunu durumlarda CAT enzimi daha aktif rol üstlenirken düşük hidrojen peroksit 

seviyeleri için GPx enzimi daha aktif rol üstlenmektedir. Belirli dozlardaki liken uygulama 

gruplarımız ile kontrol grupları kıyaslandığında CAT enzimi gibi GPx aktivitesinin de 

azalış gösterdiği gözlenmiş ve R. chrysoleuca ve R. melanophthalma likenlerinin etkin 

LC50 ve LC100 dozları kıyaslandığında R. chrysoleuca likeni daha düşük dozlarda etki 

göstererek enzim etkinliliğini yarıya düşürmüştür ancak her iki liken grubunda da LC50 

dozları enzim etkinliği inhibe edici rol oynamıştır. Kanserli hücrelerde gözlemlenen enzim 

inhibisyonu hücrelere uygulanan likenlerin oksidatif stres ile meydana gelebilecek 

hasardan kaynaklı antikanser özellik gösterebileceği belirlenmiştir. 

Yağ asitlerinin peroksidasyonu sırasında üç veya daha fazla çift bağ içeren yağ asitlerinin 

oksidasyonu sonucu MDA oluşmaktadır. Malondialdehit (MDA) hücrelerin oksidatif stres 

veya başka zararlı etkenle karşı karşıya kalması sonucunda meydana gelmektedir. Serbest 

radikallerin hücrelere zarar verdiği sürecin yan ürünüdür ve doku hasarının bir 

göstergesidir. MDA’nın difüze olma özelliği sayesinde mutajenik, genotoksik bir bileşiktir 

(Erenel vd., 1992; Monaghan vd., 2009). Bu tez çalışmasında elde edilen bulgulara göre R. 

chrysoleuca ve R. melanophthalma likenlerinin etkin konsantrasyonlarda uygulanan 

hücrelerinde antioksidan aktivitesi belirgin bir azalış sergilerken aynı zamanda lipit 

peroksidasyonu sonucu oluşan MDA değerinde ise bir artış görülmüştür. 

Yukarıda belirtilen çalışmalarda görüldüğü gibi kanser hastalığın önüne geçmek için, 

kanser hücrelerini ölüme sürüklemek olabilecek sağlıklı yöntemlerden biridir. Hücrelerin 

planlı olarak ölme sürecine yani bu biyolojik sürece terimsel olarak apoptoz denilmektedir. 

Bu süreç hücrelerin biyolojik olarak kontrollü bir şekilde kendilerini imha etmesini 

kapsamaktadır. Apoptoz, organizmaların gelişimi, dokuların rejenerasyonu ve hücre 

sayılarının dengelenmesi açısından önemli bir role sahiptir. 

Yaptığımız bu çalışmanın sonucuna göre R. chrysoleuca ve R. melanophthalma 

likenlerinde MDA-MB-231 meme kanseri hücre hattına uygulandığında kanserli 

hücrelerde apoptozu indükleyici etkisi apoptoz nekroz testi ile doğrulanmıştır. Aynı şekilde 

artan dozlarda uygulama grubu ile kontrol grubu karşılaştırıldığında hücre ölümünün doza 

bağlı olarak artışı tespit edilmiştir. Artan dozlarda uygulanan Rhizoplaca liken türlerinin 

ekstraklarının hücrelerde morfolojik değişimler meydana getirmiştir. Yeşil renkli hücreler 

canlı hücrelerken kırmızı renkli hücreler ise ölü hücreler olarak değerlendirilmiştir. 

Kullandığımız bu liken türlerinin ise terapötik potansiyeli olabileceğini ortaya koymuştur. 

Bununla birlikte, R. chrysoleuca ve R. melanophthalma likenlerinin MDA-MB-231 
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hücrelerindeki CAT, SOD ve GPx enzim aktivitelerini azalttığı ve MDA değerlerinin ise 

net bir şekilde artış gösterdiği belirlendi.  Yaptığımız bu çalışmanın sonucuna göre R. 

chrysoleuca ve R. melanophthalma likenlerinin MDA-MB-231 meme kanseri hücre hattına 

uygulandığında yüksek dozlarda apoptoza neden olduğu ve aynı şekilde doza bağlı olarak 

meme kanseri hücre hattı DNA’sında hasar oluşturduğu komet yöntemi ile tespit edildi. 

MDA-MB-231 insan meme kanseri hücre hattında belirli dozlarda uygulanan R. 

chrysoleuca ve R. melanophthalma likenlerinin hücreler üzerinde apoptoza yönelme 

açısından pozitif etki yarattığı görüntülenmiştir.  

Bu tez çalışmasının sonuçlarına dayanarak elde edilen MDA değerleri ve enzim 

aktivitelerini aynı anda gözlemlediğimizde R. chrysoleuca ve R. melanophthalma liken 

ekstrelerinin etkin dozlarında MDA-MB-231 meme kanseri hücre hattında oksidatif 

aktiviteyi kayda değer bir şekilde yükselttiği gözlemlenmiştir. 

Kontrol grubu ile R. chrysoleuca ve R. melanophthalma likenlerinin periyodik dozları 

kıyaslandığında R. chrysoleuca likeni için hücrelerin %50’sini öldüren LC50 değerinin 46 

µg/ml’lik, hücrelerin tamamını öldüren LC100 değerinin ise 92 µg/ml’lik doza sahip oldup 

R. melanophthalma likeni için LC50 değerinin 92 µg/ml’lik, LC100 değerinin ise 184 

µg/ml’lik değere sahip olduğu yapılan MTT test sonuçları doğrultusunda ortaya 

koyulmuştur. 

Birçok araştırma, likenlerin biyolojik aktiviteleri ve koruyucu anti-stres işlevleri sayesinde 

doğal bir antioksidan ve sitotoksik ajan olduğunu göstermektedir. Ancak yapılan 

çalışmalara bakıldığında biyolojik açından hala araştırılmamış birçok liken türü 

bulunmaktadır. Rhizoplaca liken türünün ise antikanser etkileri hakkında sınırlı sayıda 

çalışmaların olduğu tespit edilmiştir. Bu alanda yapılan çalışmaların çeşitlendirilmesi, 

antikanser etkilere sahip olan liken türlerinin daha kapsamlı keşfedilmesine ışık tutabilir.  
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