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Bu çalışmada, Türkiye‟de yayılış gösteren Usnea lapponica Vain, Usnea intermedia 

(A. Massal.) Jatta, Usnea florida (L.) Weber ex F.H. Wigg. türlerinden elde edilen 

metanol ekstrelerin antimikrobiyal, antioksidan aktiviteleri ile sitotoksik etkilerinin 

ve DNA koruyucu etkilerinin araştırılması amaçlanmıştır. Üç liken türü için usnik 

asit miktarları Yüksek Basınçlı Sıvı Kromatografisi yöntemi ile tespit edilmiş olup en 

yüksek miktar U. lapponica‟da (334.59 ± 9.21 mg/gekstre) bulunmuştur. En yüksek 

toplam fenol içeriği U. lapponica„da (87.62 ± 4.37 mgGAE/gekstre), toplam flavonoit 

miktarı ise U. florida‗da (23.06 ± 3.34 mgCA/gekstre)‟ da tespit edilmiştir. Antioksidan 

aktivite için DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) ve ABTS [2,2‟-azino-bis (3- 

etilbenzathiazolin-6- sulfonik asit)] yöntemleri kullanılmış olup, U. lapponica en 

yüksek DPPH radikalini süpürücü aktiviteyi, U. intermedia ise en yüksek ABTS 

radikalini süpürücü aktiviteyi göstermiştir. Antimikrobiyal aktivitenin 

araştırılmasında disk difüzyon yöntemi kullanılmış, en iyi etki Micrococcus luteus 

üzerine 13 mm‟lik zon ile U. intermedia‟nın metanol ektresinde gözlenmiştir. 

Sitotoksik aktivite ise insan akciğer kanseri (A549) ve meme kanseri (MDA-MB-

231) hücre hattı üzerinde MTT testi ile saptanmıştır. A549 üzerine U.florida (250 

μg/mL % 36.0301 canlılık) MDA-MB-231 üzerine ise U. intermedia ekstresinde 

(62.5 µg/mL %23.65 canlılık) en güçlü sitotoksik etki gözlenmiştir. Aynı zamanda 

çalışılan tüm türlerin DNA koruyucu etkisi olduğu pBR322 plazmid DNA‟sı 

kullanılarak belirlenmiştir. 
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ABSTRACT 

 

MASTER THESIS 

 

DETERMINATION OF BIOLOGICAL ACTIVITIES OF SOME SPECIES 

OF USNEA DILL. EX ADANS. DISTRIBUTED IN TURKEY 
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In this study, it was aimed to investigate antimicrobial, antioxidant activities and 

cytotoxic effects and DNA protective effects of methanol extracts obtanined from 

Usnea lapponica Vain, Usnea intermedia (A. Massal.) Jatta, Usnea florida (L.) 

Weber ex F.H. Wigg. species that distributed in Turkey. The amount of usnic acid 

for three lichen species was determined by High Performance Liquid 

Chromatography and the highest amount was found in U. lapponica (334.59 ± 9.21 

mg/ gextract). The highest total phenol content was determined in U. lapponica 

(87.62 ± 4.37 mgGAE/ gextract), and the total amount of flavonoids in U. florida (23.06 

± 3.34 mgCA/gexract). DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) and ABTS [2,2‟-azino-

bis(3-ethylbenzathiazoline-6-sulfonic acid)]  methods have been used for antioxidant 

activity, U. lapponica showed the highest DPPH inhibition activity. U. intermedia 

showed the highest ABTS inhibition activity. Disc diffusion method was used to 

investigate antimicrobial activity, and the best effect was observed in the methanol 

extract of U. intermedia with a 13 mm zone on Micrococcus luteus. Cytotoxic 

activity was determined by MTT test on human lung cancer (A549) and breast cancer 

(MDA-MB-231) cell line. U. florida (250 μg/mL % 36.0301 viability) on A549 and 

U. intermedia extract  (62.5 µg/mL % 23.65 viability) showed the strongest cytotoxic 

effect on MDA-MB-231. At the same time, DNA protective effect was investigated 

by using pBR322 plasmid DNA and all studied species were found to have DNA 

protective effects. 
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SİMGELER VE KISALTMALAR 

 

Bu çalışmada kullanılmış simgeler ve kısaltmalar, açıklamaları ile birlikte aşağıda 

sunulmuştur. 

Simgeler     Açıklamalar 

°C Santigrat Derece 

% Yüzde 
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mL Mililitre 

mm Milimetre 

nm Nanometre 

µg Mikrogram 
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Kısaltmalar    Açıklamalar 

%AA Yüzde Antioksidan Aktivite 
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ABTS 2,2'-Azino-bis (3-etilbenzenothiazoline-6-

sülfonik asid) 

DMSO Dimetil Sülfoksit 

DNA Deoksiribonükleik Asit 

DPPH 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil 

MTT 3-(4,5dimetiltiazol-2yl)-2,5-

difeniltetrazolyumbromit 

HPLC                                                Yüksek performanslı sıvı kromatografisi 

YBSK                                                Yüksek basınçlı sıvı kromatografisi  
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1. GİRİŞ 

M.Ö. IV. yüzyılda „Liken‟ terimi ilk defa Theophrastus tarafından kullanılmıştır. İlk kez 

Alman botanikçi Schwenderer tarafından alg ve mantarlardan meydana gelen 

organizmalar oldukları ifade edilmiştir (Karamanoğlu, 1971). Sistematik botanikçi 

Vainio (1890), Reinke (1894,1896) ve Zahlbruckner (1907,1926) tarafından yapılan 

çalışmalarda likenler, likenleşmiş mantarlar olarak diğer mantarlardan ayrı bir grup 

olarak belirtilmiştir (Çobanoğlu ve Yavuz, 2003). Likeni oluşturan mantar bileşenleri 

genellikle Ascomycetes (% 98), Basidiomycetes (% 0,4), Deuteromycetes (% 1,6) 

sınıflarından; alg bileşeni ise çoğunlukla Yeşil algler (% 90) ya da Siyanobakterler (% 

10) grubundandır (Hale, 1974). Bu ayrı bileşenler bir araya geldikleri zaman mantar ve 

algler ile benzerlik göstermeyen uzun ömürlü bir tallus meydana getirmektedirler. 

Ayrıca yapıya katılan mantar ve algler mikroskop altında inceleme yapıldığında teşhisi 

yapılabilmektedir (Ahmadjian, 1993). Bu birliktelik sonucunda; mantar hifleri, liken 

tallusunun ihtiyacı olan su, CO2 ve mineral maddeleri elde ederler. Alg hücreleri, 

klorofili sayesinde sentezlediği bazı organik maddeleri ve elde ettiği oksijeni ortama 

verirler (Ahmadjian,1982). 

Morfolojilerine göre yapraksı (foliose), kabuksu (crustose), dalsı (fruticose) ve pulsu 

(squamulose) gruplandırılan likenlerin üremesi sporlar vasıtasıyla ya da izid, sored ve 

vejetatif „tallus‟ yapıları aracılığla gerçekleşmektedir. Likenin mikroskop altındaki 

kesitinde, algler ve mantar hifleri tallus içinde homojen bir şekilde dağılma gösteriyorsa 

bu tür talluslara “homeomerik tallus”; tabakalaşmış bir yapı gösteriyorsa da bu tür 

talluslu yapılara “heteromerik tallus” denilmektedir. Heteromerik tallus gelişmiş kabul 

edilebilmesinin yanı sıra genellikle Chlorophyta (yeşil algler) hücreleri içeren likenlerde 

daha fazla görülür. Homeomerik tallusta ise likenler sadece Cyanobacteria (mavi-yeşil 

algler) içeren likenlerden oluşmaktadır. Likenlerin geneli, dışta alg tabakasını ile 

çevirilen jelâtinli, çift çeperli ve birbirine sarılı hiflerden oluşan korteks tabakası 

içermektedir. Alg hücresinin meydana getirip oluşturduğu gonidi tabakası alt kısımda, 

kalın çeperli mantar hiflerinden meydana gelen ve tallusun büyük kısmını oluşturan 

medulla tabakası bulunmaktadır. Likenlerin bazıları, genellikle yapraksı olanlarda alt 

korteks tabakası ve substrata (kaya, toprak, ağaç kabuğu vb.) tutunmasını sağlayan 

rizinler de bulunmaktadır (Fahselt, 1994).  
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Likenler, „liken maddeleri‟ adı verilen ve birçoğu kendine özgü olan çeşitli metabolitleri 

sentezlemektedirler (Huneck, 1999). Liken maddeleri arasında aminoasit türevleri, 

alifatik asitler, kinonlar, kromonlar, ksantonlar, dibenzofuranlar, depsidler, depsidonlar, 

depsonlar, terpenoidler, steroidler ve karotenoidler gibi bileşikler yer almaktadır.  

Likenlerde bulunan organik bileşiklerin büyük bir bölümü, mantar hücresi içinde veya 

hiflerin yüzeyinde depolanan suda çözünmeyen sadece organik çözücülerle ekstre 

edilebilen sekonder metabolitlerdir. Liken sekonder metabolitleri hastalıkların 

tedavisinde uzun yıllardır kullanılmaktadır (Miao ve ark, 2001). Sekonder metabolitler, 

antiviral, antimikrobiyal, antifungal, antiprotozoal, antikanser, antioksidan, antitümör, 

antiülserojenik, antinosiseptif ve anti-inflamatuar faaliyetleri gibi önemli biyolojik 

etkilere sahiptirler (Mitrovic ve ark, 2011). 

Antibiyotiğe dirençli mikroorganizmanın gelişmesi hastalıkların tedavi edilmesini 

zorlaştırmıştır. Bu nedenle, hızla gelişen ilaca dirençli mikroorganizmalar için 

çalışmalar terapötik ajanların gelişmesi yönünde ilerleme kaydetmiştir. Likenler doğal 

antimikrobiyal ajanlar olarak yeni tasarlanmış ilaçları üretmede alternatif bir kaynak 

olarak kullanılabileceği belirtilmiştir (Shukla ve ark, 2010).  

Stres, toksinler gibi dış faktörlerin etkisiyle organizmada serbest radikaller oluşur. 

Serbest radikaller, proteinler, nükleik asitler, lipitler ve karbonhidratlar gibi 

biyomoleküllerle kolayca reaksiyona girebilir. Yaşlanma, kanser, kalp damar 

hastalıkları gibi hastalıkların oluşmasına neden olur (Lobo ve ark, 2010). Serbest 

radikaller oksidatif strese sebep olmaktadır. Oksidatif stresin sebep olduğu rahatsızları 

ortadan kaldırmak için çalışmalar doğal antioksidan yönünde ilerlemektedir. Doğal 

antioksidan kaynaklarını bulmak için çalışmalar liken türleri üzerine yoğunlaşmıştır 

(Naveena ve ark, 2008). Kanser, hücrenin büyümesi ve hücredeki genlerinin mutasyonu 

sonucunda ortaya çıkmaktadır (Guyton ve Hall, 2001). X-ışınları, gama ışınları, 

ultraviyole ışınları kansere neden olan faktörlerdendir. Bu ışınların etkisi altında doku 

hücrelerinde oluşan iyonlar yüksek derecede reaktif olduklarından, DNA zincirini 

kopararak birçok mutasyonun oluşmasına sebep olmaktadırlar (Guyton ve Hall, 2001). 

Liken sekonder metabolitlerinden elde edilip en çok çalışılan asit „usnik asittir‟. Usnik 

asit 1844‟den bu yana en çok çalışılan ve ticari olarak elde edilen liken metabolitidir 
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(Mitrovic ve ark, 2011). Usnik asit kanser hücrelerinin hareketinde, apoptozisin 

düzenlenmesinde ve tümörogenezde önemli bir rol oynarmaktadır. Likenin sekonder 

bileşenlerinden olan usnik asittin antikansere etki ettiği yapılan birçok çalışmada 

belirtilmiştir (Nguyen ve ark, 2014).  

Likenler ekolojik açıdan son derece önemlidir. Çünkü salgıladıkları liken asitleri 

sayesinde kalkerli kayaları yavaş yavaş parçalamaktadırlar. Oluşan küçük taşlar 

üzerinde karayosunları gelişmektedir. Yüksek bitkiler ise ince toprak tabakası veya 

humus üzerinde gelişmektedir. Bu sebeple likenler, bitki örtüsünün süksesyonal gelişim 

sürecinde birincil katkıya sahiptir. Eski çağlardan bu yana ekonomik anlamda, tıpta, 

besin olarak ve parfüm sanayisinde kullanılmıştır (Duman-Cansaran, 2007).  
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Liken Sekonder Metabolitleri 

Likenler bir kısmı mantar bir kısmı alg ile ortak birleşimi tarafından sentez edilen 

proteinler, aminoasitler, polioller, polisakkaritler, karotenoidler ve vitaminler gibi 

canlıda bulunan yaşamsal işlevler ile ilişkili olan “primer (birincil) metabolitlerden” 

oluşur. Sekonder (ikincil) metabolitler temel yaşamsal işlevler ile doğrudan ilişkisi 

bulunmamaktadır. Likenlerden izole edilen birincil metabolitlerin çoğu liken yapısı için 

o türe özgü değildir. Çünkü metabolitler yüksek yeşil bitkilerden, alglerden ve serbest 

yaşayan mantarlardan da elde edilebilmektedir (Nash, 2008).  

Likenlere özgü sekonder metabolitler çoğunlukla terpenoitler, kinonlar, polifenoller ve 

poliketitlerdir (Eisenreich ve ark., 2001). Sekonder metabolitlerin bazıları likenleşmiş 

mantarlar tarafından üretilebilmektedir (Ahmadjian, 1982). Bunun sebebi, fotobiyont 

varlığının, çoğu metabolitin uygun bir şekilde sentezlenmesi için gerekli şartların 

oluşturulması gerektiğinden kaynaklanmaktadır (Lawrey, 2009). Likenlere ait sekonder 

metabolitler çoğunlukla asidik özelliklere sahip olaması sebebiyle “liken asitleri” olarak 

isimlendirilmektedir. Liken bileşiklerinin bazı kısımları mantarlar veya bitkiler 

tarafından sentezlenmektedir ancak genel yapılarına bakıldığında ise tamamen likenlere 

özgü olduğu görülmüştür (Huneck, 2001; Romangi ve Dayan, 2002; Shukla ve ark., 

2010). 

Liken asitleri olarak bildiğimiz ikincil metabolitler likenlerin mantar birlikteliği 

tarafından elde edilmiştir. Ayrıca bu bileşikler likenlerde bulunan organik bileşiklerin 

genelini oluşturmaktadırlar. Çalışmalarda elde edilen sonuçlar şunu göstermektedir, 

kabuksu likenler gibi yavaş büyüyen likenlerin kendilerini savunmaları için ürettikleri 

liken asitleri büyümelerini zorlaştırmaktadır (Müller, 2001). Sentez edilen liken 

asitlerinin sayı ve çeşitliliği, likenlerde türler arasında değişiklik göstermektedir. Bu 

sebepten dolayı farklı liken türleri farklı liken asitlerini bulundurur (Stocker-Wörgötter, 

2008). Bir liken türü çok sayıda özgün sekonder metabolit sentezleyebilmenin yanı sıra 

metabolitin sayısı ve cinsi de bulunduğu koşullara göre likende değişikliğe sebep 

olmaktadır (Deduke ve ark., 2012). 
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Liken türlerinin büyük bir kısmının geleneksel kullanımlara ait bilgilerin olduğu görülse 

de günümüzde bu verileri destekleyen bilimsel çalışmalara önem verilmektedir. 

Likenlere ait sekonder metabolitlerin çeşitli biyolojik aktiviteleri ile ilgili çalışmalar 

yapılmıştır. Sekonder metabolitler, antiviral, antimikrobiyal, antifungal, antiprotozoal, 

antikanser, antioksidan, antitümör, antiülserojenik, antinosiseptif ve anti-inflamatuar 

faaliyetleri gibi önemli biyolojik etkilere sahiptirler (Mitrovic ve ark, 2011). 

Likenlerde meydana gelen biyosentez olayları sonucunda oluşan sekonder metabolitler 

genellikle ince kristaller hâlinde tallusta depo edilir, bu da likenlerin kendine özgü 

renklerini meydana getirir. Sekonder bileşiklere örnek olarak orsellinik asit, lekanorik 

asit, evernik asit ve usnik asit verilebilir (Nash, 2008). Liken sekonder metabolitleri 

arasında öne çıkan ve antibiyotik etki göstermesinin yanı sıra ve güçlü biyolojik etkileri 

sahip olan „usnik asit‟ çoğu likende bulunan sarımsı parlak renkte olan bir bileşiktir 

(Prateesksha, 2006). (C18H16O7) (Ahmadjian ve Mason, 1973). Usnik asit dibenzofuran 

yapısındadır (Culberson ve Elix, 1989) ve usnik asitin antibakteriyel etki çalışmaları 

yaklaşık olarak 50 yıl öncesine dayanmaktadır (Cochietto ve ark., 2002). Usnik asit 

çözünürlüğü düşük olduğundan genellikle tuz olarak ve özellikle de sodyum tuzu olarak 

kullanılmaktadır (Savich ve ark., 1960). Yapılan çalışmalarda çeşitli kanser tiplerine 

karşı bitkisel ve fungus kaynaklı tedavi amaçlı usnik asitin etkileri araştırılmaktadır. 

Yapılan bu çalışmalar sonucunda likenlerin kanser tedavisinde kullanılabileceği birçok 

araştırmacı tarafından belirlenmiştir (Dias ve Urban, 2009; Dinçsoy ve Cansara-Duman, 

2017; Singh ve ark, 2013).  

2.2. Likenlerin Kullanım Alanları 

Çöllerden kutuplara kadar dünyanın dört bir yanında yaklaşık olarak 20 bin liken türü 

bulunduğu ortaya çıkmıştır ve genellikle havası temiz olan yaşam alanlarını tercih 

ettikleri görülmüştür. Zor şartlara dayanıklı ve uzun ömürlü olmalarına karşın çok yavaş 

büyüme gösterirler. Türkiye‟de likenlerle ilgili yapılan çalışmalarda 360 makale 

yayınlandığını bildirmiştir (John, 2004). Türkiye‟de likenleşmiş mantarların 

biyoçeşitliliğinin belirlenmesine yönelik çalışmaların geçmişi çok eski tarihlere 

dayanmamaktadır. Türkiye‟de 2007 yılında yapılmış olan bir çalışmada likenleşmiş 

mantar sayısının 1300 civarında olduğu belirlenmiş ama bulunduğu böyleye uyum 

sağlaması ve habitat çeşitliliği dikkate alındığında yaklaşık olarak 2000‟e yakın tür 
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olabileceği belirtilmiştir (Halıcı ve ark., 2007). 2017 yılında yayımlanan Türkiye Liken 

Listesi‟nde yaklaşık 1800 tür olduğu belirtilmiştir (John ve Türk, 2017). Likenler; 

dünya üzerinde kozmetik, dekorasyon, gıda, boya, ilaç, deri sanayi vb. alanlarda sıklıkla 

kullanılmaktadır. Ayrıca likenler bitkiler gibi renkli bileşikler üretebilmektedir ve 

ikincil metabolitleri sayesinde renk verme özelliğine sahiptirler (Huneck ve Yoshimura, 

2001; Orange, 2001). Dünyanın bazı bölgelerinde liken asitleri pamuklu ve yünlü 

boyamacılık için önemli bir boya maddesi olarak kullanılmaktadır (Kok, 1996).  

