ABCResearch

Original Article / Orijinal Arastirma

Arch Basic Clin Res 2021; 3(1): 1-5 - DOI: 10.5152/ABCR.2021.20024

The Effect of Usnea Longissima Extract on Lung Cancer Cell

Line (A549)

Usnea Longissima Ekstresinin Akciger Kanseri Hucre Kulturune (A549) Etkisi

Durdu Altuner' @, Saliha Eksi? 2, Halis Stuleyman'’

, Emine Akyliz Turumtay?®

'Erzincan Binali Y|Id|r|m‘Universitesi, Tip Fakultesi, Farmakoloji Anabilim Dali, Erzincan, Turkiye
Recep Tayyip Erdogan Universitesi, Tip Fakiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Rize, Trkiye
SRecep Tayyip Erdogan Universitesi, Fen Edebiyat Fakiltesi, Analitik Kimya Anabilim Dal, Rize, Turkiye

Cite this article as: Altuner D, Eksi S, Siileyman H, Akyliz Turumtay E. The Effect of Usnea Longissima Extract on Lung Cancer

Cell Line (A549). Arch Basic Clin Res 2021; 3(1): 1-5.

ORCID iDs of the authors: D.A. 0000-0002-5756-3459; S.E. 0000-0002-8818-7855; H.S. 0000-0002-9239-4099; E.AT. 0000-0002-1504-4810.

ABSTRACT

Objective: Some lichens are known to demonstrate anticancer
activity. However, to the best of our knowledge, no information
is available about the activity of Usnea longissima against hu-
man lung cancer A549 cells. This study aimed to investigate the
effect of U. longissima extract on A549 cell line.

Materials and Methods: The effect of U. longissima extract on
A549 cell morphology in culture medium was investigated at a
concentration of 400 pg/mland examined using an Olympusin-
verted microscope (CK x41, 10x), and the cytotoxic activity was
tested at concentrations of 400, 200, 100, 50, 25, 12.5, and 6.75
pg/mlaccording to the protocol published by Mosmann in 1983.

Results: Dimethyl sulfoxide used as solvent did not have any
toxic effects on the A549 cells. However, nearly all A549 cells
administered with U. longissima extract died. U. longissima ex-
tract damages the cell surface, resulting in their death.

Conclusion: U. longissima extract showed dose-dependent cy-
totoxic effects on A549 cancer cells in vitro. Therefore, it could
be useful in the treatment of lung cancers.
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Amag: Bazi likenlerin antikanser aktivitesi oldugu bilinmekte-
dir. Ancak, Usnea longisima liken tirlinidn insan akciger kanser
hicrelerine (A549) karsi aktivitesine ait bilgilere rastlanmadi. Bu

¢alismanin amaci Usnea longisima’'nin, A549 hiicre hattina etki-
sini arastirmaktir.

Gereg ve Yontem: Usnea longisima ekstresinin kultur ortamin-
da A549 hicre morfolojisine etkisi 400 pg/ml konsantrasyon-
da arastirildi ve Olympus inverted mikroskobu (CK x 41, 10 x) ile
incelendi. Usnea longisima ekstresinin sitotoksik aktivitesi 400,
200, 100, 50, 25, 12.5 ve 6,75 pg/ml kosantrasyonlarda 1983'te
Mosmann tarafindan yayinlanan protokole gore test edildi.

Bulgular: DMSO A549 hicre hatti Uzerinde toksik etki olus-
turmamistir. Ancak, Usnea longisima ekstresi uygulanan A549
hicrelerin tamamina yakini 6lmustdr. Ayrica, Usnea longisima
ekstresinin hicreleri ylizeyden kopararak 6limune neden oldu-
gu anlasiimaktadir.

Sonug: Usnea longisima ekstresi, in vitro ortamda A549 kanser
hucreleri Uzerinde doza bagli olarak sitotoksik etki olusturmus-
tur. Bu nedenle akciger kanserlerinin tedavisinde faydali olabile-
cegi dustnulmektedir.

