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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Usnik Asit Liken Sekonder Metabolitinin Farkli Kanser Hiicre Tipleri Uzerine Etkisinin

Arastirilmasi
Adnan Berk Dingsoy
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Dog. Dr. Demet Cansaran Duman

Kanser glinimiizde énemli bir saglik problemidir ve kanser tedavisinde kullanilan ¢ogu
kanser ilaclarinin istenmeyen yan etkilerinin bulunmasi alternatif tedavi yontemlerinin
arayisint hizlandirmistir. Bu nedenle son yillarda yapilan calismalarda cesitli kanser tiplerine
karsi sentetik, bitkisel ve fungus kaynakli ilaglarin antikarsinojenik etkileri arastirilmaktadir.
Likenler fungus ve alglerin olusturdugu simbiyotik organizmalardir ve sentezledikleri
metabolitler bircok biyolojik aktiviteye sahiptir. Yapilan aragtirmalar sonucunda likenler ve
sekonder metabolitlerinin de kanser tedavisinde ¢6ziim olabilmesi igin alternatif bir
biyolojik organizma olarak kullanilmasi 6nerilmektedir.

Calismamizda usnik asit’in antikanser etki potansiyeli normal hiicre hatlar1 (L929 ve Vero)
ve farkli kanser hiicre hatlar1 (CaCo2, HepG2, Hep2C, RD and Wehi) {izerinde
arastirilmistir.  Hiicrelere usnik asit’in 6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200 ve 400 uM
konsantrasyonlar1 24, 48 ve 72 saat boyunca uygulanmistir. Pozitif kontrol gruplarina
yalnizca amonyum molibtat, negatif kontrol gruplarina ise usnik asit ¢oziiciisii olarak
kullanilan Dimetil siilfoksit (DMSO) uygulanmistir. Usnik asit’in hiicre canliligina olan
etkist MTT yoOntemi ile belirlenmistir. Ayrica usnik asit’in inhibisyon etkisinin apoptotik
yolak ile iligkili olabileceginden dolayr mRNA ekspresyon profilleri de arastirilmistir. Bu
calisma, liken sekonder metaboliti olan usnik asit’in kanserli ve normal hiicrelere olan hiicre
canlilif1 tizerine etkisinin mRNA boyutunda qRT-PCR ile agiklamay1 hedefleyen ilk
calismadir. Usnik asit’in TP53, Bcl-2 ve BAX tiimor supressor genleri lizerine olan
ekspresyon ifade degisiklikleri qRT-PCR ile degerlendirilmistir. Calismamiz sonucunda
usnik asit’in 6.25 ve 12.5 uM konsantrasyonlar1 kanserli hiicre hatlar1 iizerine 6nemli
sitotoksik etki gostermektedir. Usnik asit kanser hiicrelerindeki apoptozun diizenlenmesinde
onemli rol oynamaktadir. Elde edilen bulgular ile liken metaboliti olan usnik asit'in rutin
kanser kemoterapisine direngli hastalarda kanser tedavisine yamt gelistirmek igin
destekleyici etki sagladigi on goriilmektedir. Liken tiirlerinin ve bunlarin sekonder
metabolitlerinin antikanser aktivitesine bagli olan molekiiler mekanizmalar1 aydinlatic ileri
caligmalar gereklidir.

2016, 103 sayfa
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ABSTRACT
M. Sc. Thesis

Investigation Of The Impact On Different Types Of Cancer Cell Of Lichen Secondary
Compound Usnic Acid

Adnan Berk Dingsoy
Ankara University Biotechnology Institute
Assoc. Prof. Demet Cansaran Duman

Nowadays cancer is an important public health problem and presence of undesirable side
effects of cancer drugs that is often used in the treatment of cancer has stimulated the search
for alternative therapeutic approaches. Therefore anticarcinogenic effects of synthetic,
herbal and fungal origin drugs have been investigated against various types of cancer in
recent studies. Lichens, symbiotic organisms consisting of fungi and algae and synthesize
metabolites with many biological activities. As a result of research, lichens and their
secondary metabolites to be used as an alternative biological organisms is suggested to be a
solution for treating cancer.

In the current study, screening of the anticancer effect potential of usnic acid (UA) on various
types of normal (L929 and Vero) and different cancer cell line (CaCo2, HepG2, Hep2C, RD
and Wehi) were investigated. The cells were treated for 24, 48 and 72h by UA at final
concentration 6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200 and 400uM. Positive control groups were the ones
treated with ammonium molybdate solely and negative control groups were the ones treated
with a DMSO as usnic acid solvent. The growth inhibitory effect of UA were determined by
MTT assay. Furthermore, this study was to explore mRNA expression profiles because
inhibition of UA might be related to apoptotic pathway. This is the first study that explains
antiproliferative effects of lichen secondary metabolites of usnic acid on cancer and normal
cells at a level of mRNA by qRT-PCR. The effect of UA on the gene expression pattern of
the tumor suppressor gene TP53, Bel and BAX- 2 were studied with qRT-PCR. Our results
revealed that, 6.25 and 12.5 uM doses of UA have significant cytotoxic effect on examined
cancer cell lines. Our present results suggest that usnic acid plays a major role in the
regulation of apoptosis in cancer cells. The obtained finding is foreseen that lichen
metabolites as UA improves cancer response to cancer treatment in patients resistant to
routine chemotherapy provides supportive effect. Further study is required to enlighten
additional molecular mechanisms depend on the anti-cancer activity of the lichen species
and their secondary metabolites.

2016, 103 sayfa
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1. GIRIS

Kanser tedavisinde temel olarak cerrahi tedavi, kemoterapi, radyoterapi ve hormon tedavi
yontemleri kullanilmaktadir. Tiim bu tedavi yontemlerinin kanser hastalari izerinde bazi1 yan
etkiler gostermesi ve tedavi siirecinin uzun siireli olmasi nedeniyle alternatif tedavi
yontemleri arayisi her gecen giin artmaktadir. Bu amag¢ dogrultusunda son zamanlarda
yapilan ¢alismalarda c¢esitli kanser tiplerine kars1 sentetik ve biyolojik kaynakli 6zellikle
bitkisel ve fungus kaynakli aday molekiillerin antikarsinojenik etkisinin tespiti aragtirilmaya
baslanmistir. Devam eden arastirmalardan elde edilen sonuglar; funguslarin bir alt grubu
olan likenler ve likenlere 6zgili sekonder metabolitlerin de kanser tedavisinde ¢oziim
olabilecegi konusunda umut vaadetmistir (1,2). Likenler; mantarlarin alglerle bir araya
gelerek meydana getirdikleri morfolojik ve fizyolojik birlikler olarak tanimlanmaktadir.
Likenler, ‘liken maddeleri’ ad1 verilen ve pek ¢ogu likenlere 6zgii olan ¢esitli metabolitler
sentezlemektedir (3). Liken maddeleri aminoasit tiirevleri, seker alkolleri, alifatik asitler, v,
0- ve makrosiklik laktonlar, monosiklik aromatik bilesikler, kinonlar, kromonlar, ksantonlar,
dibenzofuranlar, depsidler, depsidonlar, depsonlar, terpenoidler, steroidler ve karotenoidler
gibi bilesikleri de i¢ine alir (4). Likenlerden elde edilen ve lizerinde en ¢ok calisilmis bir
sekonder metabolit olan usnik asit ilk kez 1844 yilinda Alman bilim adami Knopp
tarafindan izole edilmistir (5). Dibenzofuran tiirevi olan usnik asit [UPAC ismi 2,6-diasetil-
7,9-dihidroksi-8,9b-dimetil-1,3(2H9bH) dibenzo-furandion olup CisHisO7 kimyasal
yapisina sahiptir (Sekil 1.1) (5).

Sekil 1.1. Usnik asit formiilasyonu (5).

Usnik asit oda sicakliginda kati, sar1 renkli ve aci tath kortikal bir pigmenttir. Usnik asit

molekiil yapisinda bir kiral merkez igerdigi i¢in dogada D- veya L- formlarinda ya da



rasemik karisim olarak bulunmaktadir ve her iki formuda aktif biyolojik 6zellik
gostermektedir (5). Usnik asit Usnea, Alectoria, Cladonia, Ramalina, Lecanora, Parmelia,
Rhizoplaca ve Evernia cinsine ait liken tiirlerinde nispeten fazla miktarda sentezlendigi
yapilan ¢alismalarla tespit edilmistir (5). Usnik asit i¢ceren bir¢ok medikal veya kozmetik
amagch liriin glinimiizde kullanilmaktadir (5). Krem, deodorant, dis macunu, agiz suyu ve
giines koruyucularinin i¢inde usnik asit bulunmaktadir. Usnik asit Asya, Afrika ve
Avrupa’da degisik amaclarla kullanilmistir. Ornegin agr1 kesici, ates diisiiriicii, yara
tyilestirici ve ekspektoran olarak kullanildig1 belirtilmektedir (6,7). Bu maddenin aym
zamanda antitliberkiiloz, antibakteriyel, antiprotazoal, antimikotik, antiviral, antiiilser,
antiproliferatif, antienflamatuvar, analjezik ve antipiretik etkinliklerini incelemek icin

yapilan ¢alismalar mevcuttur (8-24).



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. KANSER

Kanser en kisa tanimiyla, hiicrelerin kontrolsiiz sekilde cogalmalaridir (25). Kanser
hiicrelerinde normal hiicre c¢ogalmasinda ve homeostazis diizenleyici sistemde hasar
olugmustur. 100’den fazla tipte kanser vardir ve spesifik organlarda tiimdrlerin alt tipleri de
bulunabilmektedir (26). insanda tiimér olusumu ok basamakli bir siirectir ve bu basamaklar
normal hiicreden maling hiicreye doniisimde olusan genetik siireci yansitir (27).
Protoonkogenlerin ve tiimor baskilayic1 genlerin siirekli mutasyonlar1 sonucu farkh
mekanizmalar araciligiyla malign fenotipin olusumuna katkida bulunur (28). Sinyal iletimi
yollarin1 ve sinyal proteinlerini hedef alan onkojenik mutasyonlara olduk¢a sik
rastlanmaktadir (29). Sinyal iletiminde olusan degisimler hiicrenin ¢ogalma ve/veya yasama
islevlerinin diizenlenmesini ortadan kaldirmaktadir. Boylelikle, onkojenik sinyal iletimi

tiimdr gelisimi ile invazyon/metastaz siirecinde etkin rol oynamaktadir (30).

Tipik olarak kanser yolaklar1 bir kanser tipine veya farkli kanser tiplerine sahip bireylerde
ayni regiilator sistemlerin farkli bilesenlerindeki degisimlerle ortaya ¢ikabilirler. Kanserlerin
gelisim siireci igerisinde invazyon ve metastazin aktivasyonu, replikatif Oliimsiizligiin
gerceklesmesi, besleyici c¢ogalma sinyallerinin ortaya ¢ikmasit ve anjiogenezis gibi

degisimler meydana gelmektedir (31) (Sekil 2.1).

Buyime
faktori
baskilayicisa

Invazyonun
Angiyogenezis ve metastazin
aktivasyonu

Sekil 2.1. Kanser gelisim stireci (31).



2.1.1. KANSER HASTALIGI GORULME SIKLIGI

Kanser gilintimiiziin en 6nemli saglik sorunlarindan birisi olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Kanser hastaliginda 6liim oraninin yiiksek olmas1 ve oldukga sik goriilmesi 6nemli bir halk
saglig1 sorunudur (25). Uluslararas1 Kanser Ajans1 2012 yil1 kanser hastalig1 goriilme sikligi
tahminlerine gore Diinya’da toplam 14,1 milyon yeni kanser vakas1 geligsmistir ve 8,2 milyon
kansere bagli 6liim ger¢eklesmistir (32). Diinya’da en ¢ok tani konulan kanserler akciger
(%13,0), meme (%11,9) ve kolon (%9,7) kanserleri iken kanserden dliimlerin ise en ¢ok
akciger (%19,4), karaciger (%9,1) ve mide (%8,8) kanserlerinden gergeklestigi belirtilmistir
(33). Tirkiye Halk Sagligi Kurumu verilerine gore Tiirkiye’de 2002-2009 yillar1 arasinda
kadinlarda en sik goriilen kanser tiirii meme kanseridir ve bunu tiroid ve kolorektal kanserleri
takip etmektedir (33). Ayni yillar igerisinde erkekler arasinda ise en sik goriilen kanser tiirleri
trake, akciger, brons kanserleri, prostat kanseri ve mesane kanseridir (34) (Cizelge 2.1 ve
Cizelge 2.2).

Cizelge 2.1. Kadinlar arasinda goriilen en yaygin 10 kanser tiirlinlin oran1 (Diinya Standart
Niifusu, 100.000 kiside), Tiirkiye (33).

2002 | 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009
Meme 31,9 339 347 35,0 376 359 40,7 40,6
Tiroid 3.5 5.1 7.3 9.6 10,8 14,4 16,2 18,6
Kolorektal 93 10,3 113 11,1 2.5 123 132 134
Korpus Uterus 43 5.9 1.6 71 g4 87 8.6 93
Trake, Akciger ve Brons 5.2 5.8 7.4 7.4 1.7 7.8 8.2 8.1
Mide 6,0 6,9 6,4 6.9 7.6 8.4 7.7 8.1
Ovaryum 5,9 6,2 5.8 5.0 3.9 6,5 6,9 6,9
Non-Hodgkin Lenfoma 1.2 1.4 4.4 4.0 49 5.2 5.0 53
Beyin, Sinir Sistemi 3,8 472 3,6 4.0 4.6 4.6 4.4 5.0
Serviks Uterina 3.9 4,7 4,5 4.4 4.8 4.3 4,1 4,5




Cizelge 2.2. Erkekler arasinda goriilen en yaygin 10 kanser tiirliniin oran1 (Diinya Standart
Niifusu, 100.000 kiside), Tiirkiye (33).

2002 | 2003 | 2004 2005 2006 2007 2008 2009
Trake, Akciger ve Brons 22 | 435 65,1 65,9 68.9 73,0 69,2 66,0
Prostat 11.5 140 | 249 286 289 323 37.6 36.1
Mesane 12.4 13,7 193 208 21.0 225 217 214
Kolorektal 11.8 13,8 16,5 16,2 18,2 19.1 20,8 210
Mide 11.6 12,0 141 149 148 173 18.0 16,2
Larinks 5,9 8.4 10,0 8.9 9.7 8.3 9.1 8.1
Non-Hodgkin Lenfoma 1.4 2.5 8.3 5.9 6.9 7.6 6.9 72
Bibrek 3.0 32 4.1 4.1 5.5 5.2 5.8 6,3
Pankreas 3.1 31 4,0 4.4 52 6,3 8,1 54
Beyin, Sinir Sistemi 5.3 4,7 4.7 5.7 5.4 5.8 6,1 5.4

Kansere yakalanan kisi sayisinin yillar icinde gosterdigi artis nedeni ile 2025 yilinda kanser

vakalarmin sayisinin diinya ¢apinda 25 milyonu asacag1 dngoriilmektedir (34).

2.1.2. KANSER TEDAVi YONTEMLERI

Kanser tedavisinde kullanilan baglica yontemler; cerrahi iglemler, kemoterapi, radyoterapi,
immiinoterapi, hormon tedavisi ve lazer tedavisi yontemleridir (35). Cerrahi yontem yayilim
yapmamis bir¢ok tiimdr icin uygun bir tedavi yontemi olmasi nedeniyle kanser tedavisinde
en sik kullanilan yontemdir (35). Eger tiimor ilerlemisse ve ¢cevre dokulara yayilmis durumda
ise cerrahi miidahale, radyoterapi ve kemoterapi ile birlikte uygulanabilmektedir (35).
Kanser tedavisinde radyasyon tedavisi ise X 1sinlari, gama 1sinlar1 ve elektronlar gibi iyonize
1sinlarin kullanilmasini ve mevcut 1sinlarin kanserli hiicreyi tahrip etmesi ile etki etmektedir
(36). Yine immiinoterapi, BCG (verem) asisi, interlokin ve interferonlar gibi biyolojik
molekiiller kullanilarak bagisiklik sisteminin uyarilmasi tedavide kullanilan yontemler
arasindadir (25). Hormon tedavisi ise hormon sekresyonuna bagli gelisen 6zellikle meme ve
prostat kanseri gibi kanserlerde 6zel bazi hormonlarin kullanimi yontemi ile uygulanan
tedavi yontemidir (25). Lazer tedavisi, cerrahi miidahalelerde yararli olabilmektedir (25).
Kemoterapi ise, kanserin ¢esitli ilag kullanilarak tedavi edilmesi yontemidir ve oldukg¢a fazla
kullanilan bir tedavi yontemidir. Ancak kemoterapide kullanilan ilaglar kanserli hiicrelerin
cogalmalarin1 durdurmakta ve yok etmesine karsin normal hiicrelere de etki edebilmekte ve

biiylik oranda hastada yan etkilere yol acabilmektedir (25). Bu nedenle; tiimorli dokuya