Likenler sahip oldukları özellikleri sayesinde çok eski zamanlardan bu yana çeşitli 

hastalıkların tedavisinde kullanılmaktadır. Tedavi amaçlı kullanımları mikobiyont 

metabolizmadan elde edilen likenlerin ikincil biyolojik metabolitleri sayesindedir 

(Kırmızıgül ve ark., 2003; Johnson ve ark., 2011). Liken örnekleri ile yapılan 

çalışmalardan elde edilen sonuçlar; likenlerin % 50‟sinden fazlasının antibiyotik etki 

gösterdiğini ve en etkili maddelerin ise usnik asitler ve pulvunik asitler olduğunu 

göstermiştir. Bu maddelerin gram pozitif bakterilere, bazı maya ve mantarlara karşı 

aktivite gösterdikleri de belirlenmiştir (Manojlovic ve ark., 2012). Bununla birlikte, 

biyolojik aktivite gösteren polisakkaritlerin, enzimlerin ve yağ asitlerinin potansiyel 

olarak farmasötik etkiye sahip olabileceği belirlenmiştir (Kırmızıgül ve ark., 2003). 

2.3. Likenlere Uygulanan Aktivite Testlerine Ait Genel Bilgiler 

2.3.1. Antioksidanlar ve genel özellikleri 

Antioksidan, "oksidasyona karşı" anlamına gelmektedir. Oksitlenebilir bir substrata 

kıyasla düşük konsantrasyonlarda bulunan ve bu substratın oksidasyonunu önemli 

ölçüde önleyen herhangi bir madde, antioksidan olarak adlandırılmaktadır. Bu 

maddelerin rolü hücresel bileşenlerin zarar görmesini önlemektir. Antioksidanlar, 

okside edilebilen bileşiklerin oksidasyonunu önleyerek vücutta kanser ve kalp-damar 

hastalıkları gibi önemli rahatsızlıkların oluşma riskini azaltmakta önemli bir rol 

oynamaktadır. Antioksidan maddeler, bu tür rahatsızlıklara sebep olan serbest 

radikallere ve reaktif oksijen türlerine karşı etki göstermektedir (Sehwag ve Das, 2013). 
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2.3.2. Serbest radikallar 

Oksijen Türevi Serbest Radikaller 

Serbest radikal, bir atomik yörüngede eşlenmemiş olan bir elektronu içeren moleküller 

olarak tanımlanabilir. Birçok radikal oldukça reaktiftir ve diğer moleküllere bir elektron 

bağlayabilir veya bir elektron çıkarabilir bu sebepten dolayı oksidan veya indirgeyici 

gibi davranabilmektedirler. Serbest radikaller yüksüz, reaktif ve kısa ömürlü moleküller 

de olabilir (Tablo 2.1). 

Vücuttaki radikal oluşumu hem endojen hem de ekzojen faktörlerden dolayı çeşitli 

mekanizmalarla oluşmaktadır. Bilinen en önemli serbest radikal, serbest oksijen 

türevleridir. Özellikle en çok rastlanılanları süperoksit radikali ve hidroksil radikalidir. 

Vücudumuzda kontrolsüz serbest radikallerin oluşması otoimmün hastalıkların, 

kalpdamar rahatsızlıklarının ve nörodejeneratif hastalıkların oluşmasına yol 

açabilmektedir (Halliwell ve Gutteridge, 1989; Pala ve Gurkan, 2008). 

Süperoksit Radikal  

Süperoksit (O2  ˙) radikali, oksijene tek bir elektron eklenerek elde edilir. Süperoksitin 

oluşmasında rol oynayan çeşitli mekanizmalar vardır (Halliwell ve Gutteridge, 1992). 

Mitokondriyal membrandaki elektron taşıma zinciri, oksijenin suya indirgenmesini 

sağlar. Bu işlem sırasında, genellikle taşıma zincirinin bileşenlerine bağlanan serbest 

radikal, ara maddeleri oluşturur. Bu sebeple, mitokondriyal matrikse birkaç elektron 

sızıntı yapar ve bu da süperoksit oluşumuyla sonuçlanır (Becker ve ark., 1999). Birkaç 

elektronun çevre sitoplazmaya sızmasından dolayı da süperoksit oluşumu 

gerçekleşebilmektedir. Karaciğerdeki sitokrom p450 oksidaz ve adrenal hormonların 

sentezinde yer alan enzimler gibi bazı enzimlerin aktivitesi bu oluşuma örnek verilebilir 

(Barbacanne ve ark., 1999; Tsao ve ark., 1998). 

O2 + e   →O2     

Hidroksil Radikali 

Hidroksil radikali (OH) en reaktif oksijen türevidir. Hidroksil radikali yüksek oranda 

şekerler, amino asitler, lipitler ve nükleotidlerde bulunur ve her tür molekülle 

reaksiyona girmesi en önemli özelliğidir. Hidroksil radikal oluşumu çeşitli şekillerde 
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ortaya çıkabilmektedir ama en önemli mekanızması in vivo‟dur. Genel olarak bir veya 

daha fazla eşleştirilmemiş elektron içerirler ve bu nedenle elementel durumdayken 

kendileri radikaldirler. Hastalıklarda en önemli geçiş metalleri demir ve bakırdır. Bu 

elementler in vivo hidroksil radikallerinin üretiminde önemli bir rol oynar. Hidrojen 

peroksit, ilk olarak 1894'te Fenton tarafından belirtilen bir reaksiyon olan hidroksil 

radikalini üretmek için demir II veya bakır I ile reaksiyona girmiştir (Stohs ve Bagchi, 

1995). 

Süperoksit ve hidrojen peroksit birlikte doğrudan reaksiyona girerek hidroksil radikalini 

üretebilir. Bu sebeple geçiş metali iyonları varsa hızlı bir şekilde ilerleyebilen bir 

reaksiyon dizisi oluşturulur. Vücuttaki demir ve bakırın çoğu bu reaksiyon sekansını 

katalizlemek için mevcut olmayan formlarda sekestrasyon edilmesine rağmen, in vivo 

olarak hidroksil radikalinin oluşumu için bir mekanizma olarak önemlidir (Lloyd ve 

ark., 1997). 

Fe
+2

 +H2O2→ Fe
+3

 +OH ˙+OH   (Fenton reaksiyonu) 

O2˙   +H2O2→O2+OH ˙+OH   (Haber-Weiss reaksiyonu) 

Oksijen Türevi Serbest Olmayan Radikaller 

Hidrojen Peroksit 

Hidrojen peroksit, süperoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafından katalize edilen bir 

dismutasyon reaksiyonunda in vivo olarak oluşur. Serbest bir radikal değildir. Fakat 

düşük konsantrasyonda hücreye zarar verebilir ya da daha yüksek konsantrasyonlarda 

hücresel enerji üreten enzimleri inaktive edebilir. Biyolojik zarlara kolayca nüfuz 

edebilir. H2O2'nin DNA üzerinde doğrudan bir etkisi yoktur fakat geçiş metali 

iyonlarının varlığında hidroksil radikali (OH  ) üreterek DNA'ya zarar verebilir. H2O2'yi 

ortadan kaldırabilen başlıca antioksidanlar enzimler katalaz, glutatyon peroksidaz ve 

peroksiredoksinlerdir (Halliwell ve ark., 2000). 

2O2     + 2H
+
 →O2 + H2O2 (Süperoksit anyonunun dismutasyonu) 
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Singlet Oksijen  

Meta-kararlı moleküler oksijendir ve oldukça reaktif oksijen türüdür (Hojo ve ark., 

2000). Lipooksijenazlar, dioksijenazlar ve laktoperoksidaz gibi enzimler tarafından 

katalize edilen bazı enzimatik reaksiyonlardan oluşur. DNA hasarına ve doku hasarına 

neden olabilir ve oldukça güçlü bir oksitleyici maddedir (Kanovasky, 1989). Kloroplast 

moleküllerini oksitleyebilir ve hücre ölümünü tetikleyebilir (Wagner ve ark., 2004). 

Singlet oksijen bazen bir sinyal molekülü olarak da kullanılır. Singlet oksijen ışığa 

duyarlı bazı bitkilerde ilaç olarak kullanılabilir (örn. florokinolon antibiyotikler) ve aşırı 

kullanımlarda cilt hasarına neden olabilir (Halliwell ve Gutteridge, 2006). 

Tablo 2.1. Reaktif oksijen türleri  

 

 

Oksijen Türevi Olan Reaktif Azot Türleri 

Nitrik Oksit (NO ˙) 

Nitrit oksit hem suda hem de lipitte çözünür. Bu nedenle sitoplazma ve plazma 

membranından kolayca dağılmaktadır (Chiueh, 1999). Nitrik oksit, önemli bir hücre içi 

habercidir. Guanilat siklaz ve protein kinazları uyararak ve kan damarlarında düz 

kasların gevşemesine yardımcı olmaktadır. Aynı zamanda önemli bir hücresel redoks 

düzenleyicisi olarak işlev görebilir ve proteinlerin nitrozilasyonuyla enzimatik aktiviteyi 

düzenleyebilir ( Stamler, 1994). 

Peroksinitrit (OONO-) 

Peroksinitrit (OONO   ), O2 ve NO arasındaki reaksiyon ile oluşur. Oldukça toksiktir. 

Peroksinitrit lipitleri oksitleyebilir, proteinlerde metiyonin ve tirozin kalıntılarını 

oksitleyebilir ve ayrıca nitroguanin oluşturmak için DNA'yı da oksitleyebilir. 

Oksijen Türevli Radikal Oksijen Türevli Olmayan Radikal 

Süperoks t, O2˙    Ozon, O3 

Hidroksil, ˙ HO  Hidrojen peroksit H2O2 

Peroksil, RO2 ˙ Hipokloroz asit, HOCl 

Alkoksil, RO ˙ Singlet oksijen, 1∆g 

Hidroperoksil, HOO ˙ Peroks n tr t, ONO  
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Nitrotirozin kalıntıları, peroksinitrite bağlı hücresel hasarın belirteci olarak kabul edilir 

(Douki ve Cadet, 1996). 

Tablo 2.2. Reaktif nitrojen türleri 

 

 

2.3.3. Oksidatif Stres  

Oksidatif stres; serbest radikal üretimi arasında ortaya çıkan oksidatif hasarın durumunu 

tanımlamak için kullanılan bir terimdir. Serbest radikal üretimi ile antioksidan 

savunmaları arasındaki dengesizliğin sonucunda ortaya çıkan oksidatif stres, lipitler, 

proteinler ve nükleik asitler vb. birçok çeşitli moleküler türlere zarar vermektedir (Mc, 

2000). 

Oksidatif stres; süperoksit anyon radikalleri (O2   ), hidrojen peroksit (H2O2), hidroksil 

radikalleri (OH) ve tekli oksijen (1∆g) (hidroksil (OH
-
) radikali ve süperoksit radikali 

(O2
-
) tarafından reaktif oksijen türleri ROS oluşmaktadır. Normal fizyolojik 

konsantrasyonlarda ve hücresel aktiviteler için ROS gereklidir. Enerji üretiminde, 

fagositozda, hücre büyümesinde, hücreler arası sinyalin düzenlenmesinde ve biyolojik 

olarak bileşiklerin sentezinde önemli bir rol oynamaktadır (Gulcin ve ark., 2004). 

Bununla birlikte travma, enfeksiyon, toksinler ve aşırı egzersiz nedeniyle yaralanan 

dokularda kısa süreli oksidatif stres oluşabilir. Kanserin oluşumu, artması ve 

ilerlemesinin yanı sıra radyasyon ve kemoterapinin yan etkileri bazı sonuçlara yol 

açmaktadır (Tablo 2.3). ROS, diyabet, yaşa bağlı oluşan göz rahatsızlıkları ve Parkinson 

hastalığı gibi nörodejeneratif hastalıklarda komplikasyonlara sebep olmaktadır (Gulcin 

ve Dastan, 2007). Oksidatif strese neden olan ROS'u ortadan kaldırmanın en etkili yolu 

Reaktif Nitrojen Radikali Reaktif Nitrojen Radikali Olmayanlar 

Nitrik oksit, NO˙ Nitrosil, NO
+
 

Nitrijen dioksit, NO2˙  N tr koks t, NO    

 Nitroz asit, HNO2 

Dinitrojen trioksit, N2O3 

Dinitrojen tetraoksit, N2O4 

Nitronyum iyonu, NO
+

2  

Peroks n tr t, ONOO    

Alkil peroksinitrit, ROONO 
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hem sentetik hem de doğal antioksidanları kullanmaktır. Sentetik ve doğal 

antioksidanlar, insan vücudunun ROS tarafından oksidatif hasarı azaltmasında yardımcı 

olabilir. Bununla birlikte, günümüzde, bütillenmiş hidroksianisol (BHA), bütillenmiş 

hidroksitoluen (BHT), tert-butilhidrokinon (TBHQ) ve propil gallat (PG) gibi sentetik 

antioksidanlar toksik ve kanserojen etkilere sahiptir (Zhang ve ark., 2009). Bu nedenle, 

organizmaları oksidatif stresin neden olduğu hasarlardan koruma kapasiteleri nedeniyle 

doğal antioksidanlara dikkat çekilmektedir (Naveena ve ark., 2008). Yeni doğal 

antioksidan kaynakları bulmak için de liken türleri üzerinde ayrıca yoğunlaşılmaktadır. 

Bazı likenlerin çeşitli biyolojik aktiviteleri olduğu bilinmektedir. Antimikrobiyal, 

antiviral, anti-tümör, anti-enflamatuar, analjezik, antipiretik, antiproliferatif ve 

antiprotozoal gibi biyolojik etkilere sahiptir (Rankovic ve ark., 2010). 

Tablo 2.3. Oksidatif strese neden olan faktörler 

 

1.Endojen Faktörler  

Yaşlanma 

Kronik rahatsızlıklar 

Kanser 

Parkinson hastalığı gibi fiziksel rahatsızlıklar 

Nörodejeneratif rahatsızlıklar vb. 

Stres 

İmmune rahatsızlıkları 

2.Ekzojen Faktörler 

Diyet faktörleri 

Çevresel faktörler (hava kirliliği) 

İlaçlar, ksenobiyotikler 

Zararlı ışınlar (x-ray, U.V.) 

Sigara dumanları, parfüm gazları, fabrika dumanları vb. 

 

2.3.4. Antioksidan ve savunma mekanizması 

Serbest radikaller, neredeyse her hücresel bileşene zarar verecek şekilde bir tepkime 

verme kapasitesine sahip olmalarından dolayı, hücresel bileşenleri serbest radikal 

kaynaklı hasardan korumak için geniş bir antioksidan savunma sistemi gereklidir. Doğal 

antioksidanlar metabolik süreç yoluyla insan vücudunda sentezlenirler (Halliwell ve 
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Gutteridge, 1992). Antioksidanlar için iki temel etki mekanizması vardır. Birincisi, 

birincil antioksidanın sistemlerde bulunan serbest radikale bir elektron verdiği zincir 

kırma mekanizmasıdır. İkinci mekanizma ROS/reaktif azot türü başlatıcılarının (ikincil 

antioksidanlar) zincir başlatma katalizörünü söndürmek suretiyle uzaklaştırılmasını 

içerir. Antioksidanlar biyolojik sistemler üzerindeki etkilerini elektron bağlanması, 

metal iyonu şelasyon, ko-antioksidanlar veya gen ekspresyon regülasyonu gibi farklı 

mekanizmalarla uygulayabilirler (Silva, 2010). Antioksidanlar enzimatik ve enzimatik 

olmayan antioksidanlar olarak 2 gruba ayrılmaktadır (Tablo 2.4). 

Tablo 2.4. Antioksidan savunma elemanları ( Yalçın, 1998). 

 
Enzimatik Antioksidanlar 

Süperoksit dismutaz (SOD) 

Katalaz (CAT) 

Glutatyon peroksidaz (GPx) 

Glutatyon redüktaz (GR) 

Enzimatik Olmayan Antioksidanlar 

Glutatyon 

Koenzim Q 10 

Melatonin 

Selenyum 

Ürik asit 

α-lipoik asit 

Folik asit (Vitamin B9) 

Seruloplazmin 

Bilirubin 

Transferrin 

α-Tokoferol (Vitamin E) 

β-karoten (Vitamin A) 

Askorbik asit (Vitamin C) 

AlbüminFlavonoidler 

Sistein, 

Ferritin 

Mannitol 

Oksipurinol 

Probukol 

Haptoglobin 

Likopen 

Metallotiyonein 

 

Enzimatik Olan Koruyucu mekanizması 

Süperoksit Dismutaz (SOD) 

Süperoksit dismutaz (SOD) enzimi hem dermiste hem de epidermiste bulunur. 

Süperoksit radikalini (O2˙˙  ) ortadan kaldırır ve serbest radikalden zarar gören vücut 

hücrelerini onarır. SOD, süperoksit anyonlarının hidrojen peroksite indirgenmesini 

katalize eder. SOD'ın görevi peroksinitrit oluşturmak üzere NO'yu inaktive edip nitrik 

oksit (NO) ile rekabete girmektedir (Krinsky, 1992). 

2 O2+ 2H → 2O2 + O2 
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Katalaz (CAT) 

Katalaz enzimi (CAT) kanda ve canlı hücrelerin çoğunda bulunur ve H2O2'yi su ve 

oksijene ayrıştırır. Katalaz, glikoz peroksidaz ile birlikte, meyve sularında ve birçok 

alanda ticari amaçlarda kullanılmaktadır. Bunun yanı sıra oksijenin uzaklaştırılmasıyla 

yeşil yapraklı bitkilerin korunması için de kullanılır (Krinsky, 1992). 

2 H2 O2→ 2H2 O + O2 

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) 

Glutatyon peroksidaz, hücrelerin sitoplazmasında bulunup H2O2‟den kaynaklanan 

oksidatif hasara karşı hücreleri korur. Glutatyon peroksidaz, dört alt protein biriminden 

oluşur. Her bir alt birim bir selenyum atomu içerir. Glutatyon peroksidaz (GPx) bir 

selenyum bağımlı enzimler grubudur ve plazma, fosfolipid, hidroperoksit ve 

gastrointestinal glutatyon peroksidaz GPx (hücresel ve plazma), H2O2'nin indirgenmiş 

glutatyon (GSH) ile reaksiyonunu katalize eder; sonuç olarak, oksitlenmiş glutatyon 

(GSSG) üretilir (Krinsky, 1992). 