Anahtar Kelimeler: Usnea longisima, akciger kanseri, hiire kultlri

GiRiS

Kanser tedavisinde mortaliteyi azaltmak ve sagkalimi
artirmak icin cerrahi, radyoterapi, kemoterapi, immu-
noterapi, sinyal ileti sistemi inhibitorleri, gen tedavisi ve
anjiyogenez inhibitorleri gibi bir cok farkli tedavi yontem-
leri kullaniimaktadir (1, 2). Kansere karsi kullanilan ilaglarin

istenilen duizeyde tedavi saglayamamasinin nedeni, kan-
ser hicresi Uzerinde sitotoksik etki olusturan dozlarinin

saglikli huicreler Gizerinde de toksik etki olusturmasidir (3).
Bu da basarili bir kanser tedavisinin saglikli insan hicre-
lerini etkilemeden, kanserli hiicre Uzerinde sitotoksik etki
olusturan maddelerle saglanabilecegini isaret etmekte-
dir. Yakin zamanlarda yapilan arastirmalarda, likenlerin
kanser tedavisinde alternatif bir yontem olarak kullani-
labilecegi onerilmektedir (3). Bilindigi gibi, likenler basl
basina birer organizma degildirler. Likenler, mantarlar
(ascomycetes, bassidomycetes) ve fotosentetik algler-
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den meydana gelen simbiyotik birlikteliklerdir (4, 5). Liken
yapisindaki tek bir birey gibi davranan alg ve mantarlar, tek
baslarina Uretemedikleri maddeleri bu ortak yasamla tre-
tirler. Likenlerin Urettigi bu sekonder metabolitler pulvik,
prolikesterinik, fisodik, lobarik, fumarprotosetrarik, usnik
asitler, depsidler ve depsidonlardir (6-8).

Calismamizda antikanser aktivitesini arastiracagimiz
Usnea longissima bir liken turadur. Likenlerin Urettikleri
antranorin, gyrophorik asit, parietin ve usnik asit gibi liken
metebolitlerinin A2780 (insan yumurtalik kanseri), HelLa
(insan serviks adenokarsinoma), MCF-7, SK-BR-3 (insan
meme adenokarsinoma), HCT-116 p53+/+, HCT-116
p53/ HT-29 (insan kolon adenokarsinoma), HL-60 (insan
promyelotik leukaemia), Jurkat (insan T-hlcre leukaemia)
kanser hicre hatlarina karsi etkileri arastinlmistir (9, 10).
Bilindigi gibi, maddelerin antikanser aktivitesi, in vivo ve
in vitro deney modellerinde arastirilarak saptanmaktadir
(11). In vitro deneyler hiicre kiltir ortaminda yapilmak-
tadir (12). Literatur, Usnea longissima liken tlrinln ve
etil asetatla elde edilen ekstresinin in vitro insan alveolar
bazal epitelyel kanser hucrelerine (A549) karsi aktivite-
sine ait bilgilere rastlanmadi. Bu nedenle calismamizin
amacl, Usnea longissima ekstresinin A549 hicre hatti
Uzerine sitotoksik etkisini in vitro kiltlr ortaminda ince-
lemektir.

GEREC VE YONTEM

Huicreler

Kultir ortaminda deneyecegimiz A549 hiicreleri, Yeditepe
Universitesi araciliglyla American Type Culture Collection
(ATCC) den temin edildi.

Liken Materyal

Usnea longissima liken tlrl 2013-2014 yillarinda Trabzon
ve Rize cevresindeki ormanlardan toplandi. Tanimlama
islemleri yapilan materyal, Recep Tayyip Erdogan
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi herbaryumunda
(No:HB 1029) muhafaza edilmektedir.