ozgii ilag tasiyici sistemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Ilacin saglikli dokularda daha az
birikmesinin ve timorlii bolgede tercihen yogunlagmasinin bir sonucu olarak ilag toksisitesi
azalim gostermektedir. Bu durum ise uygulanan ilacin kanser hiicrelerine selektif olarak
hedeflendirilmesi ile miimkiindiir. Bu secici hedeflenme ile istenmeyen yan etkiler
azalmakta, en uygun terapotik yanit elde edilmekte ve yliksek dozlarda toksik etkileri
gdzlenen maddeler giivenli olarak kullanilabilmektedirler (37). Ornegin, Avastin ve Erbitux
2004 y1linda, Panitumumab ise 2006 y1linda Amerikan Gida ve ilag Dairesi (Food and Drug
Administration-FDA) tarafindan onay alinmis olup klinikte kullanimi saglanmustir.
Kimyasal kokenli farmakolojik ajanlar genellikle ya dogal ya da sentetik kaynakli olarak
elde edilmektedir (38, 39). Dogal iiriinlere 6rnek olarak vincristine (40), paclitaxel (41),
homoharringtonine (42), etoposide (43) ve camptothecin (44) tiirevleri verilebilir. Bunlarin
arasinda bitkilerden elde edilen kimyasal bilesiklerin en giivenli ve en etkili oldugu tespit
edilmistir (45). Gergeklestirilen bir¢ok c¢alismada bitkilerden elde edilen kimyasal
bilesiklerin ¢ogunlukla normal dokulara toksik etki etmedigi ve giiglii antikanser etkisine
sahip olduklari gosterilmistir (45). Ozellikle son yillarda bitki ve fungus kaynakli elde edilen
ekstraktlar ile yapilan calismalar {imit verici sonuclar icermektedir. Ayrica liken
metabolitleri egzema, solunum ve dolasim yolu gibi hastaliklarin tedavisinde
kullanilabilmektedir (46,47). Avrupa iilkeleri basta olmak iizere diinyanin bir¢ok iilkesinde
bitki ekstreleri farkli kanser hiicrelerine karsi etkisi ile ilgili ¢alismalar yogun sekilde
yiirlitiilmektedir (48-52). Pathak ve arkadaglar1 (2000) yapmis olduklar1 ¢alismalarda, insan,
fare ve kopek tiimor hiicrelerinde, farkli konsantrasyonlarda anvirzel (1 ng/ml-500 pg/ml)
ve oleandrinin (0,01 ng/ml-50 pg/ml) tiimér dldiiriicii etkisini arastirmislardir. Insan kanser
hiicrelerinde her iki ekstraktin da etkili oldugu, diger yandan fare kanser hiicrelerinde
oleandrinin anvirzelden daha etkili oldugunu belirtmislerdir (53). Wang ve arkadaglar
(2000) kanser tedavisinde zakkum ekstraktinin LC/MS/MS analizleri {izerine bir ¢alisma
yapmislardir. Ayn1 zamanda anvirzelin kas i¢i enjeksiyonunu takiben insan plazmasinda
oleandrigenin, neritalosid ve odorosid’in belirlenmesi i¢in analitik bir metot uygulamislardir
(54). Mc Conkey ve arkadaglar1 (2000), anvirzelin insan tiimor hiicrelerinde etkili oldugunu
yapmis olduklar1 klinik ¢alismalar sonucu belirtmistir. Bu etkilerin Nerium oleander’in
antitimor aktivitesinden kaynaklandigi tespit edilmistir ve oleandrinin anvirzel’den 50 kat
daha fazla etkili oldugunu belirtilmistir (55). Baz1 Stachys cinslerinin ekstreleri iizerine

yapilan c¢aligsmalarda pek cok tiiriin iltihap Onleyici, romatizma ve astim hastaliklar1 anti-



inflammator, antinefritik, hiyaluronik aktivite gibi ¢esitli biyolojik aktivite gosterdikleri
yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir (56-59). Afaq ve arkadaslari (2004), Nerium oleander
yapraklarindan elde edilen oleandrin’in anti-inflammatuar ve tiimor hiicrelerinin biiyiimesi
lizerine etkilerini aragtirmistir. Arastirma sonuglarina gore oleandrin’in antitiimor etkisini
belirlemiglerdir (60). Pietsch ve arkadaslar1 (2005), oleandrin zehirinin 6liimciil olmayan
dozunun belirlenmesi iizerine, 47 yasindaki bir bayan iizerinde klinik bir aragtirma yapmustir.
Serum orneklerindeki oleandrin konsantrasyonunu yaklasik 1,6 ng/ml olarak bulmuslar ve
bulgular1 daha onceki ¢alismalarla karsilastirmiglardir (61). In vitro yapilan ¢alismalarda
Nerium oleander’in g¢esitli kanser hiicreleri iizerinde antikarsinojenik etkisi oldugu
belirlenmistir. Bu c¢alismada Nerium oleander’den izole edilen endofitik mantarlarin
potansiyel bir antioksidan kaynagi oldugu belirlenmistir (62). Sreenivasan ve arkadaslarinin
(2006), yapmis olduklar1 calismada, bazi tiimor hiicrelerinde oleandrinin etkisini
arastirmistir. Arastirmalarinin sonuglarinda olendrinin tiimor hiicrelerinde apoptoza neden
oldugu belirlenmistir (63). Likenler ve sekonder metabolitlerinin biyolojik aktiviteleri
lizerine uzun yillardan beri ¢aligmalar yapilmaktadir (11,64-68). Yapilan literatiir
arastirmasinda likenlerin antikarsinojen etkileri ile ilgili gerceklestirilmis ¢aligmalar
tilkemizde ve diinya literatiiriinde 2011 yilindan itibaren hizla yer almaya baglamistir (69).
Ancak, aragtirmacilar tarafindan sadece c¢ok az sayida liken bilesiklerinin biyolojik

aktiviteleri test edilmistir.

2.2. APOPTOZIS

Apoptozis normal gelisim siirecinde, yaslanmada ve dokudaki hiicre populasyonunu
korumada homeostatik mekanizma olarak gerceklesmektedir. Apoptozis ayrica immiin
reaksiyonlarda ya da hiicre hasar1 meydana geldiginde olusan bir savunma mekanizmasi
olarak gérev yapmaktadir (70). Iki ana apoptotik yolak vardir; ilki ekstrinsik ya da 6liim
reseptorleri yolagi ikincisi de intrinsik ya da mitokondriyal yolaktir. Apoptozu baglatan
ekstrinsik sinyal yolaklar1 transmembran reseptor aracili etkilesimleri icerir. Bunlar timor
nekrozus faktér (TNF) reseptor gen iist familyasi {iyelerini igceren 6liim reseptdrlerini
kapsamaktadir (71). TNF reseptor ailesi liyeleri ekstraseliiler domainleri ve 61tim domainleri
olarak adlandirilan yaklasik 80 aminoasitten olusan sitoplazmik domaine sahiptir (72). Bu
Olim domainleri 6liim sinyallerinin hiicre yiizeyinden intraseliiler sinyal yolagina

iletilmesinde 6nemli rol oynamaktadir. En iy1 tanimlanmis 6liim reseptorleri FasL/FasR,



TNF-o/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/ DR4 ve Apo2L/DRS' dir (73-76). Apoptozu baslatan
intrinsik sinyal yolaginda ise reseptdr aracili olmayan uyarilarla hedef hiicre i¢inden gelen
intraseliiler sinyaller gorev almaktadir. Bu sinyaller i¢ mitokondriyal membranda degisiklige
neden olmaktadir. Mitokondriyal porlar agilir ve proapoptotik proteinler ortaya ¢ikar (77).
Apoptotik mitokondriyal olaylarin kontroliinde ve diizenlenmesinde Bcl-2 protein ailesi
gorev yapmaktadir (78). Tiimor supressor protein olan p53 Bcl-2 protein ailesinin
diizenlenmesinde kritik role sahiptir (79). Bcl-2 protein ailesi mitokondriyal membran
gecirgenligini kontrol etmektedir. Bcl-2 ailesinde 25 gen tanimlanmistir. Bunlarin bazilar
Bcl-2, Bel-x, Bel-XL, Bel-XS, Bel-w, BAG gibi antiapoptotik proteinler ve Bcel-10, Bax,
Bak, Bid, Bad, Bim, Bik ve Blk gibi proapoptotik proteinlerdir. Bu proteinler apoptozun
meydana gelisinde biiylik 0neme sahiptir (77). Apoptotik sinyallerin 6ncelikli amaci
prokaspazlarin aktivasyonu ve mitokondriyal fonksiyonlarin devre dist birakilmasini
saglamaktir. Sistein proteazlarin bir alt sinifi olan kaspazlar apoptozun yiiriitiilmesinde
merkezi rol oynamaktadir (80). Bu proteazlar genellikle inaktif zimojenler (prokaspazlar)
olarak sentezlenirler. Insan kaspazlar1 apikal kaspazlar (kaspaz 2, 8, 9, 10 ve 12) ve efektor
kaspazlar (kaspaz 3, 6 ve 7) olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir. Apikal prokaspazlar
dimerizasyon ile aktif hale gelirler (81-83). Efektor prokaspazlar ise dnceden aktive edilmis
apikal kaspazlar tarafindan proteolitik yikim sonucunda aktive edilir (84). Aktivasyondan
sonra efektor kaspazlar hiicrede proteolitik yikimi gergeklestirir (85). Sekil 2.2°de goriildiigii
gibi ektrinsik yolda 6liim reseptorlerinin aktivasyonu ile prokaspaz 8 aktifleserek kaspaz 8
haline gelir. Aktif kaspaz 8 kaspaz 3’ii aktif hale getirerek hiicreyi dliime gétiiriir. Intrinsik
yolda ise intraseliiler ve ekstraseliiler 61iim sinyalleri mitokondriye tasinmaktadir. Bax, Bak,
Sitokrom ¢, Smac/DIABLO ve diger apoptojenlerin mitokontriden ¢ikmasini stimiile
ederler. Bcl-2 ve Bel-XL bu yolun aktiflesmesini engellemektedir. Sitokrom ¢, dATP, Apaf-
1 ve prokaspaz 9 apoptozom icerisinde birlesirler ve prokaspaz 9 aktiflesir. Aktiflesen
kaspaz 9 prokaspaz 3’ii aktiflestirir ve 6liim gerceklesir. Apoptozom olusumunu ve kaspaz

3 aktivasyonunu XIAP inhibe etmektedir (86).
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Sekil 2.2. Apoptotik yolak (77).

2.3. TEDAVI AMACLI KULLANILABILEN BIYOLOJIK ORGANIZMA:
LIKENLER

Mantarlarin bir alt grubu olan likenler; mantarlarin alglerle bir araya gelerek olusturduklar
morfolojik ve fizyolojik birlikler olarak tanimlanmaktadir. Likenler, mikobiyont olarak
adlandirilan bir mantar ile fotobiyont bir fotosentetik yesil alg ve/veya siyanobakterinin
olusturdugu siirekli ototrofik mutualistik birliklerdir. Liken olusturan mantar bu
birliktelikten daha fazla fayda saglar. Alg ise serbest yasayan formlarina gore daha zayif
gelisir. Bu nedenle giliniimiizde, liken birliginin mutualizmden ¢ok kontrollii parazitizm
ornegi oldugu kabul edilmektedir (87, 88). Liken birliklerinde mantar algi hayatsal
islemlerini devam ettirmek, biliylimek ve tiremek i¢in gerekli olan karbon kaynagi olarak
kullanirken alg ise fotosentez icin gereken mineral ve suyu mantardan almasi
saglamaktadir (89-91). Son yillarda 6zellikle biyoteknoloji alaninda alternatif bir biyolojik
organizma kaynagi tercih nedenlerinden biri olarak; likenler kok sisteminin ve kutikula
tabakasinin bulunmamasi ile ihtiyaglarindan ¢ok daha fazla kirleticileri biriktirebilme ve bu

birikime yliksek derecede tolerans gosterebilme yetenegine sahip biyolojik organizmalar



olmasindan kaynaklanmaktadir. Likenler, ‘liken maddeleri’ ad1 verilen ve pek ¢ogu likenlere
0zgl olan ¢esitli metabolitler sentezlemektedir (3). Liken maddeleri metabolik orijinlerine
gore primer metabolitler (intraseliiler) ve sekonder metabolitler (ekstraseliiler) olmak {izere
iki ana gruba ayrilir. Yapilan aragtirmalar sonucunda yapisi bilinen liken maddelerinin sayisi

1050’den fazladir (92).
2.3.1. LIKEN PRIMER METABOLITLERI

Proteinler, amino asitler, polyoller, karotenoidler, polisakkaritler ve vitaminler primer
metabolitlerdir (intraseliiler). Bunlar hiicre duvari yapisinda ve protoplastlarda bulunurlar ve
siklikla suda ¢oziiniirler ve kaynayan suda ekstre edilebilirler (93). Bu {irlinlerin bazisi
funguslar tarafindan bazisi algler tarafindan sentezlenir. Birgok primer metabolit likenden
izole edilebildigi gibi serbest yasayan fungus, alg ve yiiksek yapili yesil bitkilerden de izole
edilebilir (94).

2.3.2. LIKEN SEKONDER METABOLITLERI

Likenlerde bulunan organik bilesiklerin biiylik bir boliimii, mantar hiicresi i¢inde veya
hiflerin yiizeyinde depolanan sekonder metabolitlerdir (ekstraseliiler). Bu bilesikler genelde
suda ¢oziinmez sadece organik coziiciilerle ekstre edilirler (88). Mantarlar liken i¢inde bu
maddelerden bazilarim1 biiyiikk miktarlarda (cogunlukla toplam agirligin %S5’ine kadar)
tiretebilmelerine ragmen tallustaki algden ayr1 gelisen izole edilmis mantarlar bu maddeleri
az miktarda tiretebilir (95, 96). Tallus korteksinde bulunan usnik asit, atranorin ile ksantonlar
ve pulvinik asit tiirevleri gibi pigmentler hem liken tallusunda bulunan 1513a duyarh algleri
yogun 1siktan korurlar hem de hos olmayan tatlar1 ile tallusun omurgasiz hayvanlar
tarafindan yenilmesine engel olurlar. Liken maddeleri metabolik orijinleri disinda

biyosentez yollarina gore de dort grup altinda incelenebilir (Sekil.2.3) (88):
1. Poliketit yol ya da Asetil — polimalonat yolu

2. Mevalonik asit yolu

3. Sikimik asit yolu

4. Fikobiyontlarin fotosentetik {iriinleri
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Sekil 2.3. Liken maddeleri biyosentez yollari.

Uzun zamandir hastaliklarin tedavisinde kullanilan likenlerin iyilestirici 6zelliklerinin
yapilarinda bulunan asidik, ¢ogu fenolik karakterli depsit ve depsidon tiirevi liken
metabolitlerinden kaynaklandigi diisiinilmektedir (97). Asidik karakterli olmalarindan
dolay1 bu metabolitlere "Liken asitleri" denmektedir. Likenlerin 6nemli boyar maddeleri
ithtiva etmeleri ve gii¢lii antimikrobiyal 6zellikleri de likenlerin 6nemini artirmaktadir (98).
Likenler bir¢ok mikroorganizmalar, mayalar ve algler iizerine antibiyotik etki gosterdigi
uzun yillardan beri bilinmektedir (99). Denenen liken 6rneklerinin %50’sinden fazlasinin
antibiyotik etki gosterdigi, en etkili maddelerin ise usnik asit, pulvunik asit tiirevleri
(6rnegin; vulpinik asit) ve alifatik asitler oldugu ve bu maddelerin de 6zellikle gram-pozitif
bakterilere ve bazi funguslara karsi antimikrobiyal aktivite gosterdigi bildirilmistir (97).
Bunlara ilaveten likenlerin herbisit (93, 100), antitiimor (65) ve antioksidan (101) aktivite

gostermeleri de diger 6nemli 6zelliklerdendir.

Liken metabolitlerinin olas1 antikanser mekanizmalar1 literatiirde yapilan caligmalar
sonucunda belirlenmeye baslamistir (102). 2015 yilinda yapilan bir derleme

calismasinda giiniimiize kadar tamamlanmis ¢alismalarda bazi liken sekonder metabolitlerin
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antitumor immunitesinin aktivasyonu, telomeraz aktivitesini engellenmesi ile devaml
canliligin saglanabilmesi, VEGF sinyal inhibisyonu, hiicre dongiisii, apoptotik hiicre 6liimii,
inflamasyonun inhibisyonu, aerobik glikolizasyonun inhibisyonu iizerine ¢alismalar oldugu
gosterilmistir. Ancak su ana kadar metastasin engellenmesi, biiyiime faktor sinyallerinin
inhibisyonu ve genom degiskenliginin baskilanmasi {izerine ¢aligmalar literatiirde yerini
almamis olup bu alanlarda liken sekonder metabolitlerinin etkisi heniiz arastirilmamistir

(Sekil 2.4) (102).

Apoptotik Hocre
Tumdr destekleyici Olmu Hiicre Dongisunu
itihabin durdyrulmas angellamek

Aerobik glikolizin \ I / VEGF Sinyal
/,a Onleme

durdurulmasi ‘L-._\__\“

7 e Telomeraz
invazyon ve .- Liken metaboiiter aktivitesini inhibe

e ederek replikatil
metastazin < :
durdurulmas ’.' . clumsiziigin devre
. - digi birakiimasi
Buyume faktorundn sinyal
ile durduruimas:

Antitimar bagisikhin

Genom aktivasyonu

dedigikligini cnleme

Sekil 2.4. Liken sekonder metabolitlerinin olasi antikanser mekanizmasinin sematik
gosterimi (kesin ¢izgi olanlar arastirilanlar, kesikli ¢izgi olanlar hala tlizerine galigilmamis
olan mekanizmalar) (102).

2.3.3. USNIK ASIT

Usnik asit, en ¢ok c¢alisilan liken bilesiklerinden biri olup Lewis akciger karsinomu, fare
P388 losemi ve diger bir¢ok kanser tipine kars1 etkili oldugu bildirmistir (64, 65). Usnik asit
liken bilesiginin kanser hiicrelerine anti-mitotik etkisi oldugu bulunmustur (103). Ayrica,
Bezivin ve ark. (2004) usnik asitin kanser hiicrelerinde apoptozu baglattigin1 dogrulamistir
(104). Her ne kadar baz1 diger liken sekonder metabolitlerinin anti-proliferatif etkileri
denenmis olsa da elde edilen mevcut veriler olduk¢a azdir (11, 105, 106). Usnik asit

sekonder metabolitinin bugiine kadar ¢alisilmis mekanizmalar1 Cizelge 2.3 te gOsterilmistir.

12



Cizelge 2.3. Usnik asit etki mekanizmalar1 (102).

Liken Sekonder Metaboliti Mekanizmalar Referans
Hicre donglsi
GO0/G1 -siklin D1 siklin-bagli kinazlar (CDKs) ve 2)
Usnik asit siklin-bagli kinaz inhibitér (CDK1) protein ekspresyon
diizeyi
S . . . o (107)
(+) ve (-) Usnik asit S faz1 i¢inde hiicre dongiisii sonlanma inhibisyonu
S . . . P (108)
Usnik asit, Atranorin S faz1 i¢inde hiicre dongiisii
Apoptotik hiicre 6lumu
Usnik asit M.l.toliondrlyal membran depolarizyonu ile apoptotik hiicre (2)
olimii
Usnik asit, Atranorin Programli hiicre 6liimii aktivasyonu ve mitokondriyal (109)
membran potansiyelinin kiitlesel kayb1
Anti-inflammator etki
o (110)
Usnik asit TNF-a ve INOS ekspresyonu
Anti-tumdr immunitesi
Endoteliyal hiicre cogalimi inhibisyonu,
Usnik asit Endotehyal 'hucrelerm morfolojisinde apoptotik hiicrelerin (111)
belirlenmesi
VEGFR-2
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3. GEREKCE VE AMAC

Gliniimiizde kanser heniiz ¢oziimlenememis énemli bir saglik problemi olarak karsimiza
cikmaktadir. Kanser tedavisinde temel olarak cerrahi, kemoterapi ve hormon tedavi
yontemleri kullanilmaktadir. Kanser tedavisinde kullanilan bu temel yontemlerin ve ilaglarin
baz1 yan etkilere sahip olmas1 nedeniyle tedavide yetersiz oldugu goriilmektedir. Alternatif
bir biyolojik organizma olarak liken sekonder metabolitlerinin antikarsinojenik etki
gostermeleri ile ilgili gergeklestirilmis ¢alismalar tlilkemizde ve diinya literatiiriinde son
yillarda yer almaya baglamistir. Fakat gerceklestirilen c¢alismalarda sinirli sayida liken
sekonder metaboliti kullanilmis ve sadece birkag tipte kanser hiicresine etkisi
gozlemlenmistir. Bu nedenle gergeklestirilen tez kapsaminda lilkemiz ve diinya literatiiriinde
daha once ¢alisilmamis farkli kanser hiicre tiplerine karsi liken sekonder metabolitlerinden
birisi olan usnik asit’in hiicre canlilig1 iizerine etkisinin test edilmesi Oncelikle
amaglanmistir. Tez kapsaminda ticari olarak satin alinmis usnik asit ile tarafimizca dogadan
toplanmis Usnea diffracta liken tiiriinden izole edilmis usnik asit’in farkli tipte kanser hiicre
hatlar1 iizerine hiicre canlilig1 etkisi karsilastirilmistir. Dogal ortamindan toplanan liken
orneginden izole edilen usnik asit veya ticari usnik asit sekonder metabolitinin kullanim
etkinliginin belirlenmesi ve sonrasinda hiicre canlilig1 {izerine olan etkisinin tespiti ve farkli
kanser tiplerinde (CaCo2, HepG2, Hep2C, RD ve Wehi) en etkin olabilecegi dozun tespiti
ile umut verici ilag aday molekiilleri olabileceginin gosterilebilmesi amaglanmigtir. Ayrica
liken sekonder metabolitlerinin apoptotik etki gosterdigi yapilan ¢aligmalarla bilinmektedir.
Bu anlamda, tez kapsaminda, ilk defa usnik asit uygulamasi sonrasinda mRNA boyutunda
apoptozla iliskili genlerin ifadesindeki degisimler incelenmistir. Tez sonuglar1 temel
alinarak, ilerleyen calismalarda heniiz ¢alisiilmamis olan usnik asitin kanser spesifik sinyal

hedef yolaklar iizerine molekiiler boyutta etkisi detaylica arastirilmas: hedeflenmektedir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
4.1. MATERYAL
4.1.1. GENEL REAKTIFLER

Usnik asit sekonder metabolitinin izolasyonu i¢in aseton (MERCK, K32927313409),
metanol (Sigma, 095K8804) ve fosfat tampon (Sigma, 044H8880) kullanilmistir. Hiicre
hatlarinin ¢ogaltilmasi i¢cin Modified Eagle’s Medium (MEM) (PAA [The Cell Culture
Company], E08209-2261), besiyeri kullanilmistir. Besiyerine fetal calf serum (FCS) (Stem
Cell, 04F11678) ve Penisilin/Streptomisin (Biowest, S12204L0018) kullanilmistir.
Hiicrelerin yikanmasi i¢in PBS (PAA [The Cell Culture Company], H00210-0647) ve
hiicrelerin plakalardan kaldirilmast igin  Tripsin-EDTA (Stem Cell, 05A13807)
kullanilmistir. Coziicli olarak DMSO (Sigma, 049K2387) kullanilmistir. RNA izolasyonu
icin TRizol (Genezol, XN19001), kloroform (MERCK, K02545831341), izopropanol
(EMSURE, K44834034334) ve etanol (MERCK, K38999227830) kullanilmistir.

4.1.2. LIKEN SEKONDER METABOLITLERI

Tez kapsaminda kullanilacak usnik asit sekonder metaboliti; daha 6nce araziden Dog. Dr.
Demet Cansaran Duman tarafindan toplanilmis ve teshis edilmis Usnea diffracta liken
tiirtinden izole edilmis olan hem de {iretici firmadan ticari olarak temin edilmis usnik asit

(ALDRICH, MKBK4696V) ile de denenmistir.
4.1.3. KANSER VE NORMAL HUCRE HATLARI

Deneyler, T.C. Tarim Bakanlig1 Sap Enstitiisti Miidiirliigii Hiicre Bankasi’ndan temin edilen
CaCo?2 (insan kolorektal adenokarsinoma hiicreleri), HepG2 (insan hepatoseliiler karsinoma
hiicreleri), Hep2C (insan HeLa karsinoma hiicreleri), RD (insan rabdomiyosarkoma
hiicreleri), Wehi (fare fibrosarkoma hiicreleri) kanser hiicre hatlar1 ve normal hiicre
hatlarindan L929 (fare subkutandz bag doku hiicreleri) ve Vero (Afrika yesil maymun
bobrek hiicreleri) kullanilmistir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. Calismada kullanilan hiicre hatlari.

Kanser Hucre Normal Hicre
CaCo2 L929
HepG2 Vero
Hep2C

RD
Wehi

4.1.4. KULLANILAN COZELTILER

Kanser ve normal hiicrelerin ticari ve dogal usnik asite olan hassasiyetleri MTT (Hiicre

proliferasyon reaktifi) (Sigma, MF6004) yontemi ile gerceklestirilmistir.
DMEM F12 (Dulbecco’s Minimum Essential Medium) Besiyerinin Hazirlanmasi

L-Glutamine igeren 500 ml DMEM F12 igerisine %1 Penisilin-Streptomisin ve %10 FCS

eklenerek besiyeri hazirlanmistir.
Co6zlicu (DMSO) Hazirlamisi

DMSO (Sigma, 049K2387) 1M olarak satin alinmistir. Ticari ve dogal usnik asit sekonder
metabolitlerini son konsantrasyonu DMSO’nun toksik etkisinin en aza indirmek amagl 14

mM olacak sekilde DMEM ile seyreltilmistir.
MTT Cozeltisinin Hazirlanmasi

50 mg MTT reaktifine 10 ml PBS eklenmistir. Cozelti 0,45um’lik filtreden gegirilmistir.
MTT reaktifinin 15183a hassasiyeti nedeni ile ¢ozelti hazirligr karanlikta yapilmistir. Elde

edilen stok soliisyon bu haliyle +4°C’de en fazla bir ay karanlik ortamda saklanabilir.
Amonyum Molibtat Hazirlamisi

Caligmamizda pozitif kontrol olarak Amonyum Molibtat reaktifi kullanilmistir. 124 mg
Amonyum molibtat 10 ml DMEM besiyerinde ¢oziilerek hazirlanmistir.
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4.1.5. KULLANILAN CiHAZLAR

Bu tez kapsaminda Cizelge 4.2°de belirtilen cihazlar kullanilmistir.

Cizelge 4.2. Kullanilan cihazlar listesi.

Cihaz Ad1 Markasi

HPLC Thermo

Laminar Flow Kabin Holten LaminAir Model 1,8
Mikroskop Leica DCF290

Terazi Shimadzu AX200

Shaker Finepcr Orbital Shaker SH30

CO: Inkiibator Sanyo CO; Incubator

Su Banyosu Lab-Line Aquabath

Santrifiij Hettich Zentrifugen Rotina 35R
Nanodrop NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer
Real Time PCR Roche Light Cycler 480
Goriintlileme Sistemi Syngene Gene Genius Bio Imaging
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4.2. YONTEM

4-I
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Sekil 4.1. Calismanin genel is akis semas1 ve deney tasarimi.

4.2.1. LIKEN SEKONDER METABOLITLERININ COZULMESI VE UYGUN
KONSANTRASYONLARIN HAZIRLANMASI

Ticari Usnik Asit:

Molekiiler agirligi (mA) 344,32 g/mol olan usnik asit’den (Sekil 4.2) oncelikle calisilacak
stok konsantrasyon olan 400uM usnik asit konsantrasyonu 14mM DMSO (ve/veya 2-
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hydroxylpropyl-beta-cyclodextin) ile hazirlanmistir. Calisilacak diger konsantrasyonlar
(200, 100, 50, 25, 12.5 ve 6.25 uM) 400 uM usnik asit konsantrasyonunun ileri dilusyonlari

ile hazirlanmstir.

Sekil 4.2. Usnik asit.

Dogal Usnik Asit:

Calismada kullanilan Usnea diffracta liken tiirii 2014 yilinda, Trabzon Uzungdl Soganlt
(37°61'E, 44°84'N, 1799 m) mevkilerinden Dog. Dr. Demet Cansaran DUMAN tarafindan
toplanmistir. Toplanan 6rneklerin tiir teshisi, Wirth (1995) ile Purvis ve arkadaslar1 (1992)

tarafindan tanimlanan anahtarlara gore yapilmistir (112, 113) .

4.2.2. DOGAL USNIiK ASIT’IN iZOLASYONU VE HPLC YONTEMI iLE
TANIMLANMASI

Usnea diffracta liken tiiriinden usnik asit izolasyonu i¢in kurutulan liken 6rnekleri toz haline
getirilerek vidali kapakli cam tiiplere konulmustur. Liken 6rnekleri 0,05g/ 10ml olacak
sekilde aseton (Sigma) icerisinde, oda sicakliginda (20-22 °C) bir saat inkiibasyona
birakilmigtir. Ornekler HPLC’de analize almincaya kadar +4°C’de karanlikta saklanmistir.
Analiz Oncesi tim Ornekler 0.45 um gozenek c¢apl filtrelerden (Sartorius) gecirilerek 20

ul’lik hacimde HPLC sistemine enjekte edilmistir.
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Standartlar ve Cozuculer

Usnik asitin (Sigma) stok sollisyonu Img/ml konsantrasyonunda aseton igerisinde
hazirlanmistir. Gerekli seyreltmeler bu stok ¢ozeltiden aseton ile seyreltilerek yapilmistir
(0,01 ppm-50 ppm). Tiim standartlar otomatik 6rnekleyiciye konmus ve analiz edilmistir.
Usnik asit i¢in kalibrasyon egrileri c¢esitli konsantrasyonlardaki yedi Ornekten lineer

regresyon analizi ile elde edilmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Usnik asit’in kalibrasyon egrisi.

Analiz Kosullar: ve Aletler

Deneylerimizde Surveyor LC pompa, Surveyor fotodiyot dizi detektorii, Surveyor oto
ornekleyici, ChromQuest 4.01 veri islemcisinden olusan Thermo Finnigan HPLC sistemi
kullanilmistir. Ters faz Shim-pack CLC-ODS (M), 5 um partikiil boyutlu, 250 mm x 4.6 mm
i¢ capinda paslanmaz c¢elik kolon (C18) kullanilmistir. Akis hizi 0.8 ml/dak. olarak
secilmigtir. Usnik asitin 245 nm’de belirlenmesi i¢in metanol fosfat tamponu (pH 7.4) (70:30
v/v) hareketli faz olarak kullanilmistir (114-116). 20 pl lik hacimlerde ornekler HPLC

sistemine ii¢ defa enjekte edilmistir. Her bir analiz i¢in ortalama deger hesaplanmustir.
4.2.3. HUCRE KULTURU VE iDAMESI

CaCo2, HepG2, Hep2C, RD, L929 ve Vero hiicrelerinin ¢ogaltilmas: agsamalarinda %10
FBS, 2 mM Lglutamin, %1 penisilin + streptomisin iceren DMEM (PAA Laboratories,
Austria) besiyeri kullanilmistir. Wehi hiicreleri ise RPMI-1640 besiyerinde ¢ogaltilmistir.
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S1v1 azot tankinda donmus haldeki hiicreler ¢ikartilarak 37°C’deki su banyosunda yaklagik
2-3 dk siire ile ¢ozdiiriiliir ve olas1 kontaminasyonu 6nlemek icin tiipler %70’lik alkolle
silinerek laminar kabin igerisine alinir. Laminar kabin i¢erisinde 15 ml’lik falkon tiipe 5 ml
%10 FCS igeren DMEM F12 besiyeri konulmustur ve sivi azot tankindan ¢ikarilarak ayri
ayr1 ¢oziilen CaCo2, HepG2, Hep2C, RD, L929 ve Vero hiicreleri falkona aktarilmistir.
Wehi hiicreleri ise RPMI-1640 besiyeri igeren falkona aktarilmistir. Falkon 14.000 rpm’de
5 dakika santrifiij edilip, santrifiij sonrasinda siipernatant atilmistir ve pellet el yardimu ile
hafifce vurularak siispanse edilmistir. Flask 37°C’de %5 CO2’li inkiibatore kapagi hafif agik
olacak sekilde inkiibasyona birakilmigtir. Yaklasik iki giinliik inkiibasyon sonrasinda flask
inkiibatdrden alimmistir ve laminar kabinde flask igerisindeki besiyeri dokiiliip ve flaskin
yiizeyine yapismis halde bulunan hiicreler 2ml PBS ile yikanmustir. Yikama isleminden
sonra PBS dokiilmiistiir ve 2ml Tripsin-EDTA ilave edilerek flask 3-4 dakika inkiibatorde
bekletilmistir. Inkiibasyon sonrasinda mikroskobik olarak hiicrelerin flask yiizeyinden
ayrilip ayrilmadiklar1 kontrol edilmistir. Hiicrelerin yiizeyden ayrildiklari mikroskobik
olarak gozlendikten sonra, flaska besiyeri eklenerek hiicreler falkon tiipe aktarilarak 1000
rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda siipernatant uzaklagtirilmistir ve
tiipiin dibinde kalan hiicre pelleti siispanse edilmistir. Calismamizda kullanilan yedi farkli
hiicrelerden pasaj yapilmasi i¢in ayrilan kisim %90 nem 37°C’de %5 CO2’li inkiibatorde

inkiibe edilmistir sonrasinda kalan dondurularak sivi azot tankinda depolanmustir.

4.2.4. DENEYSEL CALISMALARDA KULLANILAN HUCRE SAYISININ
OPTIMIiZE EDILMESI VE PLATE YERLESIiMI

Deneyler i¢in 96 kuyucuklu mikroplaklar kullanilmistir. Mikroskopta deneylerde
kullanilacak uygun hiicre sayisinin belirlenebilmesi amaciyla bes farkli kanser hiicresinin
her bir hiicre sayisi i¢in bes ayr1 kuyucuga ekim yapildi. Her biri 5000, 7000 ve 10000 hiicre
iceren 100 ul DMEM besiyeri her bir kuyucuga ekilip sonrasinda mikroplak 37°C’de %5
CO> igeren inkiibatdre konuldu. Her 24 saatte bir mikroplakta hiicrelerin ¢ogalmasi
mikroskobik olarak gozlendi. Deney sonucunda calisilacak tiim hiicrelerin ¢ogalmalarina
bagl olarak uygun olan hiicre miktar1 her bir kuyucuk i¢in 10000 (1x10%) hiicre olarak

saptanmasi uygun goriilmiistiir.
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4.2.5. HUCRE SAYIMI

Santrifiij sonrasinda falkon tiipiin dip kisminda kalan hiicrelerden 10ul cekilerek bir
ependorf tiipiine konulmustur. Uzerine 90 ul besiyeri ve 48 pl tripan blue eklenmistir. Pipetaj
yapildiktan sonra karistmdan 10 pl ¢ekilerek thoma lamina yayilmistir. Thoma laminin alt
ve list kisminda bulunan 16 karedeki hiicreler mikroskop altinda 10X objektif biiyiitmesinde
sayilip aritmetik ortalamalar1 alinmistir (Sekil 4.2.). Tripan blue 6lii hiicrelerin i¢ine girme
Ozelligindedir ve bu nedenle sayim yaparken koyu mavi goziiken hiicreler 6lii, agik renkteki
parlak hiicreler canli olarak sayilmistir. Thoma laminda hiicreler sayildiktan sonra asagida

verilen formiile gore toplam hiicre sayisi elde edilmistir.

B Ortalama Savilan Hiicre Sayist x Mikroskop Biiviitme Oram x Sevrelime Oram
Toplam Hiicre Sayis: = ’ - ) ]

4

i
HEE

i
=<

Sekil 4.4. Thoma Lam1 ve Thoma laminin sayim yapilan kareleri.

4.2.6. LIKEN SEKONDER METABOLITININ FARKLI TiPTEKi KANSER
HUCRELERI UZERINE ETKISININ MTT TESTI iLE DEGERLENDIRIiLMESI

Nitel degerlendirme

Hiicreler plaklara ekilerek inkiibatore koyulduktan sonra %80 doluluga ulagmasi
beklenilmistir. Ticari ve dogal usnik asit sekonder metaboliti taze olarak DMSO (Sigma)
icerisinde ¢oziilmiistiir. Daha sonra hiicrelerin iizerlerine 400, 200, 100, 50, 25, 12.5 ve 6.25
uM diliisyonlarda hazirlanan usnik asit sekonder metabolit derisimleri uygulanmistir. 24, 48

ve 72 saat %90 nemli, 37°C’de %5 CO’li inkiibatorde bekletildikten sonra hiicreler
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mikroskopla incelenerek genel morfoloji, vokuolizasyon (bosluk olugmast), hiicre kalkmasi,

hiicre yikim1 ve membran biitiinliiglindeki degisiklikler degerlendirildi.
Nicel Degerlendirme (MTT Testi Yontemi)

MTT (3-[4,5-Dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide; Thiazolyl blue)
kiiltiir ortamindaki mitokondrial aktivitesi devam eden canli hiicrelerin kalorimetrik olarak
Olciilmesini saglar. MTT suda ¢0ziinen bir tetrazolium tuzu olup fenol kirmizisi igermeyen
besiyeri veya tuz soliisyonlarinda hazirlandiginda sarimtirak bir soliisyon olusturur.
Tetrazolium halkasinin dehidrogenaz enzimlerince pargcalanmasi sonucu MTT mor renkli
¢oziilemez formazana doniisiir. Bu doniisiim canli hiicrelerin mitokondrileri araciligi ile olur.
Olusan bu formazan bir ¢oziicii yardimi ile ¢oziilebilir hale getirilir ve olusan renk
reaksiyonu spektrofotometrik olarak okunup degerlendirilir. Boylece hiicrelerin canliligi ve

cogalmalar1 takip edilebilir (117, 118).

MTT testi i¢in gerekli olan usnik asit sekonder metaboliti diliisyonlari, pozitif (Amonyum
Molibtat) ve negatif kontrol (DMSO ve DMEM), MTT (3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolium bromid) boyas1 ayni giin hazirlanarak taze olarak kullanildi.

Ticari ve dogal usnik asit i¢in MTT testi, 96 kuyulu plaklara 100 pl besiyeri i¢inde 1x10*
hiicre/kuyu olacak sekilde ekim yapildi. 24 saat inkiibe edilen hiicrelerin {izerine hazirlanan
400, 200, 100, 50, 25, 12.5 ve 6.25 uM konsantrasyonlardaki 100ul usnik asit
konsantrasyonlari alt1 tekrarli olarak eklendi ve 24 saat daha 37°C’de %5 CO2’li ortamda
inkiibasyona birakild:r (Sekil 4.3). 24 saat sonra usnik asit sekonder metaboliti cekilip
hiicrelerin iizerine 50 ul MTT eklendi ve dort saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
kuyulardaki MTT ¢ozeltisi cekilip her kuyucuga 100ul isopropanol eklendi ve ¢alkalayicida
2-3 dk bekletildikten sonra plaklarin spektrofotometrik olarak 570 nm (referans 650 nm)’de
absorbans degerleri okunmustur. Aynm1 deney protokolii 48 saat ve 72 saat icinde
uygulanmistir ve absorbans degerleri okunmustur. Sitotoksisiteyi degerlendirmeden 6nce,
hiicresiz kuyulardaki OD degerleri (sadece besiyeri + MTT), oOziitlerin bulundugu
kuyucuklarin OD degerlerinden ¢ikarilmistir. Numunelerin toksisitesinin hesaplanmasinda

asagidaki formiil kullanilmistir.
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Canlilik hesabiin yapilmasi i¢in; OD degeri (ilag) / OD degeri (Hiicre Kontrol) *100

formiilii kullanilmastir.
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NK (DMSO)

Amonyum Molibtat

Sekil 4.5. MTT testi (Hep2C-48 saat, NK: Negatif Kontrol, UA: Usnik Asit).

Sonugcta elde edilen absorbans degerlerine ait veriler ile EC50 degeri ve canlilik oranlari
hesaplanmistir. EC50 degerinin hesaplanmasi igin absorbans degerleri (OD degerleri)
logaritma tabanina ¢evrilmis, daha sonra Graphpad Prism 6 programi kullanilarak

hesaplamalar yapilmistir.
Graphpad Prism 6 ile egrinin EC50 degerinin hesaplanmasi i¢in;
Y=100/(1+10"((LogEC50-X)*HillSlope))) esitligi kullanilmistir.

4.2.7. EC50 DEGERININ BELIRLENMESI VE USNIK ASIiT
KONSANTRASYONLARININ UYGULANMASI

CaCo2, HepG2, Hep2C, RD, Wehi, L929 ve Vero hiicreleri T-25 flasklar icerisinde
cogaltilmistir. Hiicre yogunlugu her bir hiicre flaks1 igin 1x10° olarak optimize edilmistir.
Optimize edilen sayiya varan hiicrelerin RNA izolasyonun kolaylikla yapilabilmesi i¢in petri
plate’e alinmistir ve EC50 (Half Maximal Effective Concentration) degeri belirlenmis usnik

asit uygulamasi yapilmistir. Her bir kanser ve normal hiicre hatti i¢in iki adet biyolojik tekrar
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kullanilmistir. Ayrica usnik asit liken sekonder metabolitinin ¢oziiciisii olan DMSO ve MEM

ile de tiim hiicreler muamele edilmistir (Sekil 4.6).

Sekil 4.6. EC50 konsantrasyonuna gore Usnik Asit Uygulamasi.
4.2.8. TOTAL RNA IZOLASYONU, MIKTAR VE KALITE TAYINI

Oncelikle RNA kolaylikla bozulabilen bir molekiil olmas1 nedeniyle siirekli buz {izerinde
calisilmistir. RNA izolasyonu i¢in hazir hale getirilen hiicreler soguk PBS ile ¢ift tekrarli
olarak yikandiktan sonra swap ile kazinmis ve PBS ile birlikte tiiplere aktarilip santrifuj
edilerek bir araya getirilmistir. Bir araya toplanmais tiip icerisindeki hiicre pelletleri lizerine
Iml TRizol (Genezol) eklenir ve pellet enjektorden gecirilir ve siirekli pipetaj yapilarak
hiicrelerin ¢ozlinmesi saglanir. 1.5 ml’lik ependorf tiipiine alinan hiicrelere 200 pl kloroform
(MERCK) eklenir ¢alkalanir ve 3 dk oda sicakliginda bekletilir. 14.000 rpm 4°C’de 25
dakika boyunca santrifiij yapilir. En tistde yer alan faz dikkatlice yeni bir tiipe aktarilmigtir
ve 500ul izopropanol eklenip pipetaj yapilmistir. Oda sicakliginda 10dk bekletildikten sonra
14.000 rpm 4°C’de 25 dakika santrifiij edilip pellet lizerinde kalan izopropanol pipetle
dikkatlice ¢ekilip atilmistir. Pellet lizerine 1ml %70 Etanol (MERCK) eklenerek 10.000rpm
4°C’de 5 dakika santrifiij yapilmistir. Etanol islemi bir kez daha tekrarlanmistir. Peletler 25
ul otoklavli su ile sulandirilip pipetaj yapilmis ve hemen buz iizerine alinmistir. RNA
ornekleri 2 pl su ile sulandirilarak kullanilmis ve Nanodrop ND 1000 (Thermo Scientific)
kullanilarak saflik ve konsantrasyonunun belirlenmesi saglanmistir. Ayrica rastgele secilen
baz1 drneklerde 2xAgaroz jel hazirlanip Syngene Gene Genius Bio Imaging Sistem marka

UV goriintiileme cihazi ile goriintiilenmistir. Ornekler -80 °C’de saklanmustir.
4.2.9. cDNA (KOMPLEMENTER DNA) SENTEZI

cDNA sentezi, Rosche First Strand cDNA Synthesis Kit (Rosche) kullanilarak
gerceklestirilmistir. TP53, Bcl2, Bax ve GAPDH gen bdlgeleri anchored-oligo(dT)s ile
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calisilmistir. Cizelge 4.3’de cDNA sentezinin ilk asamasinda hazirlanan total RNA ve primer

karigimi igerisinde bulunan bilesenler ve son konsantrasyonlari verilmistir.

1. Cizelge 4.3 de yer alan bilesenler buz iizerinde tutulan niikleaz free tiipe sirasiyla eklenir.

Cizelge 4.3. Total RNA ve primer konsantrasyonu

Komponent Final Konsantrasyon

Total RNA 0.1 ng — 5 pg total RNA
Anchored-oligo(dT)18 Primer, 1 uL

100 pmol/pl

Saf su Toplam hacim 13 pl’ye ayarlanir

2. Total RNA-primer karigimi 1s1 dongii cihazinda, 65 °C’de 5 dakika bekletilerek
RNA’nin ikincil yapisinin denatiirasyonu saglanir.

3. Is1 dongii cihazindan ¢ikan 6rnekler kirik buza saplanip 5 dakika bekletilir.

4. Ters transkrpsiyon reaksiyonunun (RT-PCR) gerceklestirilmesi i¢in Cizelge 4.4’de yer

alan bilesenler sirasiyla eklenir.
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Cizelge 4.4. Ters Transkripsiyon (RT-PCR) Reaksiyonu Komponentleri

Komponent Miktar
5x Reaksiyon tamponu 4 uL
RiboLock RNase Inhibitor (20 U/uL) 0,5 uL
10 mM dNTP karisim 2ulL
RevertAid H Minus M- MuL V Ters Transkriptaz (200 U/ pL) 0,5 uL
Toplam hacim 20 uL

5. Pipetle hafifce karistirilip, santrifiij edilir.
6. Ters transkripsiyon reaksiyonu Cizelge 4.5’da belirtilen programda, 1s1 dongii cihazinda

gerceklestirilir.

Cizelge 4.5. Ters transkripsiyon reaksiyonunun gergeklestirildigi program

Primer Hedef MRNA  RT Reaksiyonu Inkiibasyon
Suresi
Oligo(dT)ss primer 4 kb’a kadar 55 °C*de 30 dk
85°C’de 5 dk

7. FElde edilen cDNA’lar Real time PCR reaksiyonu ger¢eklestirilene kadar -80 °C’de

muhafaza edilmistir.
4.2.10. PRIMER DIiZAYNI

Calismada housekeeping gen olarak kullanilan GAPDH ve hedef gen bdlgerine ait olan
TP53, Bcl-2 ve Bax primerlerinin sentezi, gen bankasinda (NCBI) yer alan dizilerden hedef

hiicre hatt1 orijinal kaynagina en yakin homolojiyi gosterenler kullanilarak
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gerceklestirilmistir. Sentezlenen primerler i¢in erime egrisi (Melting curve) analizi yapilmis
ve primer dimer olusumu ve 0Ozgill olmayan amplifikasyon iiriinleri gibi hatalar

gozlemlenmistir.

Cizelge 4.6. Calismada kullanilan gen bdlgeleri i¢in tasarlanan primer dizileri

(F: Forward/lleri, R: Reverse/Geri)

Primer Sekans (5°—3°) Primer Baglanma
uzunlugu @ Sicakhg
(be) (Tm)

TP53 Forward: 5'-AACGGTACTCCGCCACC-3' 94 60.0 °C

Reverse: 5'-CGTGTCACCGTCGTGGA-3'

Bcl-2 Forward: 5’-CTGCACCTGACGCCCTTCACC-3’ 119 65.0 °C
Reverse: 5’-CACATGACCCCACCGAACTCAAAGA-3

Bax Forward: 5'-TCCCCCCGAGAGGTCTTTT-3' 68 65.0°C
Reverse: 5'-CGGCCCCAGTTGAAGTTG-3'

GAPDH | Forward: 5’-AACGGGAAGCTTGTCATCAATGGAAA-3’ 194 60.0 °C

Reverse: 5°-GCATCAGCAGAGGGGGCAGAG-3’

4.2.11. GEN iFADESININ REAL-TIiME PCR iLE BELIRLENMESI

Real-Time PCR uygulamasi Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisi Merkez
Laboratuvari’nda Roche Light Cycler 480 Real Time cihazi araciligiyla SYBR Green I
Master boyasi kullanilarak gerceklestirilmistir. Calisilmast hedeflenen genlere ait diziler
NCBI veritabaninda arastirilip ¢ikarilmis ve bolgeye 0zgii primerler tasarlanarak
sentezlettirilmistir. Ayrica ekspresyon ¢aligmalart icin gerekli sartlardan birisi olan
normalizasyon igleminde bir housekeeping (referans) gen olan GAPDH geni kullanilmistir.
Real-Time PCR yontemi ile kantitasyon (miktar belirleme=gen ekpresyonu miktar
belirleme) calismast SYBR Green | boyasi kullanilarak gerceklestirilmis ve kantitasyonu
takiben PCR’1n etkinligini saptamak ve herhangi bir dimer olusumu olup olmadigini
gozlemlemek amaciyla Erime Egrisi (Melting curve) Analizi yapilmistir. Kontrol grubu ile

TP53, Bcl-2 ve Bax gen bolgesi i¢in tasarlanan biitiin primerlerin, Real time PCR
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reaksiyonlar1 denenerek optimizasyonu saglanmistir. En iyi sonucu veren TP53, Bcl-2 ve
Bax primeleri ile ¢gogaltma islemi gerceklestirilmistir. Kontrol 6rnekleri ile gerceklestirilen
primer optimizasyonu caligmalar1 sonrasinda biitiin 6rneklerin Real time PCR reaksiyonu
yapilmistir. Usnik asit uygulamalar1 sonrasinda secilen 6rneklerin Real Time PCR
reaksiyonlar ii¢ tekrarli (teknik tekrar) olacak sekilde gerceklestirilmistir. Real Time PCR
reaksiyonu Cizelge 4.7’de verilen komponentler ile hazirlanmis olup saf su ile toplam hacim
20 ul’ye ayarlanarak Roche Light Cycler 480 Real-Time cihazinda Cizelge 4.8’de verilen
programda ¢ogaltilmistir.

Cizelge 4.7. Real Time PCR komponentleri

Komponent Son Konsantrasyon
cDNA 1,5 ul

Ileri (Forward) Primer 0,7 ul

Geri (Reverse) Primer 0,7 ul
SYBR® Green Master 10 pl

Mix

Toplam hacim 20 pl’dir.
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Cizelge 4.8. Real Time PCR deney programi

Primer Sicaklik Sire Dongii sayisi
On denattirasyon 95 °C 10 s 1
Denattrasyon 95 °C 10s
Baglanma 60°C 10s 40

72 °C 8s
Erime 95°C 30s 1
Egrisi Analizi 60 °C 30s

99 °C suirekli okuma

GAPDH, TP53, Bcl-2 ve Bax genlerinin usnik asit uygulamasi sonrasinda alinmig drneklerin
Real-Time PCR reaksiyonu Roche Light Cycler 480 Real Time cihazinda, Relative Standard
Curve’de gergeklestirilmis ve gergek zamanli olarak izlenerek pik profilleri kaydedilmistir.
Cycle Treshold (Ct) degeri polimeraz zincir reaksiyonuna ait pik profilinde logaritmik artisa
gecilen ilk noktay1 belirtmektedir. Real time PCR reaksiyonlar1 sonrasinda elde edilen pik

profillerinden her bir 6rnege ait Ct degerleri belirlenmistir.
4.2.12.NORMALIZASYON VE ISTATISTIKSEL HESAPLAMALAR

Usnik asit uygulanan oOrneklerden de iiger tekrarli olacak sekilde Real-Time PCR
reaksiyonlart gerceklestirilmistir. Usnik asit uygulanmis hiicrelere ait transkript profilleri
kontrol profilleri ve housekeeping gen olarak secilen GAPDH ile karsilastirilmistir. Elde
edilen verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesi Livak ve Schmittgen’in 274A¢T

metoduna ve One Way ANOVA (Dunnett) ile yapilmistir (120).
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4.2.13. VERI ANALIiZi

gqRT-PCR analizi sonrast ham Cp (crossing point) degerleri olarak elde edilmis ve AACt
metodu kullanilarak analiz edilmistir. Her bir gen ifade seviyesi referans genlerin (GAPDH)
ifadeleri ile normalize edilerek hesaplanmis daha sonra hiicre hatlarindaki her bir gen
degisimi birbirleri ile kiyaslanmistir. Bu verilerin ortalama, standart sapma, standart hata ve
istatistiksel olarak anlamlilik dereceleri istatistik programi (SPSS 15) ile hesaplanmuistir.
RNA kalitesi ve AACT = ACT (6rnek 2) — ACT (6rnek 1) formiilii ile herbir RNA i¢in AACT
degerleri hesaplanir.

Son olarak her bir gen i¢in 2044CD jle kat degisimleri hesaplanir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

51. DOGAL USNIK ASIT’IN iZOLASYONU

TANIMLANMASI

VE HPLC YONTEMIi IiLE

Tiir teshisi yapilan Usnea diffracta liken tiiriiniin aseton ekstresindeki usnik asit miktari

Yiiksek Basingli Sivi Kromotografisi (HPLC) yontemi ile belirlenmistir. Usnik asitin

kromotogramdaki piklerinin tanimlanmasi standart usnik asit ile alikonma siirelerinin

karsilastirilmasi ile yapilmistir. Sekil 5.1°de Usnea diffracta ‘den izole edilen usnik asitin

kromotogrami, aseton ekstrelerinden elde edilen usnik asit miktar1 ve alikonma siireleri

verilmigtir (Sekil 5.1).
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Sekil 5.1. Usnea diffracta liken tiirlinden izole edilen usnik asit’in HPLC ile analizi. (A)

solvent (tR: 5.4 dk); (B) usnik asit (tR: 13.1 dk).
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5.2. DOGAL VE TICARI USNIiK ASIiT’IN MTT TESTi SONUCLARI

Arastirma sonucu elde ettigimiz saf ve ticari usnik asit MTT testi sonucu elde edilen %

proliferasyon degerleri topluca Cizelge 5.1° de gosterilmistir.

Cizelge 5.1.Saf ve ticari usnik asit uygulamasi sonrasi hiicre canliligi (%) ortalama sonuglari
(*UA: Usnik Asit).

KANSER HUCRE HATTI NORMAL HUCRE HATTI
UA* uygulama Dogal UATicari UADogal UATicari UADogal UATicari UADogal UATicari UADogal UATicari UAIDogal UATicari UADogal UATicari UA

sUresi/dozu  CaCo-2 CaCo-2 Hep G2 Hep G2 Hep-2C Hep-2C RD RD WEHI  WEHI L929 L929 Vero Vero
0uMm 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

6,25 uM  91.8 92.3 96.4 97.2 96.4 96.8 97.9 98 92.8 93.7 95 96.1 95.1 95.9
125uM  86.9 87.2 87.3 88.4 90.8 91.9 77.2 78 81.3 82.8 92.7 94 89.4 91.2

24 Saat 25 M 71 72.2 81.4 82.4 84.7 85.8 72.8 73.9 74.7 75.9 90.3 91 88 89.1
50 uM  66.4 67.2 82.7 83.9 66.2 68.4 59.6 60.7 53.1 55.4 88.1 89.4 87.3 88.2

100 pM  50.6 51.3 75.3 76.7 52.7 53.7 56.8 57.5 47 483 85.2 86.4 86.2 87.3

200 uM 437 4.9 46.4 472 52.3 53.9 50.7 51.3 44.6 35.6 84.1 85.2 86 87.2

400 uM 338 34.1 41.3 4.6 479 49.7 50.2 51 432 239 83.7 85 85.4 86.7

0uMm 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

6,25 uM 853 87.8 93.1 94.5 87.5 88.6 68.7 69.4 81.2 82.1 95.8 96.3 97.3 9.6
125uM 612 61.4 89.3 90.6 86.2 87.6 41 42.1 60.9 61.2 98.6 99.1 92.3 93.5

48 Saat 25 UM 37.9 38.9 89.3 89.9 58.6 59.2 30.9 31.8 32.2 32.8 92.7 94 91.9 93
50 uM 221 23.2 80.7 81 51.4 52.5 21.2 224 33.1 33.9 90.6 91.8 89.4 90.6

100 pM 189 20.3 31.2 32 49 5.1 19 19.3 28.9 29.7 86.2 87.5 85.6 86.9

200 UM 16.9 17 26.1 27 24 2.5 4.8 4.9 16.5 16.7 85.9 87.1 84.5 85.7

400 UM 13.7 15.1 21.9 23.1 23 24 1.1 13 13.3 14.6 83.7 84.9 82.3 83.6

0um 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

6,25 UM 76.4 78.8 96.2 98.5 85.4 86.6 423 432 53.2 54.9 86.3 87.8 87.2 89.4
125uM 363 37.3 87 89.2 55 56.1 21 21.5 48.3 49.6 87.3 88.5 84.3 85.8

72 Saat 25 M 173 18.3 58 58.4 40.9 414 14.9 15.1 29.6 30.1 85.9 87.2 82.7 84
50 pM 8.2 3.8 33.1 333 2.8 2.9 11.2 11.5 22 23.4 84.5 85.8 81.9 83.1
100pM 6.9 7.1 9.6 10 1.1 1.4 7.9 8.1 16.4 17.9 83.1 84.5 81 82.4
200uM 5.1 5.5 7.8 8.4 1.2 1.4 1.5 1.5 2.9 3 82.4 83.7 80.4 81.6

400 UM 42 5 5.1 5.6 1.2 1.2 1.2 1.2 2.1 2.1 81.7 82.9 80.1 81.2

5.3. DOGAL USNIiK ASIiT UYGULAMASI SONUCU MTT HUCRE CANLILIGI
YONTEMI iLE INCELENMESI

Dogal usnik asit konsantrasyonu olarak 400, 200, 100, 50, 25, 12.5 ve 6.25 uM dozlar
kullanilmistir. CaCo2, HepG2, Hep2C, RD, Wehi, L.929 ve Vero hiicre hatlar1 i¢in 24, 48 ve
72 saat dogal usnik asit uygulanmistir. Elde edilen sonuglara gore grafikler Sekil 5.2-Sekil

5.15 arasinda verilmistir.
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CaCo2 (48 saat)

120
100

80
60 =@ Usnik asit
40 =@ D\ISO

0 s S L T T Ustel (Usnik asit)

Canl hiicre yiizdesi (%6)

OpM 6,25 uM12,5uM 25uM 50 uM 100 pM 200 uM 400 uM
Usnik asit uygulama dozlar1 (uM)

CaCo2 (72 saat)

120
100

80
60 ==@== Usnik asit
40 =@ DVISO

o o INZL Ustel (Usnik asit)

Canl hiicre yiizdesi (%6)

OpM 6,25 uM12,5 uM 25 pM 50 pM 100 uM 200 pM 400 uM
Usnik asit uygulama dozlar1 (uM)

-20
C

Sekil 5.2. 24 saat (A), 48 saat (B) ve 72 saat (C) dogal usnik asit ile muamele edilmis CaCo2
hiicreleri
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CaCo2

kk

0 6,2512,5 25 50 100 200 400
Usnik asit uygulama dozlar1 (uM)

M 24 saat
W 48 saat

72 saat

Usnik asit
uygulama | 24 saat | 48 saat | 72 saat
dozlar
0 uM 100.0 100.0 100.0
6,25 UM 91.8 85.3 76.4
12,5 uM 86.9 61.2 36.3
25 uM 71.0 37.9 17.3
50 uM 66.4 22.1 8.2
100 uM 50.6 18.9 6.9
200 uM 43.7 16.9 5.1
400 uM 33.8 13.7 4.2

Sekil 5.3. 24 saat, 48 saat ve 72 saat dogal usnik asit ile muamele edilmis CaCo2 hiicre
grafigi ve canli hiicre yiizdeleri

Sekil 5.2 ve Sekil 5.3’de goriildiigii gibi dogal usnik asit’in 48 saat 25 uM uygulamasi CaCo2

hiicre hatti iizerine hiicre canliligini azaltic1 etki gostermistir. Daha uzun siire olan 72 saat

usnik asit uygulamasinda ise 12.5 uM UA konsantrasyonunda yiiksek oranda hiicre

canlilifini azalticr etki goriilmustiir.
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HepG2 (24 saat)

OpM 6,25 uM12,5uM 25uM 50 uM 100 pM 200 uM 400 uM
Usnik asit uygulama dozlari (uM)

HepG2 (48 saat)
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HepG2 (72 saat)

OpM 6,25uM12,5uM 25puM 50 pM 100 uM 200 uM 400 UM

Usnik asit uygulama dozlar1 (uM)

e==@== Usnik asit
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A

=@ Usnik asit
=@ D\ISO

-------- Ustel (Usnik asit)
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-------- Ustel (Usnik asit)

C

Sekil 5.4. 24 saat (A), 48 saat (B) ve 72 saat (C) dogal usnik asit ile muamele edilmis HepG2

hicreleri
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HepG2 Usnik asit
@ 140 uygulama | 24 saat | 48 saat | 72 saat
< 120 dozlari
_0'2 100 0 uM 100.0 | 100.0 | 100.0
S 80 =24 saat 6,25 UM 96.4 93.1 96.2
5 60 48 sant 12,5 uM 87.3 89.3 87.0
‘% 40 T et 25 uM 81.4 89.3 58.0
= 23 50 uM 82.7 80.7 33.1
> 20 0 625125 25 50 103 zot 40% 100 uM 753 312 2:6
Usnik asit uygulama dozlar1 (uM) 200 uM 46.4 26.1 7.8
400 uM 413 219 5.1

Sekil 5.5. 24 saat, 48 saat ve 72 saat dogal usnik asit ile muamele edilmis HepG2 hiicre
grafigi ve canli hiicre yiizdeleri

Sekil 5.4 ve Sekil 5.5’te goriildiigii gibi HepG2 hiicre hatt1 {izerine dogal usnik asit her ii¢
saat uygulamasi sonucunda 24 saat’de 200 uM UA konsantrasyonunda %46’ya kadar; 48
saat’de 100 uM UA konsantrasyonunda %3 1’e kadar; 72 saat 50 uM UA konsantrasyonunda
%33 e kadar diisen hiicre canlilifini azaltic1 etki gostermistir. HepG2 hiicreleri i¢in 48 saat
ve 72 saat sonucunda da hiicre canlilifinda yaklasik 9%30’lara kadar bir azalma

gozlemlenmistir.
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Hep2C (24 saat)
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Hep2C (48 saat)
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Hep2C (72 saat)
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e==@== Usnik asit
=@ D|VISO
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-------- Ustel (Usnik asit)
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C

Sekil 5.6. 24 saat (A), 48 saat (B) ve 72 saat (C) dogal usnik asit ile muamele edilmis Hep2C

hicreleri
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Hep2C Usnik asit
—~ 140 uygulama | 24 saat | 48 saat | 72 saat
) 120 dozlar
'_ag 100 0 uM 100.0 | 100.0 100.0
= 80 6,25 UM 96.4 87.5 85.4
S 60 24 saat 125uM | 90.8 | 86.2 55.0
£ 40 I[ I] L m 48 saat 25uM | 847 | 586 | 409
= 20 72 saat 50 uM 66.2 51.4 2.8
E o IR 100 uM | 527 | 49 11
20 0 625125 25 50 1043 2451') 41% 200 uM 573 24 12
Usnik asit uygulama dozlar1 (uM) 400 uM 479 73 12

Sekil 5.7. 24 saat, 48 saat ve 72 saat dogal usnik asit ile muamele edilmis Hep2C hiicre
grafigi ve canli hiicre yiizdeleri

Sekil 5.6 ve Sekil 5.7°da goriildiigli gibi Hep2C hiicre hatt1 {izerine dogal usnik asit’in
ozellikle 48 saat ve 72 saatlik uygulamalarinda dogal usnik asit’in konsantrasyondaki artisa
bagli olarak (100 uM’dan 400 uM’a kadar) canli hiicre yiizdesinde azalma meydana
gelmistir. 48 saat icinde 100 pM UA konsantrasyonunda yaklasik %5’e kadar 72 saat i¢inde
yine 50 pM UA konsantrasyonunda yaklasik %3 kadar hiicre canliligini azaltic1 etki

gostermistir.

39



120
100
80
60
40
20

Canl hiicre yiizdesi (%6)

150

100

50

Canl hiicre yiizdesi (%6)

120
100
80
60
40
20

Canl hiicre yiizdesi (%6)

-20

RD (24 saat)

OpM 6,25 uM12,5uM 25uM 50 uM 100 pM 200 uM 400 uM
Usnik asit uygulama dozlari (uM)

RD (48 saat)

OuM 6,25 uM12,5 M 25puM 50 uM 100 pM 200 uM 400 pM

Usnik asit uygulama dozlar1 (uM)

RD (72 saat)

OpM 6,25 uM12,5 uM 25 pM 50 pM 100 uM 200 pM 400 UM
Usnik asit uygulama dozlar1 (uM)

e==@== Usnik asit
=@ D|VISO

-------- Ustel (Usnik asit)

A

=@ Usnik asit
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-------- Ustel (Usnik asit)

=@ |snik asit
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C

Sekil 5.8. 24 saat (A), 48 saat (B) ve 72 saat (C) dogal usnik asit ile muamele edilmis RD

hicreleri
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RD

Usnik asit
120 uygulama | 24 saat | 48 saat | 72 saat
S 100 dozlan
? 50 0 uM 100.0 | 100.0 100.0
5 o . 625uM | 979 | 68.7 | 423
; 20 o 48 sont 12,5 uM 77.2 41.0 21.0
S \ 25 uM 72.8 30.9 14.9
=% [ I saat 50uM | 59.6 | 212 112
g0 e | R 100pM | 568 [ 19.0 7.9

20 0 523125 25 50 100 200 4 200 M | 50.7 | 48 15
Usnik asit uygulama dozlar1 (uM)
400 uM 50.2 1.1 1.2

Sekil 5.9. 24 saat, 48 saat ve 72 saat dogal usnik asit ile muamele edilmis RD hiicre grafigi
ve canli hiicre yiizdeleri

Sekil 5.8 ve Sekil 5.9°de goriildiigii gibi dogal usnik asit’in zamana ve konsantrasyona bagl
olarak RD hiicre hatt1 {izerine dnemli oranda hiicre canliligini azaltict etki gostermistir.
Ozellikle dogal usnik asit’in 6.25 pM konsantrasyonda 48 saat ve 72 saatlik uygulamalarinda
RD canl1 hiicre yiizdesi sirastyla %68.7 ve %42.3’e kadar azalmigstir.
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Wehi (24 saat)
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Wehi (72 saat)

OuM 6,25uM12,5puM 25uM 50 uM 100 pM 200 pM 400 uM
Usnik asit uygulama dozlar1 (uM)

==@== Usnik asit
=@ DVISO
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A
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C

Sekil 5.10. 24 saat (A), 48 saat (B) ve 72 saat (C) dogal usnik asit ile muamele edilmis Wehi

hicreleri
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Wehi
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0 6,2512,5 25 50 100 200 400
Usnik asit uygulama dozlar1 (uM)

M 24 saat
W 48 saat

72 saat

Usnik asit
uygulama | 24 saat | 48 saat | 72 saat
dozlari
0pM 100.0 | 100.0 | 100.0
6,25 uM | 92.8 81.2 53.2
12,5 uM 81.3 60.9 48.3
25 uM 74.7 32.2 29.6
50 uM 53.1 33.1 22
100 uM 47.0 28.9 16.4
200 uM 44.6 16.5 2.9
400 uM 43.2 13.3 2.1

Sekil 5.11. 24 saat, 48 saat ve 72 saat dogal usnik asit ile muamele edilmis Wehi hiicre grafigi
ve canli hiicre yiizdeleri

Sekil 5.10 ve Sekil 5.11°da gortildiigi gibi 25 pM dogal usnik asit uygulamasi 48 saat ve 72

saatlik uygulamalar1 sonucunda Wehi canli hiicre sayisinda yaklasik olarak %70’lik bir

azalma meydana getirmistir.
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Sekil 5.12. 24 saat (A), 48 saat (B) ve 72 saat (C) dogal usnik asit ile muamele edilmis L929

hicreleri
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L929 Usnik asit
$120 uygulama | 24 saat | 48 saat | 72 saat
%’100 dozlar
§ 20 0 uM 100.0 100.0 100.0
2, - . 6,25 uM 95.0 95.8 86.3
5 12,5 uM 92.7 98.6 87.3
g 40 48 saat 25uM | 903 | 927 | 859
g% 72 saat 50uM | 88.1 | 90.6 | 845
o 0 100 uM 85.2 86.2 83.1
0 ?,25 1.2,5 25 50 100 200 400 200 oM 241 25.0 24
Usnik asit uygulama dozlar1 (uM) 400 uM 337 337 317

Sekil 5.13. 24 saat, 48 saat ve 72 saat dogal usnik asit ile muamele edilmis L929 hiicre grafigi

ve canli hiicre yiizdeleri

Sekil 5.12 ve Sekil 5.13’de goriildiigii gibi L929 normal hiicre hatti tizerine dogal usnik asit

uygulamasi canlt hiicre yilizdesinde zamana ve konsantrasyona bagli olarak 6nemli bir

azalma meydana getirmemistir. Calismamizda kullanilan en yiiksek konsantrasyon olan 400

uM UA konsantrasyonunda tiim zaman (24-48-72 saat) denemelerinde bile % canliligi

sirasiyla %84, %84 ve %82’e ancak diiglirebilmistir. Bu durum canli hiicre sayisinda

yaklasik %16 oraninda azaltici etki gosterdigi sonucunu ortaya ¢ikarmistir.
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Sekil 5.14. 24 saat (A), 48 saat (B) ve 72 saat (C) dogal usnik asit ile muamele edilmis Vero

hicreleri
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Usnik asit

uygulama | 24 saat | 48 saat | 72 saat
dozlar1

0 uM 100.0 | 100.0 | 100.0

6,25 uM 95.1 97.3 87.2
12,5 uM 89.4 923 84.3
25 uM 88.0 91.9 82.7
50 uM 87.3 89.4 81.9
100 uM 86.2 85.6 81.0
200 uM 86.0 84.5 80.4
400 pM 85.4 82.3 80.1

Sekil 5.15. 24 saat, 48 saat ve 72 saat dogal usnik asit ile muamele edilmis Vero hiicre grafigi
ve canli hiicre yiizdeleri

Sekil 5.14 ve Sekil 5.15°te goriildiigii gibi dogal usnik asitin artan konsantrasyonlarinda ve

tic farklr saat (24-48-72 saat) uygulamasinda Vero normal hiicre hatti tizerine 6nemli oranda

hiicre canliligini azaltic1 bir etki gostermemistir. L929 normal hiicre hattinda gézlemlendigi

gibi Vero hiicresi de % 100 canlilik oranini sirastyla %85, %82 ve %80 oranina diislirmuistiir.

Yine L929 normal hiicre hattina benzer olarak yaklasik %20 oraninda hiicre canliligim

azaltic1 etki gostermistir.

5.4. TICARI USNIK ASIT UYGULAMASINA AIT SONUCLAR

Ticari usnik asit konsantrasyonu olarak 400, 200, 100, 50, 25, 12.5 ve 6.25 uM dozlan
kullanilmistir. CaCo2, HepG2, Hep2C, RD, Wehi, L.929 ve Vero hiicre hatlar1 i¢in 24, 48 ve

72 saat ticari usnik asit uygulanmistir. Elde edilen sonuglara gore grafikler Sekil 5.16-Sekil

5.29 arasinda verilmistir.
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Sekil 5.16. 24 saat (A), 48 saat (B) ve 72 saat (C) ticari usnik asit ile muamele edilmis CaCo2

hicreleri
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Usnik asit uygulama dozlar1 (uM)

N
o

Usnik asit

uygulama | 24 saat | 48 saat | 72 saat
dozlar

0 uM 100.0 | 100.0 | 100.0

6,25 uM 92.3 87.8 78.8
12,5 uM 87.2 61.4 37.3
25 uM 72.2 38.9 18.3
50 uM 67.2 23.2 8.8
100 uM 51.3 20.3 7.1
200 uM 44.9 17.0 5.5
400 uM 34.1 15.1 5.0

Sekil 5.17. 24 saat, 48 saat ve 72 saat ticari usnik asit ile muamele edilmis CaCo2 hiicre

grafigi ve canli hiicre ylizdesi

Sekil 5.16 ve Sekil 5.17°da goriildiigi gibi ticari usnik asit’in 48 saat 25 uM uygulamasi

CaCo2 canli hiicre sayisin1 %61.1 oraninda azaltmistir. 72 saat 12.5 uM konsantrasyonda

ticari usnik asit uygulamasinda (%37) ise 48 saat 25 uM uygulamasi (%39) ile benzer oranda

canli hiicre sayisinda azalma meydana gelmistir.

49




120
100
80
60
40
20

Canl hiicre yiizdesi (%6)

e e
N B OO 0 O N B
O O O O o o o

Canl hiicre yiizdesi (%6)
o

200

150

100

50

Canl hiicre yiizdesi (%6)

-50

HepG2 (24 saat)
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Sekil 5.18. 24 saat (A), 48 saat (B) ve 72 saat (C) ticari usnik asit ile muamele edilmis HepG2

hicreleri

50



HepG2 Usnik asit

= 140 uygulama 24 saat | 48 saat | 72 saat
S 120 dozlar
‘2 100 0 uM 100.0 | 100.0 | 100.0
=
S 80 =24 sant 6,25 uM 97.2 94.5 98.5
> 60 12,5 uM 88.4 90.6 89.2
5w 48 saat 25uM | 824 | 89.9 | 584
= 20 72 saat 50 uM 83.9 81.0 33.3
5 0 100 uM 76.7 32.0 10.0

20 0 625125 25 50 100 200 400 200 uM 470 770 84

Usnik asit uygulama dozlar1 (uM) 400 uM 1.6 731 36

Sekil 5.19. 24 saat, 48 saat ve 72 saat ticari usnik asit ile muamele edilmis HepG2 hiicre

grafigi ve canli hiicre ylizdesi

Sekil 5.18 ve Sekil 5.19°de gortildiigi gibi ticari usnik asit’in 72 saat 25 uM ve daha yiiksek

konsantrasyonlarinda (50-100-200 ve 400 uM) uygulanmasi HepG2 hiicre hatti iizerine

hiicre canliligini en etkili sekilde azaltmigtir.
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Hep2C (24 saat)

OpM 6,25 uM12,5uM 25uM 50 uM 100 pM 200 uM 400 uM
Usnik asit uygulama dozlari (uM)

Hep2C (48 saat)

OuM 6,25uM12,5puM 25uM 50 uM 100 pM 200 pM 400 puM

Usnik asit uygulama dozlar1 (uM)

Hep2C (72 saat)

OpM 6,25uM12,5uM 25puM 50 pM 100 uM 200 uM 400 uM

Usnik asit uygulama dozlar1 (uM)

==@== Usnik asit
=@ DVISO

-------- Ustel (Usnik asit)

A

==@==Usnik asit
=@ DVISO

-------- Ustel (Usnik asit)

e==@==Usnik asit
== DMSO

-------- Ustel (Usnik asit)

C

Sekil 5.20. 24 saat (A), 48 saat (B) ve 72 saat (C) ticari usnik asit ile muamele edilmis Hep2C

hicreleri
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140 - Hep2C Usnik asit

$120 - uygulama 24 saat | 48 saat | 72 saat
=100 | dozlar

3 g0 - 0 uM 100.0 | 100.0 | 100.0
:E o W 24 saat 6,25 UM 96.8 88.6 86.6

£, m 48 saat 125uM | 919 | 87.6 | 56.1

2 72 saat 25 uM 85.8 | 59.2 | 414
E o 50 uM 68.4 | 52.5 2.9

100 uM | 53.7 5.1 1.4

0 6,2512,5 25 50 100 200 40

N
o
L

Usnik asit uygulama dozlar1 (uM) 200 uM 53.9 2.5 1.4

400 M | 49.7 | 24 1.2

Sekil 5.21. 24 saat, 48 saat ve 72 saat ticari usnik asit ile muamele edilmis Hep2C hiicre
grafigi ve canli hiicre ylizdesi

Sekil 5.20 ve Sekil 5.21°de goriildiigii gibi ticari usnik asit’in 48 saat 25 uM uygulamasi
Hep2C canli hiicre ylizdesini yaklasik olarak %40 indirerek hiicre canliligini yiiksek oranda
azaltmistir. Ozellikle 24 saat ve 48 saat UA uygulamas: sonucundaki hiicre canliligini
azaltic1 etkisine baktigimiz zaman UA sekonder metobiliti i¢in 48 saat en etkin bekleme

stiresi olarak goriilmektedir.

53



120
100
80
60
40
20

Canl hiicre yiizdesi (%6)

=R =
N B O
o O O

100
80
60
40
20

Canl hiicre yiizdesi (%6)
o

120
100
80
60
40
20

Canl hiicre yiizdesi (%6)

-20

RD (24 saat)

OpM 6,25 uM12,5uM 25uM 50 uM 100 pM 200 uM 400 uM
Usnik asit uygulama dozlari (uM)

RD (48 saat)

OpM 6,25 uM12,5uM 25uM 50 uM 100 pM 200 uM 400 uM
Usnik asit uygulama dozlar1 (uM)

RD (72 saat)

OpM 6,25 uM12,5 uM 25 pM 50 pM 100 uM 200 pM 400 UM
Usnik asit uygulama dozlar1 (uM)

==@== Usnik asit
=@ DVISO

-------- Ustel (Usnik asit)

A

==@==Usnik asit
=@ DVISO

-------- Ustel (Usnik asit)

e==@==Usnik asit
== DMSO

-------- Ustel (Usnik asit)

C

Sekil 5.22. 24 saat (A), 48 saat (B) ve 72 saat (C) ticari usnik asit ile muamele edilmis RD

hicreleri
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RD

W 24 saat
M 48 saat

72 saat

0 6,2512,5 25 50 100 200 400
Usnik asit uygulama dozlar1 (uM)

Usnik asit

T zlae 24 saat | 48 saat | 72 saat
dozlari
0 uM 100.0 | 100.0 | 100.0
6,25 uM 98.0 69.4 43.2
12,5 uM 78.0 42.1 21.5
25 uM 73.9 31.8 15.1
50 uM 60.7 22.4 11.5
100 uM 57.5 19.3 8.1
200 uM 51.3 4.9 1.5
400 uM 51.0 1.3 1.2

Sekil 5.23. 24 saat, 48 saat ve 72 saat ticari usnik asit ile muamele edilmis RD hiicre grafigi
ve canli hiicre ytlizdesi

Sekil 5.22 ve Sekil 5.23’de goriildiigii gibi zamana bagli olarak ticari usnik asit’in 12.5 pM

konsantrasyonda 48 saat uygulanmasi sonucunda yaklasik %60 oraninda canlilig1 azaltici

etki gosterdigi gozlemlenmistir. Yine UA’in 12.5 pM konsantrasyonunda 72 saat

uygulamasi sonucunda % 80 oraninda hiicre canlilifin1 azaltmustir. 48 ve 72 saatin tersine

24 saatte 6.25 uM ile 400 uM UA konsantrasyonu uygulamasi sonucunda ancak en fazla

%350 oraninda hiicre canliligini azaltmistir.
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Wehi (24 saat)

OpM 6,25 uM12,5uM 25uM 50 uM 100 pM 200 uM 400 uM
Usnik asit uygulama dozlari (uM)

Wehi (48 saat)

OpM 6,25 uM12,5uM 25uM 50 uM 100 pM 200 uM 400 uM
Usnik asit uygulama dozlar1 (uM)

Wehi (72 saat)

OuM 6,25uM12,5puM 25uM 50 uM 100 pM 200 pM 400 uM
Usnik asit uygulama dozlar1 (uM)

==@== Usnik asit
=@ DVISO

-------- Ustel (Usnik asit)

A

==@==Usnik asit
=@ DVISO

-------- Ustel (Usnik asit)

e==@==Usnik asit
== DMSO

-------- Ustel (Usnik asit)

C

Sekil 5.24. 24 saat (A), 48 saat (B) ve 72 saat (C) ticari usnik asit ile muamele edilmis Wehi

hicreleri
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Wehi

=

D 0 O N

oSO © © o
1 1 1 J

M 24 saat

I
o
1

M 48 saat

N
o
1

72 saat

Canl hiicre yiizdesi (%)
o

J 0 6,2512,5 25 50 100 200 400
Usnik asit uygulama dozlar1 (uM)

N
o

Usnik asit

Tglaiie 24 saat | 48 saat | 72 saat
dozlar1
0 uM 100.0 100.0 100.0
6,25 uM 93.7 82.1 54.9
12,5 uM 82.8 61.2 49.6
25 uM 75.9 32.8 30.1
50 uM 55.4 33.9 23.4
100 uM 48.3 29.7 17.9
200 uM 35.6 16.7 3.0
400 uM 23.9 14.6 2.1

Sekil 5.25. 24 saat, 48 saat ve 72 saat ticari usnik asit ile muamele edilmis Wehi hiicre grafigi

ve canli hiicre ylizdesi

Sekil 5.24 ve Sekil 5.25’de goriildiigii gibi 50 uM ticari usnik 24 saat boyunca uygulaninca

yaklasik %50 oraninda hiicre canliligini azaltirken yine ayni konsantrasyonda 50 pM UA’in

48 ve 72 saat uygulamasi sonucunda yaklasik %70 ile %80 araliginda hiicre canliliini

azaltmistir.
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L929 (48 saat)

Usnik asit uygulama dozlar1 (uM)

L929 (72 saat)

......

OpM 6,25uM12,5uM 25puM 50 pM 100 uM 200 uM 400 puM

Usnik asit uygulama dozlar1 (uM)

==@== Usnik asit
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A
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Sekil 5.26. 24 saat (A), 48 saat (B) ve 72 saat (C) ticari usnik asit ile muamele edilmis L.929

hicreleri
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L.929

M 24 saat
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72 saat

6,25 12,5 25 50 100 200 400
Usnik asit uygulama dozlar1 (uM)

Usnik asit

T zlae 24 saat | 48 saat | 72 saat
dozlari
0 uM 100.0 | 100.0 | 100.0
625uM | 96.1 | 963 | 87.8
125uM | 940 | 99.1 | 885
25 uM 91.0 94.0 87.2
50 uM 89.4 91.8 85.8
100uM | 864 | 875 | 845
200uM | 85.2 | 87.1 | 83.7
400 uM 85.0 84.9 82.9

Sekil 5.27. 24 saat, 48 saat ve 72 saat ticari usnik asit ile muamele edilmis L929 hiicre grafigi

ve canli hi

cre ylizdesi

Sekil 5.26 ve Sekil 5.27°da goriildiigii gibi L929 normal hiicre hatti {izerine ticari usnik asit

uygulamasi canlt hiicre ylizdesinde zamana (24-48-72 saat) ve konsantrasyona (6.25, 12.5,

25, 50, 100, 200, 400 uM) bagli olarak yaklasik %15 oraninda bir azalma meydana

getirmistir.
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Usnik asit uygulama dozlari (uM)

Vero (72 saat)
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Usnik asit uygulama dozlar1 (uM)
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Usnik asit uygulama dozlar1 (uM)

e==@== Usnik asit
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Sekil 5.28. 24 saat (A), 48 saat (B) ve 72 saat (C) ticari usnik asit ile muamele edilmis Vero

hicreleri
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Usnik asit
120 Vero uygulama
= 24 saat | 48 saat | 72 saat
100 - dozlar1
7 50 0uM 100.0 | 100.0 | 100.0
E | W 24 saat 6,25 uM 95.9 98.6 89.4
; 60 - M 48 saat 12,5 HM 91.2 93.5 85-8
§ 40 - 79 saat 25 uM 89.1 93.0 84.0
= 20 | 50 uM 88.2 90.6 83.1
S 100 uM 87.3 86.9 82.4
0 - 200 uM 87.2 85.7 81.6
0 6,2512,5 25 50 100 200 400
Usnik asit uygulama dozlar1 (uM) 400 pM 86.7 83.6 81.2

Sekil 5.29. 24 saat, 48 saat ve 72 saat ticari usnik asit ile muamele edilmis Vero hiicre grafigi
ve canli hiicre yilizdesi

Sekil 5.28 ve Sekil 5.29°de goriildiigii gibi Vero normal hiicre hatti lizerine ticari usnik asit’in
artan konsantrasyonlarinda ve zamanda uygulanmasi yaklasik %18’lik hiicre canliliginda
azalma meydana getirmistir. Ticari UA’in diger normal hiicrelere olan L.929’da g6zlemlenen

etkisi benzer sekilde Vero hiicrelerinde gézlemlenmistir.

Dogal usnik asit izolasyonunu Usnea diffracta liken tiirinden yapilmis olup ticari usnik
asit’de firmadan temin edilmistir. Elde edilen MTT deneyi sonuglarina gore; dogal olarak
Usnea diffracta tiirlinden izole edilen usnik asit ticari usnik asit ile benzer zaman araliginda
(48 saat) yakin hiicre canliliginda azalma meydana getirmistir. Dolayistyla Tiirkiye nin
Trabzon Uzungdl Soganli (37°61°E, 44°84'N, 1799 m) boélgesinden toplanan liken
orneklerinden izole edilen usnik asit’de saglik biyoteknoloji alaninda ticarilestirilip ilgili
kullanicilarin hizmetine sunulmasi kanaatimizce uygundur. Ancak bu amagli kullanim igin
yeterli usnik asit iretebilme yetisine ve altyapisina sahip laboratuvar imkanlarinin
saglanmasida kac¢inilmaz bir gergektir. Ticari ve dogal usnik asit MTT uygulamasi sonucu
verilerin benzer ¢ikmasi nedeniyle tezin burdan sonraki kismi olan EC50 degeri belirleme,
belirlenen EC50 degerinin hiicrelere uygulanmasi, RNA izolasyonu ve qRT-PCR analizi

ticari usnik asit lizerinden devam ettirilmistir.

55. MTT TESTI SONUCUNDA UYGUN USNIK ASIiT (EC50) DEGERINI
BELIiRLEME

Tez kapsaminda dogal liken tiiriinden izole edilmis usnik asit veya ticari usnik asit’in MTT

testi uygulamasi sonucunda zamana bagli en etkili hiicre canliliginda azalmaya neden olan
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etkinin tiim hiicreler i¢in 48. saatte gdzlemlenmistir. Bu nedenle tiim hiicreler i¢in 48. saatte
belirlenen EC50 degeri ile tez ¢alismasina devam ettirilmistir. Calismamizda elde edilen
absorbans degerlerine ait veriler ile EC50 degeri ve canlilik oranlar1 hesaplanmistir. EC50
degerinin hesaplanmasi i¢in absorbans degerleri (OD degerleri) logaritma tabanina
cevrilmis, daha sonra Graphpad Prism 6 programi kullanilarak hesaplamalar yapilmigtir.

Sonuglar Cizelge 5.2°de gosterilmektedir.

Cizelge 5.2. EC50 degerleri (*Normal hiicre hatlar1 i¢in uygulama dozlar)

Kanser Hiicre Hatti EC50

CaCo2 14.1 uM
HepG2 65.7 uM
Hep2C 43.6 uM
RD 45.8 uM
Wehi 31.7 uM
Normal Hiicre Hatti *EC50

1929 30.2 uM
Vero 23.5 uM

Normal hiicreler (L929 ve Vero) lizerine usnik asit’in hiicre canliligini 6ldiiriicii etkisinin
olduk¢a az oldugu tespit edilmis olup Graphpad Prism 6 programi ile EC50 degerleri
hesaplanamamistir. Calismamizda normal hiicrelere de usnik asit uygulayip mRNA
boyutunda dogrulama yapabilmek amaciyla kanserli hiicrelere uygulanan EC50 degerlerine

yakin degerlerde usnik asit uygulamasi yapilmistir.

5.6. qRT-PCR VE TOTAL RNA iZOLASYONU

CaCo2, HepG2, Hep2C, RD, Wehi, L929 ve Vero hiicrelerine EC50 degerine denk gelen
dozda usnik asit uygulandiktan sonra Trizol yontemine gore RNA izole edilmistir ve RNA
miktar1 spektrofotometrik 6l¢iimlerle (Nanodrop 1000) belirlenmistir (Cizelge 5.3). HepG2
ve CaCo2 hiicresinden RNA izolasyonunda basar1 saglanamamistir. Bu nedenle tez

calismasinda CaCo2 ve HepG2 hiicrelerine ait qRT-PCR sonuglar1 yer almamaktadir. Tim
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hiicre hatlarina ait EC50 degerlerine denk gelen UA konsantrasyonu iki tekrarli olarak ayrica
DMSO ve MEM’de kontrol olarak iki tekrarli olacak sekilde 6’lik well plate’de
uygulanmustir. izole edilen RNA’lar %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol grubu edilmistir
(Sekil 5.30).

Sekil 5.30. Usnik asit uygulamasi sonrasinda izole edilen RNA 6rneklerinin %2’lik agaroz
jel goriintiisti (1: Hep2C, 2: RD, 3: Wehi, 4: 1L.929, 5: Vero)

5.6.1. TOTAL RNA iZOLASYON SONUCLARI

Cizelge 5.3. Total RNA izolasyonu sonucu miktar ve saflik oranlart m

Ornek Adi ng/pl 260/280 260/230

HEP 2C UA (1.Tekrar) 22.92 1.58 0.6

HEP 2C UA (2.Tekrar) 30.75 1.64 0.33
HEP 2C DMSO (1.Tekrar) 139.91 1.81 1.02
HEP 2C DMSO (2. Tekrar) 72.38 1.8 1.31

HEP 2C MEM (1.Tekrar) 141.0 1.89 1.69
HEP 2C MEM (2.Tekrar) 110.0 1.83 1.79
RD UA (1.Tekrar) 90.16 1.85 1.07
RD UA (2.Tekrar) 95.1 1.84 1.1

RD DMSO (1.Tekrar) 107.04 1.82 1.126
RD DMSO (2.Tekrar) 166.235 1.825 1.385
RD MEM (1. Tekrar) 60.22 1.67 0.803
RD MEM (2.Tekrar) 135.46 1.85 1.37
WEHI UA (1.Tekrar) 12.15 1.86 0.91
WEHI UA (2.Tekrar) 18.18 1.82 0.84
WEHI DMSO (1.Tekrar) 189.87 1.86 2.07
WEHI DMSO (2.Tekrar) 186.49 1.87 1.92
WEHI MEM (1.Tekrar) 151.38 1.88 1.81
WEHI MEM (2.Tekrar) 168.04 1.93 0.94
L929 UA (1.Tekrar) 57.04 1.79 1.09
L929 UA (2.Tekrar) 59.67 1.82 1.02
L929 DMSO (1.Tekrar) 285.26 1.9 1.72
929 DMSO (2.Tekrar) 264.72 1.91 1.95
L929 MEM (1.Tekrar) 327.33 1.91 1.84
L929 MEM (2.Tekrar) 258.47 1.89 2.03
VERO UA (1.Tekrar) 87.79 1.82 1.62
VERO UA (2.Tekrar) 63.09 1.78 1.19
VERO MEM (1.Tekrar) 144.97 1.85 1.88
VERO MEM (2.Tekrar) 5.485 1.425 0.365
VERO DMSO (1. Tekrar) 140.47 1.85 1.7

VERO DMSO (2.Tekrar) 98.22 1.75 1.05
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5.6.2. cDNA SENTEZi SONUCLARI

RNA Orneklerinden c¢DNA sentezi, Roche c¢DNA Synthesis Kit kullanilarak

gergeklestirilmistir. Cizelge 5.4’de RNA orneklerinden sentezlenmis cDNA’larin saflik ve
miktar 6l¢iimleri yer almaktadir.

Cizelge 5.4. Usnik asit uygulanmis farkli hiicre hatlarindan elde edilen RNA 6rneklerinden
sentezlenmis cDNA’larin miktar ve saflik tayinleri

Ornek Adi ng/pl 260/280 260/230
HEP 2C UA (1.Tekrar) 1734.61 1.8 2.24
HEP 2C UA (2.Tekrar) 1633.33 1.79 2.11
HEP 2C DMSO  (1.Tekrar) 1487.21 1.82 2.24
HEP 2C DMSO  (2.Tekrar) 1796.64 1.8 2.22
HEP 2C MEM (1.Tekrar) 1689.32 1.82 2.23
HEP 2C MEM (2. Tekrar) 2160.38 1.79 2.23
RD UA (1.Tekrar) 1167.47 1.81 2.24
RD UA (2.Tekrar) 1450.38 1.81 2.22
RD DMSO (1.Tekrar) 1100.92 1.81 2.26
RD DMSO (2. Tekrar) 1582.43 1.8 2.22
RD MEM (1.Tekrar) 1006.41 1.81 2.28
RD MEM (2. Tekrar) 1399.41 1.82 2.25
WEHI UA (1.Tekrar) 1949.36 1.81 2.22
WEHI UA (2.Tekrar) 1553.01 1.79 2.16
WEHI DMSO (1.Tekrar) 1393.79 1.81 2.24
WEHI DMSO (2.Tekrar) 1646.68 1.81 2.26
WEHI MEM (1.Tekrar) 1854.64 1.81 2.26
WEHI MEM (2.Tekrar) 1439.75 1.81 2.22
L929 UA (1.Tekrar) 1599.65 1.82 2.24
L929 UA (2. Tekrar) 1373.05 1.81 2.27
L929 DMSO (1.Tekrar) 1400.31 1.82 2.25
L929 DMSO (2. Tekrar) 1215.88 1.82 2.27
L929 MEM (1.Tekrar) 1170.22 1.8 2.25
L929 MEM (2. Tekrar) 1576.86 1.81 2.23
VERO UA (1.Tekrar) 1271.37 1.8 2.2
VERO UA (2. Tekrar) 1932.36 1.82 2.24
VERO MEM (1.Tekrar) 1261.22 1.81 2.25
VERO MEM (2. Tekrar) 1326.21 1.91 2.00
VERO DMSO (1.Tekrar) 1409.68 1.77 2.18
VERO DMSO (2. Tekrar) 1830.53 1.79 2.19
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5.6.3. qRT-PCR SONUCLARI

Real Time PCR reaksiyonlar1 Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisi Merkez
Laboratuar’inda ii¢ tekrarli olarak Roche Real Time PCR System Thermal Cycler cihazinda
gergeklestirilmistir.

Apoptoz yolaginda iglevi olan TP53, Bcl-2, BAX ve GAPDH genleri hiicre igerisinde birgok
gorevde yer almaktadir. Memeli hiicrelerinde olusan DNA hasarina p53 tiimdr supressor
(TP53) tarafindan uygun cevap verilir (120). p53 sekans spesifik transkripsiyon faktoriidiir
ve DNA hasar1 olan hiicre ¢ekirdeginde aktif hale gecer. Buna karsilik proliferasyonun
kontrolinde ya da apoptozisde rol oynayan c¢esitli genlerin transkripsiyonunun
diizenlenmesinde de gorev alir (121). BAX gen {irtinleri Bcl-2’nin intraseliiler partneridir.
Bax ekspresyonu apoptozu durdurmaz onun yerine Bcl-2’nin inhibisyonunu inhibe eder
(122). Apoptoz inhibisyonu Bcl-2 ve BAX gen ekspresyonu arasindaki dengeye baglidir
(123). Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) housekeeping gen olarak kontrol
amagch kullanilmistir (124).

TP53, Bcel-2, Bax ve GAPDH primerlerinin giivenilirligini test etmek i¢in erime egrisi
(Melting curve) analizi yapilmis ve primer dimer olusumu ve 6zgiil olmayan amplifikasyon
tiriinlerinin Oniine gecilmeye ¢aligilmistir. Caligilan tiim genler i¢in 6rneklere ait erime egrisi

analiz sonuglart Sekil 5.31-Sekil 5.34 arasinda yer almaktadir.

Melt Curve

Derivative Reporter (-Rn)

Temperature (*C)

Sekil 5.31. Calisilan 6rneklerde TP53 geninin erime egrisi analizi
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Melt Curve

Derivative Reporter (-Rn)

85.0 70.0 75.0 80.0 85.0 0.0 05.0
Temperature (°C)
Sekil 5.32. Calisilan 6rneklerde Bcel-2 geninin erime egrisi analizi
Melt Curve
3
&
85.0 70.0 75.0 80.0 85.0 20.0 25.0
Temperature (°C)

Sekil 5.33. Calisilan 6rneklerde Bax geninin erime egrisi analizi
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Sekil 5.34. Calisilan 6rneklerde GAPDH geninin erime egrisi analizi

Optimal konsantrasyonu belirlenmis usnik asit sekonder metaboliti uygulanmis hiicreler

Trizol ile kazinarak hemen -80 °C’deki derin dondurucuya kaldirilmistir. Daha sonra bu

orneklerden RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve Real time PCR reaksiyonu yapilmigtir. Her

bir PCR dongiisiinde iirlin artisina bagli olarak olusan floresans 1s18in siddetine gore

orneklerin Ct (Cycle threshold-PCR iirlinlerinin miktarindaki ilk 6nemli artis olan deger)

degerleri belirlenmistir. Calisilan tiim genler i¢in 6rneklere ait Real time PCR pik profilleri

Sekil 5.35-Sekil 5.38 arasinda yer almaktadir.
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Sekil 5.35. Calisilan 6rneklerde TP53 geninin Real Time PCR pik profilleri
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Sekil 5.36. Calisilan 6rneklerde Bcel-2 geninin Real Time PCR pik profilleri
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Sekil 5.37. Calisilan 6rneklerde Bax geninin Real Time PCR pik profilleri
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Sekil 5.38. Calisilan 6rneklerde GAPDH geninin Real Time PCR pik profilleri

Usnik asit’in Hep2C, RD, Wehi, L929 ve Vero hiicre hatlari {izerindeki BAX, BCL ve TP53
genlerine ait mRNA ekspresyon seviyeleri qT-PCR ile belirlendi (Sekil 5.39-Sekil 5.43).
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Sekil 5.39. Hep2C hattinda apoptoz ile iliskili baz1 genlerin mRNA ekspresyon seviyeleri

Sekil 5.39’de goriildiigii gibi Hep2C hiicre hattina usnik asit uygulamasindan sonra BAX,
BCL ve TP53 tiimoér supressor genlerinin ekspresyonunda kontrol grubuyla
karsilagtirdigimizda yaklasik olarak 5 kat azalma meydana gelmistir (p<0.05). BCL
antiapoptotik gen ekspresyonundaki azalma BAX ve TP53 genlerine oranla daha az olmustur

(p<0.05).
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Sekil 5.40. RD hattinda apoptoz ile iligkili baz1 genlerin mRNA ekspresyon seviyeleri

Sekil 5.40’da goriildiigi gibi RD hiicre hattina usnik asit uygulamasi incelenen genlerin
hepsinde kontrol grubuna kiyasla bir azalma meydana getirmistir. En fazla gen ifadesinde
azalma kontrol grubuna kiyasla 8 kat azalma ile BCL geni ekspresyonunda olmustur
(p<0.05). BAX ve TP53 genleri ise kontrol ile karsilastirildiginda yaklagik 3 kat azalma
gostermistir (p<0.05).

Wehi

Gen ekspresyon Kat degisimi
=]
o

Kontrol BAX BCL TP53

Primerler

Sekil 5.41. Wehi hattinda apoptoz ile iliskili baz1 genlerin mRNA ekspresyon seviyeleri

Sekil 5.41°da goriildiigii gibi Wehi hiicre hattina usnik asit uygulamasi sonrasi incelenen tiim
tumor supressor genlerinde dnemli dl¢lide azalma meydana gelmistir. Kontrol grubuna gore
BAX ve BCL gen ifadesinde yaklasik 9.5 kat azalma meydana gelirken TP53 gen ifadesinde
8.8 kat azalma meydana gelmistir (p<0.05).
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Sekil 5.42. 1929 hattinda apoptoz ile iliskili baz1 genlerin mRNA ekspresyon seviyeleri

Sekil 5.42°de goriildigii gibi L929 normal hiicre hattina usnik asit uygulamasindan sonra
BAX, BCL ve TP53 gen ekspresyonunda kontrol grubuna gore azalma 1 kattan az olmustur
(p<0.05).
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Sekil 5.43. Vero hattinda apoptoz ile iliskili baz1 genlerin mRNA ekspresyon seviyeleri

Sekil 5.43°de goriildiigli gibi Vero normal hiicre hattina usnik asit uygulamasindan sonra
BAX ve TP53 gen ekspresyonunda kontrol grubuna gore azalma 1 kat iken BCL gen
ekspresyonunda bu azalma yaklasik olarak 3 kat olmustur (p<0.05).

BAX, BCL ve TP53 tiimor supressor genlerinin mRNA seviyesindeki ifade analizinin qRT-
PCR ile belirlenmesi sonucunda apoptozla iliskili genlerin ifadelerinde en fazla azalma Wehi
kanser hiicre hattinda meydana gelmis olup molekiiler boyutta apoptoza gidis bu hiicre

hattinda en fazla tespit edilmistir.
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Usnik asit MTT analizi sonucunda en etkili hiicre canliliginda azalma Wehi kanser hiicre
hatt1 izerinde zamana ve konsantrasyonlara bagli olarak gostermistir. MTT analizi sonuglari
ile QRT-PCR analizi sonuglar1 beraber degerlendirildiginde; UA uygulamasi sonucu Wehi
hiicresinde goriilen yliksek hiicre canliligini azaltic1 etki mRNA boyutunda yapilan gen
ifadesi analizi sonuglari ile de dogrulanmistir. L929 ve Vero normal hiicre hatlarinda kanserli
hiicre hatlarina (Hep2C, RD, Wehi) kiyasla BAX, BCL ve TP53 tumor supressor genlerinin
ifadesinde azalma gozlenmemistir ve usnik asitin hiicre canliligini1 azaltic1 etkisi normal

hiicre hatlar1 lizerine 6zellikle de 1929 hiicre hattina en az oldugu belirlenmistir.
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6. TARTISMA VE SONUC
6.1. TARTISMA

Bu c¢alismada ticari olarak satin alinmis usnik asit ile tarafimizca dogadan toplanmis Usnea
diffracta liken tiirtinden izole edilmis usnik asit’in daha once hi¢ denenmemis farkli tipte
kanser hiicre hatlar1 lizerine hiicre canliligini azaltic1 etkisi karsilagtirilmistir. Dogal ve ticari
usnik asit karsilastirildiginda kullanilan hiicre hatlar1 iizerinde benzer hiicre canliligini
azaltic1 etki gézlenmistir. Ayrica usnik asit’in hiicre canliligini azaltic1 etkisinin daha 6nceki
caligmalarda apoptotik yolak ile iligkili olmasinin gosterilmesinden dolayr bu tez
kapsaminda mRNA boyutunda apoptozla ilgili genlerin ifade profilleri arastirilmistir. Usnik
asit’in apoptozla iliskili gen ifade profilleri lizerine etkisi TP53, Bcl ve BAX tiimdr supressor

genlerinde qRT-PCR analiziyle incelenmistir.

6.1.1. USNIK ASIT’IN FARKLI HUCRE HATLARI UZERINE
ANTIPROLIFERATIF ETKISIiNIN DEGERLENDIRILMESI

Usnik asit’in kanser (CaCo2, HepG2, Hep2C, RD ve Wehi) ve normal hiicre hatlar1 (L929
ve Vero) iizerine hiicre canliligini azaltic1 etkisi MTT testi ile arastirilmistir. Calismamiz
sonucunda 6zellikle RD ve Wehi kanser hiicre hatlari iizerinde zamana (24-48-72 saat) ve
konsantrasyonlara (6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200, 400 uM) bagli olarak usnik asit en etkili

hiicre canliligini azaltic1 etki gostermistir.

Chen ve arkadaglar1 (2014) yaptiklar1 ¢alismada usnik asit ile iligkili otofajin roliinii
aragtirmigtir. Usnik asit kaspaz 3/7 aktivitesini ve subdiploid niikleus formasyonunu
arttirarak apoptoza neden olmakta ayrica LC3B-I’in LC3B-II’ye doniisiimii ve P62’ nin
degradasyonu ile de otofajiye neden olmaktadir. Usnik asit ¢esitli sinyal yolaklari ile iligkili
olmasi nedeniyle otofajinin indiiklenmesi usnik asit bagimli sitotoksiteye kars1 korunma
mekanizmas1 olabilecegi sonucuna varmislardir. HepG2 hiicreleri iizerinde usnik asit
bagiml sitotoksik etkiye bakmak i¢in usnik asidin artan konsantrasyonlarini 2, 6, 24 ve 48
saat uygulamislar ve MTT testi ile hiicre canliligin artan konsantrasyon ve zamana bagh
olarak azaldigini, LDH testi ile de 24 saat 12,5 uM konsatrasyonda ve 48 saat 3,13 uM
konsantrasyonda usnik asit uygulamasinda LDH seviyesinin artigin1 istatistiksel olarak

anlamli oldugunu bulmuslardir. 2 saat ve 6 saat siireyle usnik asit uygulamasinda ise énemli
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bir LDH artis1 goriilmemistir (1). Bizim ¢alismamizda MTT testi sonuglarina gore usnik asit
kanser hiicre hatlarinin hepsinde (CaCo2, HepG2, Hep2C, RD ve Wehi) zamana ve
konsantrasyona bagli olarak hiicre canliligini azaltict etki gostermistir. Calismamizda
kullandigimiz HepG2 hiicre hatti lizerine en fazla hiicre canliligini azaltici etki 48 saat 100
UM usnik asit uygulanmasinda gozlenmistir. Ayrica Singh ve arkadaslar1 usnik asit’in A549
hiicrelerinde antikanser aktivitesini aragtirmistir. Usnik asidin 25, 50 ve 100 puM
konsantrasyonlar1 24 ve 48 saat boyunca uygulanmistir, doza ve zamana bagli olarak hiicre
bliylimesi ve proliferasyonu azalmistir. Kontrol grubuna gore 100 uM 24 saat usnik asit
uygulamasi Olii hiicrelerde iki kattan fazla artis gostermistir. 48 saat usnik asit
uygulamasinda ise artis daha da fazla oldugu tespit edilmistir. Ayrica 48 saat usnik asit
uygulamasinda doza bagli olarak apoptotik etkide de bir artis meydana geldigi bulunmustur
(2). Gergeklestirdigimiz tez kapsaminda, usnik asit farkli kanser hiicre hatlar1 iizerine 24,
48 ve 72 saat siireyle farkli konsantrasyonlarda uygulanmistir. MTT testi sonuglarina gore
ticari ve dogal usnik asit sekonder metabolitleri uygulama siiresine bagli olarak c¢alisilan
hiicre hatlar1 iizerinde sitotoksik etki gdstermistir. Ozellikle 48 ve 72 saat 12.5 uM ve iizeri
yiiksek konsantrasyonlarda usnik asit uygulamasi hiicre canliligini 6nemli dlgiide
azaltmistir. Kanser hiicre hatlari {izerine canli hiicre yiizdesi 25 pM konsantrasyonda 48 saat
ticari usnik asit uygulamasindan sonraki konsantrasyon ve zamanda hiicreler {izerine daha

yiiksek sitotoksik etki gostermektedir.

Einarsdottir ve arkadaslar1 (2010) yaptiklar1 calismada (+) ve (-) usnik asit
enantiyomerlerinin T-47D ve Capan-2 hiicre hatt1 iizerinde benzer proliferatif etki
gosterdigini bulmuslardir. ICso degeri T-47D hiicre hatt1 i¢in (+) usnik asit 4,2 ug/ml, (-)
usnik asit 4,0 pg/ml ve Capan-2 hiicre hatti i¢in (+) usnik asit 5,3 pg/ml, (-) usnik asit 5,0
pg/ml  bulunmustur. Bdylece usnik asitin iki enantiyomerininde DNA sentezinin
inhibisyonunda esit Olglide etkili oldugu bulunmustur (107). Kristmundsdottir ve
arkadaslarinin (2005) yaptiklar1 caligmada ise Panc-1 hiicre hattina karsilik usnik asitin ECsg
degeri 4,3 pg/ml, K-562 hiicre hattina kars1 4,7 pg/ml, T-47D hiicre hattina kars1 2,9 ug/ml
ve PC-3 hiicre hattina kars1 ECso degeri 8,2 pg/ml oldugu bulunmustur. Tiim test ettikleri
hiicre hatlar1 {izerinde usnik asitin ECso degeri 4,3- 8,2 pg/ml konsantrasyonlarinda aktif
oldugu bulunmustur (125). Ayrica Kosanic ve arkadaslarinin (2013) Evernia prunastri ve
Pseudoevernia furfuracea liken eksratlariyla yaptiklar: ¢alismada FemX ve LS174 hiicre

hatlar1 iizerine en iyi sitotoksik aktivite gdsteren physodik asit olmustur. FemX ve LS174
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hiicre hatlarin kars1 oldukga diisiik IC50 degerine (sirasiyla 19.52 ve 17.89 pg/ml) sahip
oldugunu bulmuslardir (126). Bizim c¢alismamizda kullandigimiz HepG2, Hep2C, RD,
Wehi, L929 ve Vero hiicre hatlar1 {izerine usnik asidin ECso degerleri sirasiyla 65.7 uM, 43.6
uM, 45.8 uM, 31.7 uM, 30.2 uM ve 23.5 uM olarak bulunmustur.

Bazin ve arkadaglarinin (2008) yaptiklar1 ¢alismada usnik asidin (+) ve (-)
enantiyomerlerinin L1210, 3LL, CRL-1642, K-562, CCL 243, DU145, MCF7, U251, U251,
CHO ve CHO-MG hiicre hatlarina kars1 benzer aktivite gosterdigi bulunmustur. Ticari
olarak ulasimi daha kolay oldugu i¢in (+) usnik asidi kullanmislardir (127). Gergeklestirilen
tez caligmasinda dogadan topladigimiz Usnea diffracta liken tiiriinden izole ettigimiz usnik
asit’in hiicre canlilifint tiizerine etkisini belirleyip ticarilestirme amacli kullanilip
kullanilmayacagini belirlenmesi amaglanmistir. Bu dogrultuda ticari usnik asit ile
karsilastirdigimizda benzer sitotoksik Ozellikler gosterdigini belirledik. Bu nedenle
Tiirkiye’den Usnea diffracta liken tiiriinden izole ettigimiz usnik asit sekonder metaboliti de

ticarilestirilerek kullanilmast miimkiin géziikkmektedir.

Brisdelli ve arkadaslarinin (2013) usnik asit, difraktik asit, lobarik asit, vikanisin, variolarik
asit ve protolikesterinik asit ile yaptiklar1 ¢alismada HeLLa ve HCT-116 hiicreleri {izerine
yaygin hiicre canliligin1 azaltici aktivitesinin 25-100 pM konsantrasyon araliginda oldugu
bulunmustur. Caligmada usnik asit en yiiksek sitotoksik aktiviteyi MCF-7, HeLa ve HCT-
116 hiicreleri lizerine gostermistir (128). Bizim yapmis oldugumuz ¢aligmada ise ticari ve
dogal usnik asit uygulanan hiicre hatlar lizerinde en fazla sitotoksik aktivite RD ve Wehi

hiicre hatti izerinde gézlenmistir.

Backorova ve arkadaslarinin (2011) liken sekonder metabolitleri olan Parietin, Atranorin,
Gyrophorik asit ve Usnik asit’in farkli insan kanser hiicreleri (A2780, HeLa, MCF-7, SK-
BR-3, HT-29, HCT-116 p53™*, HCT-116 p53”-, HL-60 ve Jurkat) iizerine olan etkisini
aragtirmak i¢in yaptiklari calismada usnik asit sekonder metabolitinin parietin ve gyrophorik
aside gore hiicre 6liimilinde daha genis bir etkiye sahip oldugu bulunmustur. Ayrica usnik
asidin 50 uM konsantrasyonda uygulanmas1 HeLa ve HCT-116 p53™* hiicre hatlar1 harig
diger tiim hiicre hatlarinda en etkili doz olarak belirtilmistir (129). Calismamizda usnik
asidin 48 saat 25 pM konsantrasyonda uygulanmasi HepG2 hiicre hatti hari¢ ¢alisilan diger

tiim kanser hiicreleri tizerinde gii¢lii sitotoksik etki gosterdigi bulunmustur.
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Dias ve Urban’in (2009) gerceklestirdikleri ¢alismada dogal usnik asit’in 100 uM ve 200
uM konsantrasyonlart 6nemli antitimér ve antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu
belirtilmistir. Parietin ve antranorin’inde i¢inde bulundugu diger liken sekonder
metabolitleriyle karsilastirildiginda usnik asit en yliksek antitlimor ve antibakteriyel etkiye
sahip oldugu gosterilmistir (130). Bizim c¢aligmamizda da ilk hedefimiz farkli sekonder
metabolitler yerine ticari olarak satilan usnik asit ile tarafimizca dogadan toplanmis Usnea
diffracta liken tiirlinden izole edilmis usnik asit’in hiicre canliligi {izerine etkisini
karsilastirmaktir. Calisma sonucunda dogal usnik asit’in ticari olarak alinmis usnik asit’e
yakin hiicre canliligini azaltict etkiye sahip oldugunu ve 50 pM ve 25 uM
konsantrasyonlarda zamana bagli olarak tiim hiicre hatlar1 lizerinde yiiksek oranda hiicre

canliligini azaltici etki gosterdigi bulunmugtur.

Koparal ve arkadaslar1 (2006) (+) usnik asit ve (-) usnik asit’in V79, A549 ve insan lenfosit
hiicreleri tizerindeki sitotoksik aktivitesini ¢alismislardir. (+) usnik asit (100 pg/ml) ve (-)
usnik asidin (100 ve 50 pg/ml) yliksek konsantrasyonlari insan lenfositleri tizerinde nekrotik
hiicrelerin sayisin1 artirarak sitotoksititeyi arttirmistir. Apoptotik hiicrelerde 6nemli bir artis
25 ve 30 pg/ml (-) usnik asit ile 50 pg/ml (+) usnik asit konsantrasyonlarinda bulunmustur.
MTT sonuglarina gore (+) usnik asit goreceli olarak A549 hiicrelerine (-) usnik asit’ten daha
sitotoksik etki gostermistir. Usnik asidin iki enantiyomeride diisiik dozlarda bile saglikli
hiicrelere kiyasla kanserli hiicrelerin 6liimiinde ve kontroliinde daha etkili oldugu tespit
edilmistir (131). Calistigimiz 1929 ve Vero hiicre hatlar iizerine usnik asit uygulamasi
kanser hiicrelerine kiyasla daha az sitotoksik etki gostermistir. Normal hiicre iizerine usnik
asitin etkisinin ¢ok diisiik oranlarda oldugu hem MTT testi ile hem de qRT-PCR ile mRNA

seviyesinde de dogrulanmaistir.

Manojlovic ve arkadaglar1 (2012) yaptiklart ¢alismada Parmelia caperata, P. saxatilis ve P.
sulcata likenlerinden elde ettikleri sekonder metabolitlerin antioksidant, antimikrobiyal ve
antikanser aktiviteleri arastirilmistir. FemX ve LS174 hiicre hatlar1 iizerinde salazinik asit
ve protoketrarik asit liken sekonder bilesiklerinin giiglii antikanser aktivitesine sahip
olduklar1 bulunmustur. IC50 degerleri FemX hiicre hatti i¢in salazinik asit 39.0220.56
ug/ml, protoketrarik asit 58.68=2.11 ug/ml ve usnik asit 12.7220.35 ug/ml, LS174 hiicre
hatti i¢in salazinik asit 335.67 +1.89 pg/ml, protoketrarik asit 60.18 =0.59 pg/ml ve usnik

asit 15.6611.45 pg/ml olarak bulunmustur. En fazla sitotoksik etkiyi salazinik asit’in
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gosterdigi belirtilmigtir. Salazinik asit protoketrarik asite gore daha giiclii antioksidant
aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir (132). Ayrica Kosanic ve arkadaglarinin (2014)
yaptiklar1 ¢alismada Cladonia furcate, Cladonia pyxidata ve Cladonia rangiferina
likenlerinin eksratlarinin antioksidan, antimikrobiyal ve antikanser aktiviteleri in vitro olarak
aragtirtlmistir. En giiglii sitotoksik aktiviteyi C. rangiferina eksrakti sergilemistir. 1C50
degeri FemX ve LS174 hiicre hatlarina kars1 sirastyla 19.97 pg/ml ve 10.97 pg/ml’dir (133).
Bizim c¢aligmamizda ise usnik asit’in kullandigimiz kanserli hiicre hatlar1 (CaCo2, HepG2,
Hep2C, RD ve Wehi) icin EC50 degerleri 14.1 uM ile 65.7 uM arasinda oldugu tespit

edilmistir.

6.1.2. USNIK ASIT UYGULAMASI SONRASI CALISILAN HUCRE HATLARI
UZERINE APOPTOTIK ETKININ qRT-PCR iLE DEGERLENDIRiLMESI

Liken sekonder metabolitlerinden biri olan usnik asit’in kanserli ve normal hiicrelere olan
hiicre canlilig1 tizerine etkisinin mRNA boyutunda qRT-PCR ile degerlendirilmesi ilk defa

gerceklestirdigimiz tez kapsaminda literatiirde yer alacaktir.

Han ve arkadaslar1 (2004) yaptiklar1 ¢calismada usnik asit’in gii¢lii bir hepatotoksik ajan
oldugunu bulmuslardir. Usnik asit oksidatif stresi tetiklemektedir ve hiicredeki normal
metabolik isleyisi bozmaktadir. Usnik asidin 5 uM konsantrasyonu fare hematosit primer
kiiltiiriine uygulanmasit sonucunda 16 saat i¢inde %98 nekroz gerceklesmistir (134).
Calismamizda usnik asit RD, Hep2C ve Wehi kanser hiicre hatlari iizerinde apoptoza neden
olurken Vero normal hiicre hatt1 iizerinde apoptoza neden olmadig1 antiapoptotik Bcl-2
geninin, proapoptotik Bax geninin ve tumor supresor TP53 geninin mRNA ekspresyon
seviyelerinin Ol¢lilmesiyle belirlenmistir. Proapoptotik gen olan Bax geninin seviyesinde
azalma meydana gelmesine karsilik MTT testi sonuglarina gore hiicre canlilifinda azalmanin
olmas1 apoptoz mekanizmasinin yaninda nekroz gibi diger hiicre 6liim mekanizmalarinin da
meydana gelebilecegini akillara getirmektedir. Bu dogrultuda ileri molekiiler teknikler ile

daha detayl aragtirmalar yapilmas1 gerekmektedir.

Backorova ve arkadaslar1 (2012) farkli liken sekonder metabolitlerinin HT-29 ve A2780
insan hiicre hatlar1 lizerinde apoptotik etkisine bakmuigtir. Usnik asit ve atranorinin, parietin
ve gyrophorik asit ile karsilastirildiginda daha etkili antikanser aktivitesine sahip oldugu

bulunmustur. Usnik asidin 50 uM ve 100 uM konsantrasyonlar1 bu hiicre hatlari {izerine 24
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saat ve daha uzun siire uygulandiginda Anneksin V pozitif hiicrelerin sayisinda énemli bir
artts meydana gelmektedir. PARB, p53, Bcl-2/Bcl-xL, Bax, p38 ve pp38 proteinlerinin
ekspresyonunun tespiti ile usnik asit ve atranorinin A2780 ve HT-29 hiicrelerinde programli
hiicre 6liimiiniin aktivatorleri olduklar1 bulunmustur (109). Ayrica Song ve arkadaslariin
(2012) usnik asit liken sekonder metaboliti ile yaptiklar1 ¢alismada usnik asit’in korneal
neovaskiilarizasyonu baskiladig tespit edilmistir. Calismada usnik asit’in VEFG-bagimli
fare kornea angiogenezini Onemli Olgiide baskilamakta oldugu gdosterilmistir (111).
Angiyogenez timor biiylimesinde ve metastazin timor igin gerekli oksijen ve besini
saglamada anahtar rol oynamaktadir (135). Usnik asit endotel hiicrelerinde endotel biiyiime
faktor reseptorii (VEGFR) 2 aracili ekstraseliiler sinyal diizenleyici protein kinaz 1, 2
(ERK1/2) ve AKT/P70S6K sinyal yolaklarini bloke etmistir. Boylece fare xenograft meme
tumor modelinde usnik asit angiogenezi baskilayarak tumor gelisimini engellemektedir.
Ayrica yapmis olduklari in vitro ¢alismada usnik asit’in endotelyal hiicre proliferasyonunu
ve tiip formasyonunun olusturulmasini 6nemli Sl¢iide inhibe etmesinin yaninda endotelyal
hiicrelerde morfolojik degisiklige ve apoptozise neden oldugu bulunmustur (111). BAX,
BCL ve TP53 genleri ile yaptigimiz ¢alisma da kullanilan kanser hiicre hatlari {izerine usnik
asit apoptotik etki gostermektedir. Usnik asit uygulamasi sonrasinda diger hiicre hatlariyla
karsilagtirildiginda BAX, BCL ve TP53 genlerinin ifadesinde en fazla azalma kontrol
grubuna kiyasla 0.95 katlik bir azalma ile Wehi hiicre hattinda meydana geldigi i¢in en fazla

apoptotik etkide bu kanserli hiicre hattinda oldugu belirlenmistir.

Wang ve arkadaslar1 (2015) calismalarinda akciger, rektal, kolon, gastrik, 6zefagal ve meme
tumor Orneklerinde yaygin kullanilan bes referans geni (ACTB, GAPDH, RPLPO,
GUSB,TFRC) ve antikanser iliskili on genin (TYMS, RRM1, TUBB3, STMNI1, TOP2A,
EGFR, VEGFR2, HER2, ERCCI1 ve BRCA1) qRT-PCR analizini yapmistir. HER2 harig
test edilen genlerin ¢ogu akciger, rektal ve kolon tumorlerinde yiiksek ekspresyon
seviyelerinde goriilmiistiir. Ayrica meme, gastrik ve 6zefagal tiimorlerde diistik ekspresyon
seviyesi gosterilmistir. HER2 ekspresyon seviyesi en yliksek meme tlimoriinde, en diisiik ise
Ozefagal tlimorlerdedir. Ayrica diger tiimorler arasinda akciger kanserleri en yliksek EGFR
ekspresyon seviyesine sahiptir. En diisiik EGFR ekspresyon seviyesi ise meme tiimoriinde
oldugunu gosterilmistir (136). Gergeklestirilen tez calismasinda BAX, BCL ve TP53 gen
ekspresyon seviyeleri kanser hiicre hatlar1 (Hep2C, RD, Wehi, L929 ve Vero) ile normal

hiicrelerde (L929 ve Vero) arastirilmis ve sonuglara gére normal hiicre hatlar1 icerisinde
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Vero hiicre hattinda BAX, BCL ve TP53 gen ekspresyon seviyeleri en yiiksek iken kanser
hiicre hatlar1 igerisinde ise RD hiicrelerinde BAX ve TP53 gen ekspresyon seviyeleri en
yiiksek bulunmustur. Ayrica Wehi hiicre hattinda ¢alistigimiz tiim gen ekspresyon seviyeleri

diisiik bulunmustur.

6.2. SONUC
Bu calisma sonucunda;

e Dogal usnik asit ile ticari olarak satin alinan usnik asit’in kullanim etkinliginin hiicre
canlilig1 izerine benzer sonuglar elde edilmesi tarafimizca dogadan toplanmis dogal
liken oOrneginden izole edilen dogal wusnik asit’in ticarilestirilebilegini
gostermektedir.

e Ticari olarak satin alinan ve dogal ortamindan toplanan liken 6rneginden izole usnik
asit sekonder metabolitinin daha 6nce hi¢ incelenmemis olan hiicre hatlar1 (CaCo2,
HepG2, Hep2C, RD, Wehi, L929 ve Vero) lizerine hiicre canliligina olan etkisi
arastirilmistir. Normal hiicre hatlar1 (L929 ve Vero) ilizerine liken sekonder
metaboliti olan usnik asit’in uygulanmasi canli hiicre yiizdesinde Onemli bir
azalmaya neden olmazken artan konsantrasyon ve zamana bagl olarak usnik asit
uygulamasi kanser hiicre hatlar1 (CaCo2, HepG2, Hep2C, RD ve Wehi) iizerinde
onemli oranda canli hiicre yiizdesinde azalma meydana getirmistir. Ozellikle 6.25 ve
12.5 uM konsantrasyonlarinda usnik asit uygulamasi kanserli hiicre hatlari iizerine
onemli sitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir.

e Usnik asit sekonder metaboliti ¢alisilan hiicre hatlar1 iizerinde en yiiksek hiicre
canlilif1 lizerine azaltici etkiyi RD ve Wehi hiicre hatlarinda gosterdigi bulunmustur.

e mRNA boyutunda apoptoz ile iliskili genlerin usnik asit sekonder metabolitinin
uygulanmasindan sonraki ifade degisimlerinde azalma meydana geldigi ve usnik
asit’in apoptotik etkisi molekiiler boyutta gosterilmistir. Calisilan hiicre hatlar
igerisinde bu genlerin ifadelerinde azalma en fazla Wehi hiicre hattinda meydana
geldigi gosterilmistir.

e Elde edilen bulgular usnik asit liken sekonder metabolitinin kanser tedavisinde umut

verici ilag aday molekiilii olabilecegi gdsterilmistir.
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Liken tiirlerinin ve bunlarin sekonder metabolitlerinin antikanser aktivitesi altinda yatan

molekiiler mekanizmalar1 ortaya ¢ikarmak i¢in daha detayli calismalar gereklidir.
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8. EKLER

EKI1. Hiicre hatlar1 iizerine usnik asit’in konsantrasyon ve zamana bagli uygulama

goriintiileri.

Sekil 8.2. Hep2C hiicre hatt1 (12.25 uM Usnik asit uygulamasi 48 saat sonrast).

Sekil 8.3. Hep2C hiicre hatt1 (50 uM Usnik asit uygulamas1 72 saat sonrasi).
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Sekil 8.4. Hep2C hiicre hatt1 negatif kontrol (48 saat).

A D 2 AN

Sekil 8.5. 1.929 hiicre hatt1 (400 uM Usnik asit uygulamasi 48 saat sonrasi).

Sekil 8.6. 1.929 hiicre hatt1 (DMSO kontrol-48 saat).
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Sekil 8.7. Caco2 hiicre hattina 6.25 uM UA uygulanmasi (24 saat sonra).

Sekil 8.8. CaCo2 hiicre hattina 100 puM UA uygulanmasi (24 saat sonra).

Sekil 8.9. Wehi hiicre hattina 50 uM UA uygulanmasi (24 saat sonra).
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Sekil 8.10. Wehi hiicre hattina 200 pM UA uygulanmasi (48 saat sonra).

Sekil 8.11. Wehi hiicre hatt1 pozitif kontrol (48 saat sonra).

Sekil 8.12. Wehi hiicre hatt1 negatif kontrol (48 saat sonra).
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Sekil 8.13. RD hiicre hattina 6.25 pM UA uygulanmasi (24 saat sonra).

Sekil 8.14. RD hiicre hattina 50 pM UA uygulanmasi (24 saat sonra).

Sekil 8.15. RD hiicre hatt1 negatif kontrol (24 saat sonra).
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Sekil 8.16. RD hiicre hattina 50 pM UA uygulanmasi (48 saat sonra).

J
% . |

Sekil 8.17. RD hiicre hattina 200 uM UA uygulanmasi (72 saat sonra).

Sekil 8.18. RD hiicre hatt1 pozitif kontrol (72 saat sonra).
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Sekil 8.19. Vero hiicre hattina 25 uM UA uygulanmasi (24 saat sonra).

Sekil 8.20. Vero hiicre hattina 100 pM UA uygulanmas (72 saat sonra).

Sekil 8.21. Vero hiicre hatti negatif kontrol (72 saat sonra).
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Sekil 8.22. Vero hiicre hatt1 pozitif kontrol (72 saat sonra).
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