H2 O2 + 2GSH →GSSH + H2 O2 

Enzimatik Olmayan Koruyucu Sistemler 

Enzimatik olmayan antioksidanlar vücutta doğal olarak bulunmayan ancak uygun 

metabolizma için takviye edilebilen bir antioksidan sınıfıdır. Enzimatik olmayan 

antioksidanlardan bazıları mineraller, vitaminler, karotenoitler, polifenoller vb. olarak 

sınıflandırılır (Chakraborty ve ark., 2009). 

C vitamini  

Askorbik asit veya C vitamini, hem hayvanlarda hem de bitkilerde bulunan bir 

monosakkarit antioksidandır. Dışardan alınan bir vitamindir (Raygani ve ark., 2007). 

Hücrelerde protein disülfid izomeraz ve glutaredoksinler tarafından katalize edilebilen 

glutatyon ile reaksiyona sokularak indirgenmiş formunda tutulur. Askorbik asit bir 

indirgeyici maddedir ve hidrojen peroksit gibi ROS'u azaltabilir ve ortadan kaldırabilir 

(Smirnoff, 2001). Antioksidan etkilerine ek olarak, askorbik asit, bitkilerdeki stres 

direncinde özellikle önemli bir işleve sahiptir (Padayatty ve ark., 2003). 
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E Vitamini 

E vitamini, antioksidan özelliklere sahip yağda çözünen vitaminler olan tokoferol ve 

tokotrienol grubunun kolektif adıdır (Shigeoka ve ark., 2002). Bunlardan a-tokoferol, en 

çok biyoyararlanım özelliğine sahip olduğu için üzerinde daha fazla çalışma yapılmıştır 

(Herrera ve Barbas, 2001). A-tokoferol formunun en önemli özelliği lipitte çözünür bir 

antioksidan olduğu ve lipit peroksidasyon zincir reaksiyonunda üretilen lipit radikalleri 

ile reaksiyona girerek membranları oksidasyondan koruduğu fikrine varılmıştır 

(Brigelius-Flohe ve Traber, 1999). Bu, bileşikler serbest radikallerin ara maddelerini 

ortadan kaldırır ve yayılma reaksiyonunun devam etmesini önler. Bu reaksiyon, 

askorbat, retinol veya ubikinol gibi diğer antioksidanlar tarafından indirgenerek aktif 

indirgenmiş forma geri dönüşebilen oksitlenmiş a-tokoferoksil radikalleri üretir (Traber 

ve Atkinson, 2007). 

Ürik Asit  

Ürik asit plazmanın antioksidan yeteneğinin yaklaşık yarısını oluşturur. Ürik asit, güçlü 

bir serbest radikal süpürücü olmasının yanı sıra Fe ve Cu gibi metal iyonlarının 

şelatorları olarak da hareket eder (Wang ve Quinn, 1999). 

Polifenoller 

Polifenoller, belirgin antioksidan aktivitelere sahip bir fitokimyasallar sınıfıdır. 

Antioksidan aktiviteleri kimyasal ve fiziksel özelliklerine bağlıdır (Jaeschke ve Gores, 

2002). Bunlardan fenolik asitler ve flavonoitler en önemli polifenolik madde gruplarıdır 

ve çoğunlukla sebzelerde, meyvelerde, tahıllarda, tohumlarda, yapraklarda, çiçekte, 

kabukta vb. bulunur. Zencefil ve zerdeçal gibi bazı baharatlar da yüksek polifenolik 

içeriğe sahiptir. Kurkumin, süperoksit radikalleri, lipit peroksil radikalleri, OH 

radikalleri ve oksidatif strese neden olan azot dioksit radikalleri gibi mükemmel bir 

ROS temizleyicisidir. Kurkumin'in lipit peroksidasyonunu inhibe ettiği ve daha düşük 

ROS üretimine yol açan epitel hücrelerinde GSH (Glutatyon) seviyelerini arttırdığı 

gösterilmiştir (Ajila ve ark., 2011). 

Karotenoitler 

β-karoten, likopen, lutein ve zeaksantin karotenoitlere örnek verilecek bileşiklerdir. 

Meyve ve sebzelerde bulunan yağda çözünen bileşiklerdir. β-karoten daha çok havuç, 
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tatlı patates, kayısı, kabak, mango ve kavun gibi turuncu-yeşil renkli gıda maddelerinde 

ve ıspanak, lahana gibi bazı yeşil ve yapraklı sebzelerde bulunur. Lutein, ıspanak ve 

lahana gibi yeşil yapraklı sebzelerde bol miktarda bulunur (Biswas ve ark., 2005). 

Lutein, serbest radikallerin zararlı etkilerine karşı retinayı koruyucu rolü vardır (Hamid 

ve ark., 2010). β-karoten, A vitamini için öncü olarak bilinir. Domates iyi bir likopen 

kaynağıdır. Likopenin güçlü bir antioksidan olduğu ve domates, karpuz, papaya, kayısı, 

pembe greyfurt ve diğer gıdalarda bulunan tekli oksijenin giderilmesinde en etkili 

bileşik olduğu belirtilmiştir (Sikora ve ark., 2008). 

Melatonin 

Melatonin, serbest radikallerin zararlı etkilerini azaltır. Bütün hücre içi bölümlerde 

makromolekülleri oksidatif hasardan korur. Melatonin, protein ve lipitlerin yanı sıra 

hem çekirdek DNA‟sını hem de mitokondriyel DNA‟yı korur. Melatonin, doğrudan bir 

serbest radikal süpürücüsü ve dolaylı bir antioksidan olarak her yerde faaliyet 

göstermesi sayesinde çok geniş çaplı bir koruma sağlar. Böylece melatonin hidroksil 

radikali, hidrojen peroksit, singlet oksijen, nitrik oksit, peroksinitrit anyonu ve 

peroksinitrik asit içeren reaktif türleri ve serbest radikallerin farklı formlarını temizler 

(Fang ve ark., 2002). 

2.4. Antimikrobiyaller ve Genel Özellikleri 

Hastalıkların tarihine bakıldığında, bulaşıcı hastalıklar bir bütün olarak hastalıkların çok 

büyük bir kısmını oluşturmuştur ve insanlık için hem geçmişte hem günümüzde büyük 

sorun olmuştur. Bu sebeplerden dolayı çalışmalar terapötik ajanların gelişmesi yönünde 

bir ilerleme kaydetmiştir. 

Antimikrobiyaller, enfeksiyon hastalıklarının tedavisinde kullanılmaktadır. Yan 

etkilerinden dolayı dikkatli kullanılması gerekmektedir. Çünkü mikroorganizmaların 

direnç oluşturmasına sebep olmaktadır. Antibiyotikler, bazı bakteri ve mantarlarda 

üretilen diğer bakterilerin çoğalmasını engelleyen (bakteriyostatik) veya onları öldüren 

(bakterisidal) doğal maddelerdendir. Penisilin, sefalosporinler ve makrolidler 

antibiyotiklere örnektir. Antibiyotiklerle aynı etkiyi gösteren, ancak sentetik olarak 

sentezlenen kimyasal bileşikler ise “kemoterapötik ajanlar” olarak bilinmektedir. Bazı 

antibiyotikler veya türevleri semi-sentetik antibiyotiklerdir. Antibiyotik ve 
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kemoterapötik terimlerinin ikisini de kapsaması nedeniyle antimikrobiyal ismi 

kullanılmıştır (Khardori, 2006). 

Dünyadaki ilk antimikrobiyal ajan 1910'da Ehrlich tarafından sentezlenen sifiliz için bir 

ilaç olan “salvarsan”dır. 1935 yılında Domagk ve diğer araştırmacılar tarafından 

sülfonamidler geliştirilmiştir. Bu ilaçlar sentetik bileşiklerdir. 1928'de Fleming 

penisilini keşfetmiştir. Antibiyotiğin adı „penisilin‟ olmuştur ve 1940'larda klinik olarak 

kullanılmaya başlanılmıştır. Sonraki yirmi yıl boyunca birbiri ardına yeni 

antimikrobiyal ajan sınıfları geliştirilmiştir ve antimikrobiyal kemoterapinin gelişmesine 

öncülük etmiştir. 1962‟de kinolonun antimikrobiyal bir ilaç olduğu ve sentezlenmiş 

antimikrobiyal ajan olan nalidiksik asitten elde edildiği belirlenmiştir. (Tablo 2.5). 

Penisilinlerin başlangıçta S. aureus gibi gram-pozitif organizmalar için etkili olduğu 

tespit edilmiştir. Daha sonra penisilini hidrolize edici enzim penisilinaz üreten ve 

penisiline dirençli S. aureus'a yönelik olarak “metisilin” geliştirilmiştir. Sefemler 

1960'larda geliştirilmiştir ve yaygın olarak kullanılmaya başlanmıştır. Sefemler, 

antimikrobiyal spektrumları antijenlerine göre birkaç sınıf ile sınıflandırılmaktadır. 

 

Tablo 2.5. Antibiyotik gelişimi ve evrime dirençli zaman çizelgesi (Cheesman, 2017) 

 
1942 Penisilin 

kliniklerde seri 

olarak üretilirdi ve 

kullanılabilir hale 

geldi. 

1957 Rifamisin 

antibiyotik ailesi 

olduğu 

keşfedildi. 

1986 Norfloksasin ilk 

florokinolonu 

geliştirdi. 

2003 S.aureus'ta 

linezolide dayanıklı 

olduğu gözlemlendi. 

1945 Tekrasiklinler 

geliştirildi. 

1961 Metisiline 

dirençli ilk S. 

aureus (MRSA) 

gözlemlendi. 

1987 Enterokokta 

vankomisine 

dirençli gözlendi. 

2003 Daptomisin ve yeni 

lippettid antibiyotik 

insan kullanımı için 

onaylanmıştır. 

1947 S.aureus'ta 

penisilin direnç 

direnci gözlendi. 

1962 Kinolon ve 

steptogronilerin 

keşfedildi. 

1989 Linezolid yeni bir 

oksazolidinon 

olarak gelişmeye 

başladı. 

2009 ABD'de kolistin 

direncinin ilk 

bildirimi 

K.pneumoniae 

belirtildi 

1949 Aminoglikozitler, 

neomisin ve 

gentamisin insan 

kullanımı için 

onaylanmıştır 

1970 Sefaleksin birinci 

nesil sefalosporin 

olarak gelişti. 

1992 Dünya çapındaki 

tüm MRSA 

suşlarının% 

95'inden fazlası 

penisiline 

,ampisiline 

dirençlidir. 

2013 CDC karbapenem 

dirençli 

enterobacteriaceae 

ailesini öncelikli 

sağlık tehdidi olarak 

listeneliyor. 
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Tablo 2.5. Antibiyotik gelişimi ve evrime dirençli zaman çizelgesi (devam) 

 
1952 Eritromisin gibi 

makrolidler 

farmakolojik 

kullanıma 

geliştirildi. 

1977 Penisilin, S. 

pneumoniae 

enfeksiyonlarının 

tedavisinde 

küresel olarak 

etkisiz olduğu 

kabul edildi. 

1993 K.pneumoniae'de 

karbapenemlere 

dirençli olduğu 

gözlemlendi. 

2014 Zebraxa hastalığı 

insanları 

öldürmektedir. Bu 

nedenden negatif 

bakterilere karşı 

yeni bir β-laktam - 

inhibitörü olarak 

onaylanmıştır. 

1955 Eritromisine 

dirençli 

stafilokoklar 

gözlendi. 

1982 MRSA'nın 

sefalosporin 

direnci gözlendi. 

1997 S. aureus'ta 

vankomisine 

dirençli olduğu 

gözlemlendi. 

2017 Hastalar ABD'deki 

her bir antibiyotiğe 

dirençli bir 

Enterobacteriaceae 

grubundan 

Klebsiella 

pneumoniae 

suşundan 

ölmektedir. 

1956 Vankomisin ilk 

glikopeptid insan 

kullanımı için 

onaylanmıştır. 

1983 Enterococcus‟un 

penisiline karşı 

direnci gözlendi. 

1999 İnsanlık için 

onaylanmış 

linezolid yeni 

oksazolidinon 

sınıfında bir 

ilaçtır. 

  

 

Birinci nesil sefemler (sefazolin, vb.) sadece gram-pozitif organizmalar ve Escherichia 

coli için etkilidir ve bu oganizmalara karşı antimikrobiyal aktiveteleri yönünden 

güçlüdür. İkinci kuşak sefemlerin (sefotiam, vb.) sadece gram-pozitif değil aynı 

zamanda Enterobacteriaceae dâhil olmak üzere gram-negatif organizmaları da 

kapsayan geniş bir antimikrobiyal spektrumları vardır. Üçüncü nesil Sefemler 

(seftazidim, sefotaksim, vb.) gram-negatif organizmalar için daha yüksek etkinliğe 

sahiptir ve bazı ilaçları P. aeruginosa için de etkilidir. Karbapenemler; panipenem, 

imipenem ve meropenem içeren bir antibiyotik sınıfıdır. Bu ilaçlar sadece gram-pozitif 

ve gram-negatif bakteriler için değil aynı zamanda anaeroblar için de etkilidir ve ayrıca 

antimikrobiyal aktiviteleri de güçlüdür. Antimikrobiyal kemoterapi geliştikçe ilaç 

güvenliğine daha fazla önem verilmiştir. Bu da ilaçların yan etkileri üzerine yapılan 

çalışmalarda antimikrobiyal ajanların yerini daha güvenli ilaçlar almıştır. Kinolon 

antimikrobiyalleri gelişmiş farmakodinamik ve güvenliğe sahip ilaçların bir örneğidir. 

Bu sınıfın ilk ilacı olan “nalidiksik asit” sadece gram-negatif bakterilere karşı aktiftir ve 

ayrıca kullanımı sadece düşük kan konsantrasyonlarına ve zayıf doku dağılımına 

ulaştığı için idrar yolu enfeksiyonlarıyla sınırlıdır. 1984'te piyasaya “levofloksasin” 

çıkmıştır. Antimikrobiyal spektrumu geniştir ve P. aeruginosa dâhil gram-pozitif ve 
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gram-negatif bakterileri kapsamaktadır (Tablo 2.6). “Levofloksasin” yeni kinolan 

“ofloksasin” S-(-)enantiyomerdir. 

Tablo 2.6. Antimikrobiyal ajanların evrimi (penisilin ve kinolon antimikrobiyalleri) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bu enantiyomer ofloksasini diğer R - (+) enantiyomerinden daha yüksek antimikrobiyal 

aktiviteye sahiptir ve huzursuzluk ve vertigo gibi merkezi sinir sistemi üzerindeki yan 

etkilerle ilişkilidir (Hashimoto, 2000; Powers, 2004). 1930'ların ortasından 1960'ların 

başına kadar olan keşifler, günümüzde kullanılan antibiyotiklerin çoğunun kimyasal 

yapı birimlerini belirlemiştir. Günümüze gelene kadar antibiyotiklerin amacı toksisiteyi 

azaltmak, aktiviteyi geliştirmek veya diğer antibiyotiklerle birlikte etkinliği arttırmaktır 

(Wellington ve ark., 2013). 

2.4.2. Çalışmada kullandığımız mikroorganizmalar hakkında bilgiler 

Esherichia coli  

Bakteriyolog Theodor Escherich tarafından 1885 yılında, yeni doğan bebeğin dışkısında 

izole edilen ve Bacterim coli „Commune‟ adı verilen bakteri 1911 yılında Escherichia 

coli olarak adlandırılmıştır (Meng ve Schroeder, 2007). Enterobacteriaceae 

familyasında bulunmaktadır. Gram negatif bir yapıya sahip olan çubuk görünümlü 

basillerdir. Escherichia coli, insanlarda bağırsak mikrobiyotasının bir parçasıdır ancak 

aynı zamanda ciddi enfeksiyonların yaygın bir nedenidir (Holt ve ark., 1994). 

 
           PENİCİLİN ANTİMİKROBİYAL                  KİNOLON ANTİMİKROBİYAL 

                                                                                                                                                                                                                              
                          Penicilin G                                                          Nalidiksik  asit  

                ↙                         ↘                                                                    ↓ 

                                            
          Meticilin                           Ampisilin                            Norfloksasin 
                                       ↓                                                                 ↓              

                                                                                                
                                          Piperasilin                                      Levofloksasin 
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Escherichia coli, insan kalın bağırsağında görülmektedir. Çoğu suşları zararsızdır, 

ancak bazı suşları bakteriyofaj veya plazmid DNA kodlaması elde eder. E coli 

O157:H7; sığır, koyun, geyik ve diğer hayvanlarda görülebilmektedir. İnsan 

enfeksiyonunda kontamine yoluyla yiyecek, su veya enfekte olmuş bir kişiyle doğrudan 

temas yoluyla gerçekleşir. Çoğu E. coli suşunun kuluçka süresi 10 saat ve 6 gündür. E. 

coli O157: H7 için inkübasyon süresi genellikle 4 veya 3 gündür (Leonard, 2015). 

Proteus mirabilis  

Proteus cinsindeki bakteriler pleomorfik, gram negatif, sporsuz, kapsülsüz ve hareketli 

bakterilerdir. Enterobacteriaceae familyası üyesi bakterilerin genel özelliklerini 

göstermektedirler. Genel olarak insan bağırsak florasında vb. yerlerde görülürler 

(Koneman ve ark., 1997). P. mirabilis patojenik yaşam döngüsü ve temel virülans 

faktörleri tam olarak anlaşılamamıştır. P. mirabilis toprak, su kaynakları ve 

kanalizasyon dâhil olmak üzere çok çeşitli ortamlarda bulunabilir (Wenner ve Rettger, 

1919; Armbruster ve Mobley, 2012). Yaralar, göz hastalıkları, gastrointestinal 

hastalıklar da dâhil olmak üzere çeşitli insan enfeksiyonlarında örneğin; idrar yolu gibi 

hastalıklara neden olabilir (Warren ve ark., 1982; Mobley ve Warren, 1987). 

