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Cladonia furcata (Huds.) Schrad.'min insan Periferal Lenfositleri
Uzerindeki Sitotoksik, Genotoksik ve Oksidatif Etkileri
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Ozet: Mevcut ¢alismada, Cladonia furcata (Huds.) Schrad. likeninden elde edilen metanol ve su ekstraktlarinin
(sirasiyla CME ve CSE) insan lenfositleri tizerindeki aktivitelerinin degerlendirilmesi amaglanmistir.
Lenfositlerdeki sitotoksik etkiyi test etmek igin 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir ve
laktat dehidrogenaz testleri kullanilmistir. Ayrica, hiicrelerdeki oksidatif stres ve genotoksisite degisimleri
sirastyla toplam oksidan durum ve 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin seviyeleri ile incelenmistir. Bu uygulamalara
ek olarak, ekstraktlar ile muamele edilen lenfositlerdeki toplam antioksidan kapasite (TAK) degisimleri de
belirlenmistir. CSE'nin diisiik konsantrasyonlarinin yiiksek seviyelerde sitotoksik etki gostermedikleri ortaya
cikarilmigtir (ICs0=221,14 mg/L). Gergeklestirilen korelasyon analizleri sitotoksisitenin oksidatif stres ile
iligkili (p < 0,01) oldugunu gostermistir. Tiim uygulamalar g6z oniine alindiginda, 6zellikle CSE’nin negatif
kontrole kiyasla hiicreler iizerinde istatistiksel olarak (p > 0,05) genetik hasar meydana getirmedigi tespit
edilmigtir. Hiicrelerdeki TAK temel alindiginda, ekstraktlarin belli konsantrasyonlarinin (12,5-50 mg/L)
TAK’yi anlamli derecede (p < 0,05) yiikselttigi dikkat ¢ekmektedir. Sonug olarak elde edilen veriler, 6zellikle
CSE'nin lenfositler lizerinde genotoksik ve oksidatif strese neden olmayarak, yiiksek antioksidan o6zellikleri
sayesinde yeni bir tedavi maddesi kaynagi olabilecegini ortaya ¢ikarmustir.
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Cytotoxic, Genotoxic and Oxidative Effects of Cladonia furcata (Huds.)

Schrad. on Human Peripheral Lymphocytes

Abstract: In the present study, it was aimed the evaluation of activities of methanol and water extracts
(respectively, CME and CSE) obtained from Cladonia furcata (Huds.) Schrad. on human lymphocytes. In order
to test cytotoxic effect in lymphocytes, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide and
lactate dehydrogenase tests were used. Oxidative stress and genotoxicity changes in the cells were also
examined with total oxidant status and 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine levels, respectively. In addition to these
assays, total antioxidant capacity (TAC) changes in lymphocytes treated with extracts were also determined. It
was revealed that low concentrations of CSE did not show cytotoxic effect at high levels (IC5=221,14 mg/L).
Performed correlation analyzes showed that cytotoxicity was associated with oxidative stress (p < 0,01).
Considering all applications, it was determined that CSE did not statistically (p > 0,05) cause genetic damage
on cells compared to negative control. Based on TAC in cells, it is notable that certain concentrations of the
extracts (12,5-50 mg/L) significantly increased TAC (p < 0,05). Consequently, the resulting data reveal that
especially CSE can be a source of new therapeutic agents due to its high antioxidant properties, without causing
genotoxic and oxidative stress on lymphocytes.
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1. GIRIS

Bitkiler sahip olduklar1 antioksidan bilesenler
araciligr ile c¢esitli hastaliklarin  tedavisinde
yillardir  kullanilmaktadir. Ozellikle tibbi ve
aromatik  bitkilerin  yapilarinda  barindirdig
antioksidan bilesenler araciligi ile farkli kanser
tirlerine karst koruyucu Ozellikleri  birgok
aragtirma sonucuna yansimig durumdadir [1-3].
Efdi ve arkadaslar1 [4]  Enicosanthum
membranifolium bitkisinin, Efferth ve arkadaslar
[5] ise Artemisia annua'min yapilarinda bulunan
antioksidan molekiiller sayesinde 16semi ve HelLa
kanser hiicrelerine karst sitotoksik aktivite
gosterdiklerini  kanitlamiglardir. Bu ¢aligmalara
benzer sayisiz arastirma birgok bitkinin farkli
hastaliklarin tedavi siirecinde kullanilabilecegini
ortaya ¢ikarmistir. Ozellikle kanser hastaliklarinin
tedavisine  yonelik  gergeklestirilen  cerrahi,
radyotereapi veya kemoterapi yontemlerine ilave
olarak bitkisel iiriin kaynakli tedavi metotlar1 da
g6z ardi edilemez bir gergektir. Bir¢cok arastirmaci
kanser tedavisi kapsaminda bitkisel {riinleri
kullanarak hastaliklarin seyri lizerinde olumlu
katkilar saglamay1 hedeflemislerdir [6,7].

Liken ad1 verilen mikobiyont kismin1 mantarlarin,
fotobiyont kismini ise alglerin meydana getirdigi
simbiyotik organizmalar, yeryliziinde baska higbir
canlida bulunmayan yalnizca kendilerine has
metabolitleri tiretebilen ilging canlilardir [8].

Likenlere =~ 6zgii  sekonder = metabolitlerin
ekstraktlarinda yiiksek oranda bulunmasi [9],
onlarin bir¢ok biyolojik aktivitesinin

incelenmesine yol agmustir [10-12]. Son yillarda
alternatif tedavi baslig1 altinda yararlanilan bir¢ok
bitki tiirii farklh hastaliklar iizerinde umut verici
sonuclar dogurmustur. Likenler, yapilarinda
barindirdiklar1 essiz metabolitler sayesinde tibbin
ve saglik sektoriinlin degisik alanlarinda alternatif
tedavi metotlar1 kapsaminda kullanilmaktadir [9].
Likenlerin yapilarindaki etken maddelerin toksik
ve faydali Ozellikleri g6z Oniine
gergeklestirilen birgok ¢alisma ile bilim diinyasina

alinarak

katki saglanmistir. Tarim zararlilar ile miicadelede
gergeklestirilen biyolojik insektisit caligmalar
[13-15], tp ve saglik sektoriinde alternatif metot

olarak ortaya konulan antimikrobiyal [16],
antioksidan [17], antialerjen [18], immiinolojik
[19], antigenotoksik ve antimutajenik [20]
calismalar, fikir olusturmasi acisindan, daha
sonraki  donemlerde yapilabilecek ayrintili
caligmalara 1s1k tutmustur. Ayrica likenlerin farkli
kanser tiirleri iizerinde alternatif tedavi siireci
kapsaminda apoptozu indiikleyici ve sitotoksik
aktiviteler gdsterdigini kanitlayan bircok bilimsel
yayin mevcuttur [11,21]. Bu yayinlar ve gecmis
yiizyillardan bu yana likenlerin geleneksel bir
sekilde kullanilarak bir¢cok alanda olumlu sonuglar
verdigi gbz Oniine alindiginda, bir¢ok hastalikta da
temel tedavi metotlarina destek amacli likenlerin
kullaniminin ayr1 bir 6neme sahip oldugu g6z ardi
edilemez bir gercektir [9].

Daha oOnce yapilan arastirmalarda, Cladonia
furcata (Huds.) Schrad. likeninin insan periferal
lenfositleri etkilerinin heniiz tespit
edilmedigi anlasilmistir. Bu nedenle; mevcut
¢alismada, C. furcata'dan elde edilen metanol ve su
ekstraktlarinin ~ insan lenfositleri  {izerindeki
sitotoksik, genotoksik ve oksidatif aktivite
potansiyelleri degerlendirilmistir.

lizerine

2. MATERYAL ve YONTEM
2.1. Liken ornekleri

Bu calismada Cladonia furcata (Huds.) Schrad.
liken tiirii kullanilmustir. ilgili érnekler Erzurum

ilinden toplanmis ve teshisi c¢esitli flora
kitaplarindan [22,23] faydalanmak suretiyle
gergeklestirilmistir.

2.2. Ekstraksiyon

Liken ornekleri toz haline getirildikten sonra
Soxhlet ekstraktdriinde ekstraksiyon iglemine tabi
tutulmugtur. Her bir likenden 30 g kullanilmigtir.
Metanol ve su ¢oziiciilerinde ekstrakte edilen liken
ornekleri, ekstraksiyon isleminin ardindan adi
stizgec kagidinda siiziilmiis ve elde edilen
doner buharlastirici ile
yogunlastirilmistir.  C.  furcatamin  metanol
ekstraksiyonu (CME) sonucunda 2,7 g, su
ekstraksiyonu (CSE) sonucunda 3,2 g ham ekstrakt

stuizintiiler
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elde edilmistir. Denemelerde kullanilan ekstraktlar
%2 oraninda dimetil siilfoksit (DMSO)
¢oziiclisiinde ¢oOzdiirilmiis ve negatif kontrol
(kontrol’) olarak %2 DMSO kullanilmistir.

2.3. Periferik lenfosit kiiltiiriiniin elde edilmesi

Hiparinize kan ornekleri, sigara ve alkol
kullanmayan, ila¢ tedavisi altinda olmayan ve
yakin gecmiste mutajenlerle karsilasmamis olan
goniilliilerden alinmistir. Lenfositler Fikol-Hipak
(Sigma Aldrich, St Louis, Missouri, ABD) ile
yogunluk gradientine bagli olarak ayrilmustir. Izole
edilen lenfositler 2 mM/L L-glutamin, %10 FBS ve
penisilin-streptomisin (Sigma-Aldrich, St Louis,
Missouri, ABD) ile RPMI-1640 ortaminda (Sigma-
Aldrich, St Louis, Missouri, ABD) %5 CO, ve
37°C'de inkiibe edilmistir.

2.4. 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir (MTT) analizi

Liken
etkilerini belirlemek amaciyla ticari MTT hiicre
proliferasyon kiti (Cayman, ABD) kullanilmistir.
Bu kit araciligi ile hiicre proliferasyonunun

ekstraktlarinin  lenfositler {izerindeki

inhibisyonu ve indiiksiyonu {izerinde analizler
gergeklestirilmistir. Bu uygulamada MTT, sahip
oldugu net pozitif yiik ve plazma zar potansiyeli
nedeniyle hiicre icerisine hareket etmekte ve hiicre
icindeki NAD(P)H oksidoreduktazlar tarafindan
mor renge sahip olan formazana indirgenmektedir
[24]. MTT testleri igin pozitif kontrol olarak
mitomisin-C (107 M) kullanilmigtr.

2.5. Laktat dehidrogenaz (LDH) salinim analizi

Liken ekstraktlarinin  lenfositler {izerindeki
sitotoksik etki gostererek ortaya ¢ikardiklart LDH
salmim seviyelerini belirlemek amaciyla ticari
LDH  sitotoksisite  kiti  (Cayman, ABD)
kullanilmigtir. LDH, apoptoz veya nekroz olaylar
esnasinda meydana gelen hiicre hasar1 sonucunda
hizla hiicre kiiltlir ortamina salinan bir enzimdir.
Kit uygulamasinin ilk basamaginda, laktatin
piruvat oksidasyonu araciligi ile LDH, NAD+'1n
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  kiltiir

medyumuna salman LDH miktar1 ile orantilidir.
Oli ya da plazma membram hasara ugramis
hiicrelerin sayisinin artigi kiiltiir siipernatantinda
LDH aktivitesinin artisina neden olmaktadir [25].
LDH testleri i¢in pozitif kontrol olarak mitomisin-
C (107 M) kullanilmistir.

2.6. Toplam antioksidan kapasite (TAK) analizi

Liken ekstraktlarinin lenfositler iizerindeki TAK
seviyelerini belirlemek amaciyla ticari TAK kiti
(Rel Assay Diagnostics, Tiirkiye) kullanilmustir.
Kitin uygulamasinda amag, kullanilan &rneklerin
bir serbest radikal olan 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiyazolin-6-siilfonik ~  asit) (ABTS)
bilesiginin olusumunu inhibe etmek suretiyle sahip
olduklar1 antioksidan diizeylerini belirlemektir
[26]. Kit uygulamasi, vitamin E analogu olan ve
Troloks esdegeri olarak adlandirilan kararli bir
antioksidan ile kalibre edilmektedir. TAK testleri
askorbik asit

icin pozitif kontrol olarak

kullanilmustir.
2.7. Toplam oksidan durum (TOD) analizi

Liken ekstraktlarinin lenfositler iizerindeki TOD
diizeylerini belirlemek amaciyla ticari TOD Kkiti
(Rel Assay Diagnostics, Tiirkiye) kullanilmustir.
Kit uygulamasinda, 6rnekte mevcut olan oksidan
maddeler, demir iyonu i¢ceren kompleksleri demir
iyonuna oksitlemektedir. Oksidasyon reaksiyonu,
reaksiyon ortami i¢inde bol miktarda mevcut olan
giiclendirici molekiiller ile siirdiirilmektedir.
Demir iyonlar asidik ortamda kromojen ile renkli
bir yap1 meydana getirmektedir. Spektrofotometrik
olarak olgiilen renk yogunlugu, 6rnekte bulunan
oksidan molekiillerinin toplam miktar1 ile iliskilidir
[27]. Kit uygulamas1 hidrojen peroksit (H20,) ile
kalibre edilmektedir. TOD testleri i¢in pozitif

kontrol olarak H»O; kullanilmigtr.
2.8. Oksidatif DNA hasar analizi

Liken ekstraktlarinin lenfositlerin DNA yapilar
iizerinde oksidatif hasara neden olarak ortaya
¢ikardiklar1 8-OH-dG seviyelerini  belirlemek
amaciyla ticari DNA/RNA oksidatif hasar kiti
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(Cayman, ABD) kullanilmustir. Kit uygulamasinda
amag, sekonder metabolitlere maruz birakilan
hiicrelerde, oksidasyona ugramis guanin bazi olan
8-OH-dG miktarinin hesaplanmasi araciligl ile
hiicrelerde oksidatif DNA hasarinin
belirlenmesidir [28]. 8-OH-dG testleri i¢in pozitif
kontrol olarak mitomisin-C (10”7 M) kullanilmustir.

2.9. Verilerin analizi

Verilerin istatistiksel analizleri SPSS 21.0 istatistik
veri paketi araciligi ile gerceklestirilmistir. Veriler
arasindaki istatistiksel farkliliklarin
belirlenmesinde  post-hoc ~ Duncan  ¢oklu
karsilagtirma testinden, degiskenler arasindaki
iliski ~seviyelerinin tespit edilmesinde ikili
korelasyon analizinden ve medyan inhibitor
konsantrasyon (ICso) degerlerinin hesaplanmasi
amacityla probit analizinden yararlanilmigtir.

3. BULGULAR

3.1. MTT analizi ile hiicrelerde canlilik oraninin
test edilmesi

CME ve CSE'nin farkli konsantrasyonlar1 (6,25,
12,5, 25, 50, 100 ve 200 mg/L) ile muamele edilen

lenfositlerin canlilik oranlart MTT analizi araciligi
ile tespit edilmistir. Arastirma  sonuglari
gostermistir ki test edilen tiim liken ekstrakt
uygulamalar1 igerisinde hiicre proliferasyonunu en
fazla inhibe eden c¢oOzeltiler en yiiksek
konsantrasyonlu (200 mg/L) olanlardir. Elde edilen
sonucglara gore lenfositlerde canlilik oranini en
fazla  diistiren  ekstraktin ~ CME  oldugu
belirlenmistir. CME'in maksimum
konsantrasyonuna (200 mg/L) maruz kalan
lenfositlerde canlilik yilizdesi %43,68'e diismiistiir.
CSE, maksimum konsantrasyonlu ¢ozeltisinde

hiicrelerin =~ %58,28'1  lizerinde letal etki
gostermemistir (Sekil 1).
Test edilen liken  ekstraktlarinin  farkh

konsantrasyonlarina maruz birakilan lenfositler
iizerinde, bu ekstraktlarin ICso degerleri probit
araciligr ile belirlenmistir. Hiicreler
uizerinde sitotoksik etkileri test edilen ekstraktlar,
ICso  degerleri baz alinarak kiyaslandiginda
siralama CME < CSE seklinde meydana gelmistir.
Hesaplanan 1Csp degerlerinin istatistiksel agidan
(p<0,05) birbirinden farkli oldugu da calisma
sonuclarina yansimistir (Cizelge 1).

analizi

Cizelge 1. Farkli liken ekstraktlari ile muamele edilen lenfositler igin tespit edilen ICso degerleri (mg/L)

Ekstrakt 1Cs0 (Starlar) Egim + Standart Hata (Sinirlar) X2
CME 90,49? (78,49-106,28) 1,15+ 0,06 (1,01-1,28) 30,85
CSE 221,14° (174,87-297,01) 0,99 + 0,07 (0,85-1,13) 13,28

Ayni siitunda farkli iistel harfler ile gosterilen degerler p < 0,05 diizeyinde birbirinden farklidir.
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Sekil 1. C. furcata'nin farkli ekstraktlari ile muamele edilen
lenfositlerde MTT analizi sonucu elde edilen canlilik oranlari
(Ortalama + Standart Sapma, n = 3) (Farkli harfler ile
gosterilen degerler p < 0,05 diizeyinde birbirinden farklidir.)

3.2. LDH salimmm analizi ile ekstraktlarin
hiicreler iizerindeki sitotoksik etkilerinin
belirlenmesi

CME ve CSE'in farkli konsantrasyonlarinin (6,25,
12,5, 25, 50, 100 ve 200 mg/L) lenfositler
sitotoksik etkilerini  belirlemek
amactyla LDH salinim testinden yararlanilmistir.
Hiicre kiiltiirii medyumunda bulunan LDH miktar1
biitiinliigiic.  hakkinda  fikir
vermektedir. Bu nedenle zar1 hasara ugramis bir

uzerindeki

hiicre  zarmin
hiicrenin medyumunda fazla oranda LDH enzimi
bulunacag: goz ontine alinarak yapilan ¢alismada,
en yiiksek konsantrasyona (200 mg/L) sahip
ekstraktlarin en fazla LDH saliimina sebep oldugu
goriilmiistir (Sekil 2).

Hiicre = medyumlarinda en  fazla  LDH
konsantrasyonu (169,80 pU/mL), 200 mg/L
konsantrasyona sahip CME uygulamasinda tespit
edilmistir. CSE'nin 200 mg/L'lik konsantrasyonlu
uygulamast  yiikksek konsantrasyonlar temel
alindiginda tiim uygulamalar icerisindeki en diisiik
LDH salinim seviyesine (154,44 uU/mL) neden
olmustur. Tiim uygulamalar goz 6niine alindiginda,

her bir ekstraktin sebep oldugu LDH aktivitesinin

pozitif kontrol (mitomisin-C) degerine ¢ok uzak
oldugu goriilmektedir. Ayrica ortaya ¢ikan
degerlerin pozitif kontrole kiyasla istatistiksel (p <
0,05) olarak farkli oldugu dikkat c¢ekmektedir.
CME ve CSE'nin en diisiik konsantrasyonlu (6,25
mg/L)  ¢ozeltilerinin  lenfositler  {izerinde
gosterdikleri LDH aktivitelerinin, negatif kontrol
gruplarina kiyasla istatistiksel agidan (p > 0,05) bir
farklilik gostermedigi tespit edilmistir (Sekil 2).

2
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Sekil 2. C. furcata'nin farkli ekstraktlar1 ile muamele edilen
lenfositlerde gozlenen LDH salinim seviyesi (Ortalama +
Standart Sapma, n = 3) (Farkli harfler ile gosterilen degerler p
< 0,05 diizeyinde birbirinden farklidir.)

3.3. Ekstraktlarinn in vitro  kosullarda
olusturdugu TAK diizeylerinin belirlenmesi

CME ve CSE'nin farkli konsantrasyonlari (6,25,
12,5, 25, 50, 100 ve 200 mg/L) ile muamele edilen

lenfositlerdeki  toplam  antioksidan  kapasite
degisimlerini  belirlemek  amaciyla ~ TAK
analizinden yararlanilmistir.

Ekstraktlarin =~ hiicreler ~ iizerinde = meydana

getirdikleri TAK diizeylerine bakildiginda, dikkat
¢ekici en yiiksek oranlarin CSE'ye ait oldugu tespit
edilmigtir. CSE'nin 50 mg/L.  konsantrasyonlu
uygulamasmin TAK diizeyi 14,59 mmol Troloks
Esdegeri/L olarak tespit edilmistir ki bu deger
pozitif kontrol (askorbik asit) degerinden (17,66
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mmol Troloks Esdegeri/L) sonra gelmektedir.
CSE'nin 25 ve 100 mg/L'lik konsantrasyona sahip
¢ozeltilerinin sirasiyla 11,81 ve 11,84 mmol
Troloks Esdegeri/L degerleri yine denemenin en
yilksek TAK seviyelerinden olmakla beraber
istatistiki olarak (p > 0,05) birbirinden farksizdir
(Sekil 3).

Konsantrasyonla TAK degerleri arasinda bir
korelasyonun gézlenmedigi uygulamalarda, diisiik
ve yiiksek konsantrasyonlu uygulamalarin orta
derecedeki konsantrasyonlara kiyasla daha diisiik
TAK degerlerine sahip oldugu belirlenmistir. Su
ekstraktlarinin metanol ekstraktlarina kiyasla daha
yiiksek derecede TAK seviyesine sahip olduklar

ortaya gikmustir,

3
=4
s
=
.'.;‘.'
n
=
]
- o
1
2
&
=
[~ ko
d
6.25 mg/l
B 125 mg/L
0 25 mg/1,
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Sekil 3. Lenfositler tizerinde test edilen C. furcata'nin farkli
ekstraktlarinin  olugturdugu TAK diizeyleri (Ortalama +
Standart Sapma, n = 3) (Farkli harfler ile gosterilen degerler p
< 0,05 diizeyinde birbirinden farklidir.)

3.4. Ekstraktlarin  in vitro  Kkosullarda
olusturdugu TOD diizeylerinin belirlenmesi

CME ve CSE'nin farkli konsantrasyonlari (6,25,
12,5, 25, 50, 100 ve 200 mg/L) ile muamele edilen
lenfositlerdeki toplam oksidan durum
degisimlerini  belirlemek  amaciyla ~ TOD
analizinden yararlanilmustir.

Ekstraktlarin ~ lenfositler  iizerindeki ~ TOD
diizeylerine bakildiginda, en yiiksek
konsantrasyona sahip c¢ozeltilerinin en yiiksek
TOD diizeyine sahip olduklar1 tespit edilmistir.
CME ve CSE'nin 200 mg/L'lik konsantrasyonlu
cozeltilerinin TOD diizeyleri sirasiyla 12,57 ve
12,39 umol H»0, Esdegeri/L olarak rapor
edilmistir  (Sekil 4). Su ekstraktlart ile
gerceklestirilen denemelerde TOD diizeylerinin
metanol ekstrakti uygulamalarina kiyasla daha
diisiik oldugu dikkat gekmektedir. CME'nin 100 ve
200 mg/L uygulamalarimin ortaya ¢ikardigi TOD
degerlerinin birbirlerine kiyasla anlamli olmadigi
goriilmiistiir. Kontrol- grubu ile kiyaslama
yapilmak suretiyle lenfositlerdeki oksidatif stres
diizeylerinin degisimine yonelik tespitlerde, iki
ekstrakt uygulamasinin  da 6,25 mg/L'lik
konsantrasyonunun TOD diizeylerini istatistiksel
olarak (p > 0,05) yiikseltmedigi rapor edilmistir.
Bununla birlikte, pozitif kontrole kiyasla tim
uygulamalarin istatistiksel acidan farkli ve daha
diisiik degerlere sahip olduklar1 goriilmiistiir (Sekil
4).
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b 6.25 mg/L
b B 125 mg/\
b D 25 mg/L
g d 050 mg/L
< et 3 100 mg/t
of
fa B 200 mg/L
0 5 10 15 0 25 30 35 “

TOD (pmol H,0; Esdegeri/L)

Sekil 4. Lenfositler {izerinde test edilen C. furcatammn farkli
ekstraktlarinin olusturdugu TOD diizeyleri (Ortalama +
Standart Sapma, n = 3) (Farkl harfler ile gosterilen degerler p
< 0,05 diizeyinde birbirinden farklidir.)
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3.5. Ekstraktlarin hiicreler iizerinde sebep
olduklar1 oksidatif DNA hasar diizeylerinin
belirlenmesi

CME ve CSEnin farkli konsantrasyonlarinin (6,25,
12,5, 25, 50, 100 ve 200 mg/L) lenfositler
iizerindeki oksidatif DNA hasar diizeylerini
belirlemek amaciyla hiicrelerde ortaya g¢ikan 8-
hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OH-dG) seviyeleri
belirlenmistir.

Ekstraktlarin lenfositler tizerindeki oksidatif DNA
hasar etkileri incelendiginde, CME™min 100 ve 200
mg/L konsantrasyona sahip ¢ozeltilerinin diger
tim ekstrakt uygulamalarindan farkli olarak
yiiksek derecede (sirasiyla 1,90 ve 1,92 pg/mL)
DNA hasar1 meydana getirdigi tespit edilmistir.
Istatistiki acidan bakildiginda da bahsi gecen iki
uygulamanin sahip oldugu degerlerin, diger tiim
uygulama degerlerinden p < 0,05 diizeyinde farkli
oldugu gbze carpmaktadir. Bahsi gegen oksidatif
DNA hasar diizeyleri pozitif kontrol degerine
kiyasla ¢ok diisiik derecede kalmaktadir ve
istatistiksel olarak da (p < 0,05) mitomisin-C'ye
kiyasla farkli olduklart goze ¢arpmaktadir. Kontrol
grubu ile kiyaslama yapildiginda, CME ve CSE'nin
6,25 mg/L'lik konsantrasyonlarinin sebep olduklar1
8-OH-dG seviyelerinin kontrol grubunun sebep
oldugu 8-OH-dG seviyesinden istatistiksel olarak
(p > 0,05) farkli olmadigi saptanmustir (Sekil 5).

Genel olarak  bakildiginda tim  ekstrakt
uygulamalar1 igin ortaya ¢ikan 8-OH-dG
seviyelerinin birbirlerine ¢ok yakin olduklar1 ve
pozitif kontrol degerine kiyasla da ¢ok uzakta
kaldiklari i¢in lenfositler lizerinde 6nemli derecede
oksidatif DNA hasar meydana getirmedikleri

caligma sonuglarina yansimstir.

Kontrol

Mitomisin-C

Uygulama

6.25 mg/l

B 125 mg/1
B 25 mg/1
0 50 mg/1
0 100 my/L
B 200 myg/1

0o z ¢ 6 8 10 1Z 14 16 18 720

8-0H-dG Seviyesi (pg/ml)

Sekil 5. C. furcata'nin farkli ekstraktlar: ile muamele edilen
lenfositlerde gézlenen 8-OH-dG seviyesi (Ortalama = Standart
Sapma, n = 3) (Farkli harfler ile gosterilen degerler p < 0,05
diizeyinde birbirinden farklidir.)

3.6. Lenfositler iizerinde gerceklestirilen
uygulamalar sonucunda degiskenler arasindaki
korelasyon seviyelerinin belirlenmesi

CME ve CSE'nin farkli konsantrasyonlarinin (6,25,
12,5, 25, 50, 100 ve 200 mg/L) lenfositler
iizerindeki farkli uygulamalar1 sonucunda ortaya
cikan 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 tiim degiskenler iizerinde ikili
korelasyon analizi gerceklestirilmistir. Test edilen
her ekstrakt i¢in ayri ayri uygulanan korelasyon
analizinde degisken olarak hiicre canliligi,
konsantrasyon, LDH aktivite, oksidatif DNA
hasari, TAK ve TOD g6z 6niine alinmustir (Cizelge
2 ve 3).

Gergeklestirilen korelasyon analizleri
incelendiginde, tiim ekstrakt uygulamalarinda
hiicre canliligi-konsantrasyon, hiicre canliligi-
LDH aktivite ve hiicre canliligi-oksidatif DNA
hasart ikili korelasyon analizlerinde degiskenler
arasindaki Pearson korelasyon katsayisinin p <
0,01 diizeyinde anlamli oldugu tespit edilmistir.
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Aym sekilde konsantrasyon-LDH aktivite ve
konsantrasyon-oksidatif  DNA ikili
korelasyon analiz sonuclarma gore Pearson
korelasyon katsayist > 0,80 oldugundan dolay1

ilgili degiskenler arasinda yiiksek derecede pozitif
korelasyon oldugu belirlenmistir (Cizelge 2 ve 3).

hasart

Hiicreler iizerinde CME ve CSE uygulamalar
sonucunda ortaya cikan veriler hiicre canliligi-

TOD degiskenleri arasinda yiiksek derecede
negatif korelasyon oldugunu gostermistir (Pearson
korelasyon katsayist < -0,85). Ayrica test edilen

tim  ekstraktlar i¢in LDH  aktivite-TOD
degiskenleri  arasinda  Pearson  korelasyon
katsayisinin > 0,85 olmasi, hiicreler itizerindeki
oksidatif stres diizeyinin LDH aktiviteden
kaynaklanabilecegi fikrini ortaya ¢ikarmistir
(Cizelge 2 ve 3).

Cizelge 2. Lenfositler tizerinde CME uygulamasi sonucu degiskenler arasindaki korelasyon seviyesi.

Hiicre

LDH

Oksidatif

Canlihig Konsantrasyon Aktivite DNA Hasari TAK TOD
Hiicre 12
Canlihig1
Konsantrasyon -0,80™ 1
LDH wox *x
Aktivite 095 088 .
Oksidatif - . -
DNA Hasart -0,98 0,82 0,97 1
TAK -0,10 -0,36 -0,20 0,01 1
TOD -0,87™ 0,91™ 0,97™ 0,89™ -0,38 1
3 Pearson korelasyon katsayist; ™ Korelasyon p < 0,01 diizeyinde anlamlidur.
Cizelge 3. Lenfositler iizerinde CSE uygulamasi sonucu degiskenler arasindaki korelasyon seviyesi.
Hiicre LDH Oksidatif
Caniig  KOMSantrasyon  ,iiivite  DNA Hasan /0 TOD
Hiicre 1a
Canhihigr
Konsantrasyon -0,85™ 1
LDH Kk *k
Aktivite 0,98 0.83 1
Oksidatif . . -
DNA Hasart -0,90 0,80 0,88 1
TAK -0,35 -0,15 0,36 0,39 1
TOD -0,89™ 0,96™ 0,87 0,84™ -0,01 1

3 Pearson korelasyon katsayist; ™ Korelasyon p < 0,01 diizeyinde anlamlidur.

4. TARTISMA ve SONUC

Deneme sonuglari ele alinarak gergeklestirilen ikili
korelasyon analizleri, farkli liken ekstraktlarmin
farkli konsantrasyonlari ile muamele edilen
lenfositlerde canlilik ylizdesinin tiim ekstrakt
uygulamalarinda konsantrasyon artisi ile orantili
bir sekilde azaldigini gostermistir (Cizelge 2 ve 3).
Calismamiz sonuglarina benzer sekilde, liken
sekonder metabolitlerinden olivetorik ve fisodik
asidin

insan amniyon fibroblastlar1 {izerinde

konsantrasyona bagli sitotoksik aktivite gosterdigi
belirlenmistir  [29]. Aymi sekilde Bucar ve
arkadaglar1 [30] insan trombositlerinde 12(S)-

HETE iretimi lizerine lobarik, (+)-
protolikesterinik ve (+)-usnik asit gibi liken
bilesenlerinin inhibisyon aktivitelerinin

konsantrasyon ile pozitif korelasyon ortaya
koydugunu tespit etmislerdir.

hiicreler tzerinde
edici ekstrakt

Hesaplanan 1Cso degerleri,
proliferasyonu inhibe
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konsantrasyonlar1 hakkinda fikir vermistir (Cizelge
1). Diisiik ICso degerine (90,49 mg/L) sahip olan
CME lenfositler iizerinde CSE'ye kiyasla daha
yliksek sitotoksik etki gosteren uygulamadir. Farkli
liken metabolitlerinin yiiksek konsantrasyonlarda
toksik etki gosterebildikleri ¢esitli caligma
sonuclarina yansimistir. Liken bilesenlerinden
psoromik asidin farkli bakteri tiirleri [31],
karaciger paraziti [32] ve bazi kanserli hiicrelerde
[33] konsantrasyona bagli olarak gelisimi inhibe
ettigi rapor edilmistir.

Mevcut calismada, sitotoksik etkiye sebep
olabilecek aktiviteler incelendiginde LDH ve TOD
faktorleri dikkat c¢ekmektedir. Hiicre canliligi-
TOD ve  hiicre canlhiligi-LDH  arasindaki
korelasyon katsayilar1 < -0,85 olarak ol¢tilmiistiir
(Cizelge 2 ve 3). Bununla birlikte CME ve CSE'nin
yiiksek konsantrasyonlu uygulamalarinin pozitif
kontrol ile kiyaslamasi gerceklestirildiginde MTT
testine kiyasla daha diisiik LDH seviyelerini ortaya
cikarmasi, ilgili denemelerin hiicrelerdeki LDH
stabilitesini yiiksek oranda etkileyemedigini ortaya
cikarmustir [34]. Farkli liken firiinleri tarafindan
olusturulan oksidatif stres kaynakli sitotoksisite
birgok bilim insam1 tarafindan arastirilmigtir.
Bryoria capillaris, Peltigera rufescens [35] ve
Xanthoria elegans [36] gibi liken tiirleri ile
lenfositler iizerinde gergeklestirilen caligmalarda
adi1 gecen liken ekstraktlarinin hiicreler iizerinde
meydana getirdikleri toksik etkinin oksidatif stres
kaynakli oldugu saptanmistir. CSE ve CME'den
kaynaklanan sitotoksik etkiye de oksidatif stresin
sebep olabilecegi  fikri
yansimustir (Cizelge 2 ve 3). Test edilen ekstraktlar

analiz  sonuglaria

hiicrelerdeki TOD ve LDH seviyelerini
yilikseltmelerine ragmen bu oran yiliksek
konsantrasyonlarda goze carpmaktadir.

Gergeklestirilen analiz sonuglarina gore, her bir
ekstraktin en diisiik konsantrasyonlarinin TOD ve
LDH oranlarinin ~ negatif  kontrol ile
kiyaslandiginda istatistiksel farklilik (p > 0,05)
icermedigi gozlenmistir. Bu sonug test edilen liken
ekstraktlarinin ki 6zellikle su ekstraktinin belli
konsantrasyonlarinin (6,25, 12,5 mg/L) lenfositler
iizerinde anlamli derecede toksisiteye sebep
olmadiklarini ortaya g¢ikarmistir (Sekil 2 ve 4).
Mevcut ¢alisma sonuclarin1 destekler nitelikte bir

diger deneme primer sigan serebral korteks ve
U87MG  glioblastoma  hiicreleri
gergeklestirilmis ve elde edilen sonuglar test edilen
saf liken metabolitlerinin (fisodik, olivetorik ve
psoromik asit) belli konsantrasyonlarinin negatif

uzerinde

kontrol grubuna kiyasla hiicrelerdeki TOD
diizeyini anlamli derecede etkiledigi rapor
edilmistir [37].

Ekstraktlarin hiicrelerde genetik hasar meydana
getirme kapasiteleri goz Oniine alindiginda,
hiicrelerde olusan 8-OH-dG seviyesi temel
almmustir. Ortaya ¢ikan sonuglar, ekstraktlarin her
bir konsantrasyonunun birbirine ¢ok yakin
degerlere sahip olduklarimi1 ve pozitif kontrol
tarafindan sebep olunan hasara kiyasla ¢ok diigiik
kaldiklarint gézler oniine sermistir. Genel olarak
bakildiginda, en  diisik  konsantrasyonun
istatistiksel olarak  8-OH-dG seviyesini
yiikseltmedigi goriilmiistiir (Sekil 5). Birgok liken
tiriiniin  genotoksik ve genotoksik olmayan
aktiviteleri iizerine farkli arastirmalar literatiirde
mevcuttur. Usnea articulata ve Usnea filitendula
likenlerinin mutajenik ajan olan N-metil-N'-nitro-
N-nitrosoguanidine karsi anti-genotoksik etki
gosterdigi belirlenmistir [38]. Evernia
prunastri'nin metanol ekstrakti ile ger¢eklestirilen
bir diger calismada, aflatoksinin sebep oldugu
aktivitenin ortaya

genotoksik indirgendigi

¢ikarilmustir [39].

CME ve CSE'nin lenfositlerin TAK diizeyleri
incelendiginde belli

plana cikmistir.
Konsantrasyon ve TAK degerleri arasinda anlamli
korelasyonlar tespit edilememistir (Cizelge 2 ve 3).
Ozellikle
konsantrasyonlarin yiiksek TAK seviyeleri 6nem
arz etmistir. En fazla dikkat ¢eken deger CSE'nin

tzerindeki etkileri

konsantrasyonlar on

test edilen orta  seviyedeki

50 mg/L'lik uygulamasi olmustur. Ilgili deger
pozitif kontrole en yakin seviyeye sahip olmustur.
sekilde CSEmin 25 ve 100 mg/L'lik
uygulamalar1 da tiim denemenin yiliksek TAK
degerleri arasinda yerini almistir. Bu sonuglar su
daha
antioksidan icerige sahip oldugunu gostermistir
(Sekil 3). Birgok farkli liken sekonder metaboliti ve
ekstraktin sahip olduklar1 antioksidan kapasiteden

Ayni

ekstraktinin  metanole kiyasla yiiksek
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dolay1 koruyucu 6zellikte olduklari, bu 6zelliginin

yani sira yiiksek konsantrasyonlarda
kullanildiginda  toksik etki  gosterebildikleri
arastirmacilar tarafindan gerceklestirilen

caligmalarda goriilmiistiir. Psoromik asidin 0,005-
0,2 mg/mL arasinda konsantrasyona sahip
cozeltilerinin, konsantrasyon artist ile orantili bir
sekilde serbest ve nitrik oksit radikallerini
yakalama aktivitelerinin ve lipit peroksidasyon
inhibisyon diizeyinin yiikseldigi tespit edilmistir.
Bu sayede antioksidan kapasitesinin varlig1 tespit
edilen metabolitin kardiyovaskiiler koruyucu
aktivitesi de ayni ¢aligmanin sonuglari igerisinde
yer almustir [40]. Psoromik asidin koruyucu
Ozelligine dair baska bir caligma fareler araciligi ile
gerceklestirilmis ve bu metabolitin mide koruyucu
etkisi belirlenmistir [41]. Mevcut c¢alisma ve
literatiirdeki diger c¢aligmalar test edilen liken
ekstraktlart  ve  metabolitlerinin  tasidiklar1
antioksidan o6zelliklerinden dolay1 hiicrelerdeki
koruyucu 6zelliklerini gozler 6niine sermistir.

Sonug olarak, ¢aligma kapsaminda gergeklestirilen
tim denemeler gostermistir ki C. furcata
likeninden elde edilen metanol ve su ekstraktlarinin
belli konsantrasyonlari, yapisinda barindirdiklar
antioksidan bilesenler sayesinde insan lenfositleri
toplam  antioksidan  kapasiteyi
artirmaktadir. Elde edilen sonuglar, yiiksek oranda
antioksidatif kapasiteye sahip olan C. furcata'nin
oksidatif stres kaynakli hastalik tiirlerine karsi

uzerinde

kombine tedavi metotlari kapsaminda
yararlanilabilecek bir bitkisel iiriin oldugunu ortaya

cikarmugtir.
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