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OZET

Likenler, mantar ve alg birlikteliginden meydana gelen bitkilerdir. Cladonia furcata, esas olarak Cladonia
cinsinin bir tiyesidir ve ¢ok ¢esitli habitatlarda yasarlar. Canli organizmalarin temel olarak giindelik yasaminda
ihtiya¢c duydugu ¢ogu element likenlerde bol miktarda bulunur. Yapilan aragtirmalarda Cladonia da dahil olmak
tizere bircok liken tiirliniin en bol bileseni olan usnik asitin antibakteriyel, antimitotik ve antiviral etkileri ortaya
konulmustur. Bundan dolay1r memeli hiicre kiiltiirleri olan MDA-MB-231 {izerindeki C. furcata dozlarinin
koruyucu etkileri arastirmak amaglanmistir. Bu ¢alismada, meme kanseri hiicre hattt MDA-MB-231 hiicrelerine
artan dozlarda C. furcata uygulanarak etkileri, MTT yontemi (3-(4,5-dimetil triazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium
bromid) ve apoptoz yontemi kullanilarak arastirilmistir. C. furcata’nmin MDA-MB-231 hiicreleri {izerindeki
koruyucu etkisi kontrol grubu ve uygulama gruplar1 (15-250 pg) olusturularak LD50 degeri 62,5 ug olarak
bulunmustur. Yapilan sitotoksisite analizi sonuglarina gore, C. furcata konsantrasyonun artisina bagli olarak
hiicre canliliginin azaldig1 tespit edilmistir. Hiicrelerdeki apoptoz ve nekroz tespiti i¢in kontrol grubu, 15.6
pg/ml, 31.25 pg/ml, 62.5 pg/ml, 125 pg/ml, 250 pug/ml C. furcata uygulanan gruplar floresan mikroskopta
incelenerek nekroza ugrayan hiicrelerin fotograflar1 ile kanserli hiicreler ilizerine oldiiriici etki gosterdigi
belirlenmistir. Bu ¢alismalarin 1s181inda C. furcata’nin insan meme kanseri hiicre hattt MDA-MB-231 {izerinde in
vitro kosullarda sitotoksik etki gosterdigi dozlar, ¢alisilan parametreler kapsaminda tespit edilmistir.
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PROTECTIVE EFFECTS OF Cladonia furcata ON MDA-MB-231 BREAST CANCER CELL LINE
ABSTRACT

Lichens are communities made up of fungi and algae. Cladonia furcata is primarily a member of the genus
Cladonia and they live in a wide variety. Most elements found in living organisms are mainly found in lichens.
The antibacterial, antimitotic and antiviral effects of usnic acid, which is the most abundant structure of many
analogies, including Cladonia, have been demonstrated.. Therefore, it was aimed to investigate the protective
effects of C. furcata doses on mammalian cell cultures, MDA-MB-231. In this study, the effects of C. furcata
applied to breast cancer cell line MDA-MB-231 cells at increasing doses were evaluated using the MTT method
(3-(4,5-dimethyl triazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) and apoptosis method. investigated. The
protective effect of C. furcata on MDA-MB-231 cells was found to be 62.5 ng by forming the control group and
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administration groups (15-250 pg). According to the results of cytotoxicity analysis, it was determined that cell
viability decreased due to the increase in C. furcata concentration. For the detection of apoptosis and necrosis in
cells, the control group, 15.6 pg/ml, 31.25 pg/ml, 62.5 pg/ml, 125 pg/ml, 250 pg/ml C. furcata applied groups
were viewed under a fluorescent microscope and the photos of the cells that underwent apoptosis and necrosis
were taken. It has been determined that it has a lethal effect on cells. In the light of these studies, the doses at
which C. furcata exerted a cytotoxic effect on the human breast cancer cell line MDA-MB-231 in vitro were
determined within the scope of the studied parameters.

KEYWORDS: Breast Cancer, Cladonia furcata, Apoptosis Test, MTT Test.

1.GIRIS

Antimutajenik ve antikarsinojenik 6zellige sahip kimyasal bilesikleri arastirmak, insanlarda kanser ve mutasyon
oranlarindaki artis nedeniyle giinlimiizde zorunlu hale gelmistir. Kanseri de i¢ine alan ¢esitli hastaliklarin
gelismesine karsi likenin ikincil metabolitlerinin koruyucu olabilecegini gdsteren in vivo ve in vitro deneysel
aragtirmalardan ve epidemiyolojiden elde edilen kanitlar; kimyasal olarak koruyucu etkiye sahip bitki
metabolitleri lizerine antimutajenik ve antigenotoksik calismalarin biiyiik 6l¢lide artmasini da saglamistir
(Samarghandian, Boskabady ve Davoodi, 2010).