Enterobacter aerogenes  

Bağırsak florasında bulunan gram negatif bakterilerden, antibiyotiklere karşı hem 

kromozomal kodlanan hem de plazmidlerle taşınan ve türler arasına aktarılabilen 

direnci belirlenmiştir. Gram negatif bir yapıya sahip olup çomak görünüme sahip 

basillerden oluşur. Beta laktam antibiyotiklerin ampirik kullanımlarının artması 

nedeniyle antibiyotiklere direnç gelişiminin artmasının yanı sıra çoklu antibiyotik 

dirençli suşlar ortaya çıkmıştır. Enterobacter suşları bireylerde enfeksiyona sebep olan 

patojendirler. Bu suşlar Enterobactericeae ailesinin diğer üyelerine göre antiseptiklere 

ve antimikrobiyal ajanlara büyük oranda daha dirençlidir (Watanakunakorn ve Perni, 

1994; Sanders ve Sanders, 1997). Enterobacter, Enterobacteriaceae familyasına ait 

yaygın bir gram-negatif, fakültatif anaerobik, çubuk şeklinde, gözenek oluşturmayan 

bakterilerin bir cinsidir. E. aerogenes önemli bir bakteriyel patojen olarak tanınır 

hastane kaynaklı enfeksiyonlara neden olur (Stock ve Grüger, 2001). 
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Micrococcus luteus  

Micrococcus, Micrococcaceae'nin familyasının bir cinsidir. Genellikle yüksek olarak G 

+ C (%66.4 -75.5) oluşur. Gram pozitif bakteridir ve hareketsizdir, spor oluşturmaz 

(Baird-Parker ve Genus, 1974). 1872 yılında Cohn tarafından taksonu tekrar tekrar 

revize edilmiştir (Kokur ve ark., 1975). Günümüzde de geçerli bir sınıflandırma 

yapılmıştır. Buna göre Micrococcus„un10 türü vardır. Micrococcus luteus tipik bir 

gram-pozitif bakteridir. Hücre duvarında bulunan teichuronic asit (TUA) yaklaşık yüz 

disakkaritten oluşur. TUA, korunmada önemli bir rol oynamaktadır mikrop ve konakçı 

hücrelerle etkileşime girmektedir. Hücre yüzeyinde bulunur ve M. luteus hücre 

duvarlarında peptidoglikana kovalent olarak bağlanmıştır (Hase ve Matsushima, 1972; 

Salton, 1980) . 

Staphylococcus aureus  

Staphylococcus aureus, klinik belirtilerde ortaya çıkan önemli bir insan patojenidir 

(Lowy, 1998). Bugün tüm S. aureus suşlarının %80'ninden fazlası penisiline 

dayanıklıdır. Penisiline direnç ortaya çıktığında, glikopeptid ajanı vankomisin 

enfeksiyonlar için tercih edilen tedavi olmuştur. MRSA ile 1996'da ilk olarak 

vankomisin izole edilmiş ve ilk direnç Japonya'da tespit edilmiştir. Enfeksiyonlar hem 

toplum kökenli hem de hastane kaynaklı ortamlarda yayılmaktadır (Boucher ve Corey, 

2008; Washington ve ark., 2006). S. aureus çevrede bulunur ve aynı zamanda en 

sağlıklı bireylerin cilt ve mukoza zarlarında (çoğunlukla burun bölgesi) yaşayabilir. 

Ayrıca normal insan florasında görülmektedir. S. aureus, çeşitli cilt, yara ve pnömoni 

gibi hayatı tehdit eden durumlara derin doku enfeksiyonlarına, endokardit, septik artrit 

ve septisemiye neden olmaktadır. Bu bakterinin hastane enfeksiyonlarında en sık 

görülen tür olduğu tespit edilmiştir (Logan ve Berkeley, 1984). 

Bacillus subtilis  

Bacillus türleri gram pozitif, aerobik, çubuk şeklinde ve endospor oluşturan canlılardır 

(Piggot ve Hilbert, 2004). Bacillus türlerinin probiyotik olarak değerlendirilmesi 

özellikle oluşturdukları sporlardan kaynaklanmaktadır. Ortamda besin olarak karbon, 

azot veya bazı durumlarda fosfor kaynağı olmadığı zaman Bacillus türlerinin büyüyen 



21 

hücreleri sporlar oluşturmaktadır (Clement ve ark, 2002). Spor oluşumu ayrıca yüksek 

ya da düşük sıcaklıklar ile mineral madde, tuz ve hipertonik ortam koşullarında da 

gerçekleşir. Sporlar dormant (hareketsiz) halde olup ısı, radyasyon, kurutma, ekstrem 

pH koşulları ve toksik kimyasallara karşı dayanıklılık gösterirler (Bando ve ark., 1998). 

Bacillus türleri, antimikrobiyal maddelerin yanı sıra salgıladıkları vitamin ve enzimler 

aracı ile de yararlı etki sağlayabilmektedir (Sonenshein ve ark., 1993). B. subtilis 

tarafından salgılanan K2 vitamininin de insanlarda kan ve kemik mekanizması üzerine 

önemli etkileri olduğu belirlenmiştir (Pfaller ve ark., 2014). 

Candida albicans  

Candida cinsi maya mantarları, insanlarda deri ve gastrointestinal sistem ve solunum 

sistemi mukozalarının normal florasında görülmektedir. Ayrıca toprak ve besinlerde 

bulunur. Candida‟ların 200‟den fazla sayıda türü bulunmaktadır. Bunlar arasında 

invazif olmayan deri ve mukoza kandidozuna en sık neden olan tür ise Candida 

albicans‟tır. Diploit bir yapıya sahiptir ve dimorfik yapıda bulanan fungus türüdür 

(Pfaller ve ark., 2001; Matthews, 1994). Candida‘ların sebep olduğu kan dolaşımı 

enfeksiyonlarının %92‟sinde ve bu enfeksiyonların öncesinde, mantar kolonizasyonunu 

önleyen doğal antagonistlerin etkisini ortadan kaldırdığı geniş etki alanlı antibiyotik 

kullanıldığını belirtilmiştir (Arendrup, 2010). Candida türleri basit kültür ortamlarında 

aeorop koşullarda, 25-37°C‟de ve 24-72 saatte üreme gerçekleştiriren ve özel kültür 

ortamında, hif veya uzamış yalancı hif meydana getiriren mantarlardır(Lecdercq ve ark., 

2013). 

2.4.3. Antimikrobiyal duyarlılığının belirlenmesinde kullanılan yöntemler 

Antibiyotikler, enfeksiyon hastalıklarının tedavisinde kullanılmak üzere etkilerini 

belirlemek için duyarlılık testlerine ihtiyaç duyarlar. Duyarlılık testleri ile antimikrobik 

ilaçlara karşı etkileri test edilebilmektedir. Laboratuvar ortamında uygulanan testlerde 

çoğunlukla ilaçların bakteriyostatik aktivitesi çalışılmaktadır. Antimikrobiyal testlerin 

asıl amacı antimikrobiyal ajanların belirli bir bakteri türü üzerinde in vitro etkinliğini 

saptamaktır. Antimikrobiyal aktiviteyi belirlemek için iki metot kullanılmaktadır. Disk 

difüzyon ve dilüsyon testleri bunun yanı sıra E-test yöntemi ile de antimikrobik ajanları 

inaktive eden enzimler belirlenmektir (Demirpek, 2020). 
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Disk Difüzyon testi 

Disk difüzyon testi, 1960‟lı yılların ortasında A.W. Bauer, W.M. Kirby ve ark. 

Tarafından bulunan mikrobiyoloji laboratuvarların da en sık kullanılan antibiyotik 

duyarlılık testlerinden biridir (Demirpek, 2020). Bu testin amacı kâğıt disklere emdirilen 

antibiyotigin, duyarlılığını araştırmak için yapılmaktadır. Kâğıt disklere belirli miktarda 

antibiyotik emdirilip mikroorganizmanın inkübe edildiği katı besi yerlerine 

yerleştirilmesi sağlanmaktadır. Daha sonra diskler bir süre sonra çözünüp agara doğru 

difüze olur ve inkübe edilen mikroorganizma da bir artış gözlemlenir. Belirli bir 

inkübasyon süresinden sonra ilacın inhibitör konsantrasyonları sağlandığı için diskin 

etrafında üreme oluşmaz. Diskin etrafında oluşacak inhibisyon zonu mikroorganizmanın 

ilaca olan duyarlılığına göre genişlik gösterir. İnhibisyon zonunun çapı mm seklinde 

ölçülür ve standart zon tablolarına göre değerlendirilir. McFarland 0.5 (10
8 

mikroorganizma / ml)'e göre ayarlanarak standart bir bulanıklık oluşturulur. Bakteri 

sayısını belirlemek için McFarland yöntemi kullanılır. Diskler arasında 22 mm, petri 

kenarından ise 14 mm uzaklık olması gerekmektedir. Bunun sebebi test işlemi 

yapılırken oluşan zonların üst üste gelmesini önlemektir. Yapılan bu işlemlerden sonra 

18-24 saat süreyle 37°C'de inkübe edilir ve oluşan inhibisyon zonları ölçülmektedir 

(Demirpek, 2020). 

E-test (Antimikrobiyal Gradyan Yöntemi) 

Son yıllarda kullanılan bir yöntemdir. Antimikrobiyal maddenin konsantrasyon 

gradyanı difüzyon yöntemi ile seyreltme işlemidir. Bu işlemin amacı MIK(minimum 

inhibitör konsantrasyonu) değerini belirlemektir. MIK bir mikroorganizmanın üremesini 

önleyen en düşük ilaç konsantrasyonu olarak bilinmektedir. E-test yönteminde yapılan 

çalışmada bakteri 0.5 McFarland yoğunluğa getirilir sonra agar yüzeyine yayılma 

gerçekleştirilir. Daha sonra yüzeye belli bir antibiyotik gradienti içeren E-test şeritleri 

konulur. Plaklar 18-24 saat süreyle 35°C'de inkübe edilir ve MIK değeri bulunur. MIK 

değeri şeritler etrafında oluşan inhibisyonun çevresinde şeritler üzerindeki kesiştiği 

bölgedir (Demirpek, 2020). MBC (Minimum Bactericidal Cocentration) amacı en düşük 

konsantrasyonlarda mikroorganizmaları öldürmek ve minimum bakterisidal 
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konsantrasyonun (MBC) belirlenmesini sağlayıp mikrobiyal büyümeyi önleyen bir 

antimikrobiyal ajandır (Andrews, 2001). 

Dilüsyon Testleri 

Dilüsyon testlerinin amacı bir antimikrobiyal ajanın, mikroorganizmanın üremesini 

inhibe etmek ya da öldürmek için gerekli olan minimum konsantrasyonunu 

belirlemektir. Tüp dilüsyon ve agar dilüsyon olarak iki şekilde uygulanmaktadır 

(Demirpek, 2020). 

Tüp dilüsyon 

Tüp dilüsyon iki şekilde uygulanır "makro" ve "mikro" dur. Öncelikle test edilecek 

antibiyotikler çözücülerde hazırlanıp sulandırma yapılmaktadır. Mikroorganizmanın 

standart bir inkübasyonu (1x106 CFU / ml) hazır edilip tüplere eşit miktarlarda ekleme 

yapılmaktadır. Kontrol tüpünün içerisine antibiyotik içermeyen üremeyi gösteren 

gösterge eklenir. Makrodilüsyonda test tüpleri, mikrodilüsyonda ise "U" veya "V" 

tabanlı "mikroplate" ler kullanılmaktadır. Besiyerleri 35°C'de bir gecelik inkübasyon 

yapıldıktan sonra bakteri üremesini gösterir ve bulanıklık yönünden inceme yapılır. 

Bulanıklığın olmadığı en düşük ilaç konsantrasyonu minimum inhibitör konsantrasyon 

(MIK) olarak değerlendirme yapılmaktadır (Demirpek, 2020). 

Agar dilüsyon 

Tüp dilüsyon yönteminden tek farkı agar dilüsyon yönteminde antibiyotik 

sulandırılmasında agar içine konması ve petri plaklarına uygulanmasıdır. Bu işlemi 

yapmaktaki amaç ise her ayrı plaktaki antibiyotiğin farklı konsantrasyonlarını 

bulmaktır. Test edilecek bakterinin yoğunluğu 0.5 McFarland bulanıklığa ayarlanır. Bu 

yapılan işlemlerin amacı bakteri üremesini engelleyen en düşük konsantrasyonu MIK‟i 

belirlemektir (Demirpek, 2020). 
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2.4. DNA cleavage  

Deoksiriboz nükleik asit (DNA), bilginin uzun süreli depolanmasında ve canlı 

organizmaların işleyişinde kullanılan genetik kodları içermektedir. DNA çok önemli bir 

biyolojik moleküldür. DNA'nın gen olarak adlandırılan bazı kısımları proteinleri 

kodlarlar. Genler, transkripsiyon ve translasyon yoluyla hücre üzerindeki tüm 

biyokimyasal reaksiyonları düzenlemektedirler. DNA replikasyonu ve gen ekspresyonu 

hücrelerinin hayatta kalmasından sorumludur. Bu nedenle, antitümör etkisini yok etmek 

için, ilaçlar özellikle DNA'yı bağlamak üzere tasarlanmışlardır. DNA genetik bilgi 

taşıyıcısı olarak, transkripsiyona (gen ekspresyonu ve protein sentezi) ve hücre 

çoğalması ve bölünmesinde önemli bir adım olan DNA replikasyonuna müdahale 

edebilmesi sayesinde ilaç etkileşimi için önemlidir. İlaç bağlanması DNA'da DNA 

bükülmesi, çift veya tek iplik kopması gibi yapısal değişikliklerine neden olmaktadır bu 

yüzden DNA transkripsiyonunu ve replikasyonunu inhibe edip DNA hasarına neden 

olmaktadır. Hasarlı DNA molekülleri, özellikle bazı moleküller ile etkileşim haline 

girerek çeşitli koşullar altında hasar görmeye eğilimlidir ve bu hasar, canlı 

organizmalarda çeşitli patolojik değişikliklere yol açabilmektedirler (Öztürk ve ark., 

2012). DNA, günümüzde ilaç geliştirme süreçlerinde önemli bir role sahiptir. Hem 

replikasyon hem de transkripsiyondan sorumlu olduğu için, etkileşim halinde olduğu 

küçük organik moleküller DNA'nın bir ilaç adayı göstermesi için yüksek bir potansiyele 

sahip olduğunu belirtilmiştir. DNA ile güçlü bir şekilde etkileşime girdiği bilinen ve 

kanser, AIDS ve sıtma tedavisinde kullanılan çeşitli olarak aktif moleküller vardır 

(Bischoff ve Hoffmann, 2002). 

DNA'ya hedeflenen yeni ve daha etkili ilaçların tasarımı ve yapısı için proteinlerin 

spesifik DNA sekanslarını nasıl tanıdığını ve bağlandığını anlamak için küçük 

moleküllerin DNA üzerine bağlanması araştırılmaktadır. Tedavi etmek için ilaçlar 

DNA'yı hedef alacak şekilde tasarlanmıştır. DNA çift sarmal yapısına küçük 

moleküllerin bağlanması üç temel yolla gerçekleşmektedir; 

1- Genellikle spesifik olmayan ve temel olarak elektrostatik etkileşimler ile küçük 

moleküller DNA zincirinin fosfatları üzerinde bağlanma gerçekleştirir.  
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2- İnterkaratif bağlanma, küçük moleküller DNA'nın çift sarmallı yapısının baz çiftleri 

arasında oluşan spesifik bir bağlanma olayıdır. 

3- Oluk bağlanması, yani küçük moleküller DNA zincirinin olukları etki etmektedirler 

(Yola ve ark., 2011). 

Likenlerden elde edilen sekonder bileşiklerin UV ışınlarına karşı etkileri araştırılmış ve 

deneyler in vitro olarak incelenmiştir. Sonuç olarak UV-koruyucu etkisi en iyi olan 

usnik asit olduğu belirlenmiştir. Liken tallusunda oksidatif stres ortaya çıktığı 

belirtilmiştir. Liken sekonder metabolitler UV ışığına karşı serbest radikallerle koruma 

gerçekleştirdiği belirlenmiştir (Rancan ve ark., 2002; Rojan ve ark., 2015; Varol ve ark., 

2015; Eryılmaz ve ark., 2013). 

Örneğin; Xanthoria parietina likeninin ışığa maruz kaldığında parietin metabolitine 

ortaya çıkarıp koruma gerçekleştirdiği gözlemlenmiştir. Yapılan deneyler sonucunda, 

UV-B‟nin parietin maddesinin sentezini uyarmak için gerekli olduğunu ve yüksek ışığa 

maruz kaldığında parietin maddesinin hızlı bir şekilde meydana geldiği belirlenmiştir 

(Nybakken ve ark., 2004). 

UV ışınların yanı sıra serbest radikaller de DNA hasarına yol açabilmektedir. Bir 

serbest radikal türü olan hidrojen peroksit (H2O2), guanini, 8 hidroksi guanine 

dönüştürerek (8OhdG) DNA hasarına neden olmaktadır (Gutteridge, 1984). Son yıllarda 

liken ekstrelerinden edilen maddeler, ultraviyole (UV) emiliminden dolayı güneş 

kremlerinde kullanılmaktadır. Antioksidan güçlerine göre Şili likenlerin ekstrelerinden 

edilen bazı bileşiklerin ultraviyole radyasyona (UV-R) karşı koruma gösterdikleri 

yapılan çalışmalarda ortaya çıkarılmıştır (Rancan ve ark., 2002). 
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2.5. Likenlerden Elde Edilen Sekonder Metobolitlerin Kanserli Hücreler Üzerinde 

Sitotoksik Etkilerinin Araştırılması 

Kanser, hücre bölünmesinde DNA eşlenmesi sırasında hücrelerin kontrolsüz veya 

anormal büyümesi ve çoğalması olarak tanımlanır. Kanserin oluşmasına birçok etki 

sebep olmaktadır. Bunlar; ultraviyole ışınları, radyasyonlar, X-ışınları, kalıtsal sebepler 

ve kimyasal maddelerdir. Liken sekonder metabolitlerinin antikanser etkisi üzerine 

yapılmış birçok çalışma mevcuttur (Hanahan ve Weinberg, 2000). 

Kanser hücresi ölümüne apoptoz yolağı sebep olmaktadır. Apoptoz, DNA 

yoğunlaşması, hücre küçülmesi ve hücre yüzeyinde hasarlara neden olur buna da 

apoptotik hücre ölümü denilmektedir (Fink ve Cookson, 2005). Günümüzde kanser 

tedavisi için birçok yöntem kullanılmaktadır ve bunların en yaygın olanı kemoterapi 

yöntemidir. Kemoterapötik ilaçlar hücre çoğalmasını, hücre büyümesini önlemektedir 

(Liang ve ark., 2012). 

Likenlerden elde edilen ve üzerinde en çok çalışma yapılmış sekonder metabolitin usnik 

asit olduğu belirlenmiştir (Ingolfsdottir, 2002). Singh ve ark. (2013) yaptıkları 

çalışmada; insan kanserli akciğer hücrelerinde usnik asitin etkileri değerlendirilmiştir. 

Elde edilen sonuçlarda, usnik asit miktarı fazlalığı durumunda apoptotik hücrelerde artış 

tespit edilmiştir. Usnik asitin apoptotik etkiyi artırmasının polimeraz bölünmesi ile 

ilişkili olduğu tespit edilmiştir (Singh ve ark., 2013). Nguyen ve ark. (2014)  usnik asit 

ve birçok liken asiti üzerinde bir çalışma yapmıştır. Çalışmada MTT (3-(4,5-

Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromür) yöntemi ile liken asitlerinin insan 

kanser hücresi üzerine sitotoksite etkisi değerlendirilmiştir. Sonuç olarak usnik asit için 

belirlenen IC50 değerinde apoptotik hücre sayısında artış olduğu belirlenmiştir (Nguyen 

ve ark., 2014). 