Kimyasal Maddeler

Hucre kilturinde kullanilan RPMI-1640 Hyclone'dan,
DMEM, %10 Fetal bovine serumu (FBS), 100ug/ml
streptomycin-100U/ml penicilin, %0.25 trypsin-EDTA
Gibco’'dan, DMSO (max %1.6), Taxol (5nm/ml) ve MTT
Sigma'dan temin edilmistir. Liken ekstraksiyonu igin kul-
lanilan Etil Asetat Sigma’'dan saglanmistir. Ayrica Santrifij
(Hettich Universal 320 R), Vorteks (Wisd Wisemax),
Ultrasonik Banyo (Bandelin Sonorex), Evaporator (IKA
HB10), Manyetik karistirici (IKA RCT Basic) gibi cihazlar
kullaniimistir.

A549 Hiicrelerin Hazirlanmasi
Bu calismada, kullanilacak olan A549 hicreler in-vitro
kosullarda, RPMI, %10 Fetal bovine serumu (FBS), 100 pg/

ml streptomycin-100 ve pg/ml -100 U/ml penicilin ve %5
CO, destekli 37°C deki inkibatorde T75 flasklara 1x10%/
ml olacak sekilde pasajlanarak tretime alinmistir. Kilturler
her glin vasat aspire edilerek yeni besiyeri ile beslenmistir.
Flasklardaki hiicre yogunlugu yaklasik %70-80'e eristi-
ginde, hiicreler %0,25 tripsin-EDTA ile tripsinize edilerek
icinde soguk besiyeri bulunan 50 ml falkon tiplerine
transfer edilmistir. Bunu takiben 600 rpm’de ¢okertilen
hicreler 2 kez soguk RPMI ile yikandiktan sonra trypan
mavisi ile 1:1 oraninda dille edilerek boyanmis ve inverted
mikroskopta (Olympus inverted mikroskop CK X 41, 10 X)
sayllmistir.

Liken Ekstresinin Hazirlanmasi

Bunun igin 100 gram 6gutulmus liken ornegi kahverengi
siseye alinarak Uzerine 1000 mL etil asetat dokuldu ve
2 saat ultrasonik banyoda ekstraksiyona tabi tutuldu.
Suzulerek ekstrakt alindi ve geri kalan kisim bir kez daha
1000mL etil asetat ile ayni sekilde ekstrakte edilerek
suzlldu. Ekstraktlar bir araya toplanarak evaporatorde
40°C' de ¢ozucusl uguruldu.

Hiicre Kiiltiirii Calismasi

Hicreler RPMI-1640 10% Fetal bovine serum (FBS)
(Gibco) ve antibiotics (100 pg/ml streptomycin+100U/
ml penicilin) kullanilarak T25 flasklarda 37°C de ve %5
CO, destekli inkibatoérde Uretilmistir. Confluent hicreler
%0.25 trypsin-EDTA sollsyonu kullanilarak pasajlanmis-
tir.

Morfolojik Calisma

Usnea longissima ekstresinin, stok solisyonu 100 mg/
ml olacak sekilde DMSO’'da hazirlandi. A549 hucreleri
1x10* cells/well olacak sekilde 1000ul biylime mediumu
ile birlikte 24-kuyucuklu kiltir plakalarina kondu. Ertesi
gin, Usnea longissima ekstresi 400 pg/ml konsantras-
yonda hcrelere eklendi. DMSO (%0,8) ayr kuyucuklara
eklenerek kultur 37°C de 24 saat inklbe edildi. 24 saat
sonra hucrelerde olusan morfolojik degisiklikler inverted
mikroskop (Olympus inverted mikroskop CKX41, 10X) ile
incelendi ve sonuclar fotograflandi.

Sitotoksik Calisma

Sitotoksik aktivite 1983'te Mosmann tarafindan yayinla-
nan protokole gore MTT testi ile saptanmistir (13). MTT
testi kisaca, kultlr ortamindaki mitokondrial aktivitesi
devam eden canli hiicrelerin kolorimetrik olarak belirlen-
mesinde kullanilir. Kiltirde, tetrazolium halkasinin dehid-
rogenaz enzimlerince parcalanmasi sonucu MTT mor
renkli insolubl formazana dontsur. Formazan DMSO veya
izopropanol gibi baska bir ¢cozucuyle solubl hale getirilir ve
olusan renk reaksiyonu spektrofotometrik olarak okunur.