Likenler, alg ve mantarlardan meydana gelen kompozit organizmalardir ve bir¢ok ekosistemde yer alan 6nemli
bir bilesendir. Sicak ve soguk bolgelerde, kayalarin {izerinde birgok bolgede yetisirler. Likenler ayrica yiizlerce
yildir bir¢ok iilkede insan hastaliklarina care olarak kullanilmaktadir. Likenler, depsidler, depsidonlar,
dibenzofuranlar, ksantonlar ve terpen tiirevlerini iceren sekonder metabolitler {iretirler. Bu metabolitler bazen
talusun kuru kiitlesinin %30'undan fazlasini olusturur. Likenler ve metabolitleri ¢ok ¢esitli biyolojik aktiviteye
sahiptir: antiviral, antibiyotik, antitimér, alerjenik, bitki biiylimesini inhibe edici, antiherbivor, ekolojik roller ve
enzim inhibitorii olarak gorev yapmaktadirlar (Ali, Nihal, Zuhal ve Ali, 2009).

Apoptozis biyolojik gorevlerini tamamlamis yapisal elemanlar1 ya da DNA’s1 hasar gormiis hiicrelerin, iliskili
oldugu doku ve hiicrelere zarar vermeyecek bir bigimde ortadan kaldirilmasini saglayan, genlerle kontrol altinda
tutulan ve gerceklesmesi icin enerjiye ihtiyag duyan programli hiicre o6liimiidiir. Embriyonik ddnemden
baslayarak tiim yasam boyunca deri, gastrointestinal ve immum sistem gibi pek c¢ok sisteme ait dokularin
devamlilig1 mitoz, hiicre 6limii ve apoptozis arasindaki denge ile saglanmaktadir. Organizmada, yasam boyunca
degisen derecelerde dejenerasyon ve nekroz sekillenir. Apoptoz ve nekrozun belirlenmesinde morfolojik
gorlintiileme, immunohistokimyasal, biyokimyasal ve immunolojik yo6ntemler kullanilmaktadir. Apoptoz,
floresan mikroskobu ile de tespit edilmektedir. Floresan boyalar DNA’ya baglanabilme 6zelligi gosterdiginden
hiicrenin kromatini goériintir hale gelir. Boylelikle de ¢ekirdegi goriiniir hale gelmesi saglanmis olur. Akridin
portakali ve Hoechst, apoptotik hiicrelerde yogunlastirilmis DNA'yr gostermek ic¢in  kullanilan iki

florokromdur. Akridin turuncu boyamasindaki DNA normal hiicrelerde sar1 yesil iken apoptotik DNA parlak

664
3. INTERNATIONAL MARMARA SCIENTIFIC RESEARCH AND INNOVATION CONGRESS 19-20 NOVEMBER 2022 iSTANBUL/ TURKEY



ISARC

INTERNATIONAL SCIENCE AND ART RESEARCH

yesil boyanir ve ¢ok yogundur (Columbano, 1995). Eger hiicre kiiltiirii calismasinda kullanilirlarsa, 6lii hiicre ile
yasayan hiicrenin ayirimina olanak taninir (Nguyen, Ndoye, Hall, Zia, Arredondo, Chernyavsky ve Grando,
2001; McCarthy ve Evan, 1997).

Kiilttirlenmis hiicreler lizerindeki anti-proliferatif 6zelliklerinin yiiksek verimli taranmasi i¢in en yaygin olarak
kullanilan yontemdir. Deneylerde kullanilan tetrazolyum tuzlari mitokondriyal metabolizma hizin1 Slger ve
dolayl olarak canli hiicre sayilarini yansitir (Thangapazham, Singh, Sharma, Warren, Gaddipati ve Maheshwari,
2007; Li ve Song, 2007). MTT, metabolik olarak aktif hiicrelerde bulunan dehidrojenazlar ve indirgeyici ajanlar
tarafindan indirgeme {izerine suda ¢odziinmeyen mor-mavi bir formazan veren sarimsi sulu bir ¢ozelti verir
(Meerloo, Kaspers ve Cloos, 2011; Stockert, Bladzquez, Cafiete, Horobin ve Villanueva, 2012). Suda ¢oziintir
tetrazolyum tuzlarimin ilgili formazanlarina biyolojik olarak indirgenmesi genellikle hiicre "redoks aktivitesinin"
bir gostergesi olarak kabul edilir. Reaksiyon esas olarak mitokondriyal enzimlere ve elektron tasiyicilarina
atfedilir. Bununla birlikte, MTT indirgemesi, bir dizi bagska mitokondriyal olmayan enzim tarafindan da katalize
edilebilir (Bernas ve Dobrucki, 2002).

2. ARASTIRMA VE BULGULAR

2.1. Deneysel Calismalar

Liken Orneklerinin Hazirlanist

Cladonia furcata (Hudson) Schrad, 26.04.2022 tarihinde Hatay, Arsuz sehrinden toplanmistir. Ornekler,
Bogazliyan Meslek Yiiksekokulu Liken Laboratuvarinda muhafaza edilmektedir. Incelenen likenlerin tespiti
standart yontemler kullanilarak gergeklestirilmistir.

Likenin Ekstrakte Edilmesi

Liken 6rneginden 10 g tartilir ve havanda toz haline gelinceye kadar 6giitiiliir. Toz haline gelen likenler % 70°1ik
metanol kullanilarak Kocakaya ve arkadadaslarinin yontemine gore ekstre edildi (Z.Kocakaya, M.Kocakaya ve
Karatoprak, 2021). Ozler siiziiliir ve daha sonra bir doner buharlastiricida azaltilmis basing altinda konsantre
edilir. Kuru ekstreler, testlerde kullanilincaya kadar -20°C'de muhafaza edilir. Ekstraktlar deneyler i¢in steril
ortamda %70’lik alkolde ¢oziildii ve seyreltmeler besi yeri kullanarak gergeklestirilir. Plaka yiizeyinde temiz bir
goriintli elde etmek ve partikiillerden temizlemek amaciyla hazirlanan liken dozlar1 0,22°lik filtre ile stiziiliir.
Hiicre Kiiltiirliniin Hazirlanisi

Bu c¢alismada, C.furcata’nin meme kanseri hiicreleri tizerindeki koruyucu etkileri arastirilirken, hiicre hatt1 olarak
MDA-MB-231 hiicre hatt1 se¢ildi. MDA-MB-231 hiicre hatt1 RPMI besi yerinde 37 °C'de %95 hava ve %5 CO,
iceren nemli bir atmosferde buyiitiiliir. Hiicrelerinin temini, Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonundan (ATCC) elde
edildi. Hiicre kiiltiirii ¢alismalarimiz Yozgat Bozok Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii
Laboratuvarinda yapildi.

MTT Testi
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96’1ik well plate kullamilarak 3°lii tekrarlar halinde hiicreler esit bir sekide her bir kuyucuga 10 sayida hiicre
gelecek sekilde dagitilir ve 24 saat boyunca hiicrelerin bulundugu yiizeye yapismasi i¢in inkiibasyona birakilir.
Oda sicakligina getirilen homojen bendiokarb dozlar1 esit miktarlarda kuyucuklara dagitilir ve tizeri besiyeri ile
tamamlanarak dozlarin etki etmesi i¢in 24 saat inkiibasyona birakilir. Sar1 renkli MTT soliisyonu 10’ar ul kontrol
dahil tiim kuyucuklara ilave edilir, 4 saatin ardindan PBS buffer eklenir ve spektrofotometrede 570 nm
absorbasta dlgtimleri alinir. LCsodozu 62,5 ng/mL olarak tespit edildi.

Apoptoz Testi

Apoptoz testi i¢in 96°1ik well plate kullanilir. Her bir kuyucuk i¢in hiicre 10° olacak sekilde ekildi ve 24 saat
hiicrelerin yapismasi igin inkiibasyona birakilir. insan meme kanseri hiicre hattt MDA-MB-231’e C. furcata
dozlar1 15.6, 31.15, 62.5, 125, 250 pg/ml ve kontrol olmak iizere 6’1 grup olusturulur. Hiicreler tripsin-EDTA
sollisyonu kullanilarak ependroflara alinir. Hiicreler, 1:1 oranda ependrofta pipet edilerek akridin oranj (AO) ve
etidyum bromiir (EtBr) ile hazirlanmis olan boya ile 1:1 oranda pipet edilir ve lamlara yayarak lamel ile kapatilip
floresan mikroskopta analiz edilir ve goriintiileri ¢ekilir.