Hücrelerin canlılık seviyeleri veya çoğalma oranları, bir hücrenin sağlığının iyi olup 

olmadığının göstergesidir. Fiziksel ve kimyasal maddeler hücre sağlığını ve 

metabolizmasını etkileyebilmektedirler. Hücre zarlarının tahrip edilmesi, protein 

sentezinin engellenmesi ve enzimatik reaksiyonlar gibi farklı mekanizmalar hücreler 

üzerinde toksisiteye neden olabilmektedir. Hücre ölümünü belirlemek için uygun 

maliyetli, güvenilir ve tekrar edilebilir olan sitotoksisite deneyleri kullanılmaktadır. En 
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yaygın kullanılan yöntem MTT yöntemidir. Bu yöntem hücre canlılığını, hücre 

çoğalmasını ve kimyasal maddelerin sitotoksisite etkilerini belirlemek amacıyla 

kullanılan en yaygın yöntemlerden birisidir. MTT mavi formazan kristalleri 

oluşturmaktadırlar. Sarı renkli MTT boyası ile canlı hücreler mor renge boyanmakta, 

ölü hücreler ise boyanmamaktadır. Bu işlemlerden sonra elde edilen kristallerin miktarı 

kolorimetrik olarak tayin edilerek mitokondri canlılığı ve buna bağlı hücre canlılığını 

değerlendirilmektedir (Denizot ve Lang, 1986; Mosmann, 1983). 

2.6. Çalışılan Liken Örnekleri ve Genel Özellikleri 

Usnea cinsinin bilimsel sınıflandırılması; 

ALEM: Fung  

ŞUBE: Ascomycota 

SINIF: Lecanoromycetes 

TAKIM: Lecanorales 

FAMİLYA: Parmel aceae 

CİNS: Usnea D ll. ex. Adans. 

Bu çalışmada kullanılan Usnea cinsi çoğunlukla yapraksız mini çalılar, kabuk veya 

dallar üzerine yerleşmiş püskül şeklinde büyüyen çoğunlukla soluk grimsi-yeşil renkli 

frutikoz liken türlerini içerir. Usnea „da mantar Ascomycota bölümüne aittir. Alg ise 

Chlorophyta'nın bir üyesidir. Boyutları küçükten büyüğe değişen aşağı sarkmış püsküllü 

saçı andıran bir görünüme sahiptir. Usnea‟yı belirlemenin yöntemi öncelikle örneği 

ıslatmak ve esneyip esnemediğini görmek ve koptuğunda iç kısmının ayırıcı beyaz 

ipliğini aramaktır. Yapılan çalışmalarda bu iç bantın güçlü bir bağışıklık uyarıcısı 

olduğu ve dış kılıfın güçlü antibiyotik özellikler gösterdiği belirtilmiştir (Clerc, 1997). 

Usnea cinsine ait türlerin tüm dünyada geleneksel olarak vajinal enfeksiyonlar, deri 

enfeksiyonları, apseler, üst solunum yolları, akciğer enfeksiyonları ve mantar 

enfeksiyonları için kullanıldığı görülmüştür. Usnea cinsine ait bazı türlerin bölgesel 

olarak kirlilik seviyelerinin bir göstergesi tespit edilmiştir. Biyolojik aktivite 

çalışmalarında da sıklıkla kullanılmıştır. Örneğin; Usnea longissima ve Usnea florida, 
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türlerinin antioksidan etkinlikleri metanol ve sulu ekstreleri araştırılmıştır (Odabaşoğlu 

ve ark., 2004). Usnea longissima metanol ekstresinin, insan lökosit hücrelerinde 

Aflatoksin B1‟in sebep olduğu süperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri 

üzerindeki olumsuz etkileri azaltıp oksidatif hasara karşı ise etkinlik gösterdiği ayrıca 

antioksidan potansiyelinden kaynaklanan kuvvetli antigenotoksik etkiye sahip olduğu 

belirlenmiştir (Ağar ve ark., 2011). Usnea longissima‘dan elde edilen sekonder bileşik 

difraktaik asidin, antioksidan savunmayı artırarak, farelerde gastrik mukozal lezyonları, 

oksidatif stres ve mide dokularındaki nötrofil infiltrasyonu üzerinde inhibe edici etkileri 

belirlenmiştir (Bayır ve ark., 2006). 

2.6.1. Usnea lapponica Vain. 

Tallus çalımsı formda, dikotom dallanmış, dalların uzunluğu 2-12 cm aralığında 

değişmektedir. Papilla ana dallar üzerinde ve çok sayıda. Apotesyum görülmez. Korteks 

ince, medulla kalındır. Ekolojik olarak genellikle ağaç kabuğu üzerinde bulunur ve 

kozalaklı ağaçlarda sık görülmektedir (Nash ve ark., 2007). Ülkemizde Ilgaz Dağı Milli 

Parkı, Abies nordmanniana ormanından toplanmıştır (Şekil 2.1). 

Kimyasal test: medulla K + sarıdan koyu kırmızıya (veya koyu sarı) döner, K-, C-, KC-, 

P + koyu sarı.  

 
 

Şekil 2.1. Usnea lapponica tallusu 



29 

2.6.2. Usnea intermedia (A. Massal.) Jatta 

Tallus çalımsı formda, dikotom dallanmış, dalların uzunluğu 2-12 cm aralığında 

değişmektedir. Papilla çok sayıda. Korteks ince, medulla inceden kalına değişir. 

Apotesyum çapı 2-13 mm. Ekolojik olarak nadiren ağaç veya kaya üzerinde, kozalaklı 

ağaçlarda veya meşe, göknar, ladin ormanlarında görülmektedir (Nash ve ark., 2007). 

Ülkemizde Kastamonu‟da Pinus nigra üzerinden toplanmıştır ( Şekil 2.2). 

Kimyasal test; K + önce sarı sonra kırmızıya dönüşür, C-, KC-, P + turuncumsu sarı. 

 
 

Şekil 2.2. Usnea intermedia tallusu 
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2.6.3. Usnea florida (L.) Weber ex F.H. Wigg. 

Tallus çalımsı formda, dikotom dallanmış, dalların uzunluğu 2-10 cm aralığında 

değişmektedir Papilla genelikle çok sayıda. Medulla ince, Korteks kalındır. Apotesyum 

çapı 2-12 mm. Ekolojik olarak genelikle çam ve meşe ağaçlarında bulunmaktadır (Nash 

ve ark., 2007). Ülkemizde Yozgat, Akdağmadeni, Pinus sylvestris ormanından 

toplanmıştır (Şekil 2.3). 

Kimyasal test; K + sarıdan kırmızıya döner, C-, KC-, P + turuncu sarı. 

 

 
 

Şekil 2.3. Usnea florida tallusu 
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2.6.4. Usnea Cinsi türleri ile ilgili yapılan aktivite çalışmaları 

Usnea cinsinin dünyada 400‟den fazla tür ve infraspesifik takson içerdiği belirtilmiştir. 

Türkiye‟de ise yaklaşık olarak 28 türü yayılış göstermektedir (Şenkardeşler, 2008). 

Likenlerin antioksidan, antimikrobiyal, sitotoksik etkinlikleri yapılan çalışmalarda 

ortaya çıkarılmıştır (Huneck, 2001; Romangi ve Dayan, 2002; Deduke,2012; 

Prateesksha, 2006). 

Odabaşoğlu ve ark. (2004); U. florida‟dan elde edilen metanol ve su ekstresinden 

antioksidan ve toplam fenolik içeriğini belirlemek için bir deney yapmışlardır. Yapılan 

deney sonucunda U. florida‘nın düşük antioksidan aktiviteye sahip olduğu 

belirlemişlerdir. Buna paralel olarak toplam fenol içeriğinin de düşük seviyede olduğu 

belirlemişlerdir. Ayrıca ilk kez U. florida'nın ortalama bir flavonoit içeriğine sahip 

olduğu bildirilmiştir (Odabaşoğlu ve ark., 2004). 

Odabaşoğlu ve ark. (2004); U. florida ve U. longissima metanol ve su ekstrelerinin 

antioksidan aktiviteleri, toplam fenol miktarı üzerinde bir çalışma yapılmıştır. Yapılan 

çalışmada elde edilen sonuçlara göre ekstrelerden U. longissima'nın metanol 

ekstrelerinin güçlü antioksidan aktivitelere sahip olduğu rapor edilmiştir. U. florida „nın 

ise antioksidan etki göstermediği gözlemlenmiştir (Odabaşoğlu ve ark., 2004). 

Cansaran ve ark. (2006); U. florida likeninden elde edilen metanol ekstresinin Yüksek 

Basınçlı Sıvı Kromatografisi‟nde alıkoyma süresi ve UV spektrumlarını karşılaştırarak 

Usnea florida'da usnik asit ve vulpinik asit bulunduğunu tespit etmişlerdir. U. 

florida'nın usnik asit içerdiğini de ayrıca belirlemişlerdir (Cansaran, 2006). 

Duman ve ark. (2006); U. florida ve farklı liken türlerinin aseton ekstrelerinin Bacillus 

subtilis ve B. megaterium‘a karşı aktivite gösterdiklerini fakat Staphyloccoccus aureus 

ve Pseudomonas aeruginosa‟ya karşı aktivite göstermediklerini bildirmiştir. Usnik asit 

miktarı arttıkça antimikrobiyal aktivitenin arttığı gösterilmiştir (Duman ve ark, 2006). 

Schmeda-Hirschmann ve ark. (2008); U. florida likenlerinin Ant dağlarından toplanan 

örnekleri ile yapılan çalışmalarda bulunan mantar türlerinin 50 ve 100 μg/mL‟de MİK 

(Minimal İnhibitör Konsantrasyonu) değerleri ölçülmüştür. Antimikrobiyal aktivite 

gösterdiğini rapor edilmiştir (Schmeda-Hirschmann ve ark., 2008). 
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Shrestha ve ark. (2013); U. intermedia likeninin yüksek antimikrobiyal aktivitesi 

Streptococcus pyogenes ATCC 19615 ve Candida albicans ATCC 90028 türlerinde 

belirtilmiştir. Liken türlerinin farklı mikroorganizmalara karşı antimikrobiyal aktivite 

gösterdikleri bulunmuştur (Shrestha ve St Clair, 2013; Sultana ve Afolayan, 2011). 

Shrestha ve ark. (2013); U. lapponica likeni metanol ve aseton ekstresinin antibakteriyel 

aktivitesini belirlemek için dört patojen bakteri kullanılmıştır. Test edilen bakteriler 

Staphylococcus aureus, Escherchia coli, Pseudomonas aureginosa ve metisilin dirençli 

Staphylococcus aureus olduğu belirtilmiş ve metanol eksteresinin aktif olduğu 

gözlemlenmiştir (Shrestha ve St Clair, 2013). 

Çelikler ve ark. (2014); U. filipendula likenine ait sitotoksisite, genotoksite aktivitesi 

üzerine yapmış olduğu çalışmada U. filipendula'nın metanol ekstresinin apoptozu 

indükleyerek meme kanseri (MCF-7 and MDA-MB-231) hücrelerine karşı antikanser 

aktiviteye sahip olduğunu belirlemişlerdir (Çelikler, 2014). 

Oran ve ark. (2016); U. intermedia, U. filipendula ve U. fulvoreagens farklı liken türleri 

ile yapılan çalışmada ve etanol ekstresinin antioksidan, antimikrobiyal etkisni 

incelemişlerdir. Liken türlerinin metanol ekstrelerinin etanol ekstrelerinden daha yüksek 

antioksidan kapasite gösterdiğini bildirmişlerdir. Elde edilen sonuçlarda U. intermedia 

yüksek antioksidan kapasite göstermediği de gözlemlenmiştir (Oran ve ark., 2016). 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

3.1. Materyal 

 

3.1.1. Çalışmada kullanılan liken türleri 

Yozgat Bozok Üniversitesi herbaryumunda saklanan Usnea örneklerinden seçilmiş 

toplam 3 lokaliteden toplanan 3 farklı tür ile çalışılmıştır. Arazi çalışmaları sırasında; 

örneklerin taşınması amacıyla sırt çantası, örnekler ile ilgili özellikleri not etmek için 

arazi not defteri, kurşun kalem, kese kâğıtları, örneklerin sarılması için kâğıt ve 

örneklerin toplanması için çekiç, keski ve bıçak gibi aletler kullanılmıştır. Arazi 

poşetleri üzerine substrat çeşidi, istasyonun yüksekliği ve lokalitesi (Tablo 3.1), ayrıca 

ortamın özelliği not edilmiştir. 

Tablo 3.1. Toplanan örneklerin lokalite bilgileri 

 
Liken Örnekleri Koordinatlar 

1 Usnea florida (L.) 

Weber ex F.H. Wigg. 

Yozgat, Akdağmadeni, Yukarıyahyasaray yolu üzeri, Pinus sylvestris L. 

ormanı 39°36'38'' K, 35°50'56'' D, yükseklik 1759 m, 16/10/2019. 

2 Usnea intermedia (A. 

Massal.) Jatta 

Kastamonu, Devrekani, Kanlıabant‟ın batısı, Pinus nigra Arnlond. ve 

Quercus L.topluluklrı,41°32'433"K, 33°46'558"D, yükseklik 1045 m, 

08/07/2015. 

3 Usnea lapponica Vain. 
Kastamonu, Ilgaz Dağı Milli Parkı, Abies nordmanniana Subsp. ormanı, 

41°04'419"K, 33°43'331"D, yükseklik 1730 m, 07/07/2015. 

 

3.1.2. Çalışmada Kullanılan Mikroorganizma Suşları 

Usnea liken örneklerinin antimikrobiyal aktivitesini belirlemek amacıyla, Gram negatif 

(Escherichia coli ATCC 25922, Proteus mirabilis ATCC 25933, Enterobacter 

aerogenes ATCC 13048) ve Gram pozitif (Bacillus subtilis ATCC 6633, Micrococcus 

luteus ATCC 10240, Staphylococcus aureus ATCT 25923) 6 bakteri ile 1 fungus 

(Candida albicans ATCC 10231) olmak üzere 7 mikroorganizma türü kullanılmıştır 

(Tablo 3.2). Antimikrobiyal etki çalışmamızda kullanılan test mikroorganizmaları 
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Erciyes Üniversitesi Eczacılık Fakültesi Farmasötik Biyoteknoloji Anabilim Dalı 

Laboratuvarı Kültür Koleksiyonu‟ndan temin edilmiştir. 

Tablo 3.2. Antimikrobiyal çalışmada kullanılan mikroorganizmalar 

 

 

3.1.3. Çalışmada kullanılan hücre kültürü örnekleri 

Bu çalışmada ekstrelerin kanserli hücre hattında sitotoksik etkilerini belirlemek 

amacıyla A549 (İnsan Akciğer Kanseri Hücre Serileri) ve MDA-MB-231 ( İnsan Meme 

Kanseri Hücre Serileri) hücre hatları kullanılmıştır. Çalışmalar süresince bu hücreler 

+37°C‟de CO2 inkübatörde delikli kapaklı hücre kültür kapları içinde tutulmuştur ve 

düzenli olarak takip edilip besi yerleri iki gün ara ile değiştirilerek kültür 

sürdürülmüştür. Çoğalan hücrelerin bir kısmı dondurulup -80°C‟de muhafaza edilmiştir.  

3.1.4. Kullanılan aletler 

Rotavapor (Ilmvac vakum pompası, Heidolph Laborat 4000 efficient) 

Liyofilizatör (Labconco Freezone 4.5) 

Santrifüj cihazı ( Thermo scientific SL 16R, Hettich mikro 200R) 

Ultrasonik banyo (Elma S 100H Elmasonic) 

Su banyosu (Memmert) 

Çalkalamalı su banyosu ( Nüve ST 402) 

Vorteks karıştırıcı (Velp scientifica ) 

 Mikroorganizmalar Suş kodları Gram Boya 

1 Escherichia coli ATCC 25922 Gram negatif (-) 

2 Proteus mirabilis ATCC 25933 Gram negatif (-) 

3 Enterobacter aerogenes  ATCC 13048 Gram negatif (-) 

4 Micrococcus luteus ATCC 10240 Gram pozitif (+) 

5 Staphylococcus aureus  ATCT 25923 Gram pozitif (+) 

6 Bacillus subtilis  ATCC 6633 Gram pozitif (+) 

7 Candida albicans  ATCC 10231 Fungus 
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Yüksek Basınçlı Sıvı Kromatografisi Cihazı HPLC (SHIMADZU LC-20AT) 

Dedektör PDA (SHIMADZU SPD-M20A) 

Steril kabin (Safe Fast Elite) 

Hücre sayım cihazı (Roche Innovatis Cedex Xs ) 

Gerçek zamanlı hücre analizörü  

Jel görüntüleme cihazı (Bio-Rad ChemiDoc™ XRS+) 

PCR 

Mikroskop 

3.2. Yöntem 

3.2.1. Örneklerin tayin yöntemi 

Toplanan liken örneklerinin tayininde “Flechten Flora” (Wirth ve ark., 1995) “The 

Lichen Flora of Great Britain and Ireland” (Purvis ve ark., 2002) gibi flora kitaplarından 

ve makalelerde verilen tayin anahtarlarından faydalanılmıştır (Randlane ve ark., 2009). 

Tayinde dış morfolojik karakterlerin belirlenmesinde stereo mikroskop (Stereo 

mikroskop Olympus SZX16), anatomik özellikler için ise ışık mikroskopu (Olympus 

BX53 Işık mikroskobu) kullanılmıştır. Ayrıca Stereo mikroskop Olympus SZX16‟ya ve 

Olympus BX53‟e bağlı Olympus DP25 dijital kamera kullanılarak makroskobik ve 

mikroskobik dijital fotoğrafları çekilmiştir (Şekil 2.1,2.3,2.4). Tür ve tür altı kategorileri 

belirlemede oldukça önemli karakterler olan spor boyutları, askus boyutları, himenyum 

yükseklikleri, parafizlerin genişlikleri oküler mikrometre ile ölçülmüştür. Bunun 

yanında kimyasal reaktifler de kullanılmıştır. Örnekler herbaryum materyali haline 

getirilen zarflar içerisinde, Yozgat Bozok Üniversitesi, Fen Edebiyat Fakültesi, Liken 

Herbaryumu‟na kayıt edilerek saklanmıştır. 

Morfolojik ve anatomik özelliklerine göre teşhiş edilen örneklerin moleküler analizler 

ile ağaç oluşturularak desteklenmiştir. 

3.2.2. Moleküler analiz yöntemleri 

Örneklere DNeasy Plant Mini Kit kullanım talimatına uygun olarak DNA izolasyonu 

yapılmıştır. İzole edilen DNA' da RDNA ITS, bölgelerinin çoğaltılması, uygun PCR 



36 

(Bio-Rad T 100) şartlarında ilgili bölgeyi içine alan primer ITS1–F 

(CTTGGTCATTTAGAGAAGTAA (Gardes ve Bruns, 1993) ve ITS 4 

(TCCTCCGCTTATTGATATGC (White ve ark., 1990)  ile gerçekleştirilmiştir. Döngü 

şartları daha önce yapılmış olan çalışmadaki verilere göre belirlenmiştir (Wirtz ve ark, 

2006). 

Amplifikasyon ürünlerinin elektroforetik ayırımı % 1.2 ‟lik agaroz jelinde (Bio-Rad 

Sub-Cell GT) yapılmış, jel red ile boyanmıştır. 100 bç DNA ladder moleküler ağırlık 

belirteci (Fermentas) ile beraber 50X TAE tamponu kullanılarak 100 voltta 1 saat 

elektroforez gerçekleştirilmiştir.  

Syngene G:BOX F3 jel görüntüleme sisteminde görüntülenerek sekans analizi için 

BMLabosis‟e gönderilmiştir. 

3.2.3. Ekstrelerin hazırlanışı 

Türlere ait örnekler U. lapponica (3.65 gr), U. intermedia (3.40 gr), U. florida (14.67 

gr) % 80‟lik metanol ile çalkalamalı su banyosunda 37 ºC‟de 8‟er saat süreyle üç kez 

ekstre edilmiştir. Elde edilen ekstreler birleştirilip vakum altında rotavaporda (37-38 ºC) 

yoğunlaştırılmıştır. Tüm ekstreler liyofilize edilip kurutulmuştur ve analiz anına kadar -

20 ºC‟de saklanmıştır. 

 3.2.4. Kimyasal kompozisyon analizleri 

Bitkisel materyallerden elde edilen ekstreler fenolik bileşikler bakımından 

spektrofotometrik yöntemlerle incelenmiştir. 

Toplam Fenol Miktar Tayini 

Ekstrelerin içerdikleri toplam fenol miktarı gallik asitte eşdeğer olarak Folin-Ciocalteu 

yöntemi kullanılarak hesaplanmıştır (Re ve ark., 1999). 6 mL distile su içeren 10 mL‟lik 

kap içerisine 100 μL örnek çözeltisi ve 500 μL Folin-Ciocalteu reaktifi ilave edilmiştir. 

1 dakika sonra 1.5 mL %20‟lik sulu Na2CO3 ilave edilip 10 mL‟ye su ile 

tamamlanmıştır. Kontrol olarak ekstre içermeyen reaktif karışımı kullanılmıştır. 25 

ºC‟de 2 saat inkübe edildikten sonra 760 nm‟de absorbansı ölçülmüştür ve gallik asit 

kalibrasyon eğrisi ile karşılaştırılmıştır. Toplam fenolik madde miktarı gallik asite 
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eşdeğer olarak hesaplanmıştır. Deneyler üç paralel olacak şekilde yapılmış ve sonuçlar 

ortalama değerler olarak verilmiştir. 

Toplam Flavonoit Miktar Tayini 

Ekstrelerin içeriğindeki toplam flavonoit analizi Zhishen ve ark. (1999)‟nın 

çalışmalarında kullandıkları yöntem modifiye edilerek yapılmıştır (Singleton ve ark., 

1999). Buna göre 1 mL ekstre t=0. dakikada 0.3 mL % 5‟lik NaNO2 çözeltisi ile 

karıştırılmıştır, t=5. dakika‟da 0.3 mL % 10‟luk AlCl3.6H2O çözeltisi ilavesinden sonra, 

t=6. dakika‟da 2 mL 1 M NaOH çözeltisi eklenmiştir ve 2.4 mL su ilave edilerek 

karıştırılmıştır. 510 nm‟de köre karşı absorbans ölçülmüştür. Ekstrelerin içerdikleri 

toplam flavonoit miktarları kateşine eşdeğer olarak mg CA /g ekstre olarak hesaplanmıştır. 

Kateşinin kalibrasyon eğrisi aynı şekilde etanol kullanılarak hazırlanmıştır. Bütün 

ölçümler 3 paralel olacak şekilde yapılmıştır ve ortalama değerler alınmıştır. 

3.2.5. Yüksek basınçlı sıvı kromatografisi (YBSK - HPLC) ile usnik asit miktar 

tayini 

Liken ekstrelerine ait örnekler %70 metanolde çözülmüştür. Analizler için Shimadzu 

LC-20AT YBSK sistemi kullanılmıştır. Dedektör olarak PDA spekrofotometrik 

dedektör, solvent olarak ise metanol-su-fosforik asit (75:25:0.9, v/v/v) kullanılmıştır. 

Akış hızı 1 mL/dak olarak uygulanmıştır ve usnik asit standardı DMSO 

(Dimetilsülfoksit)‟de çözülmüştür (Tablo 3.3). 

Tablo 3.3. YBSK gradient akış tablosu 

 
Zaman (dak.) Hareketli faz A (%) Hareketli faz B (%) 

0.01 60 40 

5.00 50 50 

10.00 40 60 

15.00 30 70 

20.00 20 80 

30.00 10 90 

40.00 - 100 

55.00 - 
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3.2.6. Antioksidan aktivite tayini 

 

Radikal Süpürücü Etki Tayini 

 

1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH˙) Radikalini Süpürücü Etki Tayini 

Ekstrelerin DPPH  radikalini süpürücü etkileri Gyamfi ve ark.‟nın metoduna göre 

yapılmıştır (Gyamfi ve ark, 1999). Tris-HCI tamponu (50 mM, pH 7,4) ve 1mL 0.1 mM 

metanolde hazırlanmıştır ve 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil çözeltisi (DPPH) ile 

karıştırılmıştır. Kontrol olarak ekstre içermeyen reaktif karışımı kullanılmıştır. Örnekler 

oda sıcaklığında ve karanlıkta 30 dakika inkübe edildikten sonra absorbanslar 517 

nm‟de okunmuştur. İnhibisyon yüzdesi aşağıdaki eşitlik kullanılarak hesaplanmıştır ve 

IC50 değerleri nonlineer regregasyon eğrileri kullanılarak Eşitlik 3.2.6 örneğinde 

olduğu gibi (Sigma Plot 2001 versiyon 7.0,SPSS Inc., Chicago IL) hesaplanmıştır. 

Analizler 4 paralel olarak tekrarlanmıştır ve ortalama değerler kullanılmıştır. 

% inhibisyon= [(Abskontrol- Abs örnek) / Abs kontrol] x 100                                          (3.2.6) 

2,2‘-azino-bis (3- etilbenzathiazolin-6- sulfonik asit) (ABTS
•+

) Radikalini Süpürücü Etki 

Tayini 

Ekstrelerin ABTS
•+

 radikalini süpürücü etkilerine bakılmıştır (Caniova ve 

Brandsteterova, 2001). ABTS
•+

 radikali (7 mM) ABTS‟in sulu çözeltisi ile K2S2O8 

(2.45 mM)‟un karanlıkta 12-16 saat bekletilmesiyle meydana getirilmiştir ve absorbansı 

oda sıcaklığında 734 nm‟de 0.700 (±0.030) olacak şekilde ayarlanmıştır. Bu şekilde 

hazırlanan radikal çözeltisi (990 μL) ile ekstre çözeltileri (10 μL) karıştırılmıştır ve 734 

nm‟de 1 dakikalık aralıklarla 30 dakika süresince reaksiyon kinetiği ölçümü yapılmıştır. 

Konsantrasyona karşı ölçülen inhibisyon yüzdeleri Troloks‟a eşdeğer olarak (TEAC) 

hesaplanmıstır. Bu işlem elimizdeki örneklerin hepsine ayrı ayrı uygulanmıştır. 

Deneyler üç paralel olarak tekrarlanıp ve ortalama değerleri hesaplanmıştır.  
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3.2.7. Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi 

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi için agar disk difüzyon testi uygulanmıştır. 

Çalışmada kullanılan liken ekstrelerinin 30 μl‟lik miktarları 6 mm çaplı (Oxoid, blank 

disc) boş steril disklere emdirilmiştir. Usnea likeninin ekstreleri su ve DMSO ile 20 

mg/mL konsantrasyonda olacak şekilde hazırlanmıştır. Hazırlanan her bir liken ekstresi 

0.45 μm çapındaki steril filtrelerden geçirilerek steril edilmiştir. Bakteriler için Mueller-

Hınton Broth (MHB) besiyeri, Fungus için ise Sabouraud Dextrose Broth (SDB) 

besiyeri kullaılarak üretici firmanın prosedürlerine uygun şartlarda mikroorganizmalar 

çoğaltılmış ve 37 °C „de 24 saat inkübasyona bırakılmıştır. Gece kültüründen UV-VIS 

Spektrofotometre kullanılarak bakteri ve fungus konsantrasyonları 5 x10
5
 CFU/mL 

olacak şekilde 0.5 McFarland‟a göre ayarlanmıştır. Bakteri ve fungus kültürlerinden 

100‟er µl sırasıyla Mueller-Hınton Agar (MHA) ve Sabouraud Dextrose Agar (SDA) 

besiyeri üzerine yayma ekim yapılmıştır. Liken ekstrelerini içeren diskler ve kontrol 

grupları, bakteri içeren besiyeri üzerine ilave edilmiş 37 °C „de 24 saat inkübasyona 

bırakılmıştır. Fungus için ise 30 °C „de 24-48 saat inkübasyona bırakılmıştır. Çalışmada 

pozitif kontrol amacıyla Ampisilin (amp) ve Nystatin (nys) (Thermo Scientific™, 

Oxoid™, Amerika) standart antibiyotik diskleri (10 μg/disk), negatif kontrol amacıyla 

ise steril fizyolojik su ve DMSO emdirilmiş diskler kullanılmıştır. İnkübasyon 

sonucunda oluşan inhibisyon zonlarının çapları milimetrik cetvelle ölçülmüştür. 

Çalışmamız 2 tekrarlı olacak şekilde yürütülmüş ve sonuçların değerlendirilmesinde 

aritmetik ortalamaları alınmıştır. 

3.2.8. DNA koruyucu aktivitenin belirlenmesi 

Liken ekstrelerinin, DNA‟yı UV ve oksidatif kaynaklı hasarlardan koruma 

etkinliklerinin tespiti için pBR322 plazmid DNA‟si (Thermo Fisher Scientific) 

kullanılmıştır. Plazmid DNA‟sı, liken ekstrelerinin varlığında H2O2 ve UV uygulanarak 

hasara uğratılmıştır. Liken ekstreleri 20 mg/ml % 5 seyreltilerek 5 µl, plamzid 3 µl, 

dH2O 6 µl, H2O2 1 µl, olmak üzere numuneleri sırasıyla; 

1. tüpte: pBR322 + Usnea lapponica + UV + H2O2 

2. tüpte: pBR322 + Usnea intermedia + UV + H2O2 

3. tüpte: pBR322 + Usnea florida + UV + H2O2 
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4. tüpte: pBR322 + dH2O + UV + H2O2 

5. tüpte: pBR322 + dH2O (kontrol) 

6. tüpte: pBR322 + dH2O + UV 

7. tüpte: pBR322 + dH2O + H2O2 eklenmiştir. Liken ekstrelerinin olduğu tüplere 5 dk 

süreyle UV ışık uygulandıktan sonra 3 saat inkübasyona tabi tutulmuş ve 3 µl loading 

dye boyası eklendikten sonra % 1‟lik agaroz jelde 80 V 3 saat koşturularak, jel 

görüntüleme sisteminde (Bio-Rad ChemiDoc™ XRS+) fotoğrafı çekilmiştir. 

3.2.9. Ekstrelerin MTT (3-(4,5-dimetiltiazol–2-il)-difenil tetrazolium bromid) 

yöntemi ile sitotoksik etkilerinin belirlenmesi  

Sitotoksisite tayini için İnsan Meme Kanseri Hücre Hattı ve İnsan Akciğer Kanser 

Hücresi Hattı kullanılmıştır. Sitotoksik etkiyi belirlemek için yaygın olarak kullanılan 

enzimatik test yöntemlerinden biri olan MTT (3-(4,5-dimetiltiazol–2-il)-difenil 

tetrazolium bromid) yöntemidir. Bu yöntem, MTT boyasının tetrazolium halkasını 

parçalayabilmesi esasına dayanmaktadır. Bu yöntemde, MTT boyası canlı hücrelere 

aktif olarak absorbe olur ve reaksiyon mitokondriyal süksinat dehidrogenaz tarafından 

katalize edilerek mavi-mor renkli, suda çözünmeyen formazana indirgenir (Şekil 3.1). 

Formazan oluşumu, yalnızca aktif mitokondrinin bulunduğu canlı hücrelerde 

görülmektedir. Bu da hücre canlılığının bir belirteci olarak kabul edilmekte ve 

spektrofotometrik olarak belirlenen değer, yaşayan hücre sayısı ile 

ilişkilendirilmektedir. 

Hücrelerinin kültüre edilmesi için; ticari olarak satın alınan hücreleri, +37 ºC‟ de 

çözülüp, hücrenin üzerine 5 mL PBS ekleyerek 1600 rpm‟de 5 dakika 20 ºC‟de santrifüj 

edilmiştir. Süpernatan kısmı atıldıktan sonra hücre pelleti üzerine 5 mL kadar taze 

besiyeri ekleyip yavaşça pipetleyerek homojenize edilmiştir ve delikli hücre kültür 

kabına aktarılarak CO2‟li inkübatöre kaldırılmıştır. 

Hücrelerinin pasajı; flask içerisinde kültüre edilen hücreler iki günlük inkübasyon 

süresi sonunda, 15 mL‟lik ependorf tüplere aktarılmıştır ve 800 g‟de +20 ºC‟de 5 dakika 

santrifüj edilip süpernatan kısmı uzaklaştırılmıştır. Pelet, penisilin içeren yaklaşık 5 mL 

PBS (pH;7.3) tamponu içinde hücrelere zarar vermeyecek şekilde çözülüp aynı 

koşullarda tekrar santrifüje edilmiştir. Süpernatan uzaklaştırıldıktan sonra oluşan pellet 
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önceden hazırlanmış besiyeri içinde çözülerek kültür kabına aktarılmıştır. Pasajlama 

işleminin iki gün arayla yapılma nedeni olası kontaminasyonlardan ve ölü hücre 

kalıntılarının zararlı etkilerinden canlı hücrelerin etkilenmesini önlemektir. 

Hücre dondurma ve saklama; hücreler besiyeri değiştirirken olduğu gibi santrifüj ve 

yıkama işlemlerine tabi tutulmuştur. Hücreler santrifüj edildikten sonra süpernatan 

atılmıştır. Hücreler 1 mL PBS ile süspanse edilerek, steril tüpe aktarılmıştır ve üzerine 

1mL krio çözeltisi karışımından eklenmiştir (% 10 DMSO) ve hazırlanan kr oların 

kademel  olarak donmalarını sağlamak  ç n  lk olarak +4 ºC‟de yarım saat,   20 ºC‟de 3 

saat beklet ld kten sonra   80 ºC‟ye kaldırılıp dondurulmuştur. 

 
 

Şekil 3.1. MTT boyasının formazana dönüşümü  

 

% 80‟lik metanol ekstrelerinin A549 ve MDA-MB-231 hücreleri üzerindeki 

sitotoksisitesi MTT kolorimetrik yöntemle belirlenmiştir. Hücreler uygun besi yerinde 

çoğaltılmıştır. Çalışmadan 24 saat önce flasktaki hücreler sayılarak 96 kuyucuklu 

mikroplağa kuyucuk başına 100 µL‟de 10000 hücre olacak şekilde ekim yapılmıştır. 24 

saat sonunda plağa yapışmış olan hücrelerin üstündeki besi yerleri atılmıştır ve 

besiyerinde seyreltilerek hazırlanan ekstreler 3.9-1000 µg/mL aralığında düşük 

konsantrasyondan yüksek konsantrasyona doğru 100 µL alınarak plağa eklenmiştir ve 

37 °C‟de karbondioksitli etüvde 48 saat bekletilmiştir. Steril PBS içerisinde hazırlanan 

stok MTT solüsyonundan, 0.5 mg/mL MTT çalışma solüsyonu hazırlanmıştır ve 96 
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kuyucuklu plaklara ilave edilmiştir. İnkübatörde 3 saat bekletildikten sonra plaktaki 

besiyeri boşaltılarak 100 µL DMSO (Dimetil sülfoksit) eklenmiştir. 5 dk çalkalandıktan 

sonra plakalardaki hücrelerin optik dansiteleri ELISA cihazında (Bio-Rad, ABD) 540 

nm dalga boyunda okutulmuştur. Kontrol kuyucukları okutularak elde edilen absorbans 

değerlerinin ortalaması alınmıştır ve bu değer %100 canlı hücre olarak kabul edilmiştir. 

Çözücü ve ekstre uygulanan kuyucuklardan elde edilen absorbans değerleri kontrol 

absorbans değerine oranlanmıştır ve yüzde canlılık olarak kabul edilmiştir. 

% Hücre canlılık = (Konsantrasyon O.D. / Kontrol O.D.) *100 olarak hesaplandı. 
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4. BULGULAR 

 

4.1. Likenlerin Teşhisi ve Sekans Sonuçlarının Değerlendirilmesi 

Firmadan gelen sekans sonuçları NCBI “National Center for Biotechnology 

Information”, (www.ncbi.nlm.nih.gov) gen bankasındaki verilerle BLAST programı 

üzerinden karşılaştırılarak filogenetik benzerlikleri incelenmiştir. Her bir veri Bioedit 

programı kullanılarak hizalanmıştır. Hizalanan örnekler ve NCBI gen bankasındaki en 

yakın karşılıklarına ait veriler MEGA 7 Construct/Test Maximum Likelihood (ML) 

Tree yöntemi kullanılarak incelenmiştir (Tablo 4.1). Dış grup seçiminde daha önce 

yapılmış olan çalışmada kullanılan dış gruplar tercih edilmiştir (Wirtz ve ark, 2006). 

Tablo 4.1. Gen bankasından indirilen ve yeni elde edilen sekansları 

 

Takson Numara Lokalitw/Kaynak ITS 

Usnea ceratina  Genbank JN943558 

Usnea ceratina  Genbank KX132921 

Usnea cornuta  Genbank JN943561 

Usnea cornuta  Genbank JN943562 

Usnea florida ST 0.004 Turkey * 

Usnea florida  Genbank AF451739 

Usnea florida  Genbank JN086297 

Usnea florida  Genbank JN943531 

Usnea florida  Genbank JN943538 

Usnea intermedia ST 0.011 Turkey  * 

Usnea intermedia  Genbank  KU352641 

Usnea intermedia  Genbank KX132920 

Usnea lapponica ST 0.002 Turkey * 

Usnea lapponica  Genbank JN086316 

Usnea lapponica  Genbank JN086317 

Usnea lapponica  Genbank KU352594 

Usnea subfloridana  Genbank JN943527 
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Tablo 4.2. Gen Bankasından indirilen ve yeni elde edilen sekansları (devam) 

 

 

 
 

Şekil 4.1. Usnea cinsine ait ITS bölgesi filogenetik analizi 
 

 

 

Takson Numara Lokalitw/Kaynak ITS 

Usnea subfloridana  Genbank  KU352705 

Usnea subfloridana  Genbank KU352709 

Usnea substerilis  Genbank JN086328 

Usnea substerilis  Genbank JN086329 

Usnea wasmuthii  Genbank JN943536 

Usnea wasmuthii  Genbank JN943541 

Alectoria ochroleuca  Genbank MK812226 

Alectoria ochroleuca  Genbank MK812278 
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4.2. Liken Ekstrelerinin Kimyasal Kompozisyon Analizleri 

 

4.2.1.Toplam fenol miktar tayini 

Ekstrelerin toplam fenol ve toplam flavonoit miktarları deneysel kısımda verilen 

yöntemler kullanılarak spektrofotometrik olarak belirlenmiştir. Toplam fenol miktarları 

gallik asite eşdeğer olarak hesaplanmıştır. Sonuçlar (Tablo 4.2) verilmiştir. Tüm 

ekstreler içinde en yüksek fenol içeriği U. lapponica‘da 87.62 ± 4.37 mgGAE/gekstre 

olarak hesaplanmış daha sonra sırasıyla toplam fenol içeriği U. florida „da 85.15 ± 2.12 

mgGAE/gekstre U. intermedia „da 73.74 ± 1.62 mgGAE/gekstre olarak tespit edilmiştir. 

4.2.2.Toplam flavonoit miktar tayini 

Ekstrelerin toplam flavonoit miktarları yöntemler kısımda verilen deneysel prosedürler 

kullanılarak spektrofotometrik olarak belirlenmiştir. Toplam flavonoit miktarı kateşine 

eşdeğer olarak hesaplanmıştır. Tüm ektreler arasında ile en yüksek toplam flavonoit 

miktarı Usnea florida‘da 23.06 ± 3.34 mgCA/gekstre olarak hesaplanmıştır. Sonuçlar 

(Tablo 4.2)‟de verilmiştir. 

Tablo 4.2. Toplam fenol ve flavonoit miktar sonuçları 

 

Ekstre 
Toplam Fenol 

[mgGAE/gekstre] 

Toplam Flavonoit 

[mgCA/gekstre] 

U. lapponica 87.62 ± 4.37 17.74 ± 0.41 

U. intermedia 73.74 ± 1.62 17.95 ± 3.23 

U. florida 85.15 ± 2.12 23.06 ± 3.34 

*Ortalama ± SD; n=3 

 

4.2.3. Yüksek basınçlı sıvı kromatografisi analizi ile usnik asit miktar tayini 

Ekstrelerdeki usnik asit miktarını tayin etmek amacıyla yüksek basınçlı sıvı 

kromatografisi (YBSK) ile yapılan analizlerinde PDA (Photo Diode Array) dedektör 

kullanılmıştır. Kalibrasyon için standartlar 10-50-100-250-750-1000 mg/L 

konsantrasyon aralığında hazırlanmıştır (Tablo 4.3). Ekstreler ise 1 mg/mL 

konsantrasyonda hazırlanmıştır. Akış hızı 0.5 mL/dk, enjeksiyon miktarı 10 μL, dalga 
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boyu 280-320 nm, mobil faz olarak A) %0,1‟lik H3PO4, B) Metanol kullanılmıştır (Şekil 

4.2,4.3,4.4). 

Tablo 4.3. Usnik asit standardına ait kalibrasyon denklemi ve korelasyon katsayısı 

 
Madde Kalibrasyon Denklemi [y=ax+b] Korelasyon Katsayısı [r

2
] 

Usnik asit y = 28861 x -198579 0.9986 

 

Tablo 4.4. Ekstrelerin içerdiği usnik asit miktarı 

 
Ekstre Usnik asit (mg/gekstre) 

U. lapponica 33.45 ± 9.21 

U. intermedia 133.75 ± 15.97 

U. florida 84.29  ± 5.65 

 

Usnik asit miktarı tayini için yapılan çalışmada elde ettiğimiz sonuçlara göre U. 

lapponica en yüksek usnik asit 334,59 ± 9.21 mg /gekstre miktarına sahip ekstre olarak 

belirlenmiştir. U. florida ise 84.29 ± 5.65 mg/gekstre ile en düşük usnik asit miktarına 

sahip liken ekstresi olarak tespit edilmiştir (Tablo 4.4). 

 
 

Şekil 4.2. U. lapponica için usnik asit kromatogramı 
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Şekil 4.3. U. intermedia için usnik asit kromatogramı 
 

 

 

Şekil 4.4. U. florida için usnik asit kromatogramı 
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4.3. Antioksidan Aktivite Çalışmaları 

4.3.1. Radikal Süpürücü Etki Tayini 

1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH
● 

) Radikalini Süpürücü Etki Tayini 

Vücuttan zararlı ve hastalık yapıcı radikallerin uzaklaştırılması oldukça önemlidir. Bu 

amaçla örneklerin antiradikal etkilerinin ölçülmesinde azot merkezli stabil bir radikal 

olan DPPH
● 

radikali kullanılmıştır. Ekstreler DPPH
● 

radikalini fizyolojik pH‟da 

konsantrasyona bağlı olarak süpürmüşlerdir. Ekstreler 0.125 mg/mL, 0.25 mg/mL, 0.5 

mg/mL, 1 mg/mL, 2 mg/mL ve 4 mg/mL konsantrasyonlarda çalışılmış ve yüzde 

inhibisyon değerleri hesaplanmıştır. 0.125 mg/mL, 0.25 mg/mL, 2 mg/mL ve 4 mg/mL 

konsantrasyonda en etkii tür U. florida olarak belirlenmiştir. 0.5 mg/mL, 1 mg/mL 

konsantrasyonlarında ise en etkili U. lapponica türü bulunmuştur. Sonuçlar (Tablo 

4.5)‟de verilmiştir. Elde edilen verilere göre ekstrelerin pozitif kontrol olan BHT 

(Bütilhidroksitoluen) kadar etkili olmadığı görülmüştür. 

 

Tablo 4.5. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH
●
) radikalini süpürücü etki sonucu 

 

   
%İnhibisyon 

  

 
4 mg/mL 2 mg/mL 1 mg/mL 0.5 mg/mL 0.25 mg/mL 0.125 mg/mL 

U. lapponica 66.32±3.11 61.37±4.71 61.05±3.59 52.10±3.16 40.71±5.68 26.90±8.22 

U. intermedia 62.46±5.04 57.87±3.42 55.99±3.46 42.91±7.41 37.71±5.67 23.60±7.21 

U. florida 70.84±2.48 64.04±4,56 59.91±1.15 49.60±4.76 44.52±4.61 40.59±5.47 

BHT 85.4±3.02 82.3±3.01 78.8±3.8 66.0±4.5 55.08±3.2 39.4±5.38 

 

2,2‟- Azino-bis (3- etilbenztiazolin-6- sulfonik asit) (ABTS 
•+

 ) Radikalini Süpürücü 

Etki Tayini 

Bu yöntem mavi/yeşil renkli bir bileşik olan ABTS
•+

 radikali katyonunu süpüren 

antioksidatif maddelerin miktarının spektroskopik olarak ölçülmesi esasına 

dayanmaktadır. Bu yöntem ile flavonoitler, hidroksisinnamik asitler, karotenoitler gibi 

hidrofilik ve lipofilik antioksidanlar ölçülebilmektedir. Ekstreler 2 mg/mL, 1mg/mL ve 

0.5 mg/mL konsantrasyonlarda çalışılmıştır. ABTS
•+

 radikali süpürücü aktivite 

deneyinde en aktif tür U. intermedia olarak belirlenmiştir (Tablo 4.6). Ayrıca türlere ait 
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tüm ekstrelerin 2 mg/mL‟ de pozitif kontrol olan BHT‟ye yakın değer gösterdiği 

gözlenmiştir. 

Tablo 4.6. 2,2‟- Azino-bis (3- etilbenztiazolin-6- sulfonik asit) (ABTS
•+

 ) radikalini 

                 süpürücü etki sonucu 

 

 

4.4. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi 

U. florida, U. intermedia, U. lapponica liken ekstrelerinin 6 bakteri suşu ile 1 fungus 

türüne karşı antimikrobiyal etkileri test edilmiş meydana gelen inhibisyon zonları 

(Tablo 4.7) gösterilmiştir. C.albicans türüne karşı herhangi bir antifungal aktivite 

kaydedilmemiştir. Pozitif kontrol olarak kullanılan ampisilin ve nystatin genel olarak 

liken ekstrelerinden daha yüksek aktivite gösterirken, Negatif kontrol olarak kullanılan 

DMSO ve suda aktivite gözlenmemiştir. Usnea ekstreleri M. luteus ve S. aureus bakteri 

suşları harici etki göstermemiştir. 

Tablo 4.7. Usnea esktrelerinden oluşturmuş olduğu zon çapları (mm) 

 

Mikroorganizma Usena 

lapponica 

Usena 

intermedia 

Usena 

florida 

(-)Kontrol 

Boş disk 

(+)Kontrol 

(ampisilin) 

E. coli - - - - 17.0 mm 

P. mirabilis - - - - 20.0 mm 

M. luteus 11 13 11 - 33.0 mm 

E. aerogenes - - - - 11.0 mm 

S. aureus 7 7 7 - 20.0 mm 

B. subtilis - - - - 12.5 mm 

C.albicans - - - - 14.0 mm 

(nystatin) 

 

TEAC (mmol/L/Trolox) 

Örnekler 0.5 mg/ mL 1mg/ mL 2mg/mL 

U. lapponica 1.17±0.17 1.51±0.21 2.38±0.24 

U. intermedia 1.29±0.17 1.76±0.25 2.51±0.13 

U. florida 

BHT 

0.91±0.11 

2.50±0.1 

1.50±0.21 

2.55±0.8 

2.24±0.27 

2.5±0.9 
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Usnea ekstrelerinin oluşturdukları inhibisyon zonlarının fotoğrafları (Şekil 4.5) 

verilmiştir. Usnea ekstreleri için M. luteus ve S.aureus suşları üzerinde antimikrobiyal 

aktivite gözlemlenmiştir. Usnea ekstrelerinin antimikrobiyal aktivitelerinin hiç 

gözlemlenmediği suşlar ise E. coli, P. mirabilis, E. aerogenes, B. subtilis ve C. albicans 

olarak tespit edilmiştir. Antimikrobiyal aktivite inhibisyon çapları, M. luteus için 11-13 

mm, S. aureus için 7.0 mm olarak bulunmuştur. Diğer suşlar için ise inhibisyon çapı 

gözlemlenmemiştir. Pozitif kontrol olarak kullanılan ampisilin bakteriler için ve 

nystatin ise fungus için en yüksek aktivitleri göstermiştir. 

 

 
 

Şekil 4.5. Usnea ekstrelerinin antimikrobiyal aktiviteleri (a) Escherichia coli, (b) P.  

                mirabilis, (c) B. subtilis, (d) E.aerogenes, (e) M.luteus, (f) S. aureus, (g) C.  

                albicans‘a karşı antimikrobiyal aktiviteleri 
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4.5. DNA Koruyucu Aktivitenin Belirlenmesi 

Usnea ekstrelerinin DNA koruyucu aktivitesi, pBR322 plazmid DNA‟sı kullanılarak 

test edilmiştir. Bu yönteme göre, liken ekstreleri UV ve H2O2‟ye karşı DNA koruyucu 

aktivite göstermiştir. Bu likenlerin ekstreleriyle gerçekleştirilen test sonucunda elde 

edilen sonuçlar (Şekil 4.6) verilmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.6. Plasmid DNA koruyucu aktivitesinin jel elektroforezi görüntüsü  

                1)PBR322, 2) pBR322 + UV, 3) pBR322 + H2O2, 4) pBR322 + UV + H2O2, 

                5) U. lapponica ekstresi, 6) U. intermedia ekstresi, 7) U. florida ekstresi 

 

4.6. Ekstrelerin MTT (3-(4,5-dimetiltiazol–2-il)-difenil tetrazolium bromid) 

yöntemi ile sitotoksik etkilerinin belirlenmesi 

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromür testi in vitro toksisite 

taramasında sıklıkla kullanılan yöntemlerden biridir. Bu yöntem, hızlı, kolay ve yüksek 

oranda doğruluğa sahiptir. Bir tetrazolyum tuzu olan MTT, sarı renkli olup, yaşayan 

hücrelerin mitokondrilerinde bulunan süksinat-dehidrojenaz enzimine spesifik olarak 

bağlanmaktadır (Şekil 4.7). Bu bağlanmanın sonunda suda çözünmeyen koyu mavi 

renkte kristaller oluşmaktadır. Kristaller, dimetilsülfoksit (DMSO) ve izopropanol gibi 

organik çözücülerde kolayca çözünmektedir (Şekil 4.8,4.9,4.13,4.14). 
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Çözünmüş olan bu boya, konsantrasyona bağımlı olarak spektrofotometrik yöntemle 

görünür dalga boylarında ölçülebilen bir absorbans vermektedir. Böylece indirekt olarak 

hücrelerin metabolik aktivitelerini ölçmektedir. Ayrıca ölçülen değer yaşayan hücre 

sayısı ile ilişkilendirilmektedir. 

 
 

Şekil 4.7. MTT testi 
 

Usnea türlerinden elde edilen ekstrelerin sitotoksisitesi kanserli hücre hattında MTT 

yöntemi kullanılarak ölçülmüştür. Sonuçlar yüzde (%) olarak verilmiştir ve hücre 

kontrol grubu canlılığı %100 kabul edilerek diğer gruplar hesaplanmıştır. Ekstreler 

3.906 μg/mL, 7.8125 μg/mL, 15.625 μg/mL, 31.25 μg/mL, 62.5 μg/mL, 125 μg/mL, 

250 μg/mL, 500 μg/mL ve 1000 µg /mL konsantrasyonlarda test edilmiştir (Şekil 

4.10,4.11,4.12). 

A549 (akciğer kanser hücre hattı) hücre hattında 250 μg/mL‟de % 36.0301 canlılık 

seviyesi U. florida gözlenmiştir. 1000 µg/mL‟ de ise tüm türlerde sitotoksik etki 

göstermiştir. 
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Şekil 4.8. U. lapponica ve U. intermedia türlerine ait ekstrelerinin A549 hücrelerinin  

                 canlılığı üzerindeki etkileri  

 

 
 

Şekil 4.9. U.  florida türüne ait ekstrenin A549 hücrelerinin canlılığı üzerindeki etkileri  
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Şekil 4.10. U. lapponica ekstresinin A549 hücrelerinin canlılığı üzerindeki etkileri  
  

 
 

Şekil 4.11. U. intermedia ekstresinin A549 hücrelerinin canlılığı üzerindeki etkileri  

 

 
 

Şekil 4.12. U. florida ekstresinin A549 hücrelerinin canlılığı üzerindeki etkileri  
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MDA-MB-231 hücre hattı için MTT yöntemiyle ekstreler için elde edilen sonuçlar 

(Şekil 4.15,4.16,4.17) verilmiştir. MDA–MB-231 hücre hattında U.intermedia 

ekstresinde 62.5 µg/mL‟de % 23.65 canlılık gözlenmiştir.  

 
 

Şekil 4.13. U. lapponica ve U.intermedia ekstrelerinin MDA–MB-231 hücrelerinin 

canlılığı üzerindeki etkisi 

 

 
 

Şekil 4.14. U. florida ekstresinin MDA–MB-231 hücrelerinin canlılığı üzerindeki etkisi 
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Şekil 4.15. Usnea lapponica ekstresinin MDA–MB-231 hücrelerinin canlılığı 

                   üzerindeki etkisi 

 

 
 

Şekil 4.16. Usnea intermedia ekstresinin MDA–MB-231 hücrelerinin canlılığı 

                  üzerindeki etkisi 

 

 
 

Şekil 4.17. Usnea florida ekstresinin MDA–MB-231 hücrelerinin canlılığı üzerindeki 

                   etkisi 
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5. TARTIŞMA 

Likenler, çok eski zamanlardan bu yana çeşitli hastalıkların tedavisinde 

kullanılmaktadır. Bu şekilde tedavi amaçlı kullanımları ise mikobiyont metabolizmadan 

elde edilen ikincil biyolojik metabolitlerinden kaynaklanmaktadır (Pala ve Gurkan, 

2008; Halliwell ve Gutteridge, 1989). 

Usnea cinsi Parmeliaceae familyasının bir üyesi olarak birçok Avrupa ve Asya 

ülkelerinin Flora‟larında kayıtlıdır. Birçok türü başta tıbbi amaçla olmak üzere Dünya 

genelinde çeşitli amaçlarla kullanılmaktadır (Clerc, 1997). Bu tez kapsamında Usnea 

cinsine ait üç liken türü toplam fenol ve toplam flavonoit miktarı bakımından 

incelenmiş, in vitro testlerle antioksidan, antimikrobiyal ve sitotoksik etkileri ile DNA 

molekülü üzerine etkileri değerlendirilmiştir.  

Ekstrelerin toplam fenol miktarını tespit etmek için fosfomolibdat ve fosfotungstat 

karışımı bir reaktif olan Folin-Ciocalteu reaktifi kullanılmış; ekstrelerin fenolik içeriği 

kolorimetrik olarak tayin edilip gallik asite eş değer olarak hesaplanmıştır. Üç farklı 

liken türü için toplam fenol miktarı sırasıyla U. lapponica için 87.62 ± 4.37 

mgGAE/gekstre, U. florida için 85.15 ± 2.12 mgGAE/gekstre, U. intermedia için ise 73.74 ± 

1.62 mgGAE/gekstre olarak bulunmuştur. Ekstrelerin toplam flavonoit miktarları ise 

kateşine eş değer olarak hesaplamış ve sırasıyla U. florida „da 23.06 ± 3.34 mgCA/gekstre, 

U. intermedia‘da 17.95 ± 3.23 mgCA/gekstre, U. lapponica‟da ise 17.74 ± 0.41 

mgCA/gekstre olarak kaydedilmiştir. Toplam fenol miktarı en yüksek U. lapponica (87.62 

± 4.37 mgGAE/gekstre) türü bulunurken, toplam flavonoit miktarı en yüksek olan tür ise U. 

florida 23.06 ± 3.34 mgCA/gekstre olarak belirlenmiştir (Tablo 4.2). Usnea türlerinin 

fenolik içeriklerinin belirlendiği çalışmalara bakıldığında; U. florida‘dan elde edilen 

metanol ve su ekstrelerinin toplam fenol içeriği su ekstresinde 10.04 ±0.0001 

mgGAE/gekstre, metanol ekstresinde ise 10.5 ±0.0004 mgGAE/gekstre olarak bulunmuştur. 

Bizim çalışmamızda ise aynı tür için % 70‟lik metanol ekstresinde toplam fenol miktarı 

U. florida için 85.15 ± 2.12 mgGAE/gekstre hesaplanmıştır (Odabaşoğlu ve ark., 2004). U. 

intermedia‘nın toplam fenol içeriğinin değerlendirildiği başka bir çalışma da ise türün 

etanol, metanol ve aseton ekstreleri hazırlanarak toplam fenol içeriğine bakılmıştır. 

Çalışmada U. intermedia için metanol ekstresinde toplam fenol miktarı kuru liken 

örneğinde 2.397±0.3 mgGAE/gbitki bizim çalışmamızda ise 73.74 ± 1.62 mgGAE/gekstre 
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olarak hesaplanmıştır (Oran ve ark., 2016). Elde edilen sonuçlardaki farklılıklar, 

kullanılan yöntemlerdeki farklılardan ve ekstraksiyon metodunda kullanılan çözücü 

farklılıklarından kaynaklanabileceği gibi, likenlerin toplandığı lokasyonun çevresel 

veya iklimsel farklılıklarını da yansıtabilmektedir.   

Usnea türlerinin ana bileşenlerinden biri olan usnik asitin ekstrelerdeki miktar tayinini 

belirlemek için YBSK analizleri gerçekleştirilmiştir. Tüm ekstreler usnik asit miktarı 

bakımından değerlendirilmiş ve en yüksek usnik asit miktarı U. lapponica (334.59 ± 

9.21 mg/gekstre)‟da hesaplanmıştır. (Tablo 4.3 4.4). Diğer ekstrelerdeki usnik asit miktarı 

ise U. intermedia‘da 133.75 mg/gekstre U. florida‟da ise 84.29 mg/gekstre olarak 

hesaplanmıştır. Cansaran ve ark. (2006), U. florida‟nın usnik asit içeriğini belirlemek 

üzere yaptıkları bir çalışmada YBSK analizleri sonucu U. florida'da usnik asit ve 

vulpinik asit bulunduğu tespit edilmiş ve U. florida'nın usnik asit içerik miktarı 

hesaplanmıştır (Cansaran ve ark., 2006). Elde edilen sonuçlar neticesinde U. florida 

usnik asit miktarı 23.6 ±0.37 mg/gekstre olarak tespit edilirken, bizim çalışmamızda U. 

florida usnik asit miktarı 84.29 ± 5.65 mg/gekstre olarak tespit edilmiştir (Cansaran ve 

ark., 2006). Bizim çalışma materyalimiz olan U. intermedia‘nın usnik asit içeriğinin 

değerlendirildiği başka bir çalışmada ise U. intermedia‘ya ait 1gram liken örneğiyle 

hazırlanan metanol ekstresinde usnik asit miktarı 0.94±0.04 mg/gbitki olarak 

hesaplanmıştır (Oran ve ark., 2016).  

ABTS
•+

/TEAC yöntemi en çok kullanılan antioksidan aktivite tayin yöntemlerinden 

biridir (Okan ve ark., 2013). Bu yöntemde, deney ABTS
•+

 radikal çözeltisi üzerine, 

antioksidan içeren örneğin eklenmesi ve bunun sonucunda radikalin indirgenmesi ve 

oluşan mavi/yesil renkli rengin 750 nm dalga boyunda ölçülmesi esasına dayanmaktadır 

(Apaydın, 2008). Ekstrelerin ABTS
•+

 radikalini süpürücü etkileri 0.5, 1 ve 2 mg/mL üç 

farklı konsantrasyonda incelenmiştir. Elde edilen veriler sonucunda en yüksek aktiviteyi 

gösteren U. intermedia olmuştur (Tablo 4.6). Konsantrasyon arttıkça ekstrelerin ABTS 

radikalini süpürcü etkilerinde artış gözlenmiştir. 

Oran ve ark. (2016), üç farklı liken türü (U. intermedia, U. filipendula, U. fulvoreagens) 

ile farklı çözücüler kullanarak hazırladıkları ekstrelerin fenol miktarını tayin etmiş, 

ayrıca ABTS yöntemi ile radikal süpürücü etkilerini ortaya koymuşlardır. Yapılan 

deney sonucunda U. intermedia metanol ekstresinde diğer çözücülerle hazırlanan 
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ekstrelere göre daha yüksek etki gözlenmiştir. Bizim çalışmamızda 1 mg/mL 

konsantrasyonda U. intermedia metanol ekstresinde ABTS radikalini süpürücü etki 

1.76±0.25 mmol/L/Trolox olarak bulunurken Oran ve ark. yaptığı çalışmada 141.6±6.0 

mg TE /100 gbitki olarak hesaplanmıştır (Oran ve ark., 2016). 

1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH˙) radikali, 517 nm de maksimum absorbans veren 

stabil bir radikaldir. Antioksidan özellik gösteren maddeler tarafından elektron ve 

hidrojen atom transferi ile DPPH˙radikali hidrazin türevlerine indirgendiginde 

absorbans değeri düşmektedir (Şekil 5.1) (Apaydın, 2008). 

 

DPPH ˙ (antioksidant, örn. fenolik)                (DPPH-H) (antioksidant serbest radikali) 

Şekil 5.1. DPPH ˙ radikali ile antioksidan arasındaki reaksiyon 

 

Ekstrelerin DPPH˙ radikalini süpürme kapasiteleri fizyolojik pH‟da incelenmiş ve 

sonuçlar % inhibisyon değerleri şeklinde verilmiştir. Ekstreler 0.125 mg/mL, 0.25 

mg/mL, 0.5 mg/mL, 1 mg/mL, 2 mg/mL, 4 mg/mL olarak altı farklı konsantrasyonda 

incelenmiştir. Konsantrasyona bağlı olarak ekstrelerin DPPH˙ radikalini süpürücü 

etkisinin artmış olduğu tespit edilmiştir. Elde edilen sonuçlar doğrultusunda en yüksek 

aktiviteyi gösteren U. florida türü olmuştur. (Tablo 4.5). Usnea türlerinin antioksidan 

aktivitesini belirlemek amacıyla yapılan çalışmalara bakıldığında; bizim çalıştığımız 

liken türlerinde DPPH˙ radikalini süpürcü etki tayin yöntemi ilk defa tarafımızdan 
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kullanılmıştır. Ancak diğer Usnea türleri için bu yöntemin kullanıldığı çeşitli çalışmalar 

mevcuttur (Pavithra ve ark., 2013; Popovıcı ve ark., 2018). 

Sonuç olarak farklı yöntemler kullanılarak bitkilere ait metanol ekstrelerin antioksidan 

kapasiteleri değerlendirilmiştir. Her yöntem için elde edilen farklı sonuçlar, 

yöntemlerde kullanılan reaksiyon ortamlarının farklılıklarından kaynaklanabildiğini 

göstermektedir. Ayrıca bu durum etkiden sorumlu bileşiklerin farklı çüzünürlüklere 

sahip olmasından da kaynaklanabilmektedir. Bazı bileşikler reaksiyon ortamında çok iyi 

çözünerek yüksek etki gösterebilmektedir. Ayrıca ortamda aktiviteyi etkileyen diğer 

birleşiklerin varlığı da farklı sonuçlar elde edilmesine sebep olabilmektedir. 

Liken metabolitleri üzerine yapılan birçok çalışmada antimikrobiyal etkisi üzerinede 

araştırma ve çalışmalar yapılmıştır. Yaptığımız çalışmada U. florida, U. intermedia, U. 

lapponica liken ekstrelerinin 6 bakteri suşu ile 1 fungus türüne karşı antimikrobiyal 

etkileri test edilmiştir ve meydana gelen inhibisyon zonları (Tablo 4.7) gösterilmiştir. 

Bu sonuçlara göre C. albicans türüne karşı herhangi bir antifungal aktivite 

kaydedilmemiştir. Pozitif kontrol olarak kullanılan ampisilin ve nystatin genel olarak 

liken ekstrelerinden daha yüksek aktiviteye gösterirken, negatif kontrol olarak 

kullanılan DMSO ve suda aktivite gözlenmemiştir. Usnea ekstreleri M. luteus ve 

S.aureus bakteri suşları harici etki göstermemiştir. U. intermedia ekstresi en yüksek 

inhibisyon çapı M. luteus bakteri suşu üzerine olduğu gözlemlenmiştir. Usnea 

ekstrelerinin antimikrobiyal aktivitelerinin hiç gözlemlenmediği suşlar ise E. coli, P. 

mirabilis, E. aerogenes, B. subtilis ve C. albicans olarak tespit edilmiştir. Pozitif kontrol 

olarak kullanılan ampisilin bakteriler için ve nystatin ise fungus için en yüksek aktivite 

göstermiştir. 

Yapılan bazı çalışmalarda Usnea türlerinin diğer tüm mikroorganizmalara karşı farklı 

seviyelerde antimikrobiyal aktivite gösterdikleri belirlenmiştir. U. florida‘nın 

antimikrobiyal etkisinin belirlendiği bir çalışmada E. coli, S. aureus, E. fecalis, P. 

mirabilis, P. Auroginosa,  B. subtilis ve B. megaterium bakterileri test edilmiştir. E. coli, 

S. aureus, E. fecalis, P.mirabilis, P. Auroginosa bakterileri üzerine U. florida‟nın 

antimikrobiyal etkisi görülmezken B. subtilis ve B. megaterium üzerine antimikrobiyal 

aktivite gösterdiği belirlenmiştir. U. longissima türünün antimikrobiyal aktivitesinin 

belirlendiği bir başka çalışmada S. aureus, K. pneumonia, P. aeruginosa, S. dysenteriae, 
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E. coli ve S. typhi bakterileri test edilmiştir. E. coli harici bütün mikroorganizmalar 

üzerine antimikrobiyal aktivitenin olduğu belirlenmiştir. U. florida, U. hirta, U. 

subflorida, U. barbata, U. longissima, U. rigida liken türlerinin aseton ekstrelerinin B. 

megaterium veya Bacillus subtilis‘a karşı aktivite gösterdiklerini ancak Staphyloccoccus 

aureus ve Pseudomonas aeruginosa‟ya karşı aktivite göstermediklerini açıklamıştır 

(Cansaran, 2006). Yaptığımız çalışmada aynı liken türlerin çözücü farklılığından 

kaynaklanan sebepten dolayı farklılık gösterdeğini gözlemlemekteyiz. Bizim yaptığımız 

çalışmada ise U. intermedia„nın M. luteus bakteri şuşu üzerinde en aktif olduğu 

belirlenmiştir. Ayrıca Candida albicans üzerine bir etki yaptığımız çalışmada 

gözlenmemiştir. Dolayısıyla aynı cinse mensup likenlerin antimikrobiyal etkinliklerinin 

tür bazında farklılık gösterebildiği gibi bu değer arasındaki farklılığın ve değişkenliğin 

kullanılan çözücü veya rakıma bağlı değişkenlik gösterebileceği de düşünülebilir. 

Liken ekstrelerinin DNA ile etkileşimlerini belirlemek için plazmit DNA (PBR322) 

kullanılmıştır. PBR322, form I, form II ve form III olmak üzere üç farklı formda 

bulunmaktadır. Süpercoil yapıyı form I, açık halkasal yapıyı form II temsil eder. Form 

III ise sadece plazmit DNA da çift zincirin kırılması sonucunda ortaya çıkan doğrusal 

yapıdaki plazmit DNA ya verilen isimdir. H2O2 varlığında DNA‟nın UV ışınlarına 

maruz kalması süper kıvrımlı halkasal DNA‟nın kırılmalar ve doğrusal DNA zincirde 

bir ya da daha fazla kırık meydana gelmekte yoğunluk ve ilerleyiş değişmektedir (Tepe 

ve ark., 2001). Çeşitli liken türlerinin DNA koruyucu aktivite gösterdiğine yönelik 

birkaç çalışma rapor edilmiştir (Korkmaz ve ark., 2018). Bizim yapmış olduğumuz 

DNA koruyucu aktivite belirlenmesinde elde ettiğimiz sonuç (Şekil 4.6) belirtilmişir. 

PBR322 DNA UV ve H2O2 ile muamele edilmiş DNA‟da Form II ve Form I‟in hareketi 

ve yoğunluğunda değişiklikler olduğu gözlenmiş, form I yapısının konsantrasyonu 

azalmış form II yapısının yoğunluğunda artış belirlenmiş, kırılmalara bağlı olarak form 

III yapısı açığa çıkmıştır. Liken ekstreleri ile etkileşim sonucunda ise kontrol grubunda 

olduğu gibi UV ve H2O2 „nin neden olmuş olduğu hasar ortadan kalkmıştır. Bu yönteme 

göre, liken ekstrelerinin UV ve H2O2 „ye karşı DNA koruyucu aktivite göstermiştir 

gösterdiği belirlenmiştir. U. florida, U. intermedia, U. lapponica türlerinin içerdikleri 

sekonder metabolitler ayrı ayrı değerlendirilerek belirlenmesi durumunda bu 

metabolitler ilaç, kozmetik ve endüstriyel sanayinden ürün olarak değerlendirilebilir. 
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Tedavi edici potansiyel etkileri ve halk arasında tedavi amaçlı kullanılan bitkiler ve 

aktif bileşenleri son zamanlarda kanser tedavisi için yeni ilaç araştırmalarının birçoğuna 

konu olmuştur. Bitkisel ekstrelerin veya bitkilerden elde edilen bileşiklerin hücre 

kültürü çalışmalarında hücre canlılığını ve çoğalmasını belirlemek için kullanılması da 

son yıllarda oldukça popüler hale gelmiştir. Bu amaçla birçok yöntem geliştirilmiş olup, 

bu yöntemlerden en kullanışlı olanlar, 96 kuyucuklu plakaların kullanıldığı deney 

düzenekleridir. Böylece birçok örnek aynı anda ve hızlı analiz edilebilmektedir.  

Sitotoksisite deneyleri değişik parametreleri kullanarak hücre ölümünü ve çoğalımını 

belirlemek için kullanılmaktadır. Bu çalışma kapsamında liken ekstrelerinin sitotoksik 

aktiviteleri A549 akciğer kanseri hücre hattında MDA-MB-231 meme kanseri hücre 

hattında test edilmiştir.  

A549 hücre hattında U. florida ekstresi 250 µg/mL‟ de %36.03 canlılık seviyesi ile 

sitotoksik etki göstermiş olup aynı konsantrasyonda diğer türlerde A549 hücrelerine 

karşı toksik etki görülmemiştir. 125 µg/mL konsantrsyonda liken türlerinin A549 

kanserli hücre hattında canlılığı % 50‟nin altına düşüremediği gözlemlenmiştir. 1000 

µg/mL‟ de sırasıyla U. intermedia (% 23.99) U. lapponia (% 25) U. florida (% 25.68) 

A549 hücrelerine karşı sitotoksik etkili olarak tespit edilmiştir.  

MDA-MB-231 hücre hattında çalışılan liken ekstrelerinin sitotoksik aktivitelerinin 

sonuçlarına göre. MDA-MB-231 hücrelerine karşı en yüksek toksisite U. intermedia 

ekstresinde 31.25 µg/mL‟de %32.70 canlılık değeri ile belirlenmiş olup aynı 

konsantrasyonda diğer türlerde benzer toksik etki görülmemiştir. 15.625 µg/mL‟ de 

liken türleri canlılığı % 50‟nin altına düşürememişlerdir. 125 µg/mL‟ de ise tüm liken 

türleri sitotoksik etki göstermiştir. 1000 µg/mL konsantrasyonda toksisite sıralaması U. 

lapponica (% 3.45), U. intermedia (% 3.60), ve U. florida (% 4.57) olarak tespit 

edilmiştir.  

Usnea türlerinin 1000µg/mL konsantrasyonda A549 ve MDA-MB-231 hücre hattı 

sitotoksik etkileri karşılaştırıldığında türlerin iki kanser türü üzerinde toksik etki 

gösterdiği ancak MDA-MB-231 hücrelerine karşı daha etkili olduğu görülmektedir. U. 

intermedia„nın iki kanser türü üzerine sitotoksik etkileri ise diğer çalışılan liken 

türleriyle karşılaştırıldığında daha düşük olarak bulunmuştur. Usnea türlerinin sitotoksik 
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etkilerinin çalışıldığı literatürlere bakıldığında bizim çalıştığımız türler ile 

belirlediğimiz kanserli hücre hatlarında sitotoksik etkileri ilk defa tarafımızdan 

belirlenmiştir.  
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Günümüzde kanser henüz çözümlenmemiş önemli bir sağlık problemidir. Dünya 

Kanser Araştırma Fonu (WCRF) verilerine göre, dünyada en çok görülen kanser türleri 

sırasıyla erkeklerde akciğer kanseri, kadınlarda meme kanseri olduğu görülmüştür 

(WHO, 2019). Kanser tedavisinde kullanılan bu temel yöntemlerin ve ilaçların tedavide 

yetersiz olduğu düşünülmektedir. Son yıllarda kanser tedavisinde karşılaşılan sorunlar 

nedeniyle alternatif yöntemler aranmaktadır. Bu amaç doğrultusunda son zamanlarda 

yapılan çalışmalarda çeşitli kanser tiplerine karşı bitkisel ve fungus kaynaklı ilaçların 

etkileri araştırılmaya başlanmıştır (Özenoğlu ve ark., 2013). Likenler, çok eski 

zamanlardan bu yana çeşitli hastalıkların tedavisinde kullanılmaktadır. Tedavi amaçlı 

kullanımlarının amacı mikobiyont metabolizmadan elde edilen likenlerin ikincil 

biyolojik metabolitlerini esas almaktadır (Pala ve Gurkan, 2008; Halliwell ve 

Gutteridge, 1992). Yaptığımız çalışmamız kapsamında Usnea türlerinin MDA-MB-231 

hücre hattına daha güçlü toksisite gösterdiği tespit edilmiş daha ayrıntılı çalışmalarla bu 

aktiviteden sorumlu bileşiklerin tespit edilmesi amaçlanmıştır. Usnea türlerimiz ile 

yaptığımız çalışmalarda A549 ve MDA-MB-231 hücre hattında sitotoksik etki, 

antioksidan aktivite ve antimikrobiyal aktivite arasında bir doğrusallık saptanmamıştır. 

Aktiviteden sadece usnik asitin sorumlu olmadığı aynı zamanda Usnea türlerinin 

içerdiği diğer sekonder metabolitlerin de aktiviteye katkı sağladığı yorumlanmıştır. 

Usnea liken türleri üzerine literatürde birçok çalışma olmasına rağmen U. lapponica 

„nın biyolojik aktiviteleri üzerine yapılan çalışma literatürde mevcut değildir ve bu 

çalışmada bu türe ait usnik asit ve toplam fenol ve toplam flavonoit miktarı aynı 

zamanda antioksidan, antimikrobiyal, akciğer ve meme kanser hatları üzerine gösterdiği 

sitotoksik aktivite tarafımızca ilk defa araştırılmış olup literature katkı sağlayacağı 

düşünülmüştür. 

Elde edilen bu sonuçlar ön çalışma niteliğinde olup etkiden sorumlu bileşiklerin tespit 

edilip, değerlendirilmesi ve daha kapsamlı çalışmalar yapılarak araştırmalara yön 

verilmesi planlanmaktadır. 
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