A549 hiucreleri trypsinize edildikten sonra, 96 kuyucuklu
mikroplaklara 1x102 hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekimle-
ri yapildi. 24 saat sonra DMSO'da hazirlanmis olan Usnea
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Resim 1. a, b. Usnea longissima ekstresinin A549 huicrelerinin canllig lzerine etkisi (a) DMSO ile muamele edilen hicreler (b) Us-

nea longissima ekstresi ile muamele edilen hiicreler

longissima ekstresi 400pg/ml olacak sekilde mikroplaka-
larin ilk kuyucuklarina eklendi; bunu takiben 2X dilisyonla
konsantrasyonlar, 400-200-100-50-25-12.5 ve 6,75 pg/
ml olacak sekilde dillie edildi. DMSO negatif kontrol olarak
ayri kuyucuklara tek basina eklenerek 2X diliisyonla ayni
sekilde dilGe edildi ve kulturler 24 saat 37°C de ve %5 CO,
kosullarinda inklibatorde bekletildi.

inkiibasyon periyodu sonunda, suda 5 mg/ml olarak hazir-
lanmis olan MTT stogundan her bir kuyucuga 10 pl
eklenerek kiltirler 4 saat daha ayni kosullarda inkiba-
torde bekletilmistir. Bu periyod sonunda kuyucuklardaki
medium atilarak her bir kuyucuga 100 yl DMSO eklene-
rek canli hicrelerde olusmus olan formazan kristalleri
¢0zUnduruldu. Absorbans degerleri ELISA okuyucusunda
(Thermo, Multiskan Go) 570 nm dalga boyunda okutuldu
ve sitotoksik etki; growth inhibition= [(Kontrol kuyucugu-
nun absorbansi - Test kuyucugunun absorbansi) / Kontrol
kuyucugunun absorbansi] X 100 formili kullanilarak
hesaplanmistir (13). Deneyler en az 3 kez tekrarlanmistir.

istatistiksel Analiz

Deneylerden elde edilen sonuglar “ortalama deger *
standart hata” (x + SEM) olarak ifade edildi. Gruplar arasi
farkin dnemlilik derecesi one-way ANOVA testi kullanila-
rak belirlendi. Takibinde post-hoc test olarak Tukey testi
yapildi. Tim istatistiksel islemler “"IBM SPSS Statistics
Version 20" (IBM SPSS Corp.; Armonk, NY, USA) istatistik
programinda yapildi ve p<0.05 degeri anlamli olarak kabul
edildi.

BULGULAR

Usnea Longissima Ekstresinin A549 Hiicre Uzerindeki
Morfolojik Etkileri

Resim 1a'da goruldigu gibi, DMSO A549 hiicre hatti Uze-
rinde toksik etki olusturmamistir. Ancak, Usnea longissi-
ma ekstresi uygulanan A549 hicrelerin tamamina yakini
olmustur. Ayrica, Usnea longissima ekstresinin htcreleri
ylzeyden kopararak 6limine neden oldugu anlasiimak-
tadir (Resim 1b).

Usnea Longissima Ekstresinin A549 Hiicre Uzerindeki
Sitotoksik Etki Sonuglan

Resim 2'de goruldigu gibi, in vitro Usnea longissima eks-
tresi 400 pg/ml, 200pg/ml, 100 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml,
12,5 pg/ml ve 6,75 pg/ml konsantrasyonlarda uygulandi-
ginda doza bagli olarak A549 hiicrelerini sirasiile %93, 98,
96, 46, 18 ve 15 oraninda oldurmustur.

TARTISMA

Bu calismada, ayrica Usnea longissima ekstresinin, A549
hicreler tzerinde toksik etkileri kultir ortaminda test
edildi. Birgok liken turlerinde oldugu gibi, Usnea longis-
sima da usnik asit icermektedir. Usnik asitin antitimor
etkileri arastirilmis, ancak diger metabolitlerinin antikan-
ser aktivitelerine ait veriler oldukga azdir (14, 15). Ayrica,
literaturde bazi liken turlerinin antikanser aktivitesine ait
¢alimalara rastlansa da (16, 17), Usnea longissima liken
tlriinin antikanser aktivitesine ait ¢alismalar bulunma-
maktadir. Parmelia caperata, sulcata ve saxatilis liken
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Resim 2. Usnea longissima ekstresinin A549 hiicrelere sitotoksik
etkisi (% growth inhibisyon)

turlerinden izole edilen usnik asit, protokeratik asit ve
salazinik asitlerin FemX (insan melanom ve LSI174 (insan
kolon karsinomu) hicre hatlarinda in vitro olarak antikan-
ser etkilerine dair bilgiler bulunmaktadir (18). Yine Millot
ve arkadaslari (19), Ochrolechia parella liken tlrtnden
elde edilen chloro-depsidon, variolarik asit, lekanorik asit,
alpha-alektoronik asit, atranorin ve ergosterol peroksid
gibi maddelerin kanser hiicrelerine karsi sitotoksik oldu-
gunu belirtmislerdir.

Bilindigi gibi, antikanser aktivitenin, saptanmasinda hucre
kulturleri 6zellikle buytk onem kazanmistir (20). Bu
nedenle, Usnea longissima ekstresinin antikanser aktivi-
teleri A549 kanser hiicre hatlarinda in vitro olarak kiltir
ortaminda incelendi. Deney sonuglarimizdan Usnea lon-
gissima ekstresinin kiltir ortaminda in vitro A549 kanser
hicrelerini doza bagli olarak oldirdugt anlasilmaktadir.
Literatlrlerde usnea longissima liken tirinin hiicre kil-
tur ortaminda antikanser aktivitesine ait ¢alismalara rast-
lanmadi. Ancak, farkl liken tirlerinin sinirli da olsa hicre
kulturlerinde antikanser aktivitelerine ait bilgiler bulun-
maktadir. Ari F ve arkadaslari Parmelia sulcata Taylor liken
tlrlinlin insan meme kanser hicre hattinda (MCF-7 and
MDA-MB-231) etkili bulduklarini rapor etmislerdir. Hicre
kultlrt ortaminda yapilan bu ¢alismada Parmelia sulcata-
nin kanser hiicresinin apoptozunu indikleyerek sitotoksik
etki olusturdugunu bildirmislerdir (21). Bir baska ¢alisma-
da da Sphaerophorus globosus, Psoroma reticulatum, P.
pulchrum ve P. palladium liken c¢esitlerinden izole edilen
sphaerophorin ve pannarin sekonder metabolitlerinin kil-
tlr ortaminda insan melanoma (M14 hiicre hatti) hicrele-
rine karsi toksik oldugu saptanmistir; bu sitotoksik etkinin
hicre DNA'sinin pargalanmasiyla indiklenen apoptozis-
ten ileri geldigi savunulmaktadir (22). Cladonia convoluta,
Cladonia rangiformis, Evernia prunastri, Parmelia cape-
rata, Parmelia perlata Platismatia glauca, Ramalina cus-
pidata ve Usnea rubicunda liken tirlerinden elde edilen

ekstrelerin de farkli oranlarda DU-145, meme ve [6semi
hlcre hatlarinda aktiviteleri saptanmistir (23). Yine Ari ve
arkadaslar (24), Parmelia sulcata Taylor ve Usnea filipen-
dula 'nin metanol ekstrelerinin insan akciger (A549) ve
karaciger (Hep3B) kanser hicrelerinin DNA hasarina yol
acgarak apoptoz benzeri hiicre 6limune neden olduklarini
bildirmislerdir. Sonug olarak, Usnea longissima ekstresi, in
vitro ortamda A549 kanser hiicreler Uzerinde doza bagli
olarak toksik etki olusturmustur.
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