2.2. Deneysel Sonuglar

MTT Testi Sonuglari

Kontrol grubu %100 canli olarak kabul edilerek elde edilen sonuglar neticesinde artan dozlarda uygulanan C.
Sfurcata’nin MDA-MB-231 hiicrelerinde, hiicre canliliginin azalttig1 belirlenmistir. Hiicrelerin %50 ’sinin 6ldiigti
deger olan LCs, degeri 62.5 uM olarak belirlendi. Elde edilen absorbans degerlerinin ortalamalar1 alinarak
bunlardan blank degerleri ¢ikarilip normalizasyon gerceklestirilmigtir. Sonuglar Sekil 2.1 ve 2.2 de

gosterilmistir.

Sekil 2.1. Mor renkli formazan kristallerinin 96’lik well platteki goriintiisii.
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Sekil 2.2. C. furcata’nin MDA-MB-231 hiicre canlilig1 iizerindeki etkileri.
Apoptoz Testi Sonuglari

Apoptoz nekroz bakimindan MDA-MB-231 hiicreleri tizerine uygulanan C. furcata likeninin artan dozlarda
uygulama gruplari ile kontrol grubu karsilastirildiginda hiicre 6limiiniin doza bagli olarak artisi tespit edilmistir.
Artan dozlarda C. furcata likeni uygulama gruplar ile kontrol kiyaslandiginda L.Csy degerinin 62.5 pg/ml’lik
dozda oldugu, hiicrelerin tamaminin 6ldiigii LC;¢9 dozun ise 125 pg/ml’lik dozda oldugu MTT testi sonuglariyla

birlikte dogrulanmistir. Sonuglar Sekil 2.3°de gorsel olarak gosterilmistir.

®
2 %

Sekil 2.3. Apoptotik hiicrelerin floresan mikroskobunda gorintiisii. Kontrol grubu (A), 15.6
ug/mL C. furcata uygulanan grup (B), 31.25 pg/mL C. furcata uygulanan grup (C), 62.5 pg/mL C.

furcata uygulanan grup (D), 125 pg/mL C. furcata uygulanan grup (E), 250 ug/mL C. furcata
uygulanan grup (F).
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3. SONUC

Meme kanserinin tedavisindeki énemli ilerlemelere ragmen, bu hastalik kanser 6ltimlerinden ikinci sirada yer
almaktadir. Yapilan arastirmalarda 250°den fazla vaka incelenmis olup diyetsel fitokimyasallarin, liflerin
tiikketimi arasinda ters bir iliski oldugunu gostermektedir (Borek, 2004). Arastirmalar sonucunda C. furcata
likeninin K562 hiicre proliferasyonunu tizerinde inhibe edici etkileri apoptoz, MTT testi ile kanitlanmistir (Lin,
Cai, Li, Liu, Yin ve Zhao, 2001).

Bu arastirmada insan meme kanseri hiicre hattt MDA-MB-231"e C. furcata uygulanmig ve MTT canlilik testi ile
kanserli hiicreler tizerinde olusturmus oldugu sitotoksisite ile etkisi tespit edildi. C. furcata’nin 15.6 ve 31.25 pg/
ml’lik uygulama gruplarinda hiicre canliliginin azaldig1 gézlemlendi ve bdylece hiicrelerin %50 ’sinin dl1diigt
deger olan LCs, degeri 62.5 ng/ml olarak tespit edildi. Hiicrelerin tamamini 6ldiiren LC,oo degeri ise 125 pg/ml
olarak tespit edildi. Artan doza bagli olarak uygulanan C. furcata MDA-MB-231 hiicrelerinin proliferatif etkisini
durdurdugu apoptoz testi ile dogrulandi. MTT testinde belirlenen hiicrelerin yarisini 6ldiiren 62.5 pg/ml.’lik doz
apoptoz testi sonuglari ile uyumludur. Bu ¢alisma Yozgat Bozok Univeritesi Proje Koordinasyon Uygulama ve
Arastirma Merkezi tarafindan FYL-2022-1042 kodu ile desteklenmistir.
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