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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

TURKIYE’DE YAYILIS GOSTEREN BAZI USNEA DILL. EX ADANS.
TURLERININ BIiYOLOJIK
AKTIVITELERININ BELIRLENMESI

GOKCENUR ILIK

YOZGAT BOZOK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANA BiLiM DALI

TEZ DANISMANI: Dr. Ogr. I”J__yesi MUSTAFA KOCAKAYA
IKINCi DANISMAN: Dr. Ogr. Uyesi SELEN ILGUN

Bu ¢aligmada, Tiirkiye’de yayilis gosteren Usnea lapponica Vain, Usnea intermedia
(A. Massal.) Jatta, Usnea florida (L.) Weber ex F.H. Wigg. tiirlerinden elde edilen
metanol ekstrelerin antimikrobiyal, antioksidan aktiviteleri ile sitotoksik etkilerinin
ve DNA koruyucu etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir. Ug liken tiirii i¢in usnik
asit miktarlar1 Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi yontemi ile tespit edilmis olup en
yiiksek miktar U. lapponica’da (334.59 + 9.21 mg/gekstre) bulunmustur. En yiiksek
toplam fenol icerigi U. lapponica‘da (87.62 £+ 4.37 mgcae/Qekstre), toplam flavonoit
miktart ise U. florida ‘da (23.06 £ 3.34 mgca/Qekstre)” da tespit edilmistir. Antioksidan
aktivite i¢in DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) ve ABTS [2,2’-azino-bis (3-
etilbenzathiazolin-6- sulfonik asit)] yontemleri kullanilmis olup, U. lapponica en
yiiksek DPPH radikalini siipiiriicii aktiviteyi, U. intermedia ise en yiiksek ABTS
radikalini  stipiiriici  aktiviteyi  gostermistir. ~ Antimikrobiyal  aktivitenin
aragtirilmasinda disk difiizyon yontemi kullanilmis, en iyi etki Micrococcus luteus
tizerine 13 mm’lik zon ile U. intermedia’nin metanol ektresinde gdzlenmistir.
Sitotoksik aktivite ise insan akciger kanseri (A549) ve meme kanseri (MDA-MB-
231) hiicre hatt1 lizerinde MTT testi ile saptanmustir. A549 tizerine U.florida (250
ug/mL % 36.0301 canlilik) MDA-MB-231 {izerine ise U. intermedia ekstresinde
(62.5 pg/mL %23.65 canlilik) en giiclii sitotoksik etki gézlenmistir. Ayni zamanda
calisilan tiim tiirlerin DNA koruyucu etkisi oldugu pBR322 plazmid DNA’s1
kullanilarak belirlenmistir.
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ANAHTAR KELIMELER: Antioksidan, Antimikrobiyal, DNA cleavage, Liken
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ABSTRACT

MASTER THESIS

DETERMINATION OF BIOLOGICAL ACTIVITIES OF SOME SPECIES
OF USNEA DILL. EX ADANS. DISTRIBUTED IN TURKEY

GOKCENUR ILiK

YOZGAT BOZOK UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF BIOLOGY

SUPERVISOR: Asst. Prof. Dr. MUSTAFA KOCAKAYA
CO-SUPERVISOR: Asst. Prof. Dr. SELEN iLGUN

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 mgcae/ Jextract), 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 pg/mL % 36.0301 viability) on A549 and
U. intermedia extract (62.5 pg/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.

2021, 75 PAGE

KEYWORDS: Antioxidant, Antimicrobial, DNA cleavage, Lichen, Cytotoxicity,
Usnea
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte asagida
sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

°C Santigrat Derece

% Yiizde

Mg Miligram

mL Mililitre

mm Milimetre

nm Nanometre

ng Mikrogram

pL Mikrolitre

g Gram

Kisaltmalar Aciklamalar

%AA Yiizde Antioksidan Aktivite

ABS Absorbans

ABTS 2,2'-Azino-bis (3-etilbenzenothiazoline-6-
stilfonik asid)

DMSO Dimetil Siilfoksit

DNA Deoksiriboniikleik Asit

DPPH 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

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

HPLC Yiiksek performansli sivi kromatografisi

YBSK Yiiksek basingli sivi kromatografisi

Xii



1. GIRIS

M.O. IV. yiizyilda ‘Liken’ terimi ilk defa Theophrastus tarafindan kullanilmistir. Ilk kez
Alman botanik¢i Schwenderer tarafindan alg ve mantarlardan meydana gelen
organizmalar olduklar1 ifade edilmistir (Karamanoglu, 1971). Sistematik botanikgi
Vainio (1890), Reinke (1894,1896) ve Zahlbruckner (1907,1926) tarafindan yapilan
calismalarda likenler, likenlesmis mantarlar olarak diger mantarlardan ayri bir grup
olarak belirtilmistir (Cobanoglu ve Yavuz, 2003). Likeni olusturan mantar bilesenleri
genellikle Ascomycetes (% 98), Basidiomycetes (% 0,4), Deuteromycetes (% 1,6)
smiflarindan; alg bileseni ise ¢ogunlukla Yesil algler (% 90) ya da Siyanobakterler (%
10) grubundandir (Hale, 1974). Bu ayr1 bilesenler bir araya geldikleri zaman mantar ve
algler ile benzerlik gostermeyen uzun omiirlii bir tallus meydana getirmektedirler.
Ayrica yapiya katilan mantar ve algler mikroskop altinda inceleme yapildiginda teshisi
yapilabilmektedir (Ahmadjian, 1993). Bu birliktelik sonucunda; mantar hifleri, liken
tallusunun ihtiyac1 olan su, CO, ve mineral maddeleri elde ederler. Alg hiicreleri,
Klorofili sayesinde sentezledigi bazi organik maddeleri ve elde ettigi oksijeni ortama
verirler (Ahmadjian,1982).

Morfolojilerine gore yapraksi (foliose), kabuksu (crustose), dalsi (fruticose) ve pulsu
(squamulose) gruplandirilan likenlerin tiremesi sporlar vasitasiyla ya da izid, sored ve
vejetatif ‘tallus’ yapilar1 araciligla gergeklesmektedir. Likenin mikroskop altindaki
kesitinde, algler ve mantar hifleri tallus i¢inde homojen bir sekilde dagilma gosteriyorsa
bu tiir talluslara “homeomerik tallus”; tabakalasmis bir yapi gosteriyorsa da bu tiir
talluslu yapilara “heteromerik tallus” denilmektedir. Heteromerik tallus gelismis kabul
edilebilmesinin yani sira genellikle Chlorophyta (yesil algler) hiicreleri igceren likenlerde
daha fazla goriiliir. Homeomerik tallusta ise likenler sadece Cyanobacteria (mavi-yesil
algler) igeren likenlerden olusmaktadir. Likenlerin geneli, dista alg tabakasini ile
cevirilen jelatinli, ¢ift c¢eperli ve birbirine sarili hiflerden olusan korteks tabakasi
icermektedir. Alg hiicresinin meydana getirip olusturdugu gonidi tabakasi alt kisimda,
kalin ceperli mantar hiflerinden meydana gelen ve tallusun biiyiik kismini olusturan
medulla tabakasi bulunmaktadir. Likenlerin bazilari, genellikle yapraksi olanlarda alt
korteks tabakasi ve substrata (kaya, toprak, aga¢ kabugu vb.) tutunmasini saglayan

rizinler de bulunmaktadir (Fahselt, 1994).



Likenler, ‘liken maddeleri’ ad1 verilen ve birgogu kendine 6zgii olan ¢esitli metabolitleri
sentezlemektedirler (Huneck, 1999). Liken maddeleri arasinda aminoasit tiirevleri,
alifatik asitler, kinonlar, kromonlar, ksantonlar, dibenzofuranlar, depsidler, depsidonlar,
depsonlar, terpenoidler, steroidler ve karotenoidler gibi bilesikler yer almaktadir.
Likenlerde bulunan organik bilesiklerin biiyiik bir boliimii, mantar hiicresi iginde veya
hiflerin yilizeyinde depolanan suda ¢6ziinmeyen sadece organik c¢oziiciilerle ekstre
edilebilen sekonder metabolitlerdir. Liken sekonder metabolitleri hastaliklarin
tedavisinde uzun yillardir kullanilmaktadir (Miao ve ark, 2001). Sekonder metabolitler,
antiviral, antimikrobiyal, antifungal, antiprotozoal, antikanser, antioksidan, antitimor,
antililserojenik, antinosiseptif ve anti-inflamatuar faaliyetleri gibi 6nemli biyolojik
etkilere sahiptirler (Mitrovic ve ark, 2011).

Antibiyotige direncli mikroorganizmanin gelismesi hastaliklarin tedavi edilmesini
zorlagtirmigtir. Bu nedenle, hizla gelisen ilaca direngli mikroorganizmalar igin
caligsmalar terapotik ajanlarin gelismesi yoniinde ilerleme kaydetmistir. Likenler dogal
antimikrobiyal ajanlar olarak yeni tasarlanmis ilaglar1 iiretmede alternatif bir kaynak

olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (Shukla ve ark, 2010).

Stres, toksinler gibi dig faktorlerin etkisiyle organizmada serbest radikaller olusur.
Serbest radikaller, proteinler, niikleik asitler, lipitler ve karbonhidratlar gibi
biyomolekiillerle kolayca reaksiyona girebilir. Yaslanma, kanser, kalp damar
hastaliklar1 gibi hastaliklarin olusmasina neden olur (Lobo ve ark, 2010). Serbest
radikaller oksidatif strese sebep olmaktadir. Oksidatif stresin sebep oldugu rahatsizlar
ortadan kaldirmak icin ¢alismalar dogal antioksidan yoniinde ilerlemektedir. Dogal
antioksidan kaynaklarini bulmak i¢in ¢aligmalar liken tiirleri iizerine yogunlagmigtir
(Naveena ve ark, 2008). Kanser, hiicrenin biiyiimesi ve hiicredeki genlerinin mutasyonu
sonucunda ortaya c¢ikmaktadir (Guyton ve Hall, 2001). X-isinlari, gama isinlari,
ultraviyole 1sinlar1 kansere neden olan faktorlerdendir. Bu 1sinlarin etkisi altinda doku
hiicrelerinde olusan iyonlar yiiksek derecede reaktif olduklarindan, DNA =zincirini
kopararak birgok mutasyonun olusmasina sebep olmaktadirlar (Guyton ve Hall, 2001).
Liken sekonder metabolitlerinden elde edilip en ¢ok ¢alisilan asit ‘usnik asittir’. Usnik

asit 1844’den bu yana en ¢ok calisilan ve ticari olarak elde edilen liken metabolitidir



(Mitrovic ve ark, 2011). Usnik asit kanser hiicrelerinin hareketinde, apoptozisin
diizenlenmesinde ve tiimorogenezde onemli bir rol oynarmaktadir. Likenin sekonder
bilesenlerinden olan usnik asittin antikansere etki ettigi yapilan bir¢ok calismada

belirtilmistir (Nguyen ve ