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OZET
Doktora Tezi

LIKEN SEKONDER METABOLITLERININ
DENEYSEL BEYIN TUMOR MODELI UZERINE POTANSIYEL
ETKILERININ IN VITRO YONTEMLERLE ARASTIRILMASI

Bugrahan EMSEN

Karamanoglu Mehmetbey Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Ali ASLAN
Haziran, 2015, 138 sayfa

Beyin kanser tiirleri igerisinde en sik karsilasilan ve en tehlikeli malign seyir gdsteren
glioblastoma multiforme ile tedavi siirecinde yararlanilan cerrahi, radyoterapi ve
kemoterapi yontemlerinin kifayetsiz kalmasi ve yan etkilerinin fazla boyutta olmasi
bitkisel kaynakli iiriinlerin tedavi siirecinde kullanilmasini 6n plana ¢ikarmistir. Tez
caligmas1 kapsaminda, dogada yalnizca likenlere has olan liken sekonder
metabolitlerden diffraktaik asit (DA), fisodik asit (FA), lobarik asit (LA), olivetorik asit
(OA), psoromik asit (PA) ve usnik asit (UA)'in farkli konsantrasyonlarinin insan
US7MG glioblastoma hiicreleri iizerindeki antitiimorojenik aktivite potansiyellerinin
degerlendirilmesi amaglanmistir. Ayrica, primer sigan serebral korteks (PSSK) hiicreleri
tizerinde de arastirmalar gergeklestirilmek suretiyle, liken sekonder metabolitlerinin
karsilastirmali olarak saglikli ve kanserli beyin hiicreleri {izerindeki etkileri ortaya
cikarilmigtir. Test edilen metabolitlerin sitotoksik etkileri 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir (MTT) ve laktat dehidrogenaz (LDH) analizleri ile tespit
edilmistir. Hiicre kiiltiirlerinde oksidatif etkilerin degerlendirilmesinde toplam
antioksidan kapasite (TAK) ve toplam oksidan durum (TOD) parametreleri
kullanilmigtir. Ayni zamanda, liken sekonder metabolitlerinin saglikli ve kanserli beyin
hiicreleri tizerindeki oksidatif DNA hasar diizeyleri, 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-
OH-dG) seviyeleri degerlendirilerek incelenmistir. Hesaplanan medyan inhibitor
konsantrasyonu (ICsp) degerlerine gére, PSSK hiicreleri i¢in metabolitlerin siralamasi
LA < PA < DA < OA < UA < FA seklinde, US7MG hiicreleri igin LA < OA < DA <
UA < PA < FA seklinde olmustur. Metabolitlerin sitotoksik etkilerinin konsantrasyon,
LDH aktivite ve oksidatif DNA hasar1 ile pozitif korelasyon gosterdigi saptanmuistir.
Calisma sonucunda elde edilen bulgular, yan etkiler de g6z Oniine alindiginda,
glioblastoma multiforme tedavisinde basta OA olmak iizere DA ve UA'nin yiiksek
derecede kullanim potansiyeline sahip olduklarini ortaya ¢ikarmistir.

Anahtar Kelimeler: Glioblastoma multiforme, U87MG, Sitotoksisite, Genotoksisite,
Oksidatif durum, Liken, Sekonder metabolit, In vitro
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June, 2015, 138 pages

Since surgery, radiotherapy and chemotherapy methods utilized in tretament process
with glioblastoma multiforme which is most common and shows the most dangerous
malignant course in brain cancer types are inadequate and have too many side effects,
the usage of herbal products in the treatment process come into prominence. In this
thesis, antitumorigenic activity potentials of different concentrations of diffractaic acid
(DA), physodic acid (FA), lobaric acid (LA), olivetoric acid (OA), psoromic acid (PA)
and usnic acid (UA) from lichen secondary metabolites which only found in lichens in
the nature on human U87MG glioblastoma cells were investigated. In addition,
comparative effects of lichen secondary metabolites on healthy and cancerous brain
cells were revealed performing the researches on primary rat cerebral cortex (PRCC)
cells. Cytotoxic effects of tested metabolites were determined via 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium  bromide = (MTT) and lactate
dehydrogenase (LDH) analyses. Total antioxidant capacity (TAC) and total oxidant
status (TOS) parameters were used for evaluation of oxidative effects in the cell
cultures. At the same time, oxidative DNA damage levels of lichen secondary
metabolites on healthy and cancerous brain cells were investigated by evaluating 8-
hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OH-dG) levels. According to the calculated median
inhibitory concentration (ICsp) values, secondary metabolites were in the ascending
order of LA < PA < DA <OA <UA <FA for PRCC cellsand LA <OA <DA<UAK<
PA < FA for U8B7TMG cells. It was determined that the cytotoxic effects of the
metabolites show positive correlation with concentration, LDH activity and oxidative
DNA damage. The findings obtained in this study revealed that when the side effects
are also taken into consideration, primarily OA and then DA and UA have high
potential for use in the treatment of glioblastoma multiforme.

Keywords: Glioblastoma multiforme, U87MG, Cytotoxicity, Genotoxicity, Oxidative
status, Lichen, Secondary metabolites, In vitro
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

Simgeler Aciklama

g Gram

X ? Ki-kare

kg Kilogram

L Litre

ng Mikrogram

nlL Mikrolitre

pmol Mikromol

uM Mikromolar

nuU Mikrotinite

mg Miligram

mL Mililitre

mm Milimetre

mmol Milimol

M Molar

ng Nanogram

nm Nanometre

pg Pikogram

Kisaltmalar Aciklama

DPPH 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil
MTT 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir
8-OH-dG 8-Hidroksi-2'-deoksiguanozin
DNA Deoksiriboniikleik asit

DA Diffraktaik asit

Xi



Kisaltmalar

DMSO
WHO
FBS
FA
PBS
Gl
G2
U87MG
HBSS
ITK
IUCC
13
C-NMR
LDH
LITT
LA
MRG
MRS
ECso
I1Cso
MSS

NBM
OA
PSSK
'H-NMR
PA
RNS
ROS
RNA

Aciklama

Dimetil siilfoksit

Diinya Saglik Orgiitii

Fetal bovine serum

Fisodik asit

Fosfat tamponlu salin

Gap1l

Gap 2

Glioblastoma multiforme hiicre hatti
Hank dengeli tuz ¢ozeltisi

Ince tabaka kromatografisi
Kansere Kars1 Uluslararasi Birlik

Karbon-13 niikleer manyetik rezonans

Laktat dehidrogenaz

Lazer destekli interstisyel termoterapi
Lobarik asit

Manyetik rezonans goriintiileme
Manyetik rezonans spektroskopi
Medyan etkili konsantrasyon
Medyan inhibitor konsantrasyonu
Merkezi sinir sistemi

Mitoz

Norobazal medyum

Olivetorik asit

Primer sigan serebral korteksi
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1. GIRIS

Insanoglu eski ¢aglardan beri, bulundugu dénemin kosullarin1 da dikkate alarak tiim
imkanlar1 degerlendirmek suretiyle, yasamini daha saglikli bir sekilde siirdiirebilme
amacini giitmiistiir. Edinilen bilginin ve bilimin gelismesi ile beraber hayatin devam
stirecine dair yeni fikirler tiretilmeye baslanmis ve zamani geldiginde insanoglunun
yasamina dair sir dolu bilgilerin hiicrelerde gizlendigi ortaya c¢ikmistir. Zamanin
ilerlemesi ve bu siirecte teknolojinin gelismesi, insan yasaminin devamliligi agisindan
hiicrelerin siirekli yenilenmesi gerektigi ger¢egini giin yiiziine ¢ikarmistir. Yapilan ¢cok
yonlii ve ayrintili arastirmalar, siirekli faaliyet halinde olan hiicrelerin devamliliklari
sona erdiginde viicuttan atildiklarini ve yerlerine yeni hiicrelerin geldigini kanitlamigtir
(Berkarda, 1998; Potter ve ark., 2002; Stansfield ve ark., 2003; Bolsover ve ark., 2004;
Lodish ve ark., 2008).

Insan hiicrelerinin her birinde 30.000 civarinda gen vardir. Genler, canlilarin
karakteristik 6zelliklerinin ortaya ¢ikmasinda gorevli olan deoksiriboniikleik asit (DNA)
pargalaridir. Hiicreler arasinda meydana gelen yasam-6liim dongiisii bu genlerden
bazilarinin aracilig ile saglanmaktadir. Bu genlerden bir kismi hiicrelerin ¢ogalmasin
tesvik ederken, bir kismi hiicrelerin normal sartlardan fazla {iremesini engellemektedir.
Metabolik faaliyetler sonucu genlerin kontrolii altinda mitoz boliinme ile ¢ogalan
hiicreler, aktivitelerini kaybettikleri anda homeostasiyi saglamak amaciyla apoptoz adi
verilen programli 6liim sayesinde tasfiye olmaktadir (Kutluk ve Kars, 1994; Berkarda,
1998; Stansfield ve ark., 2003; Lodish ve ark., 2008). Apoptozun haricinde meydana
gelen diger bir 6liim mekanizmasi ise nekrozdur. Bu iki 6lim sekli morfolojik ve
biyokimyasal agidan farkliliklar olusturmaktadir. Apoptozda genellikle fizyolojik
kokenli oOliimler gergeklesirken, nekrozda kaza sonucu hiicre hasarina sebep olan
Olimler gerceklesir. Bu ozelliginden dolayr nekroza kontrolsiiz hiicre olimii de
denmektedir. Apoptoz, saglikli bir kiside normal sartlarda bireysel hiicreler yerine doku
bolgelerinde diizenleme, efektor ve yutma olarak lic asamada gergeklesen ve kalintilarin
doku sivisidan fagositoz yolu ile kaldirilmasina dayanan bir siiregtir. Nekroz olayinda
ise hiicre parcalandiktan sonra kalintilari doku sivisina yayilmakta ve homeostasi

bozulmaktadir. Apoptozda 6liim sinyali, efektor agsamasinda kaspaz adi verilen sistein-



proteaz grubu enzimler tarafindan verilmektedir. Bu enzimler, hiicrenin 6liimii sirasinda
morfolojisinde meydana gelen degisimlerin Onciisiidiir (Stansfield ve ark., 2003;
Bolsover ve ark., 2004; Campbell ve Reece, 2005a; John ve ark., 2008).

Apoptotik veya nekrotik hiicre dliimlerinin disinda genellikle ¢evresel faktorlerin ve
beslenme seklinin etkisi (%85-90) sonucu bir takim genlerin mutasyona ugradigi ve bu
olayin sonucunda normal hiicrelerin anormal hiicrelere doniistiigli, bu anormal
hiicrelerin ise alisilmisin  disinda kontrolsliz bir sekilde ¢ogalmaya basladigl
goriilebilmektedir. Ugradigi mutasyon sonucu 6zgiin halinden farkli bir yapiya donen ve
hiicrelerin kontrolsiiz olarak ¢cogalmasina sebep olan bu genlere onkogen, onkogenlerin
sebep oldugu gerek bolgesel gerekse daha uzak noktalarda hiicrelerin ¢ogalmasi sonucu
meydana gelen habis hastalik grubuna ise kanser adi verilmektedir (Kutluk ve Kars,
1994; Berkarda, 1998; Bolsover ve ark., 2004; John ve ark., 2008; Lodish ve ark., 2008;
Yokus ve Cakir, 2012).

Kanser tedavilerinde erken tani biiyiik nem arz etmektedir. Ozellikle kisinin bilincinin
tam olarak oturmadigi ¢ocukluk doneminde ailelere biiyiik sorumluluk diismektedir.
Cocuklarda bu donemde tespit edilemeyen bir kanser tiirii, ilerleyen yaslarda daha
bliylik sikintilarin ortaya ¢ikmasina sebep olacaktir. Diinya ¢apinda her yil yaklasik
160.000 kanser vakasinin g¢ocukluk c¢aginda meydana geldigi ve bu vakalardan
90.000’inin &liimle sonuglandig: rapor edilmistir (John ve ark., 2008). Ulkemizde ise
kanserli cocuk sayisinin yillik 3.000 civarinda oldugu tahmin edilmektedir. Bu
hastalardan %50’si geg teshis veya tedavi edilememe nedeniyle hayatin1 kaybetmektedir
(Hatipoglu, 2007; Anonim, 2014a). Cocukluk doénemi kanser tiirleri nedeniyle 6liim
oranina bakildiginda I6semi, lenfoma, merkezi sinir sistemi (MSS) timoéri ve
noroblastomun ist siralarda yer aldigi goriilmektedir (John ve ark., 2008; Rahman ve
Sedky, 2010; Anonim, 2014a).

Cocukluk doneminde en yaygin solid tiimor olan ve MSS'de olusan beyin kanseri,
dogum sonrasi ilk aylardan baslayarak ilerleyen her yas doneminde goriilebilmektedir.
Cocukluk doneminde genellikle beyin dokusu hiicrelerinde yer alan tiimorler siklik
gostermekte, diger organlara ait tiimor metastazlarina ¢ok fazla rastlanmamaktadir.

Beyin tiimorlerinin her yas donemine gore farkli fizyolojik ve morfolojik 6zellikler



gosterdikleri belirlenmistir. Erken yaslarda cogunlukla arka kafa c¢ukuruna yerlesen
timorler mediilloblastomlar, ependimomlar, astrositomlar ve beyin sap1 gliomlaridir.
Ilerleyen yaslarda goriilen tiimor tipi ise genelde beyin dokusundan tiirevlenmektedir.
Erigkinlerde karsilasilan beyin kanseri tiirleri i¢erisinde en sik goriileni ve en tehlikeli
malign seyir gostereni kisaca glioblastoma olarak da bilinen glioblastoma multiformedir
(Algier, 1998; Bruce ve Kennedy, 2009; Anonim, 2014b).

Glioblastoma, Diinya Saglik Orgiitii (WHO)'niin belirledigi kanser siniflandirmasinda
en tehlikeli ve agresif olan dordiincii derece tiimorler igerisinde yer almaktadir. Tiim
beyin tiimorlerinin %15'ini olusturan glioblastomada, hastalarin ¢ogunun ilk bir buguk
yil igerisinde yasamlarini kaybettikleri belirlenmistir (Bruce ve Kennedy, 2009;
Anonim, 2014b).

Yillardir kanser hastaligina kesin bir ¢éziim bulunamamus, gelistirilen tedavi yontemleri
yetersiz kalmistir. En sik tercih edilen tedavi yontemlerinden biri olan kemoterapi
aracilig ile anormal bir sekilde cogalma gosteren kanserli hiicrelerin yan1 sira saglikli
hiicrelerin de 61diigii ve bu durumdan dolay1 uzun savunma sisteminin hasar gordigi
belirlenmistir (Burstein, 2000; Partridge ve ark., 2001; Kawai, 2002; Kayl ve Meyers,
2006; Stoehlmacher, 2007; Polikandrioti ve ark., 2010; Mavrogenis ve ark., 2010;
McKeon, 2012; Chan ve Ismail, 2014; Clavagnier, 2014; Cohen, 2014; Perrino ve ark.,
2014). Diger bir tedavi yontemi olan radyoterapinin (151n tedavisi) de yan etkileri ihmal
edilemeyecek diizeydedir (Alberti, 1997; Postelmans ve ark., 1999; Dieckmann ve ark.,
2002; Mendes ve ark., 2002; Naka ve Kawahara, 2002; Popanda ve ark., 2006; Tan ve
ark., 2006; Verrone ve ark., 2013; Pettersson ve ark., 2014; Shandiz ve ark., 2014).

Kanser hastaliklarinin ¢ok ¢esitli olmasi, tedavide farkli yontemlere bagvurulmasina yol
agmaktadir. Beyin tiimorlerinin ¢ok zor prognoz gostermesi, beyin kanserini kanser
hastaliklar1 igerisinde tedavisi en gii¢ hastalik gruplarindan biri haline getirmektedir.
Yiizden fazla ¢esidi olan birincil beyin tiimoérlerinin bir dizi biyolojik ve klinik tezahiirii
mevcuttur. Bu yiizden birgok onkolog ve patolog, beyin tlimdrlerinin tan1 ve tedavisinde
biiyiikk zorluk yasamaktadir (Palmieri ve ark., 2009; Fronza ve ark., 2012; Nakata ve
ark., 2013; Hatzoglou ve ark., 2014; Wikman ve ark., 2014). Benign veya malign beyin

timorlerinin her ikisinin de tedavisi i¢in cerrahi yonteme bagvurulmasina ragmen,



tiimdriin beyinde bulunan ¢ok hassas bolgelere yerlesmesi durumunda hayati tehlike
ortaya ¢cikmaktadir. Bu durumda cerrahi yontemden vazgecilerek, genetik uygunlugun
olmast sartiyla, kemoterapi yontemiyle kabul edilebilir bir Omiir uzatmasi
gerceklestirilebilir. Fakat genetik uygunlugun olmadigi durumlarda kemoterapi
tedavisinin sonu¢ vermedigi gozlenmistir (Little ve ark., 1998; Li ve ark., 2005;
Blakeley ve Grossman, 2012; Boogerd ve ark., 2012; Arslan ve ark., 2014; Peng ve ark.,
2014). Bu siirecte alternatif tedavi bashigi altinda yer alan, bitkisel kokenli tirtinlerin
kombine edilmesi ile gergeklestirilen tedavi yontemleri ile oldukg¢a basarili sonuglar
elde edilmistir. Son yillarda bazi bitki ekstraktlar1 araciligi ile gergeklestirilen tedavi
stireclerinde kolon kanseri (Ranneh ve Ali, 2012; Wesotowska ve ark., 2012; Ryu ve
ark., 2013), losemi (Inagaki ve ark., 2013; Muirhead, 2013; Dhillon ve ark., 2014;
Janiak, 2014; Solmaz ve ark., 2014), mide kanseri (Kim ve ark., 2005; Ghazanfari ve
ark., 2012; Stewart ve ark., 2013; Overby ve ark., 2014), karaciger kanseri (Loa ve ark.,
2009; Singh ve ark., 2011; Stagos ve ark., 2012; Waiyaput ve ark., 2012) ve yumurtalik
kanseri (Yu ve ark., 2013; Ahmad ve ark., 2014; Yu ve Chen, 2014; Johnson-Ajinwo ve
ark., 2015) gibi birgok hastalikta yiiksek oranda olumlu sonuglara ulasilmustir.
Kullanilan bitki ekstraktlari, yapilarinda barindirdiklart metabolitler sayesinde pek cok
hastalikta tedavi edici bir rol iistlenmektedir. Bitkiler i¢in en ¢ok arzu edilen, bu

metabolitlerin miktar olarak fazla olmasi ve amaca uygun 6zellikleri tasimalaridir.

Mikobiyont kismini mantarlarin, fotobiyont kismimi ise alglerin meydana getirdigi
simbiyotik organizmalardan likenler, yeryiiziinde baska hi¢cbir canlida bulunmayan
yalnizca kendilerine has metabolitleri {iretebilen ilging canlilardir (Nash, 2008).
Likenlerin iirettikleri metabolitler sekonder metabolit olarak adlandirilmakta ve bu
canlilar ekstraktlarinda %25 oraninda sekonder metabolit i¢erebilmektedir (Brodo ve
ark., 2001). Likenlerde bu kadar yiiksek oranda sekonder metabolit bulunmasi ve bu
metabolitlerin kendilerinden bagka hi¢bir canlida olmamasi (Oztiirk ve Aslan, 1991)
likenlerin bircok biyolojik aktivitesinin incelenmesine yol agmustir. Antimikrobiyal
(Aslan ve ark., 2006; Cansaran ve ark., 2006; Gulluce ve ark., 2006; Yiicel ve ark.,
2007; Rankovi¢ ve ark., 2011, 2012; Kosani¢ ve ark., 2013, 2014; Grujici¢ ve ark.,
2014) antiviral (Karagéz ve Aslan, 2005), antienflamatuar (Siileyman ve ark., 2002,
2003; Halici ve ark., 2005; Odabasoglu ve ark., 2006), antioksidan (Giilgin ve ark.,
2002; Halici ve ark., 2005; Aslan ve ark., 2006; Cansaran ve ark., 2006; Odabasoglu ve



ark., 2006; Gulluce ve ark., 2006; Yucel ve ark., 2007; Rankovi¢ ve ark., 2011, 2012;
Paudel ve ark., 2012; Ghate ve ark., 2013; Kosani¢ ve ark., 2013, 2014; Colak ve ark.,
2014; Gruji¢i¢ ve ark., 2014), antialerjen (Huneck, 1999; Kirmizigul ve ark., 2007),
immiinolojik (Ogmundsdottir ve ark., 1998; Kirmizigul ve ark., 2007), antigenotoksik
ve antimutajenik (Russo ve ark., 2006; Geyikoglu ve ark., 2007; Zeytinoglu ve ark.,
2008; Agar ve ark., 2010; Turkez ve ark., 2010; Alpsoy ve ark., 2011; Kotan ve ark.,
2011; Aslan ve ark., 2012) gibi bir¢ok alanda likenlerden yararlanilmistir. Daha spesifik
bakildiginda, likenlerin tiiberkiiloz (Vartia, 1973), hemoroit ve dizanteri (Diilger ve ark.,
1998) hastaliklarinda tedavi amagli, prostat (Russo ve ark., 2008) ve bagirsak (Bézivin
ve ark., 2003) gibi organlarda ise apoptozu indiikleyici olarak kullanildiklar1 rapor
edilmistir. Aynm1 sekilde bircok liken tiirliniin farkli organlar iizerindeki antikanser
aktiviteleri de caligmalara yansimigtir (Lin ve ark., 2003; Russo ve ark., 2008;
Zeytinoglu ve ark., 2008; O’Neill ve ark., 2010; Rankovi¢ ve ark., 2011, 2012; Melo ve
ark., 2011; Manojlovié¢ ve ark., 2012a; Cheng ve ark., 2013; Ozenoglu ve ark., 2013;
Pejin ve ark., 2013; Singh ve ark., 2013; Ghate ve ark., 2013; Kosani¢ ve ark., 2013,
2014; Ari ve ark., 2014b; Celikler Kasimogullari ve ark., 2014; Gruji¢i¢ ve ark., 2014).

Daha once yapilan arastirmalarda, liken sekonder metabolitlerinin bir insan beyin
timorii olan glioblastoma multiforme hiicre hatti (U87MG) {izerindeki sitotoksik
etkilerinin heniiz tespit edilmedigi anlasilmistir. Bu nedenle; mevcut c¢alismada,
diffraktaik asit (DA), fisodik asit (FA), lobarik asit (LA), olivetorik asit (OA), psoromik
asit (PA) ve usnik asit (UA) liken sekonder metabolitlerinin U87MG hiicreleri
tizerindeki antitlimorojenik aktivite potansiyellerinin degerlendirilmesi amaglanmistir.
Ayrica ¢alisma kapsaminda, primer sigan serebral korteks (PSSK) hiicreleri {izerinde de
arastirmalar gergeklestirilmek suretiyle, liken sekonder metabolitlerinin karsilastirmali

olarak saglikli ve kanserli beyin hiicreleri iizerindeki etkileri ortaya ¢ikarilmistir.

Bu aragtirma sonucunda elde edilen bulgular sayesinde, ¢agimizin o&liimciil
hastaliklarindan olan beyin kanserini tedavi amaciyla uygulanan kimyasal ve 1sinsal
yontemlerin, beyin kanseri hastalar1 tizerindeki olumsuz etkileri goz oniine alindiginda,
yan etkileri minimum diizeye indirecek alternatif tedavi yontemlerini gelistirmek

suretiyle modern tibba katki saglanacagi timit edilmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Kuramsal Temeller

2.1.1. Kanserin Genetik Yolaklar:

Kanser genleri; onkogenler, tiimor baskilayict genler (anti-onkogenler) ve
protoonkogenler olmak {izere ii¢ ana baslik altinda toplanmaktadir (John ve ark., 2008).
Bu genler igerisinde onkogenler 1970’11 yillarin sonlarina dogru kesfedilmeye baslanmis
ve ilk olarak hayvanlarda timor olusturan akut transforme edici retroviriislerin
genomunda bulunmustur. O tarihlerden gilinlimiize kadar siirekli arastirma konulari
icerisinde yer alan onkogenler, kanser hastaliginin igeriginin daha iyi anlasilabilmesi,
teshis ve tedavi yontemlerinin gelistirilebilmesi agisindan onemli ipuglar1 vermistir

(Berkarda, 1998).

Onkogenler, karsinojen ajanlarin DNA molekiiliindeki seker molekiilleri, plirin ve
pirimidin bazlar1 ile reaksiyona girerek veya kromozomlarin yapisinda bulunan
proteinlere baglanarak DNA molekiilinde delesyonlara, inversiyonlara veya zincir
kiriklarina sebep olan genlerdir. Bu genler, DNA {izerinde olusturdugu yapisal
degisiklikten dolayr replikasyon, transkripsiyon veya translokasyon faaliyetlerinde

kusurlara sebebiyet vermektedir (John ve ark., 2008; Yokus ve Cakir, 2012).

Onkogen olarak aktiflesmis bir gen siirekli hiicre boliinme sinyali vermektedir. Bu
Ozelliginden dolay1 onkogenler tomiir baglangicina, yayilmasina ve ilerlemesine sebep
olmaktadir. Onkogenlerin insan hayatin1 en fazla riske sokan 6zelligi, kanserin en kritik
asamas1 olan metastaz olayin1 meydana getirmesidir. Genellikle kanser hastalarinin
kaybedildigi metastaz olayi, hiicrelerin asir1 ¢ogalmasiyla dokularda olugan tiimdriin
uzak doku ve organlara yayilmasi olarak tanimlanmaktadir. “Metastaz” kelimesi,
Yunanca “bir sonraki” veya “6te” anlamina gelen “meta” ile “yer” veya ‘“konum”
anlamina gelen “stasis” kelimelerinin bir araya gelmesi sonucu olusmustur. Dolayisiyla
metastazi konum degistirmis lezyon olarak da tanimlayabiliriz (Derman, 1998; John ve
ark., 2008).



Tiimdr baskilayict genler, onkogenlerin faaliyetine kiyasla zithk gdstermektedir. Bu
genler normal sartlarda tiimor olusumunu inhibe etmektedir. Bagka bir deyisle kanseri
Onleyen genler olarak tanimlanabilirler (Sekil 2.1). Hiicre dongiisiinii kontrol
lokalitelerinde gorevli olan tiimdr baskilayici genler, dongli esnasinda meydana
gelebilecek genetik hasarlar1 yok ederek veya hasara ugrayan hiicrelerde apoptoza
neden olarak kanserli hiicrelerin ortaya ¢ikmasini engellemeye calisirlar. Rb geni, P53
geni, siklin bagimli kinaz (CDK) inhibitorleri, kadherinler ve BRCA-1/2 timor
baskilayict genlere 6rnek verilebilir. Normalde hiicre boliinmesini sinirlandiran timér
baskilayict genlerin birkaginda ortaya ¢ikan mutasyonlar, hiicre dongiisiiniin
inhibisyonunu engellemek suretiyle anormal hiicre biiyiimesine neden olmakta ve timor

olusturmaktadir (Derman, 1998; John ve ark., 2008).
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Sekil 2.1 Kanser genleri ve fonksiyonlari

Protoonkogenler, hiicrelerin biiyiime, cogalma, farklilasma ve apoptoz icin aldiklari
sinyalleri ileti mekanizmasinda ve protein sentezinde gorevli olan genlerdir. Hiicrelerin
diizenli bir sekilde cogalmasindan sorumlu olan genler protoonkogenlerdir. Dogal
kosullarda insan saglig1 agisindan sikintili bir gen olmayan protoonkogenler hiicrelerde
inaktif durumda duyarli noktalar olarak bilinmektedir. Fakat protoonkogenler
mutasyonlar veya gen ekspresyonundan dolayr aktif hale gecerek onkogenlere

doniisebilmektedir. Mutasyona ugramis protoonkogenler esas gorevleri olan biiylimeyi



diizenleyici protein kodlama islevlerini kaybederek, biiyiime faktorlerinin ¢ok fazla
tiretimine, hiicre membran1 ve ¢ekirdek arasindaki ara yollarin kontrolsiiz bir sekilde
uyarilmasina ve transkripsiyon faktorlerinin sentezinin artmasina neden olmak suretiyle
kanser hiicrelerinin kontrol dis1 iiremelerine ve biliylimelerine yol agmaktadir.
Protoonkogenler proteinlerinin oniine ¢ [cellular (c-Fos, c-Myc)], onkogenlerin 6niine
ise v [viral (v-Fos, v-Myc)] ekleri getirilerek isimlendirilmektedir (Kutluk ve Kars,
1994; Derman, 1998; Yokus ve Cakir, 2012; Anonim, 2014c).

2.1.2. Hiicre Déngiisii ve Kanserle Iliskisi

Proliferasyon (cogalma), diferansiyon (farklilasma) ve apoptoz mekanizmalari hiicre
igerisinde yer alan 6nemli basamaklardir. Bu basamaklarda gergeklesecek her faaliyet
organizmanin devamliligi agisindan son derece Onemlidir. Basamaklardan ilkini
olusturan proliferasyon fonksiyonunun gerc¢eklesmesi amaciyla hiicreye uyari sinyali
gonderilmekte ve bu sayede indiiklenen hiicrede bir takim gecici biyokimyasal
aktiviteler ve morfolojik degisimler meydana gelmektedir. Bu siirecin tamami1 hiicre
dongiisti adin1 almaktadir. Hiicre dongiisiiniin bu mekanizmalarin diizenlenmesinden
sorumlu olmasi, bu dongiiniin fizyolojik ve patolojik olaylarin bir¢ogunda ne kadar
onemli oldugu gergegini ortaya ¢ikarmaktadir (Bolsover ve ark., 2004; Postlethwait ve
Hopson, 2006a; Lodish ve ark., 2008).

Son zamanlarda yapilan bir¢ok arastirma hiicre dongiisiinde gorevli olan proteinler ile
onkogenler arasinda Onemli baglantilarin oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Hiicre
dongiistiniin kontrol noktalarinda meydana gelen degisimler kanser gelisimine sebep
olabilmektedir. (Pucci ve Giordano, 1999; Li ve ark., 2013; Arsov ve ark., 2014; Fan ve
ark., 2014; Gong ve ark., 2014; Lee ve ark., 2014; Niu ve ark., 2014; Okuno ve ark.,
2014; Liu ve ark., 2015; Wang ve ark., 2015).

Saglikli bir kiside mitoz boliinme sayesinde siirekli ¢ogalan hiicrelerde mitozdan
sonraki dongii gap 1 (G1), sentez (S), gap 2 (G2) ve mitoz (M) olarak devam etmektedir
(Sekil 2.2). G1, S ve G2 asamalarinin tiimii interfaz olarak isimlendirilmektedir. Bu

dongii icerisinde hiicre, uyar1 sinyalleri almakta ve ardindan hiicrenin biliylime islemi



gerceklesmekte veya hiicre, boliinme sinyali almadigi durumda ise dinlenme fazi olarak
da tanimlanan G2’de durmaktadir. Interfaz evresi hiicre ddgiisiinde %90’lik kismim
kapsaylp 16-24 saat devam ederken, mitoz bdliinme evresi 1-2 saatlik bir siireci
icermektedir. Gl evresinde hiicreler ¢evrelerindeki uyarilart dikkate alarak
biiyiimelerini tesvik etmektedir. Bu uyarilar sonucunda DNA replikasyonu i¢in &n
hazirlik yapilmakta ve ardindan riboniikleik asit (RNA) ve protein sentezi meydana
gelmektedir. G1 evresindeki hazirliklarin ardindan DNA sentezi S evresinde
gerceklesmektedir. Interfaz evresinin sona basmagi olan G2, hiicrenin biiyiimeye devam
ettigi, RNA ve protein sentezinin tekrardan meydana geldigi kisimdir. Interfaz evresinin
devaminda hiicre profaz, metafaz, anafaz ve telofazdan olusan mitoz boliinme
asamasina gececektir. Hiicre dongiisii igerisinde herhangi bir evrenin sonlanmadan
digerine  gecilmesi durumunda, genetik materyal sorunsuz bir  sekilde
kopyalanamadigindan hiicrede hasarlar olusabilmektedir. Hiicre doniigiisiinde,
dongiiniin devam edip etmeyecegine karar verilen bazi kontrol noktalari mevcuttur. Bu
noktalar, G1-S, G2-M ve metafaz-anafaz gegislerinde yer almaktadir (Stansfield ve ark.,
2003; Bolsover ve ark., 2004; Johnson ve Raven, 2004a; Campbell ve Reece, 2005a;
Lodish ve ark., 2008).
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Sekil 2.2 Hiicre dongiisii basamaklari

Siklinler, hiicre dongiisii basamaklarin1 kontrol eden protein grubudur. Herhangi bir

siklin grubunun islevini sonlandirmasinin ardindan diger siklin grubu devreye



girmektedir (Schwaller ve ark., 1997; Ho, 2002; Foster ve ark., 2010). DNA
replikasyonu yani hiicre kopyalanma mekanizmasi, CDK'lerden meydana gelmektedir.
Basta inaktif olan CDK molekiilleri, hiicre dongiisliniin bazi evrelerinde sentezlenen
siklinler aracilig1 ile aktif hale gelmektedir (S. Liu ve ark., 2013; Van ve ark., 2014; Xu
ve ark., 2014).

Siklin A, Siklin B, Siklin C ve Siklin D proteinleri ile CDK 1, CDK 2, CDK 3, CDK 4,
CDK 5 ve CDK 6 proteinleri hiicre dongiisii siirecinde birbirleri ile devamli iliski
halindedir. Cogunlukla hazirlik asamasi olarak tanimlanan G1 evresinin orta ve son
donemlerinde siklin proteinleri ile CDK proteinlerinin baglantili olduklar1 tespit
edilmistir. Hiicrede mevcut olan Siklin D grubunun sayisi, bliylimeyi indiikleyen sinyal
ile beraber artmakta ve hiicre igerisinde Siklin D ile uyumlu CDK'ler aktif hale
geemektedir. Bu durumun sonucunda Siklin D sentezi kontrol disi bir hal almakta ve
olusan bu mutasyon hiicrenin S fazina gegmesini mecbur birakmaktadir. Tiim bu siireg

ise neoplastik transformasyon denilen kontrolsiiz ¢cogalmayr meydana getirmektedir

(Ohtsubo ve ark., 1995; Weinberg, 1995).

Hiicre dongiisii igerisinde, siklin proteinlerinin CDK proteinleri olusturdugu yapilar,
onkogenler ve timdr baskilayict genlerin etkilerine maruz kalmaktadir. Bir¢ok onkogen
ve tlimor baskilayict gen, G1 evresinin ilk agamalarinin gerceklesmesini saglayan ve
DNA replikasyon basamaginin Gl evresinden S evresine geg¢isinden sorumlu olan
CDK'lerin aktivitelerini yiikseltmektedir. Bazi protoonkogen ve tiimor baskilayici
genler ise DNA sentezinden sorumlu olan Siklin A-CDK 2 kompleksinin aktivitesini
yiikseltmektedir (Adams, 2001; Bremner ve Zacksenhaus, 2010; Harrison ve ark.,
2011).

Hiicre dongiisiinde CDK’lerin durdurulmasini saglayan INK4 olarak adlandirilan p16,
pl5, pl8, pl9 isminde dort adet inhibitor grubu ve ayrica p21, p27, p5S7 olarak bilinen
yine ti¢ adet inhibitér mevcuttur (Haddad ve ark., 1999; Pavletich, 1999). Olusabilecek
muhtemel DNA hasarinda timoér baskilayici genler devreye girmekte ve dongiiyi
durdurmaktadir. Hiicrede hasarli veya replike edilmemis DNA meydana geldiginde M
evresine ge¢is olmamakta, G2 evresinde dongli sonlanmaktadir. Eger orta dereceli bir

DNA hasar1 G1 evresinde tespit edilmisse, pS3 olarak adlandirilan tiimor baskilayici
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gen tarafindan p21 proteini iiretilmekte ve bu protein CDK'leri inhibe ederek dongiiyii
G1 veya G2 evresinde sonlandirmaktadir. Tiim bu durumlarin disinda DNA’da olusan
hasar onarilamayacak kadar biiylikse p53 geni hiicrenin apoptoza ugramasini
saglayacaktir (Pediconi ve ark., 2003). Bahsedilen bu siire¢ saglikli bir insanda olmasi
gerekenleri igermektedir. Fakat kanserli bir kiside bulunan onkogenler hiicre
dongiisiiniin normal isleyis siirecini olumsuz yonde etkilemektedir. Baz1 onkogenler
organ veya dokular igerisinde yeterli diizeyde proliferasyona ugramayan hiicreleri
ortadan kaldirarak apoptoz olayini indiiklemektedir (Smith ve ark., 1993; Fearnhead,
2004).

2.1.3. Metastaz Siireci

Saglikli bir kisinin herhangi bir organ veya dokusundaki hiicre biiylimesi kanserli bir
kisiye oranla daha hizhidir. Fakat kanser hastalarinin ilgili organ veya dokularindaki
hiicrelerin yasam siiresi ve boliinme hizi daha yiiksektir. Bu nedenle hiicrelerin biiyiime
asamasinda kanserli bolgelerde hacim olarak daha biiylik kanser hiicreleri meydana

gelmektedir (Derman, 1998).

Kanserli dokularin hacim olarak fazla alan kaplamasi i¢in kan destegine ihtiyaci vardir.
Kanser siirecinin baslangic asamasinda, meydana geldikleri dokuda bulunan kilcal
damarlar araciligi ile difiizyon sayesinde beslenen tiimor hiicreleri, baska bir damar
olusumuna ihtiya¢ duymadan 2-3 mm boyuta ulasabilir. Bu kosullarda kanserli hiicreler
daha hizli c¢ogalabilir. Fakat ¢ogalma hizlar1 ile orantili olarak apoptoz olayr da
artmaktadir. Tiimor dokusunun hacmini artmasi i¢in beslendigi kan damarlarinin da
artmasi gerekmektedir. Bu durumda dokularda bulunan mevcut kan damarlari filizlenme
yolu ile yeni damarlar meydana getirmektedir ki bu olay anjiyogenez adini almaktadir.
Kan akiminin siirekli devam etmesi sayesinde apoptoz orani diismekte ve tlimoriin hizl
bir sekilde biiyiiyerek metastaz olayini gerceklestirme orani artmaktadir (Derman, 1998;
Postlethwait ve Hopson, 2006a; Kerbel ve Ellis, 2008; Song ve ark., 2008). Primer
kanser ad1 verilen, kanserli dokunun viicutta ortaya ¢iktig1 kisimdan baska bir bolgeye
dagilamayan kanser tiplerinde, kanserin toplardamar ve lenfatik drenaji, endotel

hiicrelerinin aktivasyonu, endotel hiicrelerindeki glikozaminoglikanlara baglanmay1
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saglayan aktivitelerin mevcudiyeti metastaz olayini etkileyen faktdrlerin bir kismini
olusturmaktadir (Derman, 1998). Endotel hiicrelerinin aktivitesi haricinde anjiyogenez
olayinda rol oynayan diger bir etken vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) diir.
Timorli dokuda VEGF, yeni kan damarlarinin olusmasi amaciyla bolgedeki biiyiime
faktor tiretimini artirmakta ve apoptoz olayimi inhibe etmektedir (Smith ve ark., 1993;
Song ve ark., 2008).

Metastaz olaymin ilk basamagi olan anjiyogenezden sonra invazyon denen ve ii¢
asamadan olusan aktivite meydana gelir. Invazyonun basamaklar1 sirasiyla; ayrilma
(detachment), tutunma (attachment), proteoliz ve hiicre migrasyonudur (Sekil 2.3).
Invazyon olayinda kanserli hiicre, dokusudan ayrilarak damar icerisinde ilerlemeye
baslar. Hedef organin bolgesine geldiginde endotel duvarina tutunur ve duvari eritmek
amaciyla lizozomal enzimler salgilar. Artik hedef organin damarlarinda dolagsmaya
baslayan kanser hiicresi viicudun bagisiklik sistemi tarafindan tespit edilmeye
calisilmaktadir. Konak¢inin savunma mekanizmasina yardim eden en etkili gen timor
baskilayict gendir. Bagisiklik sisteminin kanserli hiicrelere kars1 gosterdigi bu tepki
immiin denetimi, bu asama ise intravaskiiler faz olarak bilinmektedir. Bir kanser hiicresi
olustugunda, bu hiicrenin viicudun bagisiklik sistemi tarafindan taninip pargalanmasi
yiiksek olasiliktir. Boyle bir durumda viicutta olusan binlerce kanser hiicresi bagisiklik
sistemi tarafindan yok edilebilmektedir. Fakat bazi olumsuz kosullar nedeniyle hiicresel
immiin cevabinin baskilandigi durumlar s6z konusu olabilmektedir. Bu durumda
hayatta kalan kanser hiicresi damar icerisine sizmak suretiyle kanla beraber viicudun
diger boélgelerinde dolasmaya baslar. Bu dolagsma faaliyeti migrasyon olarak
tanimlanmaktadir. Son olarak damar igerisinde hareket halinde olan tiimor hiicreleri
istedikleri organlarin damar yiizeyine tutunarak ekstravazasyon olayimi gergeklestirmek
suretiyle damar1 terketmekte ve ilgili organin parankimasinda sekonder timori
meydana getirereck metastaz olayin1 tamamlamaktadir (Mandel, 1998; Campbell ve
Reece, 2005a; Cantley ve Carpenter, 2008; John ve ark., 2008).

12



Primer Timor Anjiyogenez Ayrilma Intravazasyon

),
-

@ c o@C)
—_—>

@ C
Sekonder Timor Ekstravazasyon Endotel Duvarina Adhezyon Migrasyon

Sekil 2.3 Metastaz basamaklari

Damar igerisine giren binlerce tiimor hiicresinden yalnizca birinin metastaz yapabildigi
belirlenmistir (Mandel, 1998). Lokal olarak biiyiiyen tiimorlerin yani sira sekonder
timor olarak adlandirilan metastatik tiimdrlerden bazilar1 kan ve lenf yollariyla organ
secimi yaparak istedikleri organi sarmaktadir. Bu siire¢ aylari hatta yillar1 kapsayabilir.
Mide tiimoriiniin genellikle karacigere, meme tiimdriiniin kemige ve akcigere, kemik
tiimdriiniin ise akcigere metastaz yaptig1 bilinmektedir. Bu spesifik metastaz olaylarini,
organin damar yapisinin, kanser hiicrelerinin yiizey 6zelliklerinin ve organlarin damar
duvarindaki hiicrelerin yiizey 6zelliklerinin etkiledigi tespit edilmistir (Moshtaghie ve
ark., 1995; Cantley ve Carpenter, 2008; Mitacek ve ark., 2008; Sanchez ve ark., 2009;
Habermehl ve ark., 2011; Kim ve ark., 2014).

2.1.4. Tiimor Cesitleri

Bir doku veya organdaki neoplazmalarin genellikle ayirt edilebilecek sekilde biiyiiyerek
meydana getirdikleri kitle olarak tanimlanan tiimorler farkli sekillerde (Cizelge 2.1)
siiflandirilabilmektedir (John ve ark., 2008). Temel olarak benign (iyi huylu veya
selim) ve malign (kotii huylu veya habis) olarak ikiye ayrilan tiimor grubundan malign
timorler metastaza sebep olduklarindan riskli grubu teskil etmektedir. Benign
tiimdrlerin  biliylime kapasiteleri sinirhdir ve metastaz olusturmazlar. Asirt olarak
cogaldiklar1 bdlgede basing meydana getirdiginden dolayr o bdlgede sislige sebep
olmaktadirlar. Benign tiimorler belirli bir yerle simirli kaldiklarindan dolay1 cerrahi

yollarla uzaklastirilabilir. Fakat mevcut benign timorin yayildigi organin islevini
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bozmayacak derecede c¢ogalmamis olmasi gerekmektedir. Bu kosullarda hastanin
sagligina kavusmast miimkiindiir. Primer tiimor hiicrelerinin dolagim sistemi yolu ile
uzak bolgelerdeki organlara dagilarak o bolgede olusturduklar1 sekonder tiimorler ise
kanserden yasam kaybinin temel sebebidir. Bu olaya sebep olan tiimor g¢esidi malign
tomordiir (Campbell ve Reece, 2005a; John ve ark., 2008). Cogu metastatik vakada
malign hiicre biiylimesine sebep olarak genomik kararsizlik gosterilmektedir (John ve

ark., 2008).

Tiimdrler iyi veya kotli huylu olarak siniflandirilmasinin yani sira kdkenine gore yani
baslangigtaki hiicrenin geldigi doku cesidine gore karsinom (epitelyom) ve sarkom
olarak da gruplandirilmaktadir. Karsinom tiimor epitel dokusundan, sarkom timor ise

mezankimden tlirevlenen malign tiimor olarak bilinmektedir (Derman, 1998).

Kanser hastaliklarinda hastaligin derecesi tiimoriin bir takim 6zellikleri goz Oniinde
bulundurularak tespit edilir. TNM olarak kisaltilan, primer tiimér biiytikligiiniin “T” ile,
kanserli hiicrelerin lenf diigiimlerine dagilip dagilmama durumunun “N” ile, kanserli
hiicrelerin uzak bolgelere dagilip dagilmama durumunun (metastaz) ise “M” ile
simgelendigi bu siniflandirma sistemi “Kansere Karsi Uluslararas1 Birlik (IUCC)”
tarafindan hazirlanmig ve giiniimiizde halen yararlanilan arag 6zelligindedir. Her solid
tiimdriin kendine has 6zellikleri olmakla beraber TNM sistemi hastaligin donemi ve
derecesi hakkinda 6nemli bilgiler verebilmektedir (Sobin ve Fleming, 1997; Paleri ve
ark., 2010). Hastaligin derecelendirilmesinde bir diger yontem ise klinik evreleme
sistemidir. Bu sistemde, TNM smiflandirmasinda yer alan anatomik ozelliklerin
haricinde laboratuvar ve klinik agidan oSlgiitler dikkate alinmakta ve bu 6zelliklere gore
smiflandirma yapilmaktadir. Bazi aragtirmacilar ise hastanin yasam kalitesini veya
tedavi siirecinde meydana gelen yan etkileri g6z Oniinde bulundurarak bir
derecelendirme sistemi gelistirmekte ve bu sistemi klinik aragtirmalarin karsilastirmali
degerlendirmelerinde kullanmaktadirlar. Bu siniflandirma sistemleri farkli 6zellikleri
barindiriyor gibi goziikse de temelde birbirlerine paralellik gostermektedir (Derman,
1998).
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Cizelge 2.1 Timor cesitleri

Kaynak Doku Benign Tiimor Malign Tiimor
Karsinom skuamoz veya
1. Yiizey epitel Papillom epidermoid hiicre,
transisyonel hiicre
2. Bez epitel Adenom Adenokarsinom
3. Bagdokusu
Fibroz doku Fibrom Fibrosarkom
Kikirdak Kondrom Kondrosarkom
Kemik Osteom Osteosarkom
Yag Lipom Liposarkom
Kan damari Hemangiom Hemangiosarkom
Lenf damari Lenfangiom Lenfangiosarkom
Diiz kas Leyamiyom Leyomiyosarkom
Cizgili kas Rabdomiyom Rabdomiyosarkom
4. Lenfoid doku Hodgkin lenfomasi
Hodgkin dis1 lenfomalar
5. Eritrositler Eritrolésemi
6. Miyelositler Miyelositer 16semiler
7. Plazmositler Multipl myeloma
8. Sinirsel tiimorler
Glia hiicresi Glioma (Astrositom)
Retina Retinoblastom
Meninksler Meningiom Meningosarkom
Noroektoderm Nevus Noroblastom
9. Diger dokular
Bobrek Nefroblastom (Wilms)
Meme Fibroadenom Meme kanseri
Melanoblast Nevus pigmentosus Melanom
Multipotent Teratom Teratokarsinom
Over Graniilosa hiicreli E(')u;(}g)zk\a:?;:(;;naszétsii’)
Arenoblastom vs.
Plasenta Mol hidotiform Koryokarsinom
Testis Interstisyel hiicreli Seminom

timor

Cabriyonal karsinom

15



2.1.5. Glioblastoma Multiforme

Glioblastoma multiforme, WHO'nun belirledigi kisa tanima gore glioblastoma,
astrositomlarin en tehlikeli formu olan en yiiksek dereceli (dordiincii derece) glioma
timoridir (Zhang ve ark., 2012; Anonim, 2014b). Beyinde olusan bir tiimér ¢esidi olan
glioma, astrosit (yildizs1 hiicre, astroglia) denilen glia hiicrelerinden tiirevlenmektedir.
Glia hiicreleri, beyin ve sinir sisteminde néronlar1 koruyucu ve destekleyiCi goreve
sahiptir. Ayrica glia hiicrelerinin, néronlarin madde alis-verisi yaptiklar1 g¢evre lizerinde
etkili degisiklikler gerceklestirdigi de bilinmektedir (Campbell ve Reece, 2005b;
Postlethwait ve Hopson, 2006Db).

Glioblastomanin her zaman hizla biiylimesi ve yiiksek malign karakter gostermesi,
timor smiflandirilmasinda glioblastomay1 en tehlikeli olan dordiincii smifa iten
Ozelliklerin basinda yer almaktadir. Ayrica, nekrozun gergeklesmesi ve tiimor
etrafindaki kan damarlarinin fazlalig1 da glioblastomay1 diger tiimor siniflarindan ayiran
histolojik 6zelliklerdir (Anonim, 2014b). Glioblastomanin MSS'de meydana gelmesi bu
hastaligin tedavisini zorlagtirmaktadir. Ciinkii MSS, diger organ sistemlerinin aksine
rejeneratif kapasiteye sahip degildir ve hasar gérmesi durumunda yikici sonuglar
dogurabilmektedir. Ayrica kan-beyin bariyerinden dolayr bircok kemoterapotik ilag
etkisiz kalmaktadir (Goldlust ve ark., 2008).

Her yil yaklasik 20.500 primer beyin tiimorii vakast meydana gelmekte ve yaklasik
13.000 kisi bu sebepten dolay1 hayatin1 kaybetmektedir (Goldlust ve ark., 2008). Primer
beyin tiimorlerinin yaklasik %50'si glioma, gliomalarin ise %350'si glioblastomadir.
Erkeklerde bayanlara oranla daha sik rastlanan glioblastoma genellikle 45-65 yas

araliginda goriilmektedir (Bruce ve Kennedy, 2009; Anonim, 2014b).

Glioblastoma nadiren beyin disinda bir bolgeye yayilmaktadir. Yalnizca beyin
icerisinde, ana tiimor bolgesinden farkli bolgelere hareket etmektedir. Glioblastomada
halkasal bir yayilim goriilmektedir. Tiimor merkezinden uzaklastik¢a tiimoriin ¢ok uzak
noktalarinda oran diisiik olsa bile tiimor hiicresine rastlamak miimkiindiir. Bu durum
glioblastoma hastaliginda beynin bir kisminin degil tamaminin tiimor hiicreleri ile istila

edildigini gostermektedir. Glioblastomaya yakalanan kisilerin %1-7 oraninin hastaligin
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teshisi aninda birden ¢ok tiimore sahip olduklari tespit edilmistir (Bruce ve Kennedy,
2009; Zhang ve ark., 2012; Anonim, 2014b).

Glioblastoma kendi igerisinde primer ve sekonder glioblastoma olmak iizere ikiye
ayrilmaktadir. Primer glioblastoma, glioblastomanin en yaygin ve agresif olanidir. Ani
bir sekilde meydana gelen primer glioblastomaya yakalanan kisilerin yasam siiresi
ortalama 3 ayla kisithdir. Glioblastomanin %60'n1 olusturan primer glioblastomanin
goriildiigii yas araligi genellikle 55 yas ve ustidir. Sekonder glioblastoma, tim
glioblastomalar igerisinde %40'lik bir orani olusturmaktadir. Genellikle 45 yas ve alti
kisilerde goriilebilen sekonder glioblastoma diisiik derecede bir agresiflige sahiptir. Bu
hastaliga yakalanan kisilerin 10 yila kadar yasayabildikleri tespit edilmistir. (J. M. Liu
ve ark., 2013; Luwor ve ark., 2013; Anonim, 2014b).

Beyin tiimdrlerinden glioblastomanin ve diger tiimor ¢esitlerinin olusma nedenleri tam
olarak bilinmemektedir. Arastirmacilar, timor olusumunda rol oynayan farkli
kromozom genlerinde anormallikler tespit etmisler ve beyin tiimor olusumunun da bu
anormalliklerden kaynaklandigini ileri siirmiislerdir. Cevresel (elektromanyetik alanlar,
pestisitler, nitréz bilesikleri, viriisler ve diger enfeksiyon ajanlari, radyasyon, kafa
travmast ve beslenme aligkanliklari), mesleki, ailesel ve kalitsal faktorlerin bu
anormalliklere sebep olabilecegi Ongoriilse de esas sebepler ortaya c¢ikarilamamistir
(Farrell ve Plotkin, 2007; Bruce ve Kennedy, 2009; Karabag ve ark., 2013; Urbanska ve
ark., 2014).

Beyin tiimériiniin biiylimesi ile bareber beynin normal fonksiyonlar: islemez hale
gelmektedir. Glioblastoma hastaliginda tiimoriin gelisimi ile orantili olarak beyine olan
basing artmaktadir. Bu basing sonucunda olusan ilk belirtiler bas agrisi ve bas
donmesidir. Nobet, hafiza kayb1 ve davranis degisiklikleri hastalik ilerledik¢e ortaya
¢ikan sorunlardir. Viicudun bir tarafinda meydana gelen hareket veya duyu kaybi,
konusma bozuklugu, gérme bozukluklari (bulanik gérme, c¢ift gérme) ve biligsel
bozukluklar da yaygin olarak goriilen glioblastoma belirtileridir. Diger belirtiler de
timoriin biylikligiine ve konumuna gore ortaya ¢ikabilmektedir (Goldlust ve ark.,
2008; Anonim, 2014b; Urbanska ve ark., 2014).
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Tim kanser gesitlerinde oldugu gibi beyin tiimoérlerinde de erken tani biiylik dnem
tagimaktadir. Glioblastoma teshisinde en ¢ok basvurulan yontem manyetik rezonans
goriintiileme (MRG) sistemidir. MRG ile alinan goriintiilerde glioblastomanin genellikle
halkasal bir lezyon seklinde oldugu dikkat ¢ekmektedir (Smirniotopoulos ve ark., 2007,
Mayadagli ve ark., 2013). Histolojik, sitolojik ve histokimyasal yontemler kullanilarak
timoriin tamami veya bir kismi tizerindeki histopatolojik incelemeler sonucunda kesin
tan1 gerceklesmektedir (Urbanska ve ark., 2014). Manyetik rezonans spektroskopi
(MRS) aracilig1 ile gerceklesen olglimlerde tiimordeki kimyasal 6zellikler ve mineral
seviyesi tespit edilmek suretiyle tiimoriin malign veya benign olduguna karar
verilmektedir. Ayrica MRS sayesinde bazi enfeksiyonlarin (tiiberkiiloz, parazit, bakteri
ve mantar), demiyelinizasyon olaymnin (beyin noéronlarindaki miyelin veya koruyucu
kilifin zarar gormesi) ve felg gibi diger tibbi sorunlarin beyin tiimoriinden ayirt edilmesi

saglanmaktadir (Anonim, 2014b).

Glioblastoma ile miicadelede uygulanacak olan tedavi metotlar1 tiimoriin ¢esidine,
yayilimina, biiyiikliigline ve bulundugu bolgeye gore degisiklik gostermektedir. Ayrica
hastanin genel ve norolojik durumu da tedavi siirecini etkilemektedir (Urbanska ve ark.,
2014). Glioblastoma ile miicadelede temel tedavi metotlarinin basinda cerrahi tedavi
gelmektedir. Tiimorin kiigiik oldugu durumlarda siklikla faydalanilan cerrahi yontem,
timoriin - genis bir bolgeye yayilmast durumunda tam olarak istenilen sonucu
vermemektedir. Bu durumda yine uygulanabilecek cerrahi yontem sayesinde timor
sayis1 azaltilarak hastanin yasam kalitesini yiikseltme amaglanmaktadir (Goldlust ve
ark., 2008; Bruce ve Kennedy, 2009). Cerrahi yontem diginda hastanin sahip oldugu
timor dercesine gore, uygulanan kombine tedaviler araciligi ile de tedavi siireci devam
ettirilebilmektedir. Radyoterapi ve kemoterapi uygulamalarmin ayri bir sekilde veya
cerrahi yontem ile beraber kombine bir sekilde gergeklestirilmesi hastanin hayatta
kalma siiresini artirabilmektedir (Combs ve ark., 2005; Nieder ve ark., 2006; Gauden ve
ark., 2009; Wang ve ark., 2010).
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2.1.6. Kanser Tedavi Yontemleri

Kanser tedavilerinde basarisizlifa gotiiren en dnemli nedenlerin basinda invazyon ve
metastaz gelmektedir. Tanis1 koyularak tedavisine baslanan bir¢ok hastada klinik
metastazin meydana geldigi, bazilarinin ise lokal tedaviler aracilig ile iyilestirilebildigi
rapor edilmistir. Ancak yapilan arastirmalar gdstermektedir ki lokal tedavi ile sonug
almiyor sanilsa da gizli metastazlar bir siire sonra ortaya ¢ikabilecek ve hasta yagamini
kaybedebilecektir (Mandel, 1998). Bu o6zelliginden dolay1 sinsi bir hastalik olan
kanserden korunmada en Onemli husus, kanserin olusmadan Onlenmesi i¢in gerekli
tedbirlerin alinmasidir. Karsinojenik maddelerden uzak durmak, yasimiza uygun olarak
yeterli ve dengeli beslenmek ve ruh sagligimizi giiglii tutmak suretiyle temiz ve saglikli
bir yasam siirdiirmeye ¢alismamiz kansere yakalanmama ihtimalimizi ylikseltecektir
(Gobelez, 2001; Usta, 2008).

Kanser hastaligina yakalanmig biri i¢in erken tani biiylik 6nem arz etmektedir
(Hatipoglu, 2007; Bilge, 2008; Kanbur ve Capik, 2011). Erken tani koyulmus bir
hastanin uygun tedavi yontemleri kullanilarak %70-100 oraninda kanserden kurtulma
ihtimali mevcuttur (Bilge, 2008). Ancak kanserin seviyesinin ilerlemesi, hastay1 uzun ve
zorlu bir tedavi silirecine itebilmektedir. Bu siire¢ icerisinde hasta lizerinde kiiratif
(iyilestirici) veya palyatif (gegistirici) tedavi yontemleri tercih edilmektedir (Dékmeci,
2000).

Kanser tedavisinde yararlanilan yontemler genel olarak; cerrahi tedavi, radyoterapi (1sin
tedavisi), kemoterapi (ilag tedavisi), hormonal tedavi, immiinoterapi ve agr1 tedavisi
olmak ftizere alti ana baglik altinda incelenmektedir (Usta, 2008). Ayrica bu temel
yontemlere destek amacli gerceklestirilen tamamlayici tedavi metotlar: ve bilimsel tibbi
uygulamalar altinda gegmeyen, geleneksel tedavi yontemleri olarak da bilinen alternatif

tedavi metotlar: da mevcuttur (Kav ve ark., 2008; Isik ve Akcay, 2014).
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2.1.6.1. Cerrahi Tedavi

Kanser tedavisinde en koklii yontem olan cerrahi miidahalede amag, tiimoriin yayilmis
oldugu tiim dokuyu kokiinden kesip almaktir. Tiimoriin lenf bezlerine dagilmis oldugu
durumlarda, ilerleyen siiregte riski azaltmak admna, doku lenf bezleriyle beraber de
alinabilmektedir (Derman, 1998; Usta, 2008). Primer tiimdriin meydana gelip metastaz
yapmadigi durumlarda ilk tercih edilen yontem cerrahi miidahaledir. Tiimorlii dokunun
tamamen c¢ikarilmasi kiiratif tedavi yontemlerine girmektedir. Baz1 durumlarda ise diger
tedavi yontemlerine katki saglanmasi amaciyla timorlii kitlenin tamamen alinmasi
yerine azaltilmas: da s6z konusu olabilir. Bu tedavi yontemi ise palyatif metot basligi

altindadir (Kutluk ve Kars, 1994; Derman, 1998).

Cerrahi tedavi yoOnteminde biiyiikk ameliyatlarin haricinde daha kiiglik cerrahi
tekniklerden de yararlanilmaktadir. Lazer destekli interstisyel termoterapi (LITT),
yiiksek frekansh termoterapi (HITT), radyofrekansablasyon, kriyoterapi ve fotodinamik
lazer teknikleri minimal cerrahi miidahalelerdir. LITT, HITT ve radyofrekansablasyon
tekniklerinde kanserli organin kiigiik bir kesiginden igeri girerek tiimor dokusunu 1s1,
elektrik ve lazer araciligi ile tahrip edebilme s6z konusudur. Kriyoterapide tiimorlii
dokunun tahrip edilmesi ani dondurma, yavas eritme veya soguk-sicak uygulamanin
doniistimlii olarak uygulanmasi esasina dayanmaktadir. Fotodinamik lazer tedavisinde
ise amag, kan dolagim sistemine enjekte edilen 1s18a duyarli maddelerin timor
dokusunda yogunlagmasini saglamak ve bu yogunlasmanin ardindan tiimoriin belli bir
151n dalgasiyla 1sinlamaya maruz birakilarak tahrip edilmesidir. Tabi ki bu yontemlerin

hepsi olumlu sonuglar verse de yan etkileri de géz ardi edilmemelidir (Usta, 2008).

2.1.6.2. Radyoterapi

Radyoterapi ile tedavi siirecinde, gama, kobalt ve sezyum gibi giiglii enerjiye sahip
elektromanyetik 1sinlar ile sonu¢ alinmasi amaglanmaktadir. Bu tedavi yontemi ile en
1yl sonug¢ alman bolge doku yiizeyidir. Doku ylizeyinde yer alan tiimorler 1sinlar ile
daha cabuk temas etmekte ve diger organlarin zarar gorme ihtimali diigmektedir.

Organlarda yer alan tiimor tedavilerinde viicuda gonderilen 1smin enerjisi artirilarak
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hedef organa iletilmesi saglanmaktadir. Bazi durumlarda az miktarda radyoaktif
maddeyi uzun silire kullanmak amaciyla elektromanyetik 15in, dogrudan tiimdre
(brakiterapi) veya timoriin ¢ok yakin bir bolgesine konumlandirilabilmektedir. Her
hiicrenin elektromanyetik 1sinlara direnci farkli oldugundan ve saglam dokunun zarar
gormesini engellemek amaciyla radyoterapi yontemi, cerrahi tedavi veya kemoterapi
yontemleri ile beraber kullanilabildigi gibi tiim bu yontemler birbirlerini takip etmek
suretiyle ayr1 ayr1 da kullanilabilmektedir (Kutluk ve Kars, 1994; Derman, 1998; Usta,
2008).

2.1.6.3. Kemoterapi

Erken taninin yapilmadigi ve metastaz yapmis olan kanser tiirlerinde agirlikli olarak
tercih edilen yontem kemoterapidir (Kutluk ve Kars, 1994). Kemoterapi yonteminde,
farkli maddeleri iceren ilaglarin (kemoterapotik maddeler) kullanimi ile kanserli
hiicrelerin boliinmesini engellemek veya geciktirmek amaglanmaktadir. Kullanilan
ilacin timori etkileyip etkilemedigi hasta tizerinde siirekli analizler yapilmak suretiyle
anlasilabilmektedir. Tedavi kiirlerinin birka¢ kez kullanilmasi sonucunda hiicrelerin bu
ilaca karst bagisiklik kazanmis olma ihtimali mevcuttur. Bu ihtimal gbéz oniinde
bulundurularak genellikle farkli ilaglar ile kombine tedaviler tercih edilmektedir (Usta,
2008). Kullanilan bu ilag gruplarindan bazilari hiicrenin genetik kodunu degisime
ugratmak (alkilleyici ajanlar), bir kism1 DNA replikasyonunu engellemek
(antimetabolik ajanlar), diger bir kismi ise hiicrenin bdliinmesini durdurmak suretiyle
tedavi saglamaktadir (Eving ve ark., 1998; Dokmeci, 2000). Kemoterapinin sistematik
bir tedavi yontemi oldugu diistiniildiigiinde, saptanmis veya saptanamayan, ister benign
isterse malign timor gesitlerinde etkili olabildigi belirlenmistir. Fakat bu genis ¢apl
etkisinden dolayr saglikli hiicreleri de olumsuz yonde etkiledigi ortaya c¢ikmistir. Sag
dokiilmesi, bulanti, kusma, akyuvar sayisinda diigme gibi belirtiler kemoterapinin yan
etkilerinden bazilaridir (Kutluk ve Kars, 1994; Usta, 2008).

21



2.1.6.4. Hormonal Tedavi

Hormonlar, bazi hiicreler tarafindan viicuttaki diger hiicrelerin aktivitelerini diizenlemek
amaciyla salgilanan organik bilesiklerdir. Bu bilesikler viicuttaki su ve mineral
dengesini ve homeostasiyi saglayarak, dis uyarilara cevap olusturarak metabolizmay1
diizenlemek suretiyle biiylimeyi, gelismeyi ve iliremeyi kontrol etmektedir. Viicutta
birgok farkli hormon salgilanmasina ragmen her hormonun etkiledigi hedef hiicreler

mevcuttur (Johnson ve Raven, 2004b; Postlethwait ve Hopson, 2006c).

Baz1 kanser tiirlerinde, salgilanan hormonlarin kanserli hiicre olusumunu tetikledigi
belirlenmistir (Russo ve Russo, 2008; LeRoith, 2011; Lange, 2012; Perry ve ark., 2013).
Bu nedenle kansere neden oldugu diisiiniilen bu hormonlarin cerrahi olarak veya 6zel
ilaglar kullanilarak bloke edilmesi yoniinde tedavi metotlar1 gelistirilmistir. Kanserle
miicadelede hormonal tedavi silirecinde hastaya antihormonal maddeler verilmektedir.
Bu madde iletimi agiz veya kan yolu ile olmaktadir. Hormonal tedavi yoénteminin
elestirildigi yoni, viicudun dogal hormonal dengesini bozdugundan dolay1 kisilerin

hayat kalitesini diisirmesidir (Usta, 2008).

2.1.6.5. iImmiinoterapi

Viicudun bagisiklik sistemini giliclendirmeye yonelik gergeklestirilen tedavi yontemi
immiinoterapi adin1 almaktadir (Serdengecti, 1998). Bagisiklik sisteminin zayiflamasina
veya ¢Okmesine neden olan hastalik tiirlerinin kanseri olugturma riski daha yiiksektir.
Bu nedenle immiinoterapi sayesinde bagisiklik sistemi igerisindeki hiicrelerin kanser
hiicrelerini hedef alarak yok etmesi saglanmaktadir. Immiinoterapi ydnteminde
kullanilan protein yapili iki 6nemli molekiil sitokin ve antikordur (Usta, 2008; Sakalar
ve ark., 2013).

Sitokin bagisiklik sistemi uyaricilarindandir. Interferon, interlokin ve eritroprotein gibi
sitokin grubu altinda yer alan maddelerin temel gorevi antikor ve kan iretimini
saglamaktir. Bu temel gorevlerin haricinde sitokinler kanser hastalarinda kanserli

hiicrelerin bagisiklik sistemi tarafindan taninmasimi da kolaylastirmaktadir. Sitokin
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tadevisinde kullanilan maddeler genellikle kemoterapi yontemi ile beraber damardan
veya deri altindan uygulanmaktadir. Disaridan viicuda ilave edilen sitokin miktarinin
uygun dozda ayarlanmamasi durumunda kan dolasimi bozukluklarina rastlanabilir. Bu
ylizden sitokin tedavisinde en uygun yol viicudun kendisinin sitokinleri iiretmesini
saglayabilmektir. Bu mekanizmay1 harekete gecirmek amaciyla sitokin iiretimini tegvik
edecek bitkisel ve hayvansal kaynakli iirinlerden faydalanilmaktadir (Derman, 1998;
Serdengecti, 1998; Usta, 2008).

Antikor tedavisinde, monoklonal antikor ismi verilen yapay antikorlardan kanserli
hiicreleri tan1 amaciyla yararlanilmaktadir. Bu antikorlar tiimdr hiicrelerinin ylizey
antijenlerin ile reaksiyon gostermektedir. Bir nevi spesikif tiimor taniyicilaridir. Bu
ozelliginden dolay1 monoklonal antikorlar1 radyoaktif maddelere baglayarak
goriilmeyen tiimor ve metastaz yerlerini saptamak miimkiindiir. Ayrica bu antikorlara
sitotoksik maddeler baglamak suretiyle yine yonlendirme amagli kullanilarak dogrudan
timor hiicreleri tizerinde toksik etki olusturmak da bir diger monoklonal antikor tedavi

yontemidir (Serdengegti, 1998; Demirelli, 2005; Sakalar ve ark., 2013).

2.1.6.6. Agr1 Tedavisi

Kanser hastaliginin seyri ve tedavisi esnasinda ortaya ¢ikabilecek agrilardan kurtulmak
veya bu agrilarin siddetini azaltmak amaciyla gergeklestirilen tedavi yontemleri agri
tedavisi bashigi altinda incelenmektedir. ilk olarak 1982 yilinda WHO tarafindan
gergeklestirilen ve alaninda uzman birgok bilim insaninin katildig toplantida kanserde
agr1 tedavisinin esaslar1 saptanmistir. Ayrica bu toplantida agri kesmede etkili olacak
bazi ilaglar iizerinde anlagmaya varilmistir. O tarihten giliniimiize kadar yine belirli
araliklarla gerceklestirilen bilimsel toplantilar araciligy ile farkli agr1 tedavi metotlar

tizerinde sonuglara varilmaktadir (Erdine, 1992).

Kanserde agr1 tedavisinde 6nemli bagliklardan birisi palyatif bakimdir. Palyatif bakimda
kiiratif tedaviye cevap vermeyen hastalarin yasam kalitesini artirmak amaciyla agrilarin,
ruhsal ve psikososyal sorunlarin erken tespiti saglanarak bu sorunlarin Onlenmesi,

giderilmesi veya azaltilmasi amaglanmaktadir. Palyatif bakim, hastaligin baslangic
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doneminden itibaren diger tedavi yontemleri ile beraber uygulandiginda, agrilarin
kokenine inilerek tiimoriin lokalitesi hakkinda da fikir yiiriitmek suretiyle farkli tedavi

metotlar1 gelistirilmesine katki saglayacaktir (Erdine, 1992; Goébelez, 2001; Usta, 2008).

2.1.6.7. Tamamlayici ve Alternatif Tedaviler

Kanser hastaliginin tedavi siirecinde modern tedavi metotlar1 istenilen sonucu tam
olarak vermediginde destek amagli bircok tamamlayici tedavi yontemlerinden
yararlanilmaktadir. Tamamlayic1 tedavi metotlarinda amag, hastadaki semptomlar1 ve
kullanilan kemoterapotiklerin yan etkilerini diisiirmek, fiziksel ve ruhsal destek

saglamak suretiyle kisinin yasam kalitesini gelistirmektir (Kav ve ark., 2008).

Tamamlayic1 tedavi metotlar1 igerisinde zihinsel, ruhsal ve bedensel tedavi metotlari
baslig1 altinda; aromaterapi masaji, biyoenerji, spritiiel sifa (maneviyat ve dua), holistak
tip (bitiinciil tip), hipnoz, meditasyon, yoga ve psikoterapi yontemleri, fiziksel
dokunma ve enerji tedavileri baslig1 altinda ise akupressor, akupunktur ve bodywork
yontemleri yer almaktadir (Istk ve Akcay, 2014). Yine tamamlayici tedavi
yontemlerinden olan organot terapi, hipertermi (asir1 1s1 yontemi) tedavi, oksijen terapi,
ozon terapi, kolon hidroterapi, galvanoterapi (pil akimi tedavisi) ve yer 1sinlart ile tedavi

metotlar1 diger kullanim alanlarini olusturmaktadir (Usta, 2008).

Alternatif kanser tedavisi yontemlerinde kullanilan baslica iiriinler bitkisel kaynaklidir
ve kullanilan tibbi bitkiler sayesinde gergeklestirilen tedavi siireci fitoterapi adini
almaktadir. Bitkisel {iriinlerin tedavi amagl kullantmi M.O. 3000 yillarma kadar
dayanmaktadir. WHO kayitlarina gore, temel saglik hizmetleri uygulamalarinda diinya
niifusunun %70-80'" bitkisel {irlinlerden faydalanmaktadir (Anonim, 2012). Gegmisten
giintimiize kanser hastaliina ¢6ziim bulmak amaciyla sayisiz bitki tiirli tedavi amagl
olarak denenmistir. Okseotu, ekinezya, ginseng, taiga kokii, meryemana dikeni, arpa,
yesil cay, lapako c¢ayi, rooibos ¢ayi, essiak g¢ayi, buhur ve hint keneviri geleneksel
olarak halkin yararlandig1 bitki g¢esitlerinin basinda gelmektedir (Usta, 2008). Farkli
bitkilerden elde edilen ekstraktlarin ve cesitli etken maddelerin bazi kanser tiirleri

iizerinde, temel tedavi metotlarina destek amagh olarak kullanildiklar1 ve olumlu sonug
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verdikleri yapilan bilimsel ¢alismalara da yansimistir (Efdi ve ark., 2007; Shen ve ark.,
2007; Ayhan, 2008; Karaca, 2008; Er, 2010; Russo ve ark., 2010; Efferth ve ark., 2011;
Tomsuk, 2011; Sirma, 2013).

2.1.7. Alternatif Tedavi Amach Kullanilan Likenlerin Genel Ozellikleri

Varliginin 400 milyon yil d6ncesine dayandigi bilinen likenlerin (Taylor ve ark., 1995)
eski caglarda tek bir bitki oldugu sanilmasina ragmen, Schwender ve Trebox yaptigi
caligmalar ile likenleri mantarlar ve alglerin birlesmesi sonucu morfolojik ve fizyolojik
bir biitiin halinde meydana getirdikleri simbiyotik organizmalar olarak tanimlamislardir
(Aslan, 1995). Morfoloji ve fonksiyon agisindan kendisini meydana getiren alg ve
mantarlardan farkli bir 6zellik barindiran likenlerde tallus adi verilen, mantar hifleri
arasina alg hiicrelerinin yerlesimi sonucu olugmus yapilar mevcuttur. Likenlerde
vejetatif tireme bigimi talluslardan meydana gelen iireme birimleri (Soredyum) ile
gerceklesirken, eseyli lireme mantar iiyelerinde goriilmektedir. Biiyiik bir kismi
tallustan meydana gelen likenlerin rengi, boyutu veya sekli tanimlanirken tallusu
kastedilmektedir (Aslan, 1995; Brodo ve ark., 2001).

Liken birligi i¢erisinde yer alan alglerin ve mantarlarin, bu birlikteligi ayakta tutabilmek
adina kendilerine 6zgii fonksiyonlar1 mevcuttur. Simbiyotik iliskide, alg grubu klorofil
icerdiginden  fotosentezi  gerceklestirerek  birligin  karbonhidrat  gereksinimini
karsilarken, mantar grubu su ve madensel maddelerin alinmasindan sorumludur. Bu iki
canlt grubunun normal sartlarda bireysel olarak yasayamayacaklar1 bolgelerde
birleserek likenleri meydana getirmek suretiyle koloni halinde yasadiklar1 bilinmektedir
(Nash, 2008).

Yeryliziinde diger bitkilerin yagsayamadiklar1 verimsiz topraklar iizerinde, ¢cok soguk
alanlarda, collerde, kuru agac kabuklar1 iizerinde yani hemen her bolgede likenlere
rastlamak miimkiindiir. indikatdr canli olarak da bilinen likenlerin yeterli nem ve 151k
oraniin bulundugu, oksijeni bol, temiz alanlarda daha uzun 6miirlii olduklar1 ve bu
bolgelerde diger alanlara kiyasla daha fazla liken tiiriiniin geligebildigi tespit edilmistir

(Brodo ve ark., 2001).
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Dogada kabuksu, yapraksi veya dals1 formlarda bulunabilen likenler, yagamlarinin ilk
donemlerinde higbir bitki tiiriiniin yasayamayacagi ortamlarda (kayalik, bataklik, cakilli
vs.) primer siiksesyon olaymi meydana getirmektedir. Yapisinda barindirdigi asidik
igerikli sekonder metabolitler araciligi ile tutunduklar1 kayalar1 parcalayarak kaya
tizerinde ince bir toprak tabakasi olusturan likenler, ilerleyen donemlerde ytiksek yapili
bitkilerin o bolgede gelismesine olanak saglamaktadir (Nash, 2008). Likenlerin primer
siiksesyonda gorevli olan sekonder metabolitleri bircok bilim insaninda likenlerden
farkli alanlarda yararlanma fikrini dogurmustur. Likenlerin kimyas1 {izerine ilk
calismalar 19. ylizyilin ortalarinda olugsmaya baslamis ve o donemden giiniimiize kadar
bircok arastirmaci likenlerin yapisinda bulunan primer (polisakkaritler, aminoasitler,
amin ve proteinler) ve sekonder (alifatik ve aromatik bilesenler) metabolitlerin kimyasal
yapilarini aydinlatarak, bu bilesiklerin farkli alanlarda kullanilmasina onciiliik etmistir

(Huneck, 1999; Boustie ve Grube, 2005).

Cetraria islandica (L.) Ach., Cladina rangiferina (L.) Nyl. ve Lecanora esculenta
(Pall.) Eversm. tiirlerinin eski donemlerde gida amagli, C. islandica ve Lobaria
pulmonaria (L.) Hoffm. tiirlerinin deri tabaklanmasi alaninda, Rocella sp. tiirlerinin
kiyafet boyama alaninda, Evernia prunastri (L.) Ach., Pseudevernia furfuracea (L.)
Zopf., L. pulmonaria, Anaptychia ciliaris (L.) Korb., bazi Usnea sp. ve Physcia sp.
tiirlerinin ise kozmetik alaninda kullanildiklar1 belirlenmistir (Oztﬁrk ve Aslan, 1991;
Dilsizoglu ve ark., 2004).

Likenlerin yapilarindaki etken maddelerin toksik ve faydali 6zellikleri goz Oniine
aliarak gergeklestirilen bir¢cok caligma ile bilim diinyasina katki saglanmistir. Tarim
zararlilar1 ile miicadelede gergeklestirilen biyolojik insektisit ¢aligmalari (Emsen ve
ark., 2012a, 2012b, 2013; Yildirim ve ark., 2012a, 2012b), tip ve saglik sektoriinde
alternatif metot olarak ortaya konulan antimikrobiyal (Rankovi¢ ve ark., 2011; Kosani¢
ve ark, 2013; Gryji¢ic ve ark.,, 2014) antiviral (Karagéz ve Aslan, 2005),
antienflamatuar (Siileyman ve ark., 2003; Halici ve ark., 2005; Odabasoglu ve ark.,
2006), antioksidan (Aslan ve ark., 2006; Yiicel ve ark., 2007; Rankovi¢ ve ark., 2012;

ark., 2007), immiinolojik (Ogmundsdoéttir ve ark., 1998; Kirmizigul ve ark., 2007),
antigenotoksik ve antimutajenik (Agar ve ark., 2010; Turkez ve ark., 2010; Alpsoy ve
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ark., 2011; Kotan ve ark., 2011; Aslan ve ark., 2012) calismalar, fikir olusturmasi

acisindan, daha sonraki donemlerde yapilabilecek ayrintili caligmalara 151k tutmustur.

Tibbin ve saglik sektoriiniin degisik alanlarinda alternatif tedavi metotlar1 kapsaminda
etkili sonuglar verdigi gézlemlenen likenlerin, farkli kanser tiirleri lizerinde alternatif
tedavi stireci icerisinde etkili olabilecegini kanitlayan bir¢ok bilimsel yaym mevcuttur
(Bézivin ve ark., 2004; Haraldsdoéttir ve ark., 2004; Bazin ve ark., 2008; Burlando ve
ark., 2009; O’Neill ve ark., 2010; Einarsdottir ve ark., 2010; Koparal ve ark., 2010;
Backorova ve ark., 2011; Mitrovi¢ ve ark., 2011; Rankovi¢ ve ark., 2012; Turkez ve
ark., 2012; Singh ve ark., 2013; Kosani¢ ve ark., 2013; Ari ve ark., 2014b; Grujici¢ ve
ark., 2014). Bu yayinlar ve ge¢mis yiizyillardan bu yana likenlerin geleneksel bir
sekilde kullanilarak bircok alanda olumlu sonuclar verdigi goz Oniine alindiginda,
kanser ile miicadelede de temel tedavi metotlarina destek amagli likenlerin kullaniminin

ayr1 bir 6neme sahip oldugu goz ardi edilemez bir gergektir.

2.2. Kaynak Arastirmasi

Lin ve ark. (2003), Cladonia furcata likeninden izole ettikleri polisakkaritlerin (CFP-2)
HL-60 ve K562 hiicre hatlar1 tizerindeki etkilerini arastirmislardir. CFP-2'nin
antiproliferatif 6zelliklerinin apoptotik hiicre Sliimiiniin indiiklenmesine bagli oldugu
gorilmistiir. Apoptoz sirasindaki molekiiler degisimleri aydinliga kavusturmak adina
HL-60 hiicrelerindeki 6zel antikorlar kullanilarak Western Blot yontemi ile Bcl-2, Bax,
Fas ve FasL protein ekspresyon Slgiimleri alinmistir. Bcl-2 seviyesinin biiyiik l¢iide
degismeden kaldigi, fakat Bax, Fas ve FasL ekspresyonlarinin arttigi goézlenmistir.
Dahasi, CFP-2 uygulanmis HL-60 hiicrelerindeki telomeraz aktivitesinin, iizerinde
uygulama gerceklestirilmeyen kontrol hiicrelerine kiyasla azaldig: tespit edilmistir. Bu

sonuglar CFP-2'nin potansiyel kanser tedavi araci olabilecegi fikrini ortaya ¢gikarmigtir.

Bézivin ve ark. (2004), Cladonia convoluta liken tiiriinden izole edilen depsidon 9'-(O-
metil) protosetrarik, (-)-usnik ve fumarprotosetrarik asidin yapilarint HSQC ve HMBC
spektral verilerini kullanilarak agiga ¢ikarmiglardir. Kullanilan bilesiklerden yalnizca

(-)-usnik asidin ¢esitli kanserli hiicre hatlar1 {izerinde sitotoksik aktivite gosterdigi
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belirlenmistir. L1210, 3LL, DU145, MCF7, K-562 ve U251 hiicre hatlar1 tizerindeki
medyan inhibitér konsantrasyon (ICsp) degerlerinin sirasiyla 6; 12,1; 15,8; 17,8; 8,2 ve
6,8 ug/mL oldugu tespit edilmistir. Ayrica, (-)-usnik asidin doza ve zamana bagli bir

sekilde fare l16semi hiicre hatt1 olan L1210 tizerinde apoptozu tesvik ettigi belirlenmistir.

Correcché ve ark. (2004), likenlerden izole ettikleri 15 sekonder metabolitin (depsidler,
depsidonlar ve usnik asit) primer sican hepatosit kiiltiirii tizerindeki sitotoksik ve
apoptotik etkilerini incelemislerdir. Laktat dehidrogenaz salinimi, kaspaz 3 aktivasyonu
ve DNA fragmantasyonu Olgiimleri gerceklestirilmisti. Onemli bir nekroz
gerceklesmeden Once hepatositler lizerinde apoptotik etkileri olan bilesikleri tespit
etmek icin, apoptoz gergeklestirme fazinda 6nemli adimlar ile iligkili bir dizi markor
degerlendirildi. DNA fragmantasyonunun akim sitometri analizi, hepatositlerin
sitotoksik bilesik konsantrasyonlarina maruz kalmasinin ardindan alt-diploid DNA

igerigi ile apoptotik ¢ekirdeklerde artisin oldugunu ortaya koymustur.

Haraldsdottir ve ark. (2004), liken sekonder metabolitlerinden protolikesterinik asit,
lobarik asit ve baeomycesic asidin 12 farkli insan kanser hiicre hatti {izerindeki
antiproliferatif etkilerini arastirmiglardir. Tiim bilesiklerin in vitro sartlarda 5-LOX
inhibitor aktiviteleri ve ayrica protolikesterinik ve lobarik asidin 12-LOX inhibitorii
oldugu tespit edilmistir. Kullanilan kanser hiicre hatlar1 sunlardir: Capan-1, Capan-2 ve
PANC-1 (hepsi pankreastan), T47-D (meme), PC-3 (prostat), NCI-H1417 (akciger),
NIH:OVCAR-3 (yumurtalik), AGS (mide), WiDr (kolon), HL-60, K-562 ve JURKAT
(eritrosit ve T-hiicre 16semisi). Protolikesterinik asidin tiim hiicre hatlarina karsi gok
yiiksek derecede inhibitor etki gosterdigi ortaya c¢ikmistir. Daha sonraki etkili
metabolitin 15,2-65,5 pug/mL’lik medyan etkili konsantrasyon (ECsp) degeri ile lobarik
asit oldugu tespit edilmistir.

Halici ve ark. (2005), Usnea longissima liken tiiriinden elde edilen su ekstraktinin
sicanlardaki indometazin-tesirli tilser modelleri kullanilarak antiiilserojenik etkilerini
arastirmiglardir. Deneme gruplar1 alt1 sigandan olusturulmustur. Su ekstraktinin 50, 100
ve 200 mg/kg dozlu antiiilserojenik aktiviteleri negatif (yalnizca indometazin
kullanilmis) ve pozitif kontrol gruplar ile kiyaslanarak belirlenmistir. U. longissima

tiriiniin su ekstraktinin tiim dozlarmin negatif kontrol gruplarma kiyasla Onemli
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derecede antiiilserojenik aktivite gosterdigi belirlenmesine ragmen, en yiiksek aktiviteyi
%79,8 ile 100 mg/kg’lik ekstrakt gostermistir. Kullanilan su ekstrakti pozitif
antioksidan olarak kullanilan askorbik asit ve troloks ile karsilastirildiginda daha az

seviyede antioksidan aktivite gostermistir.

Mayer ve ark. (2005), insan tiimoérlerinin ¢ogunlugunun, p53 ag aktivitesini ve
ekspresyonunu diizenleyen inaktif p53'i veya hiicresel faktorleri tasidigini
bildirmislerdir. Gergeklestirilen ¢alismada, bir liken bilesigi olan usnik asidin p53
meme kanseri hiicre hattt olan MCF7'ye, fonksiyonel olmayan p53 meme kanser hiicre
hatt1 olan MDA-MB-231'e ve akciger kanseri hiicre hatt1 olan H1299'a kars1 aktivitesi
incelenmistir. Usnik asit ile muamele edilen MCF7 hiicrelerinde p53 ve p21 protein
birikimi olmasina ragmen, p53 transkripsiyonel aktivitesi etkilenmemistir. Ayrica
Ser15'te, p53 fosforilasyonunun olmadigi belirlenmistir. Bu sonuglar, usnik asidin
oksidatif sterese neden olarak hiicrelerin normal metabolik siirecini bozdugunu, fakat

DNA hasarinin ger¢eklesmedigini ortaya koymustur.

Cheng ve ark. (2006), glioblastomanin norolojik sistemde en yaygmn goriilen malign
timor oldugunu o©ne sirmigslerdir. Gergeklestirilen ¢alismada, Bolbostemma
paniculatum'un tuberlerinden tubeimosid V (1)'in farkli konsantrasyonlarinin U87MG
hiicreleri lizerindeki antitimor aktivitesi arastirilmistir.  Sonuglar, U87MG hiicre
proliferasyonunun doz ve zamana bagli olarak baskilandigini gdstermistir (ICso = 3,6
uM). U87MG hiicrelerindeki DNA akim sitometri analizleri, tubeimosid V (1)'in
apoptoz hiicre dongiisiindeki belirgin alt-G1 pikinin indiiklendigini ortaya ¢ikarmistir.
Western-blot yontemi ile incelenen molekiiler degisimler, tubeimosid V (1)'in Bcl-2
proteininin ekspresyon seviyesini diislirdiigiinii, Bax proteininin ekspresyon seviyesini
ise yiikselttigini gostermistir. Elde edilen sonuglar, tubeimosid V (1)'in U87MG
hiicreleri  iizerindeki sitotoksik etkilerinin hiicre apoptoz indiiklenmesinden

kaynaklandigini ortaya ¢ikarmustir.

Das ve ark. (2007), sarimsakta bulunan dialil siilfit (DAS), dialil disiilfiir (DADS) ve
dialil tristilfid (DATS) organosiilfiir bilesiklerinin insan glioblastoma T98G ve U87TMG
hiicrelerine kars1 sitotoksik etkilerini incelemislerdir. Wright ve ApopTag boyama

uygulamalar1 apopotozun indiiklendigini gdstermistir. Olgiimler, reaktif oksijen
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tiirlerinin (ROS) ve hiicre i¢i serbest [Ca®*] artisinin apoptozu meydana getirdigini
ispatlamistir. Western blot analizi, stres kinazlar ve sistein proteazlarin artan ekspresyon
ve aktivitelerinin apoptoza neden oldugunu gostermistir. Spesifik inhibitér kullanimi
apoptozdaki farkli kinaz ve proteinaz aktivasyonunu ortaya ¢ikarmistir. Sonug olarak,
sarimsak bilesenlerinin ROS {iretimine, endoplazmik retikulum stres artigina, stres kinaz
ve sistein proteazlarin aktivasyonundaki azalmaya sebep olduklarindan dolay:

glioblastoma hiicrelerindeki apoptozu indiikledikleri tespit edilmistir.

Bazin ve ark. (2008), dokuz usnik asit-amin bilesimini fare ve insan kanserli hiicre
hatlar1 iizerinde denemislerdir. Poliamin tiirevleri L1210 hiicre hattinda 6nemli derecede
sitotoksisite gostermistir. Bu tiirevlerin aktiviteleri poliamin gegis sisteminin (PTS)
bagimsiz oldugunu ortaya c¢ikarmistir. Gergekte poliamin tiirevlerinin aktiviteleri Cin
hamster ovaryumu (CHO) ve PTS’nin olmadigini CHO-MG hiicrelerinde birbirlerine
benzer oldugunu gostermistir. Ek olarak, PTS nin aktivitesini dolayli yoldan artirdigi ve
sonugta PTS araciligiyla hiicrelere giren sitotoksik ilaclarin sitotoksisitesini yiikselttigi
bilinen alfa-diflormetilornitin ve ornitin dekarboksilaz inhibitorii, poliamin tiirevlerinin
aktivitesi lizerinde etki gostermemistir. Daha aktif olan 1,8-diaminoktan tiirevi ¢alisilan
tiim kanser hiicre hatlar1 izerinde benzer aktiviteleri gdstermis ve apoptoz olayini tesvik

etmistir.

Kim ve ark. (2008), bir izoflavon metaboliti olan irisolidonun insan astroglioma
hiicrelerindeki (U87MG) matris metaloproteinaz-9 (MMP-9) ekspresyonunu inhibe edip
etmedigini incelemislerdir. Iirisolidon, U87MG hiicrelerindeki PMA tarafindan
indiiklenen MMP-9'un protein ekspresyonunu ve salgisini inhibe etmistir. Caligmada
irisolidonun glioma hiicrelerinin in vitro invazivligini bastirdigi gézlenmistir. Bu
nedenle eclde edilen sonuglar, irisolidon tarafindan gergeklestirilen MMP-9
ekspresyonunun gii¢lii inhibisyonunun, glioma invazivliginin ve gelisiminin kontrolii

icin uygulanabilecek bir tedavi yontemi olabilecegini gostermistir.

Russo ve ark. (2008), UV-A ve UV-B'nin gen mutasyonlarina sebep olarak bagisiklik
sistemini baskiladigini1 ve deri kanserine yol agtigin1 6ne stirmiislerdir. UV-A ve UV-B
tarafindan iiretilen reaktif oksijen (ROS) ve reaktif azot (RNS) tiirlerinin inhibisyonu

sayesinde inflamasyon, bagisiklik sistemini bastirma, gen mutasyonu ve karsinogeneze

30



¢ozlim bulunabilecegini diisiinmektedirler. Bu diisiincelerden yola ¢ikarak yapilan
calismada, iki liken bilesigi olan sphaerophorin (depside) ve pannarin (depsidone)'in,
hidroksil radikalleri (OH), nitrik oksit (NO) ve bunlarin siiperoksit anyon (O;") tarama
kapasitesi tarafindan indiiklenen pBR322 DNA boliinmesi iizerindeki etkileri
arastirllmistir.  Ayrica, bu bilesiklerin M14 (melanom hiicre hatti) iizerindeki
antiproliferatif aktiviteleri de incelenmistir. Calisma sonucunda Sphaerophorin ve
pannarin bilesiklerinin plazmit DNA {izerinde koruyucu bir etki gosterdigi ortaya
cikmistir. Hiicre kiiltiiriinde elde edilen verilere gore, bu liken metabolitlerinin
apoptotik hiicre 6liimiinii tegvik etmek suretiyle melanom hiicrelerinin gelisimini inhibe
ettigi goriilmiistiir. Bu inhibasyon, genomik DNA parcalanmasi (COMET ve TUNEL

uygulamalari) ve kaspaz-3 aktivitesindeki 6nemli artis gézlemlenerek tespit edilmistir.

Zeytinoglu ve ark. (2008), Salmonella typhimurium'un TA98 ve TA100 suslarinda 4-
nitro-o-fenilendiamin (4-NPD) ve 2-aminofluorene (2-AF) olarak bilinen mutajenlere
kars1 antibakteriyal ajan oldugu tespit edilen Cetraria aculeata (Schreb.) Fr. likeninden
elde edilen ekstraktin genotoksik/antigenotoksik aktivitelerini incelemislerdir. Ayrica
mikroniikleus olusumu i¢in mitomisin C'ye karst ekstraktin daha ileri
genotoksisitesi/antigenotoksisitesi  insan  lenfositlerinde  degerlendirilmistir. Bu
denemelere ek olarak ti¢ farkli hiicre hatti iizerinde 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir (MTT) uygulamasi sayesinde sitotoksik etkiler
arastirilmistir.  Calisma sonucunda C. aculeata ekstraktinin bakteriyal sistemde
antigenotoksik etki gosterirken, memeli hiicrelerinde sitotoksik etki gostermedigi, bazi
kanser hatlarinda sitotoksisiteye sahip oldugu saptanmistir. Bu sonuglar C. aculeata

likeninin tedavi amagh kullanilabilecegi fikrini ortaya ¢ikarmistir.

Burlando ve ark. (2009), liken poliketitlerinden (+)-usnik, salazinik, vulpinik, giroporik
ve evernik asidin yara iyilestirici veya hiicre c¢ogalmasi {izerine etkilerini
aragtirmislardir. Denemeler MMO98 kétii huylu mezotelyum hiicreleri, A431 vulvaya ait
kanser hiicreleri ve HaCaT keratinositler iizerinde gergeklestirilmistir. NRU ve CV
sitotoksisite uygulamalarinin (+)-usnik asit i¢in yiiksek, vulpinik asit i¢in orta seviyede
ve salazinik, giroporik ve evernik asit i¢in diisiik seviyede toksisite gosterdigi ortaya

¢ikmustir.
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Deng ve ark. (2009), tibbi bir mantar olan Antrodia camphorate'den izole edilen
dehidroeburikoik asit (DeEA)'in  glioblastomaya karst sitotoksik etkilerini
arastirmiglardir.  3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir ve laktat
dehidrogenaz salimim uygulamalari, DeEA'nin glioblastoma hiicre proliferasyonunu
inhibe ettigini belirlemistir. Ayrica anneksin V' ve propidyum iyodiir boyanma
uygulamasi, DeEA denemesinin nekrotik/ge¢ apoptotik fraksiyondaki glioblastomalarin
hizl1 bir sekilde artisina neden oldugunu gostermistir. Oysa ki hiicre dongiisii analizleri,
DeEA'nin, alt-G1 fraksiyonunda bulunan U87MG hiicre popiilasyonunu artirmada
basarisiz oldugunu ortaya ¢ikarmustir. DeEA hiicre i¢i Ca®* artigini tetiklemis ve DeEA
indiiklii hiicre 6liimii BAPTA-AM tarafindan onemli derecede azaltilmistir. Biitiin bu

sonuclar DeEA'nin nekrotik hiicre 6liimiinii tesvik ettigini ortaya ¢ikarmistir.

Einarsdottir ve ark. (2010), yaptiklar1 ¢alismada bir liken bilesigi olan usnik asidin
kanserojen etkisinin, meme kanser hiicre hatt1 (T-47D) ve pankreas kanseri hiicre hatti
(Capan-2) iizerindeki olast mekanizmalarini arastirmiglardir. Cladonia arbuscula’dan
izole edilen (+)-usnik asit ve Alectoria ochroleuca’dan izole edilen (-)-ushik asit T-47D
hiicre hattina karst DNA sentezi inhibitoriinde sirasiyla 4,2 pg/mL ve 4,0 ng/mL’lik
ICs0 degeri ile esit etki gosterirken, Capan-2 hiicre hattina karsi sirastyla 5,3 pg/mL ve
5,0 ug/mL’lik ICsp degerini ortaya ¢ikarmistir. Sitometrik analiz akist S fazina gegisin
inhibe edildigini dogrulamis ve hiicre boyutunda azalma oldugunu gostermistir.
Hiicrenin hayatta kalmas1 diisiik seviyede etkilenmis; ge¢ nekroz olay: hiicre hatlarinin

birinde goriilmiistiir. Iki enantiyomer arasinda farklilik kaydedilmemistir.

Hahm ve ark. (2010), Opuntia humifusa'nin hekzan, etil asetat ve su ekstraktlarinin
US7MG glioblastoma hiicrelerindeki apopotoz, G1 tutuklamasi ve proliferasyon
tizerindeki etkilerini incelemislerdir. Glioblastoma hiicresel proliferasyonu MTT
uygulamas: ile belirlenmistir. Ekstraktlarin apoptoz ve hiicre dongiisii lizerindeki
etkileri akim sitometri aracilifi ile analiz edilmistir. Sonuglar, hekzan ve su
ekstraktlarina maruz kalan U87MG  hiicrelerinin  konsantrasyona  ekstrakt
konsantrasyonlarina bagli olarak azaldigini gostermistir. Ayrica su ekstraktinin,
U87MG hiicrelerindeki ROS iiretiminde sagladig artisin yani sira G1 tutuklamasini ve

apoptotik olmayan hiicre 6liimiinii de indiikledigi ortaya ¢ikmustir.

32



Jung ve Ghil (2010), Torilis japonica ekstraktinin U87MG insan glioblastoma hiicre
proliferasyonu iizerindeki etkilerini aragtirmiglardir. MTT uygulamas: sayesinde doza
ve zamana bagli olarak ekstraktin hiicre proliferayonunu inhibe ettigi goriilmiistiir.
Ekstraktin, S-fazi hiicre dongiisii tutuklamasini indiikledigi ve siklin A, siklin bagh
protein kinaz 2 ve E2F1 igeren hiicre dongiisiinii diizenleyici proteinlerin
ekspresyonunu inhibe ettigi saptanmistir. Ayrica, Anneksin-V/Pl ikili boyama
kullanilarak akim sitometri araciligi ile ekstraktin apoptotik hiicre 6liimiinii tesvik ettigi
belirlenmistir. Ayn1 zamanda, Western blot analizleri, apoptotik hiicre 6liimlerinin
mitokondri bagimsiz ve kaspaz bagimli yollar aracilifi ile gerceklestigini ortaya

cikarmustir.

Koparal ve ark. (2010), Pseudevernia furfuracea liken tiirtiinden elde edilen olivetorik
asidin  anti-anjiyogenik aktivitesini incelemislerdir. Sicanlardaki adipoz doku
endotelyum hiicrelerinin, ¢ogalmasinin in vitro sartlarda inhibe edildigi ve damar
gelisiminin engellendigi saptanmustir. Ayrica olivetorik asidin doza baglh olarak F-aktin

stres fiberler tizerinde depolimerizasyon etkisinin oldugu goriilmistiir.

O’Neill ve ark. (2010), gergeklestirdikleri ¢alismada usnik asit sekonder metabolitinin
mitoz endekslerini  belirlemek suretiyle mikrotiibiillerin  olusumunu ve/veya
stabilizasyonu etkileyip etkilemedigini arastirmiglardir. 24 saat sonunda vinkristin veya
taksol pozitif kontrol gruplart ile beraber 29 uM usnik asidin MCF7 meme kanser hiicre
hatt1 ve H1299 akciger kanser hiicre hatti tizerindeki etkileri aragtirilmistir. Usnik asit
uygulanan MCF7 ve H1299 hiicrelerinin mikrotiibiillerde herhangi bir morfolojik
degisime ugramadigi veya mitotik endekste bir artis olmadigi belirlenmistir. Bu
sonuclar usnik asit antineoplastik aktivitesinin, mikrotiibiillerin stabilizasyonu ve/veya

formasyonundaki degisimiyle iligkili olmadigini gostermistir.

Atalay ve ark. (2011), Lobaria pulmonaria (L.) Hoffm. ve Usnea longissima Ach.'dan
izole ettikleri stiktik asit, isidiophorin, rizo aldehit, rizonil alkol, pulmonarianin,
vesuvianik asit, ergosterol peroksit, usnik asit ve diffraktaik asidin lipit peroksidasyon
inhibisyonu ve 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal yakalama aktivitelerini
incelemislerdir. Bunlarin arasindan isidiophorin, rizo aldehit, rizonil alkol ve

pulmonarianin daha yiiksek seviyede aktivite gosterdikleri belirlenmistir.
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Backorova ve ark. (2011), potansiyel olarak yeni anti-kanser ilaglar icin yapilan
denemelerde, likenlerin in vitro kanser modellerine karsi etkili olabilen essiz kimyasal
ajanlar olduklarin1 6ne siirmiisler ve yaptiklart ¢alismada dort gesit liken sekonder
metabolitinin (parietin, atranorin, usnik asit ve giroporik asit) dokuz insan kanser hiicre
hatt1 (A2780, HeLa, MCF-7, SK-BR-3, HT-29, HCT-116 p53**, HCT-116 p53 " HL-
60 ve Jurkat) tizerindeki anti-sitotoksik etkilerini aragtirmislardir. Tiimorlii hiicre hatti
popiilasyonlarinin dinamiklerindeki degiskenler MTT, klonojenik ve yasayabilirlik
uygulamalari, hiicre biiylimesi ve boliinmesi, hiicre dongii gegisi ve apoptotik ¢ekirdek
morfolojisi araciligiyla degerlendirilmistir. Parietin ve giroporik aside kiyasla usnik asit
ve atranorin ile saglanan hiicre biiylimesini engelleme ve yasayabilirlik 6zelliginin

bastirilmasinin daha etkili oldugu gézlemlenmistir.

Jeong ve ark. (2011), Fructus ligustri lucidi (FLL) ekstraktlarinin U87MG glioma
hiicreleri tizerindeki antikanserojen etkilerini incelemislerdir. FLL ekstraktlarinin doza
ve zamana bagli olarak hiicre Oliimiine sebep olduklari saptanmistir. Western blot
analizleri FLL ekstraktli uygulamalarin fosfatidilinositol-3 kinaz (PI3K)/Akt yolunun
asagi-regiillasyonuna sebep oldugunu gostermistir. Akt'nin asir1 ekspresyonu FLL
ekstraktlar1 tarafindan indiiklenen hiicre Oliimiinii tesvik etmistir. FLL ekstraktlari,
rapamisinin memeli hedef ekspresyonunda (mTOR) azalmaya sebep olmustur ve FLL
ekstrakt indiiklii hiicre 6limii mTOR inhibitdr rapamisin tarafindan artirilmistir. FLL
ekstraktlar1 survivin ekspresyonunu diistirmistiir. Elde edilen bulgular, FLL
esktraktlarinin  Akt/mTOR/survivin yolunun regiilasyonu aracilig1 ile glioma hiicre

Oliimiine sebep oldugunu gostermistir.

Melo ve ark. (2011), atranorin ile zenginlestirilmis liken ekstraktlarinin geleneksel tip
alaninda yaygin olarak kullanildiklarini belirtmisler ve yaptiklari ¢alismada atranorinin
biyolojik aktiviteleri tizerinde durmuslardir. Hidroksil radikal, hidrojen peroksit,
stiperoksit radikal ve nitrik oksite karsi gesitli in vitro kosullarda atranorinin serbest
radikal aktiviteleri ve antioksidan aktiviteleri arastirilmistir. Ayrica toplam reaktif
antioksidan potansiyeli ve toplam antioksidan reaktivite indeksleri ve in vitro
lipoperoksidasyon degerleri 6l¢iilmiistiir. Bu ¢alismalara ek olarak atranorinin, MTT

uygulamalar1 ile H;O, SH-SY5Y hiicreleri {izerindeki hiicre koruma etkileri
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belirlenmistir. Atranorinin sitotoksik olmadig1 ve ayn1 zamanda SH-SYSY hiicrelerini

H,O,-tesirli hiicre yasayabilirlik bozunmaya karsi korudugu tespit edilmistir.

Mitrovi¢ ve ark. (2011), Parmelia sulcata, Flavoparmelia caperata, Evernia prunastri,
Hypogymnia physodes ve Cladonia foliacea liken tiirlerinden elde edilen metanol
ekstraktlariin ~ antimikrobiyal, antioksidan ve antiproliferatif potansiyellerini
arastirmiglardir. Test edilen ekstraktlar igerisinden H. physodes ekstrakti en yiiksek
fenolik igerik ile en giigli DPPH radikal aktivitesi gostermistir. H. physodes ve C.
foliacea ekstraktlart Gram (+) bakteriler iizerinde en yiiksek derecede antimikrobiyal
etki gostermistir. Kolon kanseri adenokarsinom hiicre hatti olan HCT-116 iizerinde
MTT uygulamasi araciligiyla yasayabilirlik testi gergeklestirilmistir. H. physodes ve C.
foliacea likenlerinden elde edilen metanol ekstraktlarinin diger ekstraktlara kiyasla daha
iyi sitotoksik aktivite gosterdigi belirlenmistir. Ayrica test edilen tiim liken tiirlerinin

HCT-116 hiicrelerinin apoptozunu tesvik ettigi de rapor edilmistir.

Rankovi¢ ve ark. (2011), Cladonia furcata, Lecanora atra ve Lecanora muralis
likenlerinin aseton ekstraktlarmin in vitro antioksidan, antimikrobiyal ve antikanser
aktivitelerini incelemislerdir. FemX (insan melanom hiicre hatt1) ve LS174 (insan kolon
kanseri hiicre hatti1) lizerinde MTT testi yapilarak antikanser aktiviteleri test edilen
aseton ekstraktlarinin timiiniin 8,51-40,22 pg/mL arasinda gosterdikleri ICsq degerleri

ile yliksek antikanser aktivite gosterdikleri rapor edilmistir.

Thadhani ve ark. (2011), liken metabolitlerinden sekikaik, lekanorik ve lobarik asidin
speroksit, nitrik oksit ve DPPH radikallerini yakalama aktivitelerini arastirmak suretiyle
bu metabolitlerin antioksidan kapasitelerini incelemislerdir. Siiperoksit radikal
yakalama aktivitesi deneyinde sekikaik ve lekanorik asit sirasiyla 82 ve 91,5 pmol ICsg
degerleri ile 6nemli derecede antioksidan aktivite gostermislerdir. Lobarik asit ise ayni

deneyde 97,9 umol 1Csq degerine sahip olmustur.

Manojlovi¢ ve ark. (2012a), yaptiklar1 ¢calismada Parmelia caperata, P. saxatilis ve P.
sulcata likenlerinin aseton ekstraktlarindaki kimyasal igeriklerden bazilarini izole
ederek bu bilesenlerin antioksidan, antimikrobiyal ve antikanser aktivitelerini

incelemiglerdir. P. caperata ekstraktinda iistiin basan fenolik igeriklerin protosetrarik
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asit ve usnik asit, diger iki liken tiirli ekstraktinda ise salazinik asit oldugu
belirlenmistir. Bu bilesiklerin haricinde bu ekstraktlarda atranorin ve kloroatranorin
bilesiklerine de rastlanmistir. Calisma sonunda ortaya ¢ikan verilere gore, salazinik
asidin protosetrarik aside kiyasla daha yliksek antioksidan aktivite gosterdigi,
antimikrobiyal calismasinda ise her iki bilesenin de yliksek oranda antimikrobiyal
etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. FemX (insan melanom hiicre hatt1) ve LS174 (insan
kolon kanseri hiicre hatt1) tlizerinde gergeklestirilen antikanser denemesinde ise yine
salazinik ve protosetrarik asidin 35,67-60,18 ug/mL arasinda degisen IC50 degerleri ile

giiclii antikanser aktiviteye sahip olduklari rapor edilmistir.

Paudel ve ark. (2012), dogadan topladiklar1 alti familyaya ait liken tiirtinden elde
ettikleri ~ ekstraktlarin  antioksidan, antimikrobiyal ve antikanser etkilerini
incelemislerdir. 21 liken tiiriiniin B. subtilis' e kars1, 7 liken tiirliniin ise S. aureus'a kars1
antimikrobiyal etki gosterdigi belirlenirken, antioksidan denemeleri igin gergeklestirilen
DPPH yakalama uygulamalarinda, Peltigera sp., Cladonia sp. ve Canoparmelia sp.
tiirlerinin standart bilesik olan BHA ile yakin aktivite gosterdikleri saptanmistir. Ayrica
ABTS" denemelerinde Parmoterma sp., Ramalina sp., Peltigera sp. ve Cladonia sp.
tirlerinin askorbik asitten daha fazla aktivite gosterdigi belirlenmistir. Ayni1 sekilde
Heterodermia sp. ve Ramalina sp. tiirlerinden elde edilen metanol ekstraktalarinin ise
antikanser ilaclarmin potansiyel bir kaynagmi isaret eden standart berberin kloriir

maddesi ile yakin seviyede toksisite gosterdigi rapor edilmistir.

Rankovi¢ ve ark. (2012), Toninia candida ve Usnea barbata likenlerinin aseton
ekstraktlarinin ve bazi metabolitlerinin in vitro antioksidan, antimikrobiyal ve
antikanser aktivitelerini test etmislerdir. T. candida'da norstiktik asit, U. barbata'da ise
usnik asit izole edilmistir. Usnik asidin yiiksek oranda antimikrobiyal ve FemX (insan
melanom hiicre hatt1) ve LS174 (insan kolon kanseri hiicre hatt1) iizerinde
antikanserojen etki gosterdigi belirlenirken, gliglii antioksidan aktivitenin norstiktik

aside ait oldugu tespit edilmistir.

Turkez ve ark. (2012), gerceklestirdikleri calismada, Xanthoria elegans liken tiiriiniin su
ekstraktlariin (XEE) (25, 50 ve 100 pg/mL) insan lenfosit kiiltiirlerinde genotoksik ve
oksidatif stresi tetikleyen mitomisin C (MMC; 107 M) iizerindeki etkilerini test
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etmislerdir. Deneme kapsaminda insan kan kiiltiirleri iizerinde kromozomal aberasyona,
mikrogekirdek olusumuna, kardes kromatid degisimine ve 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin
(8-OH-dG) metabolizmasina bakilmistir. Ayrica X. elegans tiiriiniin, toplam antioksidan
kapasitesi (TAC) ve toplam oksidatif stres (TOS) olusturma derecesi, yani biyokimyasal
parametreleri de incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore, insan periferik lenfosit
hiicrelerinde kontrol gruplarina kiyasla MMC tarafindan olusturulan sitogenetik bitis
noktalarinin frekans1 ve 8-OH-dG seviyelerinde ©nemli derecede artis oldugu
gozlemlenmistir. MMC, TAC ve TOS seviyelerini degistirerek oksidatif strese sebep
olmustur. Diger taraftan XEE, TOS seviyesini degistirmeden TAC seviyesinin
artmasina sebep olmustur. XEE’nin genotoksik etkisinin olmadigi tespit edilmistir.
Dahasi, MMC tarafindan tetiklenen dort genotoksik indeksin ortalama frekanslarindaki
artis XEE’nin dozlarina bagli olarak XEE tarafindan azaltilmistir. XEE’ nin MMC
hiicrelerine kars1 koruyucu etki gosterdigi belirlenmistir. Sonug olarak, bu deneme ilk
kez yararlanllan XEE’nin dogal antigenotoksik maddelerin potansiyel kaynagi

olabilecegini gostermistir.

Brandao ve ark. (2013), Parmotrema dilatatum (Vain.) Hale, Usnea subcavata Motyka,
Usnea sp., Ramalina sp., Cladina confusa (Sant.) Folmm. Ahti, Dirinaria aspera
Hiasdnen ve Parmotrema lichexanthonicum Eliasaro & Adler likenlerinden izole
ettikleri atranorin, lichexanthone, (+)-usnik, diffraktaik, divarikatik, perlatolik,
psoromik, protosetrarik ve norstiktik asidin UACC-62 ve B16-F10 melanom hiicrelerine
ve 3T3 normal hiicrelere kars: etkilerini incelemislerdir. Stilforhodamin B uygulamasi
ile protosetrarik, divarikatik ve perlatolik asidin UACC-62 hiicreleri iizerinde 6nemli
sitotoksik etki gosterdikleri saptanmustir (ICso degeleri sirasiyla: 0,52, 2,7 ve 3,3
pg/mL). B16-F10 ve 3T3 hiicreleri iizerinde en yiiksek aktivite gésteren olan asitler

divarikatik ve perlatolik asit olmustur.

Brisdelli ve ark. (2013), alt1 liken metabolitinin (diffraktaik asit, lobarik asit, usnik asit,
vicanicin, variolarik asit ve protolikesterinik asit), MCF-7 (meme kanser hiicre hatti),
HelLa (rahim kanser hiicre hatti) ve HCT-116 (kolon kanser hiicre hatti)'ya karsi
proliferasyon, goriiniirliik ve reaktif oksijen tir (ROS) seviyesi etkilerini
incelemislerdir. Hiicreler bu bilesenlerin farkli konsantrasyonlarina (2.5-100 uM) maruz

birakilmigtir. Konsantrasyona bagl olarak farkli sitotoksik etkiler ortaya c¢ikmustir.
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Variolarik asit kullanilan {i¢ hiicre hatti lizerinde de proliferasyonu inhibe edici etki
gostermezken, usnik asit en kuvvetli sitotoksik madde olmustur. Metabolitler ROS
seviyesini Onemli derecede artirmamis ve HeLa hiicrelerinde t-biitilhidroperoksit
tarafindan indiiklenen oksidatif hasarin 6niine gegmemistir. HeLa hiicrelerindeki 40 uM
protolikesterinik asidin antiproliferatif aktivitesinin, kaspaz-3,8 ve 9 aktivasyonunu

iceren apoptozun uyarilmasi ile ilgili oldugu ortaya ¢ikmuistir.

Cheng ve ark. (2013), hiicre oliimiinii tetikleyen topoizomeraz enzimler tarafindan
olusturulan ara DNA parcalanma kompleksinin birikmesinde Onciilik eden
topoizomeraz inhibitorlerinin antibakteriyal ve antikanser terapi icin etkili olduklarini
savunmuslardir. Calismada, Yersinia pestis ve Escherichia coli topoizomeraz I'in her
ikisi i¢in de inhibitor olarak Hypotrachyna sp. likeninden elde edilen anziaic asit
kullanilmstir. In vitro sartlarda anziaic asidin Bacillus subtilis'e ve E. coli'nin bir zar
gecirgen susuna karsi antibakteriyal etki gOstermistir. Ayrica anziaic asidin, insan
topoizomeraz I iizerinde etkisinin az oldugu goriilmesine ragmen, topoizomeraz II'nin
inhibitorii olarak gorev yaptigi tespit edilmistir. Calisma sonucunda, bir liken depsidi
olan anziaic asidin topoizomeraz zehir inhibitorii olarak gorev goéren dogal bir

antibakterayal ve antikanser bilesen oldugu ortaya ¢ikarilmistir.

Ghate ve ark. (2013), Parmotrema reticulatum likeninin metanol ekstraktinin (PRME),
fitokimyasal analizlerini gerceklestirerek, antioksidan ve MCF-7 (meme kanseri hiicre
hatt1), A549 (akciger kanseri hiicre hatt1) ve WI-38 (saghkli akciger fibroblast hiicre
hatt1) tlizerinde antikanser aktivitelerini incelemislerdir. PRME'in ¢ok yiiksek oranda
hidroksil ve hipoklorus radikal temizleyici etki goétermesinin yaninda, DPPH,
stiperoksit, tekli oksijen, nitrik oksit ve peroksinitrit siipiiriicti aktiviteye sahip oldugu da
tespit edilmistir. PRME'nin MCF-7 hiicreleri tizerinde sitotoksik etki yaptig1 goriiliirken,
A549 ve WI-38 hiicreleri lizerinde kayda deger bir sitotoksik etkiye rastlanmamuistir.
Daha sonra yapilan akim sitometri ¢alismasi, PRME'nin MCF-7 hiicrelerini S ve G2/M
fazlarinda durdurdugunu ve gegen siireye bagli olarak belirli dozda apoptoza neden

oldugunu gostermistir.

Kosani¢ ve ark. (2013), Evernia prunastri ve Pseudoevernia furfuraceae likenlerinin

aseton ekstraktlarinin ve bazi kimyasal bilesenlerinin in vitro antioksidan,
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antimikrobiyal ve antikanser aktivitelerini test etmislerdir. Sekonder metabolitler
HPLC-UV metodu ile teshis edilmistir. Antikanser aktivitesi i¢in FemX (insan melanom
hiicre hatt1) ve LS174 (insan kolon kanseri hiicre hatt1) kullanilmistir. Denemesi
gerceklestirilen tiim alanlarda fisodik asidin yiiksek aktiviteye sahip oldugu

belirlenmistir.

Leandro ve ark. (2013), (+)-usnik asidin, mikroniikles ve comet uygulamalari ile V79
hiicre kiiltiirleri ve Isvigre fareleri iizerindeki genotoksik ve antigenotoksik
potansiyellerini belirlemeye c¢alismislardir. Genotoksisite arastirmasi i¢in klonogenik
sitotoksik uygulamasi baz alinarak, V79 hiicrelerine 15, 30, 60 ve 120 pg/mL
konsantrasyonlarinda, farelere ise 25, 50, 100 ve 200 mg/kg viicut agirligi usnik asit
uygulanmistir. Antigenotoksisite uygulamasi i¢in usnik asidin ayni konsantrasyonlari
metil metansiilfonat ile kombine edilmistir. In vitro denemede Comet uygulamasi
sayesinde usnik asidin, 60 ve 120 pg/mL konsantrasyonlarinda DNA zararimi uyardigi,
fakat V79 hiicreleri kullanilarak gerceklestirilen mikroniikleus testinde genotoksik etki
gozlenmemistir. In vivo test sisteminde de farkli usnik asit denemelerinde genotoksik
etkiye rastlanmamistir. Usnik asit ve metil metansiilfonat kombineli uygulamanin

mikrontikleus frekansin1 ve DNA hasarini azalttig1 belirlenmistir.

Markiewicz-Zukowska ve ark. (2013a), bir ar1 bali iiriinii olan propolisin etanol
ekstraktinin (EEP) temozolomit (TMZ) ile birlikte U87MG hiicre hatt1 biiyiimesini
inhibe edip etmedigini aragtirmiglardir. Calisma sonucunda, EEP'nin TMZ ile birlikte
sitotoksik ozellikte oldugu ve U87MG hiicrelerine karsi biiylimeyi inhibe edici
aktiviteyi yiikselttigi ortaya c¢ikmistir. Bu sonuca, NF-kB'min indirgenmis bir

aktivitesinin aracilik ettigi saptanmaigtir.

Markiewicz-Zukowska ve ark. (2013b), ii¢ farkli ar1 yeminden elde ettikleri etanol
ekstraktlarinin (EBB) farkli konsantrasyonlariin (10, 20, 30, 50, 100 ug/mL), 24, 48 ve
72 saat sonrasinda U87MG hiicrelerinin canliligina nasil etki ettiklerini incelemislerdir.
Elde edilen sonuglar, EBB ile muamele edilen U87MG hiicrelerinin canlilig1 iizerinde
zamana bagli olarak inhibisyonun arttigini ortaya ¢ikarmistir. EBB'nin temel inhibisyon
etkisi 72 saat sonrasinda gozlenmistir. EBB uygulamasi, hiicre canliligmi %49-66

oranina diigiirmiistiir.
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Munzi ve ark. (2013), fare miyelom hiicrelerine (P3X63-Ag8.653) karsi Peltigera
cinsine ait ti¢ liken (P. canina, P. elisabethae ve P. praetextata) tiiriiniin su, etanol ve
metanol ekstraktlarinin antiproliferatif aktivitelerini incelemislerdir. Su ekstraktlarinin

hiicre proliferasyonunu diisiirmede daha etkili oldugu tespit edilmistir.

Pejin ve ark. (2013), Lobaria pulmonaria (L.) Hoffm. (Lobariaceae) likeninden izole
ettikleri stiktik asidin, HT-29, MCF-7 kanser hiicre hatlar1 ve MRC-5 normal hiicre hatti
tizerindeki inhibisyon etkisini incelemislerdir. Stiktik asidin, HT-29 hiicre hatt1 lizerinde
ICsp degerinin 29,29 pug/mL oldugu ve orta seviyede bir sitotoksik etki gosterdigi
belirlenirken, kanserli olmayan normal MRC-5 hiicre hatt1 lizerinde ise 2478,40
ug/mL'lik ICsq degeri ile biiylimeyi inhibe edici etkisinin diisiik oldugu saptanmistir. Bu
sonuglar ile dogal bir iriin olan stiktik asidin insan kolon kanseri tedavisinde umut

verici sonuglar dogurabilecegi fikri ortaya ¢cikmistir.

Singh ve ark. (2013), liken sekonder metaboliti olan usnik asidin (25-100 uM) farkli
konsantrasyonlarinin A549 (insan akciger kanser hiicre hatt1) ilizerindeki etkilerine
bakmislardir. 24 ve 48 saat sonrasinda hiicrelerin sayisinda kayda deger bir azalma
gozlenmistir. Calisma sonucunda usnik asidin, hiicre dongiisiiniin G0/G1 asamasini
tutukladigi, mitokondrial membran depolarizasyon araciligi ile hiicre Oliimiinii
indiikledigi ve insan akciger hiicre hatlarinda apoptozu meydana getirdigi tespit

edilmistir.

Wang ve ark. (2013), Punica granatum'dan izole edilen bir polifenol olan punikalajinin
insan US7MG glioma hiicreleri tizerindeki etkilerini incelemislerdir. Punikalajinin doza
bagl olarak, artan siklin E seviyesi ve azalan siklin B ve A seviyeleri ile birlikte hiicre
canliligimni inhibe ettigi saptanmigtir. Uygulama, hiicrelerdeki kaspaz-3 aktivitesinin
artis1, kaspaz-9'un aktivasyonu ve polimerazin ayrilmasi ile apoptozu indiiklemistir.
Ayrica punikalajin, otofajik hiicre 6liimiinii indiiklenmesi ile iliskili olan, hiicrelerdeki

Th1198'deki fosfor-AMPK ve fosfor-p27 seviyelerinin artmasina neden olmustur.

Ari ve ark. (2014a), Hypogymnia physodes (L.) Nyl. likeninin metanol ekstraktinin
kimyasal bilesiklerini, gonotoksik ve antiproliferatif etkilerini arasgtirmiglardir.

Antiproliferatif etki iki farkli insan meme kanser hiicre hattt (MCF-7 ve MDA-MB-231)
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tizerinde MTT ve ATP canlilik deneyleri araciligi ile incelenmistir. Calisma sonucunda,
daha yiiksek konsantrasyonlarda genotoksik aktivitenin, daha diisiik konsantrasyonlarda

ise antiproliferatif etkinin yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Ari ve ark. (2014b), Parmelia sulcata Taylor likeninden gaz kromatografisi araciligi ile
izole ettikleri baz1 bilesenlerin meme kanseri hiicre hatlart (MCF-7 ve MDA-MB-231)
tizerinde antiproliferatif etkilerini MTT ve ATP canlilik deneylerini gergeklestirerek test
etmislerdir. Hiicre oliim bigimlerini (apoptoz/nekroz) belirlemeye ¢alismislardir.
Calisma sonucunda P. sulcata'nin diisiik dozlarda kaspaza bagli olmayan apoptotik

hiicre 6liimiinii indiikledigi ortaya ¢ikmustir.

Celikler Kasimogullar1 ve ark. (2014), likenlerin potansiyel antikanser aktivitelerine
sahip olduklarina dikkat ¢ekerek, yaptiklari ¢alismada Usnea filipendula Stirt. likeninin
metanol ekstraktinin meme kanseri hiicre hatlarina (MCF-7 ve MDA-MB-231) kars1
genotoksik ve antiproliferatif 6zelliklerini arastirmiglardir. Antiproliferatif 6zellik, MTT
ve ATP canlilik deneyleri ile test edilirken, hiicre 6liim bigimi (apoptoz/nekroz),
morfolojik (floresan boyama) ve biyokimyasal (kaspaz bagli sitokeratin 18, kaspaz-3
aktivitesi ve poli-(ADP-riboz) polimeraz (PARP) hiicre bdliinmesi) agidan
incelenmistir. U. filipendula'nin genotoksik aktivitesi, insan lenfosit kiiltiiriinde
gerceklestirilen mikroniikleus, kromozomal aberasyon ve comet testleri araciligi ile
belirlenmistir. Arastirmalar sonucunda, U. filipendula'nin doza bagl bir sekilde hiicre
gelisimini inhibe ettigi ve PARP boliinmesi ve aktif kaspaz-3 endiiksiyonu tarafindan
apoptozu indiikledigi goriilmiistiir. Ayrica, bu liken tiirii 125 ve 250 pg/mL dozlarinda
apoptoz i¢in gerekenden daha yiiksek oranda genotoksik aktivite gostermistir. Sonug
olarak, U. filipendula'nin diisiik dozlarda apoptotik hiicre 6liimiinii tesvik ettigi, yiiksek

dozlarda ise genotoksik etki gosterdigi saptanmustir.

Grujici¢ ve ark. (2014), yaptiklar1 ¢alismada Cetraria islandica likeninin metanol
ekstrakinin antioksidan, antimikrobiyal, genotoksik ve antikanserojen aktivitelerini test
etmislerdir. Bu testler, serbest radikal ve siiperoksit anyon siipiiriicii, indirgeme giicii,
toplam fenol ve flavonoid igerikleri, bes bakteri ve bes fungus tiirtine karst minimum
inhibisyon konsantrasyonu aktiviteleri, periferik kan lenfositleri iizerinde (PBLs)

sitokinez blok mikroniikleus (MN) uygulamalar1 ve FemX (insan melanom hiicre hatti)
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ve LS174 (insan kolon kanseri hiicre hatti) iizerine MTT uygulamasi yapilarak
gerceklestirilmistir. Calisma sonucunda, test edilen ekstraktin 22,68 ve 33,74 pg/mL'lik
I1Csp degerleri ile antikanser denemesinde, her iki hiicre hatti lizerinde de yiiksek oranda
antinkanser aktiviteye sahip oldugu goriilmistiir. Ayrica bu esktraktin belli oranda in

vitro antioksidan, antimikrobiyal ve genotoksik etkiye sahip oldugu ortaya ¢ikmustir.

Karagoz ve ark. (2014), Usnea longissima liken tiiriinden izole ettikleri sekonder
metabolitlerden diffraktaik asidin in vivo Ehrlich asit tiimori tizerindeki antikanserojen
etkisini incelemislerdir. Serum Orneklerinden hematolojik parametreler O6l¢iilmiistiir.
Mide, karaciger, bobrek, ince ve kalin bagirsak dokulart histopatolojik olarak
incelenmistir. Calisma sonucunda diffraktaik asidin Ehrlich karmn iltihab1 kanserli
hiicreleri {izerinde antitiimor aktivite gosterdigi belirlenmistir. Ayrica, hematolojik ve
histopatolojik caligsmalar diffraktaik asidin diisiik dozlarmin yiiksek dozlarma kiyasla

koruyucu etki gosterdigini ortaya ¢ikarmistir.

Khan ve ark. (2014), MTT uygulamasin1 kullanarak, Abutilon indicum yapraklarinin
petrol eteri, metanol ekstraktlarinin (AIM) ve AIM'den hazirlanan kloroform (AIM-C)
ve etil asetat (AIM-E) alt-fraksiyonlarmin U87MG insan glioblastoma hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkilerini incelemislerdir. Bu ekstraktlarin 42,6-64,5 ng/mL
arasindaki ICso degerleri ile 6onemli ol¢giide aktivite gosterdikleri belirlenmistir. En aktif
AIM-C fraksiyonundan metil trans-p-kumarat, metil caffeate, siringik asit ve pinellik
asit elde edilmistir. Bu dort bilesikten en aktif olaninin metil caffeate oldugu tespit
edilmistir (ICso = 8,2 pg/mL). Ayrica bu bilesiklerin normal insan hiicreleri (HEK-293)

tizerinde toksik etki gostermedigi rapor edilmistir.

Kosani¢ ve ark. (2014), Cladonia furcata, Cladonia pyxidata ve Cladonia rangiferina
likenlerinden elde edilen aseton ekstraktlarinin ve yine bu likenlerden izole edilen
atranorin ve fumarprotosetrarik asidin in vitro antioksidan, antimikrobiyal ve antikanser
aktivitelerini test etmislerdir. En yiiksek antioksidan aktivite 131,48 mg/mL'lik 1Cs
degerine sahip olan atranorinde, en fazla antimikrobiyal aktivite fumarprotosetrarik
asitte goriilmiistiir. FemX (insan melanom hiicre hatt1) ve LS174 (insan kolon kanseri
hiicre hatt1) tizerinde MTT testi yapilarak antikanser aktiviteleri test edilen tiim

orneklerin giiglii antikanser aktivite gosterdikleri saptanmustir.
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Kumar ve ark. (2014), 14 liken tiiriiniin n-hekzan, metanol ve su eckstraktlarinin
antioksidan kapasitelerini ve HepG2 ve RKO kanser hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik
etkilerini arastirmislardir. Lobothallia alphoplaca ve Xanthoparmelia stenophylla'nin
metanol ekstraktlar1 ve Rhizoplaca chrysoleuca'nin n-hekzan ekstrakti, Xanthoria
elegans'in ise su ekstrakti yiiksek seviyede antioksidan aktivite gostermistir. Melanelia
disjuncta ve L. alphoplacanin metanol ekstraktlari kanserli hiicre gelisimine karsi

yiiksek sitotoksik etki gostermistir.

Nguyen ve ark. (2014), baz1 kanser hiicreleri iizerinde sitotoksik etkilerini inceledikleri
17 liken tiirti igerisinden Flavocetraria cucullata'nin en etkili liken oldugunu tespit
etmislerdir. Bu liken tiiriiniin aseton ekstraktindan elde edilen usnik asit, salazinik asit,
skuamatik asit, baeomycesic asit ve d-protolichesterinic asit bilesikleri ve ekstraktin
kendisi MTT analizi araciligi ile hiicrelere uyglanmistir. Bilesiklerden usnik asidin ve
aseton ekstraktinin kanser hiicre hatlar1 {izerinde apoptotik oliime sebep oldugu
belirlenmistir. Kanser hiicrelerinde epitelyal-mezenkimal gecis (EMT) markir
seviyesinde Onemli bir diisiis gozlenmistir. Tiim denemeler géz Oniine alindiginda
aseton ekstraktinin antikanser aktivitesinin usnik aside kiyasla daha yiiksek oldugu

saptanmistir.

Rahman ve ark. (2014), Dioscorea nipponica bitkisinin astim, romatoid artrit, bronsit ve
birgok diger hastalikta Kore'de gelenkesel ilag amagh kullanildigini belirtmislerdir.
Yapilan calismada, hiicresel sitotoksisite, hiicre canlilifi deneyi sayesinde, DNA
fragmentasyonu ise DNA merdiveni uygulamasi ile test edilmistir. Farkli protein
ekspresyonu aktivasyonu western blot analizleri ile tespit edilmistir. D. nipponica
ekstraktinin 24 saat sonunda, SH-SY5Y hiicre canliligin1 27,57 pg/mL 1Csy degeri ile
diistirdiigli gozlenmistir. Ayrica, antiapoptotik proteinlerin DNA ekspresyonunun B-
hiicre lenfomasi-2 (Bcl-2), ekstra biiyiik B-hiicresi lemfomasi (Bcl-xL) ve miyeloid
hiicre 16semisi 1 (Mcl-1)'i igerdigi belirtilmistir. Elde edilen sonuglar, D. nipponica
ekstraktinin SH-SYSY hiicreleri iizerindeki apoptotik etkilerinin, i¢ mitokondriyal

kaspaz araciligi ile gerceklestigi tespit edilmistir.

Schinkovitz ve ark. (2014), Lobaria scrobiculata likeninden izole ettikleri yedi

metabolitin HL-60 hiicreleri {izerindeki sitotoksik etkilerini arastirmislardir. MTT ve
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tripan mavi uygulamalar1 sonucunda ortaya ¢ikan veriler bu metabolitlerin HL-60 hiicre

hatt1 iizerinde antikanser aktivite gosterdigini kanitlamigtir.

Shrestha ve ark. (2014), 17 liken tiirtinden elde ettikleri ham ekstraktlarin Burkitt
lenfoma (Raji) hiicrelerine karsi sitotoksik aktivitelerini incelemislerdir. Bu likenler
icerisinden Xanthoparmelia chlorochroa ve Tuckermannopsis ciliaris tiirlerinin diisiik
ICso degerleri ile hiicre oliimiine sebep olduklar1 belirlenmistir. Bu likenlerden elde

edilen ekstraktlar proliferasyonu azaltmis ve hiicreleri GO/G1 fazinda tutmuslardir.

Stojanovi¢ ve ark. (2014), Hypogymnia physodes'in metanol ekstraktinin ve metanol
ekstraktindan elde ettikleri fisodalik asit, fisodik asit ve 3-hidroksi fisodik asit
bilesiklerinin HeLa kanser hatt1 {izerindeki antiproliferatif etkilerini incelemislerdir. Bu
li¢ bilesigin ve metanol ekstraktinin 10-1000 pg/mL konsantrasyonlarinin 24 ve 72 saat
inkiibasyona birakilan Hela hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerine bakildiginda,
fisodik asit ve ve 3-hidroksi fisodik asidin fisodalik aside kiyasla daha yiiksek oranda
aktivite gosterdgi belirlenmistir. Fisodalik asit, fisodik asit ve 3-hidroksi fisodik asit ve
metanol ekstraktinin 24 saat ICso degerleri sirasiyla 964, 171, 97 ve 254 pg/mL iken 72
saat 1Cs degerleri sirastyla 283, 66, 63 ve 68 pg/mL olarak tespit edilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Deneysel ¢aligmalarda kullanilan kimyasal maddeler ¢izelge 3.1'de verilmistir.

Cizelge 3.1 Deneysel ¢aligmalarda kullanilan kimyasal maddeler ve temin edildikleri firmalar

Madde Adi Firma
Aseton ¢Oziiciisii Merck

B-27 Gibco
Diffraktaik asit bilesigi Gaia Chemical
Dimetil siilfoksit (DMSO) ¢oziiciisii Merck
DNA/RNA oksidatif hasar EIA kiti Cayman
DNAaz tip 1 Sigma
Détoro kloroform ¢oziiciisii (CDCls) Merck
Etanol ¢o6ziiciisii Merck

Etil asetat ¢oziiclsi Merck

Fetal bovine serum (FBS) Sigma

ITK Silika Jel 60 Fasq Merck
Laktat dehidrogenaz (LDH) sitotoksisite uygulama kiti Cayman
L-glutamat Sigma
Lobarik asit bilesigi Gaia Chemical
Metanol ¢oziiciisii Merck

MTT hiicre proliferasyon kiti Cayman
n-Hekzan ¢oziiciisii Merck
Norobazal medyum (NBM) Gibco
Penisilin-Streptomisin PAN Biotech
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 medyumu Sigma

Silika jel / 70-230 mesh Merck

Toplam antioksidan kapasite (TAK) uygulama kKiti
Toplam oksidan durum (TOD) uygulama Kiti
Tripan mavisi

Tripsin-EDTA / 10X

Usnik asit bilesigi

Rel Assay Diagnostics
Rel Assay Diagnostics
Sigma

Sigma

Gaia Chemical
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3.1.2. Kullanilan Laboratuvar Gerecleri ve Cihazlar

Deneysel ¢caligmalarda kullanilan geregler ve cihazlar ¢izelge 3.2'de verilmistir.

Cizelge 3.2 Deneysel ¢aligmalarda kullanilan gerecler ve cihazlar

Gereg / Cihaz Ad1 Marka

Bitki 6giitme degirmeni Protech

Buzdolab: Arcelik ve Bosch
Cam malzemeler / Balon joje, beher,

biiret, erlen, hiini, kolon, meziir vb. Isolab

Cekerocak Feta

Derin dondurucu Sanyo

Distile su cihazi Barnstead Easypure
Doner buharlastirici IKARV 10

Elektronik hassas terazi

Precisa ve Ohaus

Etiiv Niive

Hiicre kiiltiir flaski / 25 cm?, 75 cm? Sigma
Hiicre kiiltiir tiipti / 12 mL Grenier Bio-One
Inverted mikroskop Euromex
Karbondioksitli inkiibatoér / Su yelekli Napco
Laboratuvar stand1 / 3 ayakl Labor-teknik
Laminar hava akisli kabin Niive
Manyetik karigtirict Boeco
O OB OO0
Mikroplaka / 96 kuyucuklu Costar
Mikroplaka okuyucu Bio-Tek
NMR spektrometre Varian
Orbital galkalayici Labnet

pH metre Mettler
Santrifiij cihazi Niive
Soxhlet ekstraktorii Termal

Steril enjektor / 5 cc Hayat tibbi aletler
Su banyosu Niive
Siringa ucu filtreleri Merck
Ultraviyole (UV) lambasi / 254-366 nm Mineralight
Vorteks IKA
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3.1.3. Likenler

Pseudevernia furfuracea (L.) Zopf ve Rhizoplaca melanophthalma (DC.) Leuckert
(Sekil 3.1) tiirleri Erzurum ve Trabzon illeri ve ilgelerinden tespit edilen istasyonlardan
toplanarak oda sartlarinda kurumaya birakilmistir. Daha sonra herbaryumlar1 yapilarak
cesitli flora kitaplarindan faydalanmak suretiyle teshisleri Prof. Dr. Ali ASLAN
tarafindan yapilmistir. Herbaryum ornekleri Atatiirk Universitesi Kazim Karabekir
Egitim Fakiiltesi herbaryumunda muhafaza edilmektedir (Purvis ve ark., 1992; Wirth,
1995).

Sekil 3.1 Sekonder metabolit eldesinde yararlanilan liken tiirleri a-b) Pseudevernia furfuracea;
c-d) Rhizoplaca melanophthalma
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3.1.4. Deney Hayvanlari ve Hiicre Kiiltiirleri

Bu calismada Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nden temin edilen yeni dogan Sprague-Dawley cinsi deney hayvanlari
kullanilmistir. Hayvanlarin etik kurallara uygun olarak dekapite edildigi, Atatiirk
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan verilen 13.02.2015 tarihli
ve 42190979-01-02/705 sayil1 yazi ile onaylanmistir. Hayvanlardan elde edilen néronlar
hiicre kiiltiirii ortaminda yasatilmistir. Ayrica U87MG glioblastoma hiicre hatti

Yiiziincii Y1l Universitesi Tip Fakiiltesi'nden temin edilmistir.

3.1.5. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanisi

3.1.5.1. PSSK Hiicre Kiiltiirii Medyumu

%10 FBS

%2 B-27

%0,1 antibiyotik (Penisilin-Streptomisin)

Toplam hacimde geri kalan miktar NBM ile tamamlanmustir.

3.1.5.2. U87MG Glioblastoma Hiicre Kiiltiirii Medyumu

%10 FBS

%1 L-glutamat

%1 Antibiyotik (Penisilin-Streptomisin)

Toplam hacimde geri kalan miktar RPMI 1640 medyumu ile tamamlanmuistir.

3.1.5.3. Fosfat Tamponlu Salin (PBS)

8 g NaCl
0,2 g KClI
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1,44 g Na;HPO,
0,24 g KH2PO4
1 L distile su

Cozeltinin pH’1 7,4 olacak sekilde ayarlanmis ve ¢ozelti 121°C’de 20 dakika otoklavda

steril edilmistir.

3.1.5.4. Hank Dengeli Tuz Cozeltisi (HBSS)

0,185 g CaCl

0,097 g MgSO,

0,4 g KClI

0,06 g KP (Monobazik)
8 g NaCl

1 L distile su

3.1.5.5. Sekonder Metabolit Cozeltileri

Denemelerde kullanilan alti adet liken sekonder metabolitinden fisodik asit, psoromik
asit ve olivetorik asit arazi ¢aligmalar1 sonucunda toplanan likenlerden izole edilirken,

diffraktaik asit, lobarik asit ve usnik asit ise ticari olarak satin alinmistir.

Metabolitler, ¢ozeltinin %2'si DMSO ¢oziiciisii olacak sekilde, DMSO + uygulanacak
ilgili hiicre kiiltiiri medyumu igerisinde ¢ézdiiriilmiistiir. Bu sekilde her bir metabolit
icin ayr1 bir stok c¢ozelti olusturulmustur. Elde edilen stok ¢ozeltilerden gerekli
seyreltmeler yapilarak hiicreler ile beraber medyumun bulundugu plaka kuyucuklarinin
her birinde nihai sekonder metabolit konsantrasyonun 2,5, 5, 10, 20 ve 40 mg/L olmas1
saglanmistir. Negatif kontrol (Kontrol(-)) grubu olarak %2'si DMSO ¢oziiciisii olacak
sekilde, DMSO + uygulanacak ilgili hiicre kiiltiirii medyumu kullanilmigtir.
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3.2. Metot

3.2.1. Ekstraksiyon

Toplanan likenler toz haline getirildikten sonra Soxhlet ekstraktoriinde (Sekil 3.2)
ekstraksiyon islemine tabi tutulmustur. Her bir likenden 150 g kullanilmistir.
Pseudevernia furfuracea tiirii etanol ¢oziiciisinde 80°C’de ve Rhizoplaca

melanophthalma tiirii aseton ¢dziiciisiinde 60°C’de 5 giin ekstrakte edilmistir.

Sekil 3.2 Ekstraksiyon isleminin yapildig1 Soxhlet ekstraktorii ve kurulan diizenek

Ekstraktlar adi siizge¢ kagidinda siizlilmiis ve elde edilen siiziintiiler doner buharlastirici
(Sekil 3.3) ile yogunlastirilmistir. Pseudevernia furfuracea ekstraksiyonu sonucunda
30,4 g ve Rhizoplaca melanophthalma ekstraksiyonu sonucunda 26,2 g ham ekstraktlar

elde edilmistir.
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Sekil 3.3 Ekstraktlarin yogunlastirildigi doner buharlastiric

3.2.2. Ekstraktlar Uzerinde Yapilan Kromatografik Calismalar

Likenlerin yapisinda bulunan sekonder metabolitlerden bazilarini elde etmek amaciyla
kolon kromatografi yonteminden yararlanilmistir. Bu yontem i¢in 84 cm uzunlugunda
3,5 cm capinda cam kolonlar kullanilmistir. Kolonlar n-hekzan ile bulamag¢ haline
getirilmis silika jel (70-230 mesh) ile yavas yavas doldurumus ve her ilaveden sonra
silika jelin ¢okmesi beklenmistir. Bu sirada ¢oziicii alt kisitmdan alinmistir. Bu sekilde
kolonun 2/3’iinden fazlast doldurulmustur. Bu islemlerden sonra kolonlara ham
ekstraklar ilave edilmis ve bunun iizerine ham ekstraklarin dagilmasini engellemek
amaciyla bir miktar silikajel ilave edilmis ve silika jel kolon kromatografisi (SKK)

islemlerine baslanmistir.

Diisiik polariteli ¢oziicii sistemi ile baslanarak ve belli oranlarda polarite yiikseltilerek
en yliksek polarite ile ayirma islemleri tamamlanmistir. Fraksiyonlar derisimlerine bagl
olarak 250-400 mL’lik hacimlerle toplanarak ince tabaka kromatografisi (ITK)
kullanilmak suretiyle birlestirilmistir.  Birlestirilen fraksiyonlar kristallenmeye

birakilarak saflastirilmistir.
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Tiim ham ekstraktlar 6nce metanolde ¢oziilmiis, degisik ¢oziicii sistemlerinde ITK
yontemi ile kontrol edilmistir. Bu ¢dziicii sistemleri sayesinde ITK’da olusan renkler ve
her renk icin hesaplanan Rt degerleri yardimiyla SKK ile fraksiyonlama yapmak i¢in

1
uygun ¢oziicii sistemleri belirlenmistir. Bilesiklerin yap1 tayininde yararlanilan H-NMR

13
ve C-NMR spektrumlar1 CDCl3 i¢inde alinmis, standart olarak tetrametilsilan (TMS)

kullanilmis ve kimyasal kayma degerleri (8) ppm cinsinden belirtilmistir.

Pseudevernia furfuracea’nin etanol ekstraktinda eliisyona n-hekzan ile baglanmustir. Etil
asetatin artan oranlarinda n-hekzan:etil asetat (90:10, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50, 40:60,
30:70, 20:80, 10:90, 0:100) karisimi ve metanoliin artan oranlarinda etil asetat:metanol
(90:10, 80:20, 60:40, 40:60) eliient sistemleri ile devam edilmistir. Sonucta 84 fraksiyon

1
elde edilmistir. Elde edilen tiim fraksiyonlardan Ornekler alinarak bu orneklerin H-

13
NMR ve C-NMR spektroskopik analizleri gergeklestirilmis ve analiz sonucunda elde

edilen veriler Pseudevernia furfuracea'ya ait liken sekonder metabolitlerinden fisodik
asit (Cizelge 3.3) ve olivetorik asidin (Cizelge 3.4) izole edildigini gostermistir
(Culberson, 1969; Asahina ve Shibata, 1971). Pseudevernia furfuracea iizerinde
gerceklestirilen bu SKK araciligr ile 3,42 g fisodik asit ve 4,22 g olivetorik asit elde
edildigi tespit edilmistir (Sekil 3.4).

Rhizoplaca melanophthalma’nin aseton ekstraktinda eliisyona diklormetan ile
baslanmigtir. Etil asetatin artan oranlarinda diklormetan:etil asetat (90:10, 80:20, 70:30,
50:50, 0:100) karisimi1 ve metanoliin artan oranlarinda etil asetat:metanol (90:10, 80:20,
70:30, 50:50, 0:100) eliient sistemleri ile devam edilmistir. Sonugta 64 fraksiyon elde

1
edilmistir. Elde edilen tiim fraksiyonlardan 6rnekler alinarak bu 6rneklerin H-NMR ve

13
C-NMR spektroskopik analizleri gerceklestirilmis ve analiz sonucunda elde edilen

veriler Rhizoplaca melanophthalma'ya ait liken sekonder metabolitlerinden psoromik
asidin (Cizelge 3.5) izole edildigini gostermistir (Culberson, 1969; Asahina ve Shibata,
1971). Rhizoplaca melanophthalma iizerinde gergeklestirilen SKK araciligi ile 5,62 g
psoromik asit elde edildigi tespit edilmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4 Deneysel ¢alismalarda kullanilan liken sekonder metabolitlerinin kimyasal yapilar
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Cizelge 3.3 FA'nin 'H-NMR ve *C-NMR spektral verileri

Konum 1 (ppm) dc (ppm)
1 6,94 108,14
2 _ 164,42
3 — 110,78
4 — 142,16
5 — 143,91
6 _ 150,12
; _ 177,23
8 2,65 30,61
9 1,61 33,28
10 1,32 33,44
11 1,35 24,78
12 0,93 16,22
13 — 162,74
14 _ 116,16
15 — 162,58
16 6,66 102,26
17 — 164,19
18 6,86 115,29
19 _ 141,59
20 3,46 50,16
21 — 209,32
22 2,42 44,26
23 1,56 25,29
24 1,32 33,35
25 1,35 24,46
26 0,93 16,22
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Cizelge 3.4 OA'nin "H-NMR ve *C-NMR spektral verileri

Konum 3 (ppm) dc (ppm)
1 — 166,95
2 — 110,52
3 — 150,23
4 7.23 118,48
5 _ 156,64
6 6,96 111,92
7 2,65 39,32
8 1,61 33,92
9 1,32 34,48
10 1,35 25,74
11 0,93 17,15
12 — 174,42
13 — 108,93
14 _ 168,29
15 6,18 104,92
16 — 166,87
17 6,71 115,71
18 — 144,23
19 3,46 50,19
20 — 211,16
21 2,42 45,26
22 1,55 26,29
23 1,32 34,36
24 1,35 25,41
25 0,93 17,15
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Cizelge 3.5 PA'nin 'H-NMR ve *C-NMR spektral verileri

Konum 4 (ppm) dc (ppm)
1 — 155,35
2 7,05 118,27
3 — 167,12
4 — 113,56
5 — 169,57
6 — 115,15
7 — 195,16
8 2,49 25,12
9 — 163,78
10 — 145,74
11 — 145,32
12 — 132,78
13 7,53 110,74
14 — 157,56
15 — 125,58
16 2,19 9,75
17 — 169,32
18 3,84 58,18
3.2.3. PSSK Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

1)

2)

3)

Altt adet yeni dogmus (24 saatini doldurmamis) sican yavrusu petri kabinda
batikonla yikandiktan sonra steril ortamda dekapite edilmistir.

Steril gazli bezle kafa kismi tutulmak suretiyle kafa derisi soyulduktan sonra
kafatas1 kaldirilarak ince beyin zar1 da ayrildiktan sonra korteks kismi dikkatlice
beyinden ¢ikarilmistir.

Korteks kisimlari, iginde HBSS bulunan tiiplere konulmus ve tiipler etiive

birakilmistir. Daha sonra tiipler sterilizasyona dikkat edilerek etiivden alinmistir.
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4) Dibe ¢okmiis olan beyinlerin {izerindeki HBSS dokiilmiistiir.

5) Steril petri kabina alinan beyinler iki adet bistiiri ile siimiiksii kivam olusuncaya
kadar 15-20 dakika siire ile makro pargalara ayrilmistir.

6) Pargalanan beyin pargalarinin tizerine 1,5 mL HBSS ile 0,3 mL tripsin eklenmis ve
olusan ¢ozelti enjektorle ¢ekilip 15 mL’lik deney tiipline konulmustur.

7) Tip, tripsinin mikro parcalama yapabilmesi i¢in 35 dk CO; inkiibatoriinde
bekletilmistir.

8) Tripsinin pargalama etkisini durdurmak amaciyla DNAaz I’in bulundugu kabin
icine, tripsin ile muamele edilen korteksler eklenmistir.

9) DNAaz I’in bulundugu kabin igine %10 oraninda FBS eklenmistir.

10) DNAaz I’in par¢alamayir durdurarak tripsini dokulardan ayirmasi i¢in 10 dk
beklenmistir.

11) Son ¢ozeltinin lizerine 6 mL HBSS eklenerek 800 rpm’de 19 dk santrifiij edilmistir.

12) Dibe ¢o6ken beyinlerin iizerindeki HBSS dokiilerek {tizerine 10 mL NBM
eklenmistir.

13) NBM suplementi olan B-27, 1/50 oraninda eklenmistir.

14) 1/1000 oraninda penisilin eklenmistir.

15) 96'lik plakalarin her kuyucuguna olusan son ¢ozeltiden 150'ser pL konulmus ve
plaka, 37°C'de, %5 CO; igeren inkiibatore birakilmistir.

16) Bir hafta sonra dip kismina yapismis hiicrelerin bulundugu her kuyucuga
hacimlerinin 1/2'si oraninda, NBM + B-27 + antibiyotikten olusan ekim ortami
eklenmistir.

17) Noron hiicrelerinin flask tabanini kapladigi ve invert mikroskop altinda dalli bir

goriiniim kazandig1 gézlenmistir.

PSSK hiicre kiiltiirliniin hazirlanma basamaklari sekil 3.5'te de gosterilmistir.
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Sekil 3.5 PSSK hiicre kiiltiirii hazirlama basamaklar1
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3.2.4. UB7TMG Glioblastoma Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

3.2.4.1. Stoktan Cikarilan Donmus Hiicrelerin Kiiltiirii

1)
2)
3)
4)
5)
6)

7)

8)

Hiicreler sivi nitrojen tankindan (-196°C) cikarildiktan sonra 37°C’deki su
banyosunda maksiumum canlilik elde etmek i¢in hizli bir sekilde ¢ozdiriilmiistiir.
Hiicreler ¢oziindiikten sonra vial i¢indeki hiicreler, ¢ozeltisi ile beraber 15 mL’lik
steril falkona alinmistir.

Hiicrelerin donduruldugu sivinin icinde DMSO oldugu i¢in hiicrelerin medyum ile
yikanmasi gerekmektedir. Bu nedenle falkona 2 mL medyum eklenmistir.

Falkon 5 dk +4°C'de 1200 rpm'de santrifiij edilmistir.

Steril kabin iginde siipernatant uzaklastirilmstir.

Falkona 5-10 mL medyum eklenmis, nazikge pipetaj yapilarak karigtirilmistir.
Medyum, igerisindeki hiicreler ile beraber 96'lik plakanin her kuyucuguna 150 uL
gelecek sekilde paylastirilmistir (Sekil 3.6).

Hiicreler 37°C’de %35 CO; inkiibatdriinde inkiibe edilmistir.
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Sekil 3.6 U87MG hiicrelerinin plakaya aktarilarak hiicre kiiltiiriiniin sonlandirilmasi
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3.2.4.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Inkiibe edilen hiicrelerin medyumunun rengi kirmizidan turuncuya dogru dénmeye

basladiginda hiicreler fazla miktarda cogalmaya baslamis demektir ve hiicreler

pasajlanmazsa dlmeye baslayacaktir. Ik pasajlama 48 saat sonra, diger pasajlamalar 72

saatte bir gergeklestirilmistir.

1)
2)

3)

4)
5)

6)

7)
8)

9)

Plakadaki kuyucuklarda bulunan medyum steril kabin i¢inde bosaltilmistir.

2 mL PBS flaska aktarilarak flaskin i¢cinde kalan medyum temizlenmis ve PBS
bosaltilmistir.

Flaska 2 mL (hiicrelerin iizerini kaplayacak kadar) tripsin-EDTA eklenerek
hiicrelerin kalkmasi i¢in 2 dakika beklenmistir.

Hiicreler kalktiktan sonra flaska hafif¢e vurularak hiicreler ¢ozdiiriilmiistiir.
Tripsinin etkisini notralize etmek amaciyla hizli bir sekilde flaska 4 mL (flaskta
bulunan tripsinin iki kat1 kadar) medyum eklenmistir.

Olusan ¢ozelti hiicreler ile beraber santrifiij tiiptine aktarilmig ve 1200 rpm'de 5
dakika santrifiij edimistir.

Stipernatant atilmis ve pellet lizerine 4-5 mL medyum eklenerek pipetaj yapilmistir.
Santrifiij tiipiinde homojen olarak dagilan hiicreler, pipet yardimiyla flasklara
paylastirilmistir.

Invert mikroskopta hiicrelere bakilmustir.

10) Flasklar 37°C %5’lik CO, inkiibatoriine yerlestirilerek inkiibe edilmistir.

3.2.4.3. Hiicreleri Stoklama

1)

2)

3)

4)

Onceden kiiltiire edilmis ve dondurulmak istenilen hiicrelerin bulundugu flasktaki
medyum bosaltilmistir.

2 mL PBS flaska aktarilarak flaskin icinde kalan medyum temizlenmis ve PBS
bosaltilmistir.

Flaska 2 mL (hiicrelerin {izerini kaplayacak kadar) tripsin-EDTA eklenerek
hiicrelerin kalkmasi i¢in 2 dakika beklenmistir.

Hiicreler kalktiktan sonra flaska hafif¢e vurularak hiicreler ¢ozdiirilmistiir.
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5)

6)

7)
8)

9)

Tripsinin etkisini nétralize etmek amaciyla hizli bir sekilde flaska 4 mL (flaskta
bulunan tripsinin iki kat1 kadar) medyum eklenmistir.

Olusan ¢ozelti hiicreler ile beraber santrifiij tiipiine aktarilmis ve 1200 rpm'de 5
dakika santriflij edimistir.

Stipernatant atilmistur.

1,5-2 mL dondurma solusyonu (%10 DMSO, %40 medyum, %50 FBS) pellet
tizerine eklenmistir.

Tiip igerisindeki s1v1 birkag defa pipetaj yapilarak yavasca karigtirilmistir.

10) Hiicreler kryotiiplere aktarilarak tiipiin {izerine hiicre hatt1 ismi, tarih ve hiicre sayisi

yazilmstir.

11) Tiip, +4°C'de 20 dakika, daha sonra -20°C’de 1 saat bekletilerek -80°C'ye

kaldirilmastir.

3.2.4.4. Hiicrelerin Mikroskopta Sayilmasi

1)

2)

3)

4)

5)

6)
7)

Lamel, hemositometrenin tam ortasina gelecek sekilde yerlestirilmistir.

100 pl hiicre, medyumla birlikte ependorf tiipiine alinmustir.

20 pl hiicre, 20 pl tripan mavi ile birlikte baska bir ependorf tiipiine aktarilarak
pipetaj yontemi ile karistirilmistir (Seyreltme faktorii = 2).

10 pl hiicre-tripan mavi karigimi mikropipet ile gekilerek kilcal hareketle lamele
emdirilmek suretiyle hemositometrenin her iki tarafina da yayilmistir.
Hemositometre mikroskoba yerlestirilerek lamin iizerinde koselerde yer alan dort
genis kare alan icerisindeki 6lii ve canli hiicreler tek tek sayilmistir. Genis kare
alanlar 10 mL'lik hacmi kapsamaktadir.

Olii hiicrelerin her tarafi maviye boyanirken, canli hiicreler boyanmamustir.

Hiicre say1s1 ve konsantrayonu ile ilgili hesaplamalar asagida verilmistir:

Canl1 Hiicre Sayis1

Canli Hiicre Yiizdesi = x 100

Her Bir Kare Alan Icerisindeki Ortalama Canl Hiicre Sayis1 (OCHS) =

Toplam Hiicre Sayis1

Canli Hiicre Sayisi
Kare Alan Sayisi (4)
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OCHS x Seyreltme Faktorii (2)
Bir Kare Alaninin Hacmi (10~ mL)

Hiicre Konsantrasyonu (hiicre/mL) =

Toplam Hiicre Sayis1 = Hiicre Konsantrasyonu x Hiicre ile Beraber Medyum Hacmi

3.2.5. Sitotoksisite Analizleri

3.2.5.1. MTT Analizi

DA, FA, LA, OA, PA ve UA metabolitlerinin, PSSK ve U87MG hiicrelerinin
canliliklart tizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla ticari MTT hiicre proliferasyon Kiti
kullanilmistir. Bu kit araciligi ile hiicre proliferasyonunun inhibisyonu ve indiiksiyonu
izerinde analizler gerceklestirilir. Bu uygulamada MTT, sahip oldugu net pozitif yiik ve
plazma zar1 potansiyeli nedeniyle hiicre icerisine hareket etmekte ve hiicre igindeki
NAD(P)H oksidoreduktazlar tarafindan mor renge sahip olan formazana

indirgenmektedir (Berridge ve ark., 2005).

Kit Bilesenleri
- MTT Reaktifi

- Hiicre Bazli Deney Tampon Tableti

- Kristal Coziicli Soliisyon

Deney Tamponunun Hazirlanmasi

100 mL distile suda hiicre bazli deney tampon tableti ¢oziilerek deney tampon ¢ozeltisi

olusturulmustur.

MTT Reaktifinin Hazirlanmasi

25 mg MTT reaktifi, 6nceden hazirlanan deney tampon c¢ozeltisinin 5 mL'sinde

¢Ozdurilmiistiir.
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Uygulama

1)

2)

3)
4)

5)

6)

7)

8)
9)

37°C’de CO; inkiibatoriinde 48 saat inkiibasyona birakilan hiicrelerin bulundugu
plaka inkiibatérden ¢ikarilmistir.

Hiicreler ile beraber toplam 100 pLL medyumun bulundugu kuyucuklarin iizerine
MTT reaktifinden 10 pL eklenmistir.

Plaka, orbital ¢alkalayici ile 1 dakika stire ile hafif bir sekilde calkalanmuistir.
Plakada bulunan hiicreler 37°C’de CO inkiibatoriinde 4 saat siire ile inkiibasyona
brrakilmastir.

Inkiibasyonun ardindan, hiicreler tarafindan iiretilen formazan, kuyucuklarin dibinde
koyu kristaller halinde goriiniir hale gelmistir.

Hiicrelerin tek tabaka halindeki sekillerini korumalari amaciyla her kuyucugun
dibinde bulunan kristaller tizerindeki medyum mikropipet araciligi ile dikkatli bir
sekilde alinarak uzaklastirilmigtir. Dibe yapismayan hiicrelerin ¢okmesi amaciyla
medyumun uzaklastirilmasi asamasindan once plaka 400 x g’de 10 dakika satrifiij
islemi uygulanmistir.

Her kuyucuga 100 pL kristal ¢oziicii soliisyon eklenmistir. Bu soliisyon sayesinde
formazan kristalleri ¢oziinerek kuyucuklarin icerisindeki ¢6zeltinin rengi mora
doniismiistiir.

570 nm dalga boyunda spektrofotometrik okuma gergeklestirilmistir (Sekil 3.7).

Hiicre canliliginin hesaplanmasi asagidaki formil araciligi ile gergeklestirilmistir:

Ornek Absorbansi

Hiicre Canlilig1 (%) = x 100

Kontrol Absorbansi
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Sekil 3.7 MTT analizi sonucu plaka goriiniimii

3.2.5.2. LDH Salimmm Analizi

DA, FA, LA, OA, PA ve UA metabolitlerinin, PSSK ve U87MG hiicreleri tizerinde
sitotoksik etki gostererek ortaya c¢ikardiklari LDH salinim seviyelerini belirlemek

amaciyla ticari LDH sitotoksisite kiti kullanilmusgtir.

LDH, apoptoz veya nekroz olaylar1 esnasinda meydana gelen hiicre hasar1 sonucunda
hizla hiicre kiiltiir ortamina salinan bir enzimdir. Kit uygulamasinin ilk basamaginda,
laktatin piruvat oksidasyonu aracilig1 ile LDH, NAD™in NADH ve H"'a indirgenmesini
katalizlemektedir. Reaksiyonun ikinci basamaginda, diyaforaz, tetrazolyum tuzunun
(INT) renkli bir bilesen olan formazana indirgenmesini katalizlemek amaciyla yeni
meydana gelen NADH ve H™ kullanmaktadir. Uretilen formazan miktari,
sitotoksisitenin bir sonucu olarak kiiltiir medyumuna salinan LDH miktari ile orantilidir.
Oli ya da plazma membran1 hasara ugramis hiicrelerin sayismin artist kiiltiir
stipernatantinda LDH aktivitesinin artisina neden olmaktadir (Haslam ve ark., 2000;
Wolterbeek ve van der Meer, 2005).

Kit Bilesenleri
LDH Diaforaz

LDH NAD"
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LDH Laktik Asit

LDH Tetrazolyum Tuzu (INT)
LDH Standard1

Hiicre Bazli Deney Tampon Tableti

Deney Tamponunun Hazirlanmasi

100 mL distile suda hiicre bazli1 deney tampon tableti ¢oziilerek deney tampon ¢ozeltisi

hazirlanmustir.

LDH Diaforazin Hazirlanmasi

LDH diaforaz, oOnceden hazirlanan deney tampon ¢ozeltisinin 150 plL'sinde

sulandirilmastir.

LDH Reaksivon Cozeltisinin Hazirlanmasi

10 mL reaksiyon ¢ozeltisi hazirlamak icin 9,6 mL deney tampon ¢ozeltisi icerisine
100%er puL NAD", laktik asit, INT ve LDH diaforaz eklenmistir. Boylece LDH reaksiyon

¢Ozeltisi olusturulmustur.

LDH Standardinin Hazirlanmasi

1) Kit igerisinde bulunan standart, 1,8 mL deney tamponunda ¢6zdiirilmiistiir.

2) Alt1 adet deney tiipii hazirlanarak, ilgili hiicre kiiltiirii i¢in 6nceden hazirlanmis taze
medyumdan 475 uL alinarak birinci tiipiin igerisine, 250'ser uL alinarak 2-6
numarali tiiplerin i¢erisine koyulmustur.

3) 1. basamakta hazirlanan standarttan 25 pL alinarak tiip 1'e eklenmis ve
karistirtlmistir.  Bu tiipte meydana gelen konsantrasyon "pU/mL" cinsinden
olmustur.

4) 250'ser uL ¢ozelti tiip 1'den alinip tiip 2'ye, tiip 2'den tiip 3'e eklenmis ve bu sekilde
tip 5'e¢ kadar seri seyreltme islemleri gergeklestirilmistir. Tiip 6'ya herhangi bir
standart eklenmemistir. Ciinkii bu tiip kor olarak kullanilmistir.

5) Standart konsantrasyon-absorbans grafigi ¢izilmistir. Bu grafikten yararlanarak her
kuyucukta bulunan LDH konsantrasyonu hesaplanmastir.
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Uygulama
1) 96'lik plaka kuyucuklarindan ilgili olanlarin icerisine yukarida bahsedildigi gibi

olusturulan LDH standardindan 100'er pL ve diger kuyucuklara 48 saatlik
inkiibasyona birakilan hiicrelerin iizerindeki medyumlardan yine 100'er pL
koyulmustur.

2) Her kuyucuga onceden olusturulan LDH reaksiyon ¢ozeltisinden 100 pL
eklenmistir.

3) Plaka, orbital galkalayic1 araciligr ile 30 dakika oda sicakliginda hafif bir sekilde
inkiibe edilmistir.

4) 490 nm dalga boyunda spektrofotometrik okuma gergeklestirilmistir (Sekil 3.8).

Sekil 3.8 LDH analizi sonucu plaka goriiniimii

3.2.6. Biyokimyasal Analizler

3.2.6.1. TAK Analizi

DA, FA, LA, OA, PA ve UA metabolitlerinin, PSSK ve U87MG hiicreleri tizerindeki
TAK seviyelerini belirlemek amaciyla ticari TAK kiti  kullanilmistir.  Kitin
uygulamasinda amag, kullanilan 6rneklerin bir serbest radikal olan 2,2'-azino-bis(3-

etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) bilesiginin olusumunu inhibe etmek suretiyle
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sahip olduklar1 antioksidan diizeylerini belirlemektir (Erel, 2004). Kit uygulamasi,
vitamin E analogu olan ve Troloks esdegeri olarak adlandirilan kararli bir antioksidan

ile kalibre edilmektedir.

Kit Bilesenleri
Reaktif Cozelti 1: Iceriginde 50 mL, 0,4 mol/L, pH1 5,8 olan asetat tamponu

bulunmaktadir.

Reaktif Cozelti 2: Igeriginde toplam 10 mL, 30 mmol/L "2,2'-azinobis-(3-
etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit)" (ABTS) bilesigi ve 0,4 mol/L, pH'1 3,6 olan asetat

tamponu karigimi bulunmaktadir.

Standart 1: Deiyonize su

Standart 2: 3 mL, 1 mmol/L "6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit"
(Troloks) esdegeri

Uygulama

1) 48 saatlik inkiibasyona birakilan hiicreler inkiibatorden ¢ikarilmistir. Dibe ¢oken
hiicrelerin iizerindeki medyumlardan 15 pL alinarak 96'lik plaka kuyucuklarindan
ilgili olanlarin igerisine eklenmistir.

2) Standart olarak kullanilacak kuyucuklarin igerisine 15 pL standart 2'den
koyulmustur.

3) Ilgili olan kuyucuklarin igerisine 15 puL deiyonize su koyulmustur.

4) Her bir kuyucugun igerisine 250 puL reaktif ¢ozelti 1 eklenmistir.

5) 660 nm dalga boyunda ilk spektrofotometrik okuma gergeklestirilmistir (Sekil 3.9).

6) Ik okumanin ardindan tiim kuyucuklara 35 pL reaktif ¢ozelti 2 eklenmis ve plaka
10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.

7) 660 nm dalga boyunda ikinci spektrofotometrik okuma gergeklestirilmistir (Sekil
3.9).

DA, FA, LA, OA, PA ve UA metabolitlerinin, PSSK ve U87MG hiicreleri tizerindeki
TAK diizeyi asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir:
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(AStandart 1 Absorbansi) — (AOrnek Absorbansi)
(AStandart 1 Absorbansi) — (AStandart 2 Absorbanst)
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Sekil 3.9 TAK analizi sonucu plaka goriiniimii a) Birinci spektrofotometrik okuma sonucu;
b) Ikinci spektrofotometrik okuma sonucu

3.2.6.2. TOD Analizi

DA, FA, LA, OA, PA ve UA metabolitlerinin, PSSK ve U87MG hiicreleri tizerindeki
TOD diizeylerini belirlemek amaciyla ticari TOD kiti kullanilmistir.
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Kit uygulamasinda, o6rnekte mevcut olan oksidan maddeler, demir iyonu igeren
kompleksleri demir iyonuna oksitlemektedir. Oksidasyon reaksiyonu, reaksiyon ortami
icinde bol miktarda mevcut olan gii¢lendirici molekiiller ile siirdiiriilmektedir. Demir
iyonlar1 asidik ortamda kromojen ile renkli bir yap1 meydana getirmektedir.
Spektrofotometrik olarak Olgiilen renk yogunlugu, ornekte bulunan oksidan
molekiillerinin toplam miktar1 ile iligkilidir (Erel, 2005). Kit uygulamasi hidrojen
peroksit (H,O) ile kalibre edilmektedir.

Kit Bilesenleri
Reaktif Cozelti 1: Igeriginde 50 mL, 25 mM, pH1 1,75 olan H,SO, tamponu

bulunmaktadir.

Reaktif Cozelti 2: igeriginde toplam 8 mL, 5mM demir iyonu, 10 mM o-dianizidin ve

25 mM, pH'1 1,75 olan H,SO4 tamponu karigimi1 bulunmaktadir.

Standart: 3 mL, 800 mM H,0, esdegeri

Uygulama

1) 48 saatlik inkiibasyona birakilan hiicreler inkiibatorden ¢ikarilmistir. Dibe ¢oken
hiicrelerin iizerindeki medyumlardan 38 pL alinarak 96'lik plaka kuyucuklarindan
ilgili olanlarin igerisine eklenmistir.

2) Standart olarak kullanilacak kuyucuklarin igerisine 38 pL standart koyulmustur.

3) Her bir kuyucugun igerisine 250 uL reaktif ¢ozelti 1 eklenmistir.

4) 530 nm dalga boyunda ilk spektrofotometrik okuma gergeklestirilmistir (Sekil 3.10).

5) Ilk okumanin ardindan tiim kuyucuklara 12 pL reaktif ¢ozelti 2 eklenmis ve plaka
10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.

6) 530 nm dalga boyunda ikinci spektrofotometrik okuma gergeklestirilmistir (Sekil
3.10).

DA, FA, LA, OA, PA ve UA metabolitlerinin, PSSK ve U87MG hiicreleri tizerindeki
TOD diizeyi asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmaistir:
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(AOrnek Absorbansi)

Standart K. tr. 20 /L
(AStandart Absorbansi) x Standart Konsantrasyonu (20 pmol/L)

pmol H,0, Esdegeri/L =

AAbsorbans: Tkinci Okuma Sonrasi Absorbans — [lk Okuma Sonrasi Absorbans

Sekil 3.10 TOD analizi sonucu plaka goriiniimii a) Birinci spektrofotometrik okuma sonucu;
b) ikinci spektrofotometrik okuma sonucu

3.2.7. Oksidatif DNA Hasar Analizi

DA, FA, LA, OA, PA ve UA metabolitlerinin, PSSK ve U87MG hiicrelerinin DNA
yapilar1 tizerinde oksidatif hasara neden olarak ortaya ¢ikardiklar1 8-OH-dG seviyelerini
belirlemek amaciyla ticari DNA/RNA oksidatif hasar kiti kullanilmistir.
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Kit uygulamasinda amag, sekonder metabolitlere maruz birakilan hiicrelerde,
oksidasyona ugramis guanin bazi olan 8-OH-dG miktarinin hesaplanmasi araciligr ile

hiicrelerde oksidatif DNA hasarmin belirlenmesidir (Gan ve ark., 2012).

Kit Bilesenleri
DNA/RNA Oksidatif Hasar Enzim Immiin Testi (EIA) Monoklonal Antikoru

DNA/RNA Oksidatif Hasar Asetilkolinesteraz (AChE) izleyici
DNA/RNA Oksidatif Hasar EIA Standardi

EIA Tampon Konsantresi

Su Tampon Konsantresi

Polisorbat 20

Ellman Reaktifi (5,5'-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit))

EIA izleyici Boyasi

EIA Antiserum Boyasi

EIA Tamponunun Hazirlanmasi

EIA tampon konsantresi 90 mL ultra saf suda ¢oziilerek EIA tamponu hazirlanmustir.

Yikama Tamponunun Hazirlanmasi

2 L ultra saf suda 5 mL yikama tampon konsantresi seyreltilmis ve olusan ¢ozelti

tizerine 1 mL polisorbat 20 eklenerek yikama tamponu hazirlanmustir.

DNA/RNA Oksidatif Hasar AChE Izleyicinin Hazirlanmasi
6 mL EIA tamponu ile DNA/RNA oksidatif hasar AChE izleyici sulandirilmustir.

DNA/RNA Oksidatif Hasar EIA Monoklonal Antikoruun Hazirlanmasi
6 mL EIA tamponu ile DNA/RNA oksidatif hasar EIA monoklonal antikoru

sulandirilmstir.

Ellman Reaktifinin Hazirlanmasi

50 mL ultra saf su ile Ellman Reaktifi sulandirilmistir.
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DNA/RNA Oksidatif Hasar EIA Standardinin Hazirlanmasi

1)

2)

3)

4)

100 pL DNA/RNA oksidatif hasar EIA standardi, 900 pL ultra saf su ile
¢ozilmustiir. Boylece 30 ng/mL konsantrasyona sahip stok ¢6zelti olusturulmustur.
Sekiz adet deney tiipii hazirlanarak, ilgili hiicre kiiltiirii i¢in 6nceden hazirlanmis
taze medyumdan 900 pL alinarak birinci tiiplin igerisine, 500'er uL alinarak 2-8
numarali tliplerin igerisine koyulmustur.

1. basamakta olusturulan stok c¢ozeltiden 100 pL alinarak tip 1'e eklenmis ve
karistirilmustir.

400'er uL ¢ozelti tiip 1'den alnip tiip 2'ye, tiip 2'den tiip 3'e eklenmis ve bu sekilde

tiip 8'e kadar seri seyreltme islemleri gergeklestirilmistir.

Uygulama

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)
9)

Plakadaki kuyucuklara eklemeler, kit icerisinde verilen 6rnek 96'lik plaka formatina
gore gergeklestirilmistir. Kuyucuk tanimlamalart; Blk (Kor), TA (Toplam Aktivite),
NSB (Spesifik Olmayan Tespit) ve Bo (Maksimum Tespit) seklinde yapilmistir.
NSB kuyucuklarina 50 pL taze kiiltiir medyumu, 50 pL EIA tamponu ve 50 pL
DNA/RNA oksidatif hasar AChE izleyici eklenmistir.

By kuyucuklarina 50 pL taze kiiltiir medyumu, 50 nL. DNA/RNA oksidatif hasar
AChE izleyici ve 50 pnL. DNA/RNA oksidatif hasar EIA monoklonal antikoru
eklenmistir.

Standart kuyucuklarma 50 pL Onceden hazirlanan ve ilgili seyreltmeler
gerceklestirilerek olusturulan DNA/RNA oksidatif hasar EIA standartlari, 50 pL
DNA/RNA oksidatif hasar AChE izleyici ve 50 uL. DNA/RNA oksidatif hasar EIA
monoklonal antikoru eklenmistir.

Ornek kuyucuklarina 50 pL 48 saatlik inkiibasyona birakilan hiicrelerin iizerindeki
medyumlardan, 50 pL. DNA/RNA oksidatif hasar AChE izleyici ve 50 pL
DNA/RNA oksidatif hasar EIA monoklonal antikoru eklenmistir.

Yukaridaki basamaklari gecerek hazirlanan 96'lik plaka, kit ile beraber verilen
plastik film ile kaplanarak 4°C'de 18 saat siire ile inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyonun ardindan plakadaki kuyucuklarda bulunan sivilar bosaltilmis ve bes
kez yikama tamponu ile yikanmustir.

Her kuyucuga 200 pL Ellman reaktifi eklenmistir.

TA kuyucuguna 50 pL "DNA/RNA oksidatif hasar AChE izleyici" eklenmistir.
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10) Plaka plastik film ile kaplanarak karanlik ortamda orbital ¢alkalayici aracilig ile 90-
120 dakika aras1 ¢alkalama islemine tabi tutulmustur.

11) Plakadaki By kuyucugundaki orneklerin ortalama absorbans degeri 0,3-1 arasinda
olana kadar 405-420 nm dalga boyu araliginda 6l¢timler gergeklestirilmistir.

12) En iyi absorbans degerinin 405 nm dalga boyunda oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.11).

13) Elde edilen absorbans degerleri ile kitin uygulama prosediirii baz alinarak yapilan
hesaplamalar sonucu her kuyucukta bulunan 8-OH-dG konsantrasyonu

hesaplanmastir.

_ ' GV@M»
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Sekil 3.11 Oksidatif DNA hasar analizi sonucu plaka goriiniimii

3.2.8. Verilerin Analizi

Uygulamalar neticesinde ortaya ¢ikan sonuglarin istatistiksel analizleri SPSS 21.0
istatistik veri paketi araciligi ile gerceklestirilmistir. Veriler arasindaki istatistiksel
farkliliklarin ~ belirlenmesinde (%95 giliven araliginda) post-hoc Duncan ¢oklu
karsilastirma testinden, degiskenler arasindaki iliski seviyelerinin tespit edilmesinde
ikili Kkorelasyon analizinden ve I1Csy degerlerinin hesaplanmasi amaciyla probit
analizinden yararlanilmigtir. Grafik ¢izimleri GraphPad Prism 6.0 yazilimi ile

gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Sitotoksisite Analizleri

4.1.1. MTT Analizi ile Hiicrelerde Canlihik Oraninin Test Edilmesi

DA, FA, LA, OA, PA ve UA metabolitlerinin farkli konsantrasyonlar1 (2,5, 5, 10, 20 ve
40 mg/L) ile muamele edilen PSSK (Sekil 4.1) ve U87MG (Sekil 4.2) hiicrelerinin 48
saat sonraki canlilik oranlart MTT analizi araciligi ile tespit edilmistir. Arastirma
sonuglar1 gostermistir ki test edilen tiim liken sekonder metabolit uygulamalari
icerisinde hiicre proliferasyonunu en fazla inhibe eden c¢ozeltiler en yiiksek
konsantrasyonlu (40 mg/L) olanlardir. Elde edilen sonuglara gore PSSK ve U87MG
hiicrelerinde canlilik oranimi en fazla diisiiren metabolitin LA oldugu belirlenmistir.
LA'nin maksimum konsantrasyonuna (40 mg/L) maruz kalan PSSK hiicrelerinde
canlilik ylizdesi %35,09'a diiserken, U87MG hiicrelerinde bu oran %30,47'dir. UA'nin
maksimum konsantrasyonlu ¢ozeltisi PSSK hiicrelerinin = %56,14'i, U87MG
hiicrelerinin ise %48,91'i lizerinde 6ldiiriicii etki gostermemistir. OA metabolitinin 40
mg/L'lik konsantrasyonu PSSK hiicrelerinin %40,91'inin proliferasyonunu inhibe
ederken, U87MG hiicrelerinin %61,64'linde sitotoksik etki gostermistir. Her iki hiicre
cesidi lizerinde en diisiik sitotoksik etkiyi gosteren metabolit FA olmustur. FA,
maksimum konsantrasyonlu ¢o6zeltisinde PSSK hiicrelerinin  %80,63'1, U87MG

hiicrelerinin ise %74,57'si lizerinde letal etki gostermemistir.

Test edilen liken metabolitlerinin farkli konsantrasyonlarina maruz birakilan PSSK ve
U87MG hiicreleri iizerinde, bu metabolitlerin 48 saat sonraki ICsy degerleri probit
analizi araciligi ile belirlenmistir. PSSK ve U87MG hiicreleri iizerinde sitotoksik
etkileri test edilen bilesikler, ICso degerleri baz alinarak kiyaslandiginda PSSK hiicreleri
icin siralama LA < PA < DA < OA < UA < FA seklinde (Cizelge 4.1), US7TMG
hiicreleri i¢in siralama LA < OA < DA < UA < PA < FA seklinde (Cizelge 4.2)
meydana gelmistir. Her iki hiicre tiirii i¢in hesaplanan ICsy degerlerinin istatistiksel

acidan (p < 0,05) birbirlerinden farkli olduklari da ¢alisma sonuglarina yansimustir.
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Sekil 4.1 Farkli liken sekonder metabolitleri ile muamele edilen PSSK hiicrelerinde MTT
analizi sonucu elde edilen canlilik oranlar1 (Ortalama + Standart Sapma, n = 3)

100
901
80 1
701
=
=
~ 601
=
= ]
S 50
(&)
4]
1)
© 401
=
=
301 =2 Diffraktaik Asit —
=@ Fisodik Asit
201 == Lobarik Asit
=ge= Olivetorik Asit
1071 == psoromik Asit
=@= Usnik Asit
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 4.2 Farkli liken sekonder metabolitleri ile muamele edilen U87MG hiicrelerinde MTT
analizi sonucu elde edilen canlilik oranlar1 (Ortalama + Standart Sapma, n = 3)
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Cizelge 4.1 Farkli liken sekonder metabolitleri ile muamele edilen PSSK hiicreleri igin tespit
edilen 1Csq degerleri (mg/L)

Metabolit

1Csp (Sinirlar)

Egim + Standart Hata (Smirlar) X2

Diffraktaik Asit

Fisodik Asit

Lobarik Asit

Olivetorik Asit

Psoromik Asit

Usnik Asit

122,26° (80,65-225,20)

698,19' (271,52-3925,03)

9,08% (7,03-11,60)
125,71° (67,35-384,96)
79,40° (54,15-139,73)

132,69° (57,97-902,79)

0,94+ 0,10 (0,74-1,13)
0,72+0,11 (0,50-0,94)
0,61+ 0,08 (0,46-0,76)
0,53+ 0,08 (0,37-0,69)
0,80 = 0,09 (0,63-0,97)

0,37+ 0,08 (0,21-0,52)

11,71

3,51

1,54

7,67

8,14

2,42

Ayni siitunda farkli tistel harfler ile gosterilen degerler p < 0,05 diizeyinde birbirinden farklidir.

Cizelge 4.2 Farkli liken sekonder metabolitleri ile muamele edilen US7MG hiicreleri icin tespit
edilen 1Cs, degerleri (mg/L)

Metabolit I1Cs, (Sinirlar) Egim + Standart Hata (Smirlar) X2
Diffraktaik Asit 35,67° (31,01-42,15) 1,66 +0,11 (1,46-1,87) 13,25
Fisodik Asit 410,72" (182,89-1704,22) 0,67 +0,10 (0,48-0,86) 2,17
Lobarik Asit 5,77% (4,27-7,34) 0,64 + 0,08 (0,49-0,80) 3,18
Olivetorik Asit 17,55" (14,67-21,67) 0,89 + 0,08 (0,73-1,05) 3,49
Psoromik Asit 56,22° (44,13-77,32) 1,16 + 0,10 (0,98-1,35) 13,33
Usnik Asit 41,55° (25,42-105,55) 0,41+ 0,08 (0,26-0,56) 7,32

Ayni siitunda farkli iistel harfler ile gosterilen degerler p < 0,05 diizeyinde birbirinden farklidir.



4.1.2. LDH Salinmm Analizi ile Metabolitlerin Hiicreler Uzerindeki Sitotoksik
Etkilerinin Belirlenmesi

DA, FA, LA, OA, PA ve UA metabolitlerinin farkli konsantrasyonlarinin (2,5, 5, 10, 20
ve 40 mg/L) uygulamadan 48 saat sonra, PSSK (Sekil 4.3) ve U7MG (Sekil 4.4)
hiicreleri tlizerindeki sitotoksik etkilerini belirlemek amaciyla LDH salinim testinden

yararlanilmastir.

Hiicre kiiltiirii medyumunda bulunan LDH miktar1 hiicre zarmin biitiinligi hakkinda
fikir vermektedir. Bu nedenle zari hasara ugramis bir hiicrenin medyumunda fazla
oranda LDH enzimi bulunacagi goz Oniine alinarak yapilan caligmada, en yiiksek
konsantrasyona (40 mg/L) sahip metabolit ¢ozeltilerinin en fazla LDH salinimina sebep
oldugu gorilmistir. PSSK ve U87MG hiicre medyumlarinda en fazla LDH
konsantrasyonu (Sirasiyla 90,00 ve 89,77 pU/mL), 40 mg/L konsantrasyona sahip LA
uygulamasinda tespit edilmistir. PSSK hiicreleri {izerinde, LA'min en diisiik
konsantrasyonunun (2,5 mg/L) diger metabolitlerin tiim konsantrasyonlarma kiyasla
daha yiiksek oranda LDH salinimina (52,89 pU/mL) sebep oldugu dikkat ¢ekmektedir.
PSSK hiicreleri tiizerinde OA, PA ve UA metabolitlerinin en yiiksek
konsantrasyonlariin sirasiyla 48,61, 45,50 ve 41,39 pU/mL'lik LDH salinimlarina
sebep olmalari nedeniyle yakin seviyede LDH aktivite gosterdikleri belirlenmistir.
U87MG hiicreleri lizerinde LA'dan sonra en fazla LDH salinimina sebep olan metabolit
OA olmustur. OA metabolitinin 20 ve 40 mg/L'lik konsantrasyonlu ¢dzeltileri sirasiyla
56,94 ve 72,00 pnU/mL LDH aktivite gostermek suretiyle kontrol grubuna da kiyasla
US87MG hiicreleri tlizerinde yiiksek oranda sitotoksik etkiye sebep olmustur.

Sekil 4.3 ve sekil 4.4'e bakildiginda DA, FA ve PA'nin 2,5 mg/L'lik konsantrasyonlu
¢ozeltilerinin PSSK ve U87MG hiicreleri iizerinde gosterdikleri LDH aktivitelerinin,
kontrol gruplarina kiyasla istatistiksel agidan (p > 0,05) bir farklilik gostermedigi tespit

edilmistir.
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Sekil 4.3 Farkli liken sekonder metabolitleri ile muamele edilen PSSK hiicrelerinde gozlenen
LDH salinim seviyesi (Ortalama =+ Standart Sapma, n = 3) (Farkli harfler ile
gosterilen degerler p < 0,05 diizeyinde birbirinden farklidir.)
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Sekil 4.4 Farkli liken sekonder metabolitleri ile muamele edilen U87MG hiicrelerinde gozlenen
LDH salinim seviyesi (Ortalama =+ Standart Sapma, n = 3) (Farkli harfler ile
gosterilen degerler p < 0,05 diizeyinde birbirinden farklidir.)
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4.2. Biyokimyasal Analizler

4.2.1. Metabolitlerin In Vitro Kosullarda Olusturdugu TAK Diizeylerinin
Belirlenmesi

DA, FA, LA, OA, PA ve UA metabolitlerinin farkli konsantrasyonlarinin (2,5, 5, 10, 20
ve 40 mg/L) uygulamadan 48 saat sonra, PSSK (Sekil 4.5) ve U87MG (Sekil 4.6)
hiicreleri tizerindeki toplam antioksidan kapasitelerini belirlemek amaciyla TAK

analizinden yararlanilmistir.

Metabolitlerin PSSK' hiicreleri iizerindeki TAK diizeylerine bakildiginda, en yiiksek
oranlarin 43,13 mmol Troloks Esdegeri/L ile FA'nin ve 42,34 mmol Troloks Esdegeri/L
ile PA'nin maksimum konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerinde ait oldugu tespit edilmistir.
Ayrica FA'nin 20 mg/L'lik konsantrasyona sahip ¢ozeltisinin TAK diizeyinin de (41,51
mmol Troloks Esdegeri/L) en yiiksek TAK degerlerinden istatistiki olarak (p > 0,05)
farkli olmadig1 belirlenmistir. DA ve UA'nin 10 mg/L'lik konsantrasyona sahip
¢ozeltilerinin sahip olduklart TAK diizeyleri (Sirasiyla 37,74 ve 37,34 mmol Troloks
Esdegeri/L) de deneme sonuglarinin géze ¢arpan degerlerinden olmustur. En diisiik
TAK oranlarina sahip olan metabolitin ise LA oldugu saptanmistir. Ayrica LA
metabolitinin 10, 20 ve 40 mg/L konsantrasyona sahip ¢ozeltilerinin PSSK' hiicreleri
tizerinde sahip olduklar1 TAK diizeyleri ile kontrol grubu TAK diizeyi arasindaki farkin

%95 giiven araliginda anlamli olmadigi ¢calisma sonuclarina yansimistir (Sekil 4.5).

Metabolitlerin U87MG hiicreleri iizerindeki TAK diizeyleri incelendiginde, tiim
metabolit konsantrasyonlarnin sahip olduklar1 TAK degerlerinin birbirlerine yakin
olduklart goze ¢arpmaktadir. DA'nin 5 mg/L ve UA'nin 2,5 mg/L'lik konsantrasyonlu
¢ozeltilerinin sahip olduklari TAK diizeyleri (Sirasiyla 8,25 ve 8,49 mmol Troloks
Esdegeri/L) denemenin en yiiksek degerlerini temsil etmistir. OA'nin 2,5, 20 ve 40
mg/L'lik konsantrasyonlu ¢ozeltilerinin TAK oranlari ise (Sirastyla 4,60, 4,65 ve 4,06
mmol Troloks Esdegeri/L) denemenin en diisiik degerlerini gostermis ve bu degerler ile
kontrol grubu TAK degeri (3,49 mmol Troloks Esdegeri/L) arasindaki fark istatistiksel
acidan (p > 0,05) anlaml1 bulunmamastir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.5 PSSK hiicreleri iizerinde test edilen farkli liken sekonder metabolitlerinin olusturdugu
TAK diizeyleri (Ortalama + Standart Sapma, n = 3) (Farkli harfler ile gosterilen
degerler p < 0,05 diizeyinde birbirinden farklidir.)
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Sekil 4.6 US7MG hiicreleri {izerinde test edilen farkli liken sekonder metabolitlerinin
olusturdugu TAK diizeyleri (Ortalama + Standart Sapma, n = 3) (Farkli harfler ile
gosterilen degerler p < 0,05 diizeyinde birbirinden farklidir.)
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4.2.2. Metabolitlerin In Vitro Kosullarda Olusturdugu TOD Diizeylerinin
Belirlenmesi

DA, FA, LA, OA, PA ve UA metabolitlerinin farkli konsantrasyonlarmin (2,5, 5, 10, 20
ve 40 mg/L) uygulamadan 48 saat sonra, PSSK (Sekil 4.7) ve U87MG (Sekil 4.8)
hiicreleri tizerindeki toplam oksidan durumlarini belirlemek amaciyla TOD analizinden

yararlanilmastir.

Metabolitlerin PSSK hiicreleri iizerindeki TOD diizeylerine bakildiginda, PA harig
diger metabolitlerin en yiiksek konsantrasyona sahip ¢ozeltilerinin en yiiksek TOD
diizeyine sahip olduklar: tespit edilmistir. Deneme gruplar igerisinde en yliksek oranlar
LA ve DA'nin 40 mg/L'lik konsantrasyonlu ¢ozeltilerinde bulunmustur (Sirasiyla 39,43
ve 34,87 umol H,0, Esdegeri/L). Diger metabolitlerden OA, UA ve FA'nin 40 mg/L'lik
konsantrasyonlu ¢ozeltilerinin TOD diizeyleri ise sirasiyla 29,91, 27,80 ve 22,11 pmol
H,0, Esdegeri/L olarak rapor edilmistir. PA'nin tiim konsantrasyonlarinin diisiik

oranlarda oksidatif strese sebep oldugu belirlenmistir (Sekil 4.7).

Test bilesiklerinin US7MG hiicreleri lizerinde oksidatif stres meydana getirme etkileri
incelendiginde, LA, DA ve OA'nin 40 mg/L'lik konsantrasyonlarinin sirastyla 70,79,
68,09 ve 57,77 pmol H,O; Esdegeri/L degerleri ile en yiiksek oranda TOD kapasitesine
sahip olduklar1 goriilmiistiir. Diger iic metabolit kendi konsantrasyonlar1 igerisinde
kiyaslandiginda, FA 2,5 mg/'L'lik (37,30 umol H,O, Esdegeri/L), PA 5 mg/L'lik (46,66
umol H,O, Esdegeri/L) ve UA ise 20 mg/L'lik (37,78 pmol H,O, Esdegeri/L)
cozeltilerinde yiiksek oranda TOD aktivitesi gostermistir. U87MG hiicreleri {izerinde
oksidatif stres kapasiteleri test edilen liken metabolitlerinden FA'nin diger metabolitlere

kiyasla daha diistik oranda TOD aktivitesi gosterdigi ortaya ¢ikmistir. (Sekil 4.8).

Gergeklestirilen istatistiksel analiz sonucunda, liken metabolitlerine maruz birakilan
PSSK ve U87MG hiicrelerinin her ikisi iizerinde de kontrol gruplarina kiyasla
metabolitlerde ortaya ¢ikan TOD diizeylerinin %95 giiven araliginda anlamli oldugu
tespit edilmistir (Sekil 4.7 ve 4.8).
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Sekil 4.7 PSSK hiicreleri iizerinde test edilen farkli liken sekonder metabolitlerinin olusturdugu
TOD diizeyleri (Ortalama + Standart Sapma, n = 3) (Farkli harfler ile gosterilen
degerler p < 0,05 diizeyinde birbirinden farklidir.)
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Sekil 4.8 US7MG hiicreleri {izerinde test edilen farkli liken sekonder metabolitlerinin
olusturdugu TOD diizeyleri (Ortalama + Standart Sapma, n = 3) (Farkli harfler ile
gosterilen degerler p < 0,05 diizeyinde birbirinden farklidir.)
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4.3. Metabolitlerin Hiicreler Uzerinde Sebep Olduklar1 Oksidatif DNA Hasar
Diizeylerinin Belirlenmesi

DA, FA, LA, OA, PA ve UA metabolitlerinin farkli konsantrasyonlarmin (2,5, 5, 10, 20
ve 40 mg/L) uygulamadan 48 saat sonra, PSSK (Sekil 4.9) ve US7MG (Sekil 4.10)
hiicreleri tlizerindeki oksidatif DNA hasar diizeylerini belirlemek amaciyla hiicrelerde

ortaya ¢ikan 8-OH-dG seviyeleri belirlenmistir.

Metabolitlerin PSSK hiicreleri lizerindeki oksidatif DNA hasar etkileri incelendiginde,
LA metabolitinin 10, 20 ve 40 mg/L konsantrasyona sahip ¢ozeltilerinin diger tiim
metabolit uygulamalarindan farkli olarak yiiksek derecede (Sirasiyla 4,57, 5,25 ve 6,16
pg/mL) DNA hasar1 meydana getirdigi tespit edilmistir. Istatistiki acidan bakildiginda
da bahsi gecen ii¢ uygulamanin sahip oldugu degerlerin, diger tim uygulama
degerlerinden p < 0,05 diizeyinde farkli oldugu goze carpmaktadir. Kontrol grubu ile
kiyaslama yapildiginda, DA ve UA'nin 20 ve 40 mg/L, FA ve OA'nin 40 mg/L, PA'nin
10, 20 ve 40 mg/L ve LA'nin ise tiim konsantrasyonlariin sebep olduklari 8-OH-dG
seviyelerinin kontrol grubunun sebep oldugu 8-OH-dG seviyesinden istatistiksel olarak
(p < 0,05) farkli ve daha yiiksek oldugu saptanmistir (Sekil 4.9).

U87MG hiicreleri tiizerinde oksidatif DNA hasar etkileri test edilen liken
metabolitlerinin hiicrelerde ortaya ¢ikardigi 8-OH-dG miktari incelendiginde LA'nin 10,
20 ve 40 mg/L konsantrasyonlu cozelitlerinin meydana getirdigi sonuglar (Sirasiyla
6,21, 6,73 ve 7,90 pg/mL) uygulamalar igerisindeki en yiiksek oranlar1 olusturmustur.
Diger taraftan OA metabolitinin de sebep oldugu oksidatif DNA hasar diizeyinin, diger
metabolitlerin sebep oldugu hasar diizeylerinden yiiksek ve istatistiksel olarak (p <
0,05) farkli oldugu belirlenmistir. UA metabolitinin 2,5, 5 ve 10 mg/L konsantrasyonlu
cozeltilerinin sebep oldugu sirasiyla 3,61, 3,69 ve 3,94 pg/mL degerleri US7TMG
hiicreleri tizerindeki en diisiik 8-OH-dG seviyelerini meydana getirmistir. Ayrica liken
metabolitleri ile U87MG hiicreleri lizerinde gergeklestirilen tiim uygulamalar sonucu
ortaya ¢ikan degerler ile kontrol grubu degeri arasindaki farkin %95 giiven araliginda

anlamli oldugu ¢alisma sonuglarina yansimistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.9 Farkli liken sekonder metabolitleri ile muamele edilen PSSK hiicrelerinde gozlenen 8-
OH-dG seviyesi (Ortalama + Standart Sapma, n = 3) (Farkli harfler ile gosterilen
degerler p < 0,05 diizeyinde birbirinden farklidir.)
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Sekil 4.10 Farkli liken sekonder metabolitleri ile muamele edilen U87MG hiicrelerinde
gozlenen 8-OH-dG seviyesi (Ortalama + Standart Sapma, n = 3) (Farkli harfler ile
gosterilen degerler p < 0,05 diizeyinde birbirinden farklidir.)
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4.4. Hiicreler Uzerinde Gerceklestirilen Uygulamalar Sonucunda Degiskenler
Arasindaki Korelasyon Seviyelerinin Belirlenmesi

DA, FA, LA, OA, PA ve UA metabolitlerinin farkli konsantrasyonlarmin (2,5, 5, 10, 20
ve 40 mg/L) PSSK ve U87MG hiicreleri {izerindeki farkli uygulamalari sonucunda
ortaya ¢ikan degerler baz alinarak, denemedeki tiim degiskenlerin her birinin birbirleri
ile arasinda bir korelasyon olup olmadigini, eger varsa bu korelasyonun hangi seviyede
oldugunu tespit etmek amaciyla tim degiskenler iizerinde ikili korelasyon analizi
gerceklestirilmistir. Test edilen her metabolit i¢in ayr1 ayri uygulanan korelasyon
analizinde degisken olarak hiicre canliligi, konsantrasyon, LDH aktivite, oksidatif DNA
hasari, TAK ve TOD goz 6niine alinmistir (Cizelge 4.3-4.14).

Gergeklestirilen korelasyon analizleri incelendiginde, tim metabolit uygulamalarinda
hiicre canliligi-konsantrasyon, hiicre canliligi-LDH aktivite ve hiicre canliligi-oksidatif
DNA hasar ikili korelasyon analizlerinde degiskenler arasindaki Pearson korelasyon
katsayisinin < -0,85 oldugu ve bu nedenle ilgili degiskenler arasinda yiiksek derecede
negatif korelasyon oldugu tespit edilmistir. Ayn1 sekilde tim metabolit uygulamalari
icin gerceklestirilen konsantrasyon-LDH aktivite ve konsantrasyon-oksidatif DNA
hasart iKili korelasyon analiz sonuglarina gore Pearson korelasyon katsayisi > 0,85
oldugundan dolay1 ilgili degiskenler arasinda yiiksek derecede pozitif korelasyon

oldugu belirlenmistir.

PSSK ve U87MG hiicreleri tlizerinde DA, LA ve OA uygulamalar1 sonucunda ortaya
cikan veriler hiicre canliligi-TOD degiskenleri arasinda yiiksek derecede negatif
korelasyon oldugunu gdstermistir (Pearson korelasyon katsayisi < -0,78) (Cizelge 4.3,
4.4, 4.7-4.10). PSSK hiicreleri tizerinde UA uygulamasi sonucunda hiicre canliligi-TOD
degiskenleri arasinda -0,89 Pearson korelasyon katsayisi ile yiiksek derecede negatif
korelasyon tespit edilmisken, ayni metabolitin U87MG hiicreleri {izeindeki
uygulamasinda istatistiki olarak anlamli bir korelasyon bulunamamuistir (Cizelge 4.13 ve
4.14).
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Cizelge 4.3 PSSK hiicreleri iizerinde DA uygulamasi sonucu degiskenler arasindaki korelasyon

seviyesi

Hiicre LDH Oksidatif

Canlihg: Konsantrasyon Aktivite DNA Hasar TAK TOD
Hiicre 1,00% -0,95™ -0,91™ -0,93™ 0,08 -0,88™
Canlihig1
Konsantrasyon -0,95" 1,00 0,96~ 0,97" 023 0,96
LDH Hk Kk Kk Hk
Aktivite -0,91 0,96 1,00 0,97 0,15 091
Oksidatif " " " "
DNA Hasars -0,93 0,97 0,97 1,00 0,14 094
TAK 0,08 -0,23 -0,15 -0,14 1,00 -0,26
TOD -0,88" 0,96~ 0,917 0,94 -0,26 1,00

?Pearson korelasyon katsayisi
Korelasyon p < 0,01 diizeyinde anlamlidir.

Cizelge 4.4 U87MG hiicreleri iizerinde DA uygulamasi sonucu degiskenler arasindaki
korelasyon seviyesi

Hiicre LDH Oksidatif

Canlihig Konsantrasyon Aktivite DNA Hasarn TAK TOD
Hiicre ) 1,00° -0,99™ -0,96™ -0,89" 0,27 -0,95"
Canlihg:
Konsantrasyon -0,99" 1,00 0,96~ 0,88 -0,25 0,96~
LDH - . . o
Aktivite -0,96 0,96 1,00 0,94 011 093
Oksidatif - wox ok o
DNA Hasax -0,89 0,88 0,94 1,00 0,15 0,85
TAK 0,27 -0,25 -0,11 -0,15 1,00 -0,34
TOD -0,95™ 0,96~ 0,93” 0,85~ -0,34 1,00

#Pearson korelasyon katsayisi
Korelasyon p < 0,01 diizeyinde anlamlidir.
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Cizelge 4.5 PSSK hiicreleri lizerinde FA uygulamasi sonucu degiskenler arasindaki korelasyon

seviyesi

Hiicre LDH Oksidatif

Canlihg: Konsantrasyon Aktivite DNA Hasar TAK TOD
Hiicre 1,00 0,97 -0,98™ -0,96™ -0,90”  -0,40
Canlihig1
Konsantrasyon -0,97" 1,00 0,97 0,95" 0,89” 0,50
LDH Kk Kk ok ok
Aktivite -0,98 0,97 1,00 0,98 0,92 0,32
Oksidatif o x - o
DNA Hasari -0,96 0,95 0,98 1,00 0,94 0,28
TAK -0,90” 0,89” 0,92" 0,94” 1,00 0,22
TOD -0,40 0,50 0,32 0,28 0,22 1,00

?Pearson korelasyon katsayisi
Korelasyon p < 0,01 diizeyinde anlamlidir.

Cizelge 4.6 U87MG hiicreleri iizerinde FA uygulamasi sonucu degiskenler arasindaki

korelasyon seviyesi

Hiicre LDH

Oksidatif

Canlihig Konsantrasyon Aktivite DNA Hasarn TAK TOD
Hiicre 1,00° 097" 097" 093" 038 042
Canlihg:
Konsantrasyon -0,97" 1,00 0,95" 0,89" -0,42 -0,32
LDH - o o .
Aktivite -0,97 0,95 1,00 0,97 -0,28 -0,55
Oksidatif - o o *
DNA Hasar: -0,93 0,89 0,97 1,00 -0,18 -0,56
TAK 0,38 -0,42 -0,28 -0,18 1,00 -0,02
TOD 0,42 -0,32 -0,55" -0,56" 0,02 1,00

#Pearson korelasyon katsayist
Korelasyon p < 0,05 diizeyinde anlamlidur.
Korelasyon p < 0,01 diizeyinde anlamlidir.
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Cizelge 4.7 PSSK hiicreleri tizerinde LA uygulamasi sonucu degiskenler arasindaki korelasyon

seviyesi

Hiicre LDH Oksidatif

Canlihg: Konsantrasyon Aktivite DNA Hasar TAK TOD
Hiicre 1,00 0,92 -0,94™ 0,94 0,95~  -0,91”
Canlihig1
Konsantrasyon -0,92" 1,00 0,97 0,98" 0,90 0,85
LDH Hk Kk ok *Kk Hk
Aktivite -0,94 0,97 1,00 0,98 -0,94 0,81
Oksidatif o o " " -
DNA Hasars -0,94 0,98 0,98 1,00 -0,091 0,86
TAK 0,95" 0,90 -0,94” 0,91 1,00 0,82
TOD -0,91” 0,85 0,81" 0,86 0,82 1,00

?Pearson korelasyon katsayisi
Korelasyon p < 0,01 diizeyinde anlamlidir.

Cizelge 4.8 U7MG hiicreleri iizerinde LA wuygulamasi sonucu degiskenler arasindaki
korelasyon seviyesi

Hiicre LDH Oksidatif

Canlihig Konsantrasyon Aktivite DNA Hasarn TAK TOD

Hiicre ) 1,00° -0,90™ -0,96™ -0,93” 0,797  -0,84"
Canlihg:

Konsantrasyon -0,90" 1,00 0,98" 0,99” 0,797 0,797
LDH o - - . o
Aktivite -0,96 0,98 1,00 0,99 -0,85 0,85
Oksidatif - - i - -
DNA Hasar: -0,93 0,99 0,99 1,00 -0,82 0,82
TAK 0,79” 0,79 -0,85" -0,82" 1,00 -0,88"
TOD -0,84™ 0,79” 0,85~ 0,82" -0,88™ 1,00

#Pearson korelasyon katsayisi
Korelasyon p < 0,01 diizeyinde anlamlidir.
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Cizelge 4.9 PSSK hiicreleri iizerinde OA uygulamasi sonucu degiskenler arasindaki korelasyon

seviyesi

Hiicre LDH Oksidatif

Canlihg: Konsantrasyon Aktivite DNA Hasar TAK TOD
Hiicre 1,00 -0,90” -0,88"™ -0,85™ 0,37 -0,78"
Canlihig1
Konsantrasyon -0,90" 1,00 0,91 0,95" 0,70 0,94”
LDH Kk Kk Kk Hk
Aktivite -0,88 0,91 1,00 0,97 -0,51 0,85
Oksidatif o x " . -
DNA Hasari -0.85 0,95 0,97 1,00 -0,64 0,92
TAK 0,37 -0,70” -0,51 -0,64" 1,00 -0,79”
TOD 0,78 0,94 0,85~ 0,92 0,797 1,00

?Pearson korelasyon katsayisi
Korelasyon p < 0,05 diizeyinde anlamlidur.
Korelasyon p < 0,01 diizeyinde anlamlidir.

Cizelge 4.10 U87MG hiicreleri iizerinde OA uygulamasit sonucu degiskenler arasindaki

korelasyon seviyesi

Hiicre LDH Oksidatif

Canhihg Konsantrasyon Aktivite DNA Hasari TAK TOD
Hiicre 1,00° 092" 097" -0,98™ 048  -095”
Canhihig1
Konsantrasyon -0,92" 1,00 0,98" 0,85~ 059" 095"
LDH - - o . "
Aktivite -0,97 0,98 1,00 0,93 -0,54 0,97
Oksidatif - - ox i
DNA Hasar: -0,98 0,85 0,93 1,00 -0,45 0,93
TAK 0,48 -0,59" -0,54" -0,45 1,00 -0,63"
TOD -0,95" 0,95~ 0,97 0,93” -0,63° 1,00

Pearson korelasyon katsayisi
Korelasyon p < 0,05 diizeyinde anlamlidur.
Korelasyon p < 0,01 diizeyinde anlamlidir.
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Cizelge 4.11 PSSK hiicreleri iizerinde PA uygulamasi
korelasyon seviyesi

sonucu degiskenler

arasindaki

Hiicre LDH Oksidatif

Canlihg: Konsantrasyon Aktivite DNA Hasar TAK TOD
Hiicre 5 1,00° -0,90™ 0,91 -0,94™ 095" -0,02
Canlihig1
Konsantrasyon -0,90" 1,00 0,99” 0,97 0,94” 0,30
LDH Hk Kk Hk ok
Aktivite -0,91 0,99 1,00 0,97 0,95 0,27
Oksidatif " " " -
DNA Hasar -0.94 0,97 0,97 1,00 0,97 0,25
TAK -0,95" 0,947 0,95~ 0,97" 1,00 0,20
TOD -0,02 0,30 0,27 0,25 0,20 1,00

?Pearson korelasyon katsayisi
Korelasyon p < 0,01 diizeyinde anlamlidir.

Cizelge 4.12 U87MG hiicreleri tizerinde PA wuygulamasi sonucu degiskenler arasindaki

korelasyon seviyesi

Hiicre LDH

Oksidatif

Canlihig Konsantrasyon Aktivite DNA Hasarn TAK TOD
Hiicre 1,00° 0,94 -0,96” 093" 093”030
Canlihg:
Konsantrasyon -0,94" 1,00 0,99” 0,99” 093"  -0,34
LDH *k *k *k Kk
Aktivite -0,96 0,99 1,00 0,99 0,95 -0,35
Oksidatif - - - -
DNA Hasar: -0,93 0,99 0,99 1,00 0,92 -0,33
TAK -0,93” 0,93" 0,95~ 0,92 1,00 -0,45
TOD 0,30 -0,34 -0,35 -0,33 -0,45 1,00

#Pearson korelasyon katsayisi
Korelasyon p < 0,01 diizeyinde anlamlidir.
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Cizelge 4.13 PSSK hiicreleri {izerinde UA uygulamasi sonucu degiskenler arasindaki

korelasyon seviyesi

Hiicre LDH Oksidatif

Canlihg: Konsantrasyon Aktivite DNA Hasar TAK TOD
Hiicre 1,00 -0,93" -0,93™ -0,91" 044  -0,89"
Canlihig1
Konsantrasyon -0,93" 1,00 0,87 0,94 0,23 0,95~
LDH Kk Kk ok * Hk
Aktivite -0,93 0,87 1,00 0,93 0,62 0,90
Oksidatif o " - "
DNA Hasari -0,91 0,94 0,93 1,00 0,45 0,94
TAK -0,44 0,23 0,62" 0,45 1,00 0,29
TOD -0,89™ 0,95~ 0,90” 0,94” 0,29 1,00

?Pearson korelasyon katsayisi
Korelasyon p < 0,05 diizeyinde anlamlidur.
Korelasyon p < 0,01 diizeyinde anlamlidir.

Cizelge 4.14 U87MG hiicreleri tizerinde UA uygulamasit sonucu degiskenler arasindaki

korelasyon seviyesi

Hiicre LDH Oksidatif

Canlihig Konsantrasyon Aktivite DNA Hasarn TAK TOD
Hiicre 1,00° 0,89" 089" 091" 038 017
Canhihig1
Konsantrasyon -0,89" 1,00 0,90” 0,94 -0,28 -0,37
LDH o " "
Aktivite -0,89 0,90 1,00 0,98 025 0,04
Oksidatif - " "
DNA Hasar: -0,91 0,94 0,98 1,00 025  -0,10
TAK 0,38 -0,28 -0,25 -0,25 1,00 0,08
TOD 0,17 -0,37 0,04 -0,10 0,08 1,00

Pearson korelasyon katsayist
Korelasyon p < 0,01 diizeyinde anlamlidir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Glioblastoma, beyin tiimorleri igerisinde ¢ok fazla rastlanmasindan ve tehlikeli malign
seyir gostermesinden dolay1 tedavi amach iizerinde bircok denemeler gergeklestirilen
kanser c¢esididir. Hastalifin tedavisine yonelik gerceklestirilen cerrahi, radyotereapi
veya kemoterapi yontemlerine ilave olarak bitkisel iiriin kaynakli tedavi metotlar1 da
g6z ardi edilemez bir gercektir. Birgcok arastirmaci glioblastoma tedavisi kapsaminda
bitkisel iiriinleri kullanarak hastaligin seyri iizerinde olumlu katkilar saglamay1
hedeflemislerdir (Cheng ve ark., 2006; Das ve ark., 2007; Kim ve ark., 2008; Deng ve
ark., 2009; Hahm ve ark., 2010; Jung ve Ghil, 2010; Jeong ve ark., 2011; Wang ve ark.,
2013; Markiewicz-Zukowska ve ark., 2013a, 2013b; Khan ve ark., 2014). Fakat
edindigimiz literatiir bilgileri 1s18inda liken adimi verdigimiz simbiyotik birlikteligin

glioblastoma tedavisi iizerinde denenmeyen bitkisel bir {iriin oldugu goériilmektedir.

Liken ekstraktlarinin ve metabolitlerinin simdiye kadar bir¢ok arastirma konularina
malzeme oldugu ve olumlu sonuglar verdigi rapor edilmistir. Tez kapsaminda
gerceklestirilen ¢alismada ise liken sekonder metabolitlerinden DA, FA, LA, OA, PA ve
UA'nin gliblastoma hiicre hatt1 olan U87MG hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkileri ve
bu etkilerin oksidatif stres kaynakli olup olmadigi arastirilmistir. Ayrica hiicre
proliferasyonu inhibasyonunda, test edilen liken sekonder metabolitlerinin hiicrelerde
ortaya c¢ikardiklari LDH ve 8-OH-dG miktariin etkili olup olmadig1 baska bir inceleme
konusu olmusgtur. Tez ¢alismasmin bir diger ayagida ise PSSK hiicreleri kullanilarak
test edilen liken sekonder metabolitlerinin saglikli beyin néron hiicreleri iizerindeki
sitotoksik etkileri incelenmis ve aymi zamanda bu metabolitlerin farkli
konsantrasyonlarina sahip ¢ozeltilerinin TAK diizeyleri de test edilmek suretiyle saglikli
hiicreler {izerinde oksidatif stresi azaltacak antioksidan kapasiteye sahip uygun

metabolit konsantrasyonlari tespit edilmistir.

Gergeklestirilen ikili korelasyon analizleri, farkli liken sekonder metabolitlerinin farkli
konsantrasyonlar1 ile muamele edilen PSSK ve US87MG hiicrelerinde canlilik
yiizdesinin tiim metabolit uygulamalarinda konsantrasyon artisi ile orantili bir sekilde

azaldigin1 gostermistir (bkz. Cizelge 4.3-4.14). Ayn1 zamanda hesaplanan ICsq degerleri,
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hiicreler iizerinde proliferasyonu inhibe edici metabolit konsantrasyonlar1 hakkinda fikir

vermistir (bkz. Cizelge 4.1 ve 4.2).

DA metabolitinin, PSSK hiicreleri {izerinde ortaya ¢ikan yiiksek ve U87MG hiicreleri
tizerinde ortaya cikan diisiik ICso degerleri (Sirasiyla 122,26 ve 35,67 mg/L), bu
metabolitin kanser hiicreleri iizerinde daha toksik oldugunu ortaya ¢ikarmistir ve bu
sonug ile DA'nin belli konsantrasyonda kullanilarak saglikli hiicrelere zarar vermeden
kanserli hiicreler iizerinde toksik etki gosterebilecegi kanisina varilmistir (bkz. Cizelge
41 ve 4.2). Disik konsantrasyonlardaki DA uygulamalarinin PSSK hiicreleri
tizerindeki LDH ve 8-OH-dG aktivitelerine bakildiginda ortaya ¢ikan degerlerin kontrol
degerlerinden p > 0,05 diizeyinde farkli olmadig: belirlenmisken (bkz. Sekil 4.3 ve 4.9),
US87MG hiicreleri icin gerceklestirilen uygulamalarda 5 mg/L ve lzeri
konsantrasyonlarin kontrol grubundan 6nemli derecede farkli oldugu tespit edilmistir
(bkz. Sekil 4.4 ve 4.10). DA'nin hiicreler iizerinde oksidatif stres meydana getirme
seviyesi incelendiginde, her iki hiicre tiire i¢in de 20 ve 40 mg/L konsantrasyonlu
cozeltilerinin yliksek degerlere sahip oldugu saptanmistir (bkz. Sekil 4.7 ve 4.8). Ayrica
korelasyon analizi hiicre canliligi-TOD degiskenleri arasinda yiiksek diizeyde negatif
korelasyon oldugunu ortaya ¢ikarmistir (bkz. Cizelge 4.3 ve 4.4). DA bilesiginin PSSK
hiicreleri tizerindeki 10 mg/L konsantrasyonlu ¢ozeltisinin antioksidan kapasitesinin
yiiksek oranda oldugu TAK sonuclarina yansimistir (bkz. Sekil 4.5). DA metaboliti i¢in
ortaya ¢ikan sonuglar, DA'nin diisiik konsantrasyonlarinin U87MG hiicrelerini tahrip
etmek icin yeterli oldugunu ve ayrica PSSK hiicreleri iizerinde bu diisiik
konsantrasyonlarin istatistiksel acidan yiiksek derecede olumsuz etki gostermedigini,
hatta 10 mg/L konsantrasyonlu DA ¢dzeltisinin PSSK hiicreleri iizerinde antioksidan

etki gosterdigini ortaya ¢ikarmistir.

Arastirmacilar tarafindan DA sekonder metaboliti ile gerceklestirilen daha onceki
calismalarda DA'nin kullanilan konsantrasyona bagli olarak sitotoksik kapasitesinin
bulundugu veya antioksidan etkisinin yiiksekligi tespit edilmistir. Bayir ve ark. (2006),
siganlar tizerinde gerceklestirdikleri ¢alismada DA'nin indometasin kaynakli mide
lezyonlarina karst koruyucu etki gosterdigini, bu etkinin ise si¢anlarn mide
dokularindaki nétrofil infiltrasyonu iizerindeki inhibitér etkinin ve oksidatif stresin

indirgenmesi ile gerceklestigini bildirmislerdir. DA'nmin mide koruyucu o6zellikte
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oldugunu belirten bir diger ¢alisma ise Sepulveda ve ark. (2013)'na aittir. DA'nin agr
kesici ve ates diisiiriicti etkileri de bagka bir aragtirma sonucudur (Okuyama ve ark.,
1995). Odabasoglu ve ark. (2012), DA'nin pro-apoptotik bir etken madde olarak
apoptozu ve antioksidan sistemi indiikledigini ortaya ¢ikarmislardir. DA'nin kanserli
hiicreler iizerindeki sitotoksik etkilerinin arastirildigi ¢aligmalar da goze ¢arpmaktadir.
Tez caligmast kapsaminda DA'min diisik konsantrasyonlarimin PSSK hiicreleri
tizerindeki yiiksek antioksidan kapasitesi sonuglarina paralel olarak Karagoz ve ark.
(2014) da gergeklestirdikleri ¢alismada DA'nin disiik dozlarinin saglikli fare mide,
karaciger, bobrek, ince ve kalin bagirsak hiicrelerine karsi koruyucu 6zellik gosterirken,
Ehrlich asit tiimorii hiicrelerine karsi antitiimoral aktivitesinin yiiksek oldugunu
saptamiglardir. DA metabolitinin melanom (Brandao ve ark., 2013), keratinosit (Kumar
ve Miiller, 1999), kanserli meme, kolon ve serviks hiicreleri (Brisdelli ve ark., 2013)

tizerindeki sitotoksik ve antiproliferatif etkileri de rapor edilen diger ¢alismalardir.

FA metabolitinin PSSK hiicreleri iizerinde ortaya ¢ikan ICsq degeri 698,19 mg/L iken
(bkz. Cizelge 4.1), US7MG hiicreleri iizerinde ortaya ¢ikan 1Csg degeri 410,72 mg/L
olmustur (bkz. Cizelge 4.2). FA metaboliti ile muamele edilen PSSK ve U87MG
hiicrelerinde diisiik oranlarda LDH salinimi1 ve 8-OH-dG seviyesi goriilmiistiir. Fakat
U87MG hiicreleri i¢gin LDH aktivitesi uygulamalarinda 40 mg/L konsantrasyonda, 8-
OH-dG aktivitesi uygulamalarinda ise tiim konsantrasyonlarda PSSK'ye kiyasla daha
yiksek degerler elde edilmistir (bkz. Sekil 4.3, 4.4, 4.9 ve 4.10). TOD seviyelerine
bakildiginda PSSK hiicreleri i¢in 40 mg/L konsantrasyon ¢dzeltisinin, U87MG hiicreleri
icin ise 2 mg/LL konsantrasyon ¢dzeltisinin en yiiksek TOD oranmi verdigi tespit
edilmistir (bkz. Sekil 4.7 ve 4.8). FA'nin PSSK hiicreleri iizerindeki TAK seviyesi tiim
deneme gruplarn igerisindeki en yiiksek degeri olusturmustur. 20 ve 40 mg/L'lik
uygulama TAK seviyeleri agisindan %95 giiven araliginda farklilik gostermemistir
(bkz. Sekil 4.5). FA metaboliti i¢in ortaya ¢ikan sonuglar, bu metabolitin PSSK ve
US7MG hiicreleri lizerinde yiiksek derecede toksisite gostermedigini, fakat kanserli
hiicreler lizerinde saglikli hiicrelere kiyasla daha yiiksek oranda letal etki gosterdiklerini
ortaya ¢ikarmistir. FA metabolitinin PSSK hiicreleri {izerindeki yiiksek antioksidan
kapasiteleri goz oniine alindiginda belli konsantrasyonda kullaniminin saglikli hiicreler

tizerinde oksidatif stresi azaltarak olumlu etki yapabilecegi diisiiniilmektedir.
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FA'nin antioksidan kapasiteye sahip olduguna dair ¢alismalar daha onceki yillarda
aragtirmacilar tarafindan da gergeklestirilmistir. FA metabolitinin DPPH ve siiperoksit
anyon yakalama ve indirgeme giicii aktivitelerinin incelenmesi sonucunda bu
metobolitin yiiksek seviyede antioksidan etkiye sahip oldugu tespit edilmistir (Kosani¢
ve Rankovi¢, 2011; Kosani¢ ve ark., 2013; Rankovi¢ ve ark., 2014). Reaktif metabolit
formasyonunun inhibe edilmesi suretiyle antimutajenik etki gosterdigi de rapor edilen
FA’nin (Osawa ve ark., 1991), belli konsantrasyonlarda kullanilmasi durumunda
antimikrobiyal etkiye sahip oldugu kanitlanmistir (Gollapudi ve ark., 1994; Yilmaz ve
ark., 2005; Kosani¢ ve Rankovié¢, 2011; Kosani¢ ve ark., 2013; Rankovi¢ ve ark., 2014).
Toksik etkisi mikroorganizmalar tizerinde test edilen FA liken sekonder metabolitinin,
tez caligmas1 kapsaminda gerceklestirilen ve U87MG hiicreleri ilizerinde gosterdigi
ortaya cikarilan sitotoksik etkisi baska hiicreler iizerinde de goriilmiistiir. Insan
melanom ve kanserli kolon hiicreleri iizerindeki diisiik 1Csg degerleri belirlenen FA
metabolitinin (Kosani¢ ve ark., 2013; Rankovi¢ ve ark., 2014), ayrica kanserli serviks
hiicreleri tizerindeki canlilik oranini diisiiren (Stojanovié¢ ve ark., 2014) ve sigan timosit
hiicreleri tizerinde proliferasyonu inhibe edici aktiviteleri de (Pavlovic ve ark., 2013)

arastirmacilar tarafindan belirlenmistir.

LA, PSSK ve U887MG hiicreleri tizerinde gosterdigi en diisiik ve birbirine yakin 1Csg
degerlerinden (Sirasiyla 9,08 ve 5,77 mg/L) dolay: iki hiicre tiirii izerinde de yiiksek
sitotoksik etki gdsteren metabolit olmustur (bkz. Cizelge 4.1 ve 4.2). LA'nin sitotoksik
etkisinin her iki hiicre iizerinde de oksidatif stres meydana getirme oOzelliginden
kaynaklandig1 sonuglara yansimistir (bkz. Sekil 4.7 ve 4.8), (bkz. Cizelge 4.7 ve 4.8).
Hiicrelerde salinan LDH enzimi ve 8-OH-dG baz seviyesinin yiiksekligi hiicrelerin
hasara ugrama sekli hakkinda bilgilenmemizi saglamistir (bkz. Sekil 4.3, 4.4, 4.9 ve
4.10). LA'nin antioksidan kapasitesine bakildiginda, PSSK ve U87MG hiicreleri
tizerinde konsantrasyon-TAK degiskenleri arasinda yiiksek seviyede negatif korelasyon
belirlenmis (bkz. Cizelge 4.7 ve 4.8), istatistiki agidan (p > 0,05) PSSK hiicreleri igin
10, 20 ve 40 mg/L konsantrasyonlu ¢ozeltilerinin kontrol grubundan farkli bir TAK
degeri ortaya ¢ikarmadigr tespit edilmistir (bkz. Sekil 4.5). LA metaboliti i¢in ortaya
¢ikan sonuglar, bu metabolitin PSSK ve U87MG hiicrelerinin her ikisi i¢in de yiiksek
derecede toksik oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Spesifik olarak yalnizca kanserli hiicrelerin

hedeflenerek, tiimorlii  bolgeye LA  metabolitinin  uygulanmas1  suretiyle
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gerceklestirilecek metotlar sayesinde glioblastomanin tedavisi siirecinde olumlu

sonuglar alinabilecegi umulmaktadir.

Gegmis yillarda LA'nin toksik etkisinden faydalanilarak gergeklestirilen antibakteriyal
ve hiicre antiproliferatif calismalar1 dikkat cekmektedir. Ayrica LA metabolitinin
antioksidan 6zellik i¢erdigi de bazi ¢alisma sonuglarina yansimistir. Bhattarai ve ark.
(2013), Stereocaulon alpinum likeninden elde ettikleri LA metabolitinin antioksidan ve
antibakteriyal ozellikler barindirdigini rapor etmislerdir. LA'nin antioksidan o6zellige
sahip oldugu ile ilgili bir baska ¢aligma Thadhani ve ark. (2011) tarafindan siiperoksit,
nitrik oksit ve DPPH radikali yakalama aktiviteleri araciligi ile test edilmis ve LA'nin
belli bir antioksidan kapasitesi oldugu tespit edilmistir. LA'ya maruz birakilan
hiicrelerin 6ldiigii veya ¢ogalmalarinin inhibe edildigi ¢alismalar kapsaminda, insan
trombosit hiicreleri {izerinde gergeklestirilen denemede LA'nin yiiksek seviyede
inhibitor aktivite gosterdigi belirlenmistir (Bucar ve ark., 2004). Bagka bir sitotoksisite
denemesinde Stereocaulon alpinium Laur. likeninden izole edilen LA'nin eritrolésemi
ve meme kanseri hiicreleri lizerindeki etkisi incelenmis ve yliksek derecede hiicre
oliimiine rastlanmistir (Ogmundsdéttir ve ark., 1998). LA'nm antifungal (Thadhani ve
ark., 2012) ve antimitotik (Morita ve ark., 2009) aktivitelerinin ortaya g¢ikarildigi

calismalar da LA'nin toksik 6zelliginin bir kez daha 6n plana ¢ikmasina sebep olmustur.

OA, tez kapsaminda test edilen liken sekonder metabolitleri icerisinde kanserli ve
normal hiicreler lizerindeki etkileri karsilastirildiginda yan etkisi diisiik seviyede olan,
kanserli hiicreler iizerinde yiiksek oranda sitotoksisite gosteren bilesik tiirli olmustur.
OA'nin PSSK hiicreleri tizerindeki ICsq degeri 125,71 mg/L (bkz. Cizelge 4.1), US7TMG
hiicreleri tizerindeki ICso degeri ise 17,55 mg/L (bkz. Cizelge 4.2) olarak tespit
edilmigtir. OA'nin U87MG hiicreleri ilizerindeki maksimum konsantrasyonunun (40
mg/L) LDH aktivitesi, LA'nin maksimum konsantrasyonunun sahip oldugu LDH
aktivitesinden sonra gelmektedir ve LA'nin 20 mg/L konsantrasyonlu ¢6zeltisinin LDH
aktivitesi ile arasinda %95 giliven araliginda o6nemli derecede bir fark olmadig:
sonuglara yansimistir (bkz. Sekil 4.4). US7MG hiicreleri iizerindeki OA uygulamalari
igin ortaya ¢ikan korelasyon analizi sonuglari, hiicre canliligi-konsantrasyon, hiicre
canliligi-LDH aktivite, hiicre canliligi-oksidatif DNA hasart ve hiicre canliligi-TOD

ikili degiskenleri arasindaki Pearson korelasyon katsayisinin < -0,90 oldugunu
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gostermis ve bu durum ilgili degiskenler arasinda ¢ok yiiksek oranda negatif korelasyon
oldugunu ortaya ¢ikarmistir (bkz. Cizelge 4.10). PSSK hiicreleri baz alindiginda da yine
bahsi gegen degiskenler arasinda bir negatif korelasyon oldugu, fakat korelasyon
derecesinin diistligii saptanmistir (bkz. Cizelge 4.9). OA bilesiginin hiicreler iizerindeki
antioksidan kapasitesi incelendiginde, TAK-konsantrasyon degiskenleri arasindaki
negatif korelasyonun PSSK hiicreleri i¢in p < 0,01 diizeyinde (bkz. Cizelge 4.9),
U87MG hiicreleri i¢in ise p < 0,05 diizeyinde (bkz. Cizelge 4.10) anlaml1 oldugu goze
carpmistir. Bu sonug, OA'nin konsantrasyonu ile PSSK hiicreleri iizerindeki antioksidan
kapasitesi arasinda daha yiiksek seviyede negatif bir korelasyon oldugunu goézler 6niine
sermigtir. Ayrica OA metabolitinin yalnizca 40 mg/L konsantrasyonlu ¢ozeltisinin
kontrol grubuna kiyasla PSSK hiicreleri lizerinde oksidatif DNA hasarina sebep oldugu
(bkz. Sekil 4.9), U87MG hiicreleri iizerinde ise tim konsantrasyonlarin az da olsa 8-
OH-dG seviyesini yiikselttigi (bkz. Sekil 4.10) analiz sonuglarina yansimistir. OA
metaboliti i¢in ortaya ¢ikan sonuglar, OA'nin diisiik konsantrasyonlarinin U87MG
hiicreleri tizerinde sitotoksik etki gosterirken, PSSK hiicreleri iizerinde yiiksek oranda

hasara sebep olmadiklarini ortaya ¢ikarmustir.

Gegmis yillarda OA metaboliti ile ilgili ger¢eklestirilen ¢alismalar sinirlidir. Bu siirh
caligmalar icerisinde OA'nin antikanserojen, antimikrobiyal ve antioksidan
kapasitelerinin varligindan bahsedilmistir. Koparal ve ark. (2010), Pseudevernia
furfuracea liken tiiriinden izole ettikleri olivetorik asidin anti-anjiyogenik aktivitesini
aragtirmiglar ve siganlardaki adipoz doku endotelyum hiicrelerinin, g¢ogalmasinin in
vitro sartlarda inhibe edildigini ve damar gelisiminin engellendigi saptamislardir.
Ayrica olivetorik asidin doza bagli olarak F-aktin stres fiberler {izerinde
depolimerizasyon etkisinin oldugunu da rapor etmislerdir. Endotelyum hiicrelerindeki
azalmayi, olivetorik asidin aktin hiicre iskeletinin yapisin1 bozmasiyla agiklamislardir.
Tirk ve ark. (2006), OA'min farkli bakteri tiirleri {izerindeki antibakteriyal etkisini
incelemisler ve bu metabolitin bakteri gelismini inhibe edici aktivite gdsterdigini ortaya
cikarmiglardir. Mitrovié¢ ve ark. (2014) ise yine OA metabolitinin antibakteriyal etkisini
saptamislar ve ayrica bu metabolitin toplam fenol ve flavonoid iceriklerinin ve DPPH
yakalama aktivitesinin yliksekligine dikkat ¢ekerek antioksidan kapasitesinin varligini

da tespit etmislerdir.
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PA metabolitinin PSSK hiicreleri iizerinde sahip oldugu 79,40 mg/L (bkz. Cizelge 4.1),
U87MG hiicreleri iizerinde sahip oldugu 56,22 mg/L ICsq degerleri (bkz. Cizelge 4.2),
her iki hiicre tiiriiniin de PA metaboliti tarafindan yakin seviyede sitotoksisiteye maruz
kaldigin1 gostermistir. PA'nin 2,5 mg/L konsantrasyonlu c¢ozeltisi hari¢, PSSK ve
U87MG hiicreleri tizerindeki ekstraselliler LDH aktiviteleri kontrol grubu
aktivitesinden istatistiksel agidan farkli ve yiiksek bulunmustur (bkz. Sekil 4.3 ve 4.4).
Her iki hiicre tiirii i¢in gergeklestirilen metabolit uygulamalarinda konsantrasyon-LDH
aktivite arasinda g¢ok yiiksek seviyede pozitif korelasyon tespit edilmistir (Pearson
korelasyon katsayist = 0,99). Yine PSSK ve U87MG hiicrelerinin oksidatif DNA hasari
igin ortaya ¢ikan korelasyon analizi verilerinde de LDH aktivitesine paralel sonuglar
gozlenmistir. Konsantrasyon-oksidatif DNA hasar: ve LDH aktivite-oksidatif DNA
hasart ikili analizlerinde ¢ok yiiksek diizeyde pozitif korelasyona rastlanmistir (Pearson
korelasyon katsayis1 > 0,97) (bkz. Cizelge 4.11 ve 4.12). Her iki hiicre tizerindeki TOD
analizi verilerinde dalgalanma goriildiigiinden, TOD ile bagka bir degisken arasinda
anlamli bir korelasyon bulunamamustir. Ozellikle, PA'nin 5 mg/L konsantrasyonlu
cozeltisinin kanserli hiicreler iizerinde gosterdigi yiiksek, normal hiicreler iizerinde
sebep oldugu disiik oksidatif stres ilgili konsantrasyonu 6nemli hale getirmistir (bkz.
Sekil 4.7 ve 4.8). PA'nin PSSK ve U87MG hiicreleri iizerindeki antioksidan kapasiteleri
incelendiginde, PSSK hiicrelerinde U87MG hiicrelerine kiyasla ¢ok daha yiiksek
miktarda TAK diizeyi tespit edilmis (bkz. Sekil 4.5 ve 4.6) ve bu diizeyin
konsantrasyona bagl olarak artig gosterdigi de sonuglara yansimistir (bkz. Cizelge 4.11
ve 4.12). PA metaboliti i¢in elde edilen tiim veriler incelendiginde, bu metabolitin
antioksidan kapasitesi yiiksek bir bilesik oldugu ve belli konsantrasyonlarda
kullanildiginda kanserli beyin hiicreleri iizerinde letal etki gdsterirken, normal hiicreler
tizerinde oksidatif stres olusturmayacak oOzellikler tasidigi diislincesini ortaya

cikarmustir.

PA metabolitinin sahip oldugu antioksidan kapasiteden dolay1 koruyucu ozellikte
oldugu, bu 6zelliginin yani sira yiiksek konsantrasyonlarda kullanildiginda toksik etki
gosterebildigi arastirmacilar tarafindan gergeklestirilen c¢alismalarda goriilmiistiir.
Behera ve ark. (2012), PA'nin 0,005-0,2 mg/mL arasinda konsantrasyona sahip
cozeltilerinin, konsantrasyon artis1 ile orantili bir sekilde serbest ve nitrik oksit

radikallerini yakalama aktivitelerinin ve lipit peroksidasyon inhibisyon diizeyinin
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yiikseldigini tespit etmislerdir. Bu sayede antioksidan kapasitesinin varligi tespit edilen
PA'nin kardiyovaskiiler koruyucu aktivitesi de ayn1 ¢alismanin sonuglari icerisinde yer
almistir. PA bilesiginin koruyucu 6zelligine dair baska bir ¢caligma fareler araciligr ile
gerceklestirilmis ve bu metabolitin mide koruyucu etkisi belirlenmistir (Sepulveda ve
ark., 2013). PA'nin toksik konsantrasyonlari iizerinde durulan g¢alismalarda, PA'ya
maruz birakilan farkli bakteri tiirlerinde (Celenza ve ark., 2013; Mitrovi¢ ve ark., 2014),
karaciger parazitinde (Lauinger ve ark., 2013) ve bazi kanserli hiicrelerde (Correcché ve
ark., 2004; Brandao ve ark., 2013) gelisimin inhibe edildigi goriilmiistiir. Correcché ve
ark. (2004), gergeklestirdikleri ¢alismada PA'nin hepatositler tizerinde 6nemli derecede

apoptotik aktivite gosterdigini ortaya ¢ikarmislardir.

UA metabolitinin PSSK' hiicreleri i¢in ortaya g¢ikan ICsy degeri (132,69 mg/L) ile
US87MG hiicreleri i¢in hesaplanan ICso degeri (41,55 mg/L) arasindaki farkin yiiksek
olmas1 glioblastoma tedavisinde bu metabolitin diisiik konsantrasyonda kullanilmasinin
daha diisiik seviyede yan etkiye sebep olunacagini gostermistir. LDH aktivite deneyinin
sonuclart da UA'nin kanserli hiicreler iizerinde sebep olduklari LDH salinim miktarinin
normal hiicrelere kiyasla daha fazla oldugunu (bkz. Sekil 4.3 ve 4.4) ve her iki hiicre
tirii lizerinde de ekstraselliler LDH aktivitesinin konsantrasyon artist ile orantili
oldugunu ortaya ¢ikarmistir (bkz. Cizelge 4.13 ve 4.14). UA bilesiginin PSSK hiicreleri
tizerinde oksidatif DNA hasar1 meydana getirip getirmedigi incelendiginde, 2,5, 5 ve 10
mg/L konsantrasyonlu ¢ozeltilerinin sebep olduklar1 8-OH-dG seviyesi ile kontrol grubu
8-OH-dG seviyesi arasinda énemli derecede (p > 0,05) farklilik olmadigi saptanmigtir
(bkz. Sekil 4.9). UA'min PSSK hiicreleri iizerinde olusturdugu oksidatif stres ile
konsantrasyon ve 8-OH-dG seviyesi arasinda ¢ok yiiksek diizeyde pozitif korelasyon
oldugu belirlenmistir (Pearson korelasyon katsayisi1 = 0,94). PSSK hiicreleri tizerindeki
uygulamalarda hiicre canliligi-konsantrasyon, hiicre canliigi-LDH aktivite, hiicre
canliligi-oksidatif DNA hasart ve hiicre canliigi-TOD ikili degiskenleri arasinda
Pearson korelasyon katsayisi < -0,89 olarak hesaplanmis ve bundan dolay:r ilgili
degiskenler arasinda yiiksek oranda negatif korelasyon oldugu tespit edilmistir (bkz.
Cizelge 4.13). US7MG hiicreleri baz alindiginda yine hiicre canliligi-konsantrasyon,
hiicre canliligi-LDH aktivite ve hiicre canliligi-oksidatif DNA hasart iKili degiskenleri
arasinda yiiksek seviyede negatif korelasyon tespit edilmis, fakat hiicre canliligi-TOD

degiskenleri arasinda anlamli bir korelasyon bulunamamistir (bkz. Cizelge 4.14). Bunun
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nedeni U87MG hiicreleri iizerinde UA metabolitinin TOD seviyesi degerlerinin dalgali
olmasidir. En yiiksek TOD degeri 10 ve 20 mg/L konsantrasyonlu ¢ozeltilerde tespit
edilmis, 40 mg/L konsantrasyonda diisiis gozlenmistir (bkz. Sekil 4.8). UA'nin PSSK
hiicreleri lizerindeki TAK degerlerine bakildiginda, 10 mg/L konsantrasyonlu ¢ozeltiye
kadar seviyenin arttig1, daha sonra konsantrasyon arttikca TAK diizeyinde azalmanin
meydana geldigi belirlenmistir  (bkz. Sekil 4.5). TAK seviyesinde belli bir
konsantrasyon diizeyine kadar artis oldugundan TAK-LDH aktivite arasinda p < 0,05
diizeyinde orta seviyede pozitif bir korelasyon tespit edilmistir (bkz. Cizelge 4.13).
US87MG hiicreleri tizerinde UA'nin TAK seviyesi en yiiksek konsantrasyonu 2,5 mg/L
olmustur ve bu deger kanserli hiicreler ilizerinde gergeklestirilen tiim uygulamalarin
TAK seviyelerinin en yliksegini olusturmustur (bkz. Sekil 4.6). UA metaboliti i¢in elde
edilen bulgular, bu metabolitten saglikli hiicreler lizerindeki TAK diizeyi yiiksek
konsantrasyonlar1 da gz Oniinde bulundurularak glioblastoma tedavi siirecinde
yararlanilmasi sonucunda, saglikli hiicrelerin minimum seviyede zarar gorecegi Ve
kanserli hiicrelerin toksik etkiye maruz kalarak sayilarmin azalacagi fikrini ortaya

cikarmustir.

Tez c¢alismasi kapsaminda uygulamalarda kullanilan bilesikler igerisinden ge¢mis
yillarda gergeklestirilen ¢alismalarda arastirmacilarin en fazla yararlandigi metabolit
UA olmustur. Test edilen diger bilesikler de oldugu gibi UA'nin da toksik etkisinin
ortaya c¢iktig1 belli konsantrasyonlar mevcuttur. Arastirmacilar da gerceklestirdikleri
sitotoksisite uygulamalarinda bu konsantrasyonlar1 belirlemisler ve bir¢ok hiicre ¢esidi
tizerinde istedikleri sonuglari elde etmislerdir. UA'nin melanom, kolon kanseri
(Manojlovi¢ ve ark., 2012a), losemi, serviks Kkanseri (Brandao ve ark., 2013;
Schinkovitz ve ark., 2014), mide, prostat, akciger kanseri (Nguyen ve ark., 2014), beyne
metastaz yapmis prostat kenseri, meme kanseri (Bazin ve ark., 2008) hiicreleri tizerinde
antitimorojenik aktivite gosterdigi aragtirmacilar tarafindan ortaya konmustur.
Backorova ve ark. (2012), UA'nin kolon ve yumurtalik kanseri hiicreleri tlizerinde
apoptozu indiikleyici aktivitesini ispatlayarak UA'nin kanserli hiicreler lizerindeki bir
diger aktivitesini gozler Oniine sermislerdir. UA bilesiginin bazi hiicrelerde oksidatif
strese neden oldugu ve bundan dolay1r nekroz olaymin gergeklestigi fare hepatosit
hiicreleri {izerinde gergeklestirilen ¢aligmada goriilmistiir (Han ve ark., 2004). UA ile
gerceklestirilen antibakteriyal (Mitrovi¢ ve ark., 2011; Manojlovi¢ ve ark., 20123,
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2012b; Pavithra ve ark., 2013; Sisodia ve ark., 2013) ve insektisit (Emsen ve ark.,
2012a; Yildirim ve ark., 2012a, 2012b) ¢alismalar1 da UA metabolitinin toksik etkisinin
ispat edildigi diger alanlardir. Mevcut tez ¢alismasinda antioksidan kapasitesinin varligi
da tespit edilen UA'nin, daha Onceki ¢alismalarda baska arastirmacilar tarafindan da
antioksidan aktivitesinin yiiksekligi ortaya konmustur (Toledo Marante ve ark., 2003;
Atalay ve ark., 2011; Mitrovi¢ ve ark., 2011; Manojlovi¢ ve ark., 2012a, 2012b;
Pavithra ve ark., 2013; Sisodia ve ark., 2013). Antioksidan kapasitesinin yaninda,
antimutajenik (He ve ark., 2010), agr1 kesici ve ates distiriicti (Okuyama ve ark., 1995)
ve akciger iltihabina karsi koruyucu (Su ve ark., 2014), etkileri tespit edilen UA, belli
dozlarda kullanildiginda insan saglhigi acisindan oOnemli bir bilesik oldugunu

gostermistir.

Tez ¢alismas1 kapsaminda alt1 farkli liken sekonder metabolitinin (DA, FA, LA, OA,
PA ve UA) saglikli (PSSK) ve kanserli (U87MG) beyin hiicreleri iizerindeki
sitotoksisite, antioksidan, pro-oksidan ve  genotoksisite potansiyelleri
degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular, tiim metabolitlerde konsantrasyona bagl
sitotoksisite ve genotoksisite artisin1 ortaya koyarken, diisiik dozlarda antioksidan
kapasitenin yiiksekligi dikkat ¢ekmistir. Test edilen liken sekonder metabolitlerinin
PSSK hiicreleri tizerindeki etkileri de géz oniine alindiginda, glioblastoma multiforme
tedavisinde basta OA olmak iizere DA ve UA'dan yararlanilarak olumlu sonuglar elde

edilebilecegi ongoriilmektedir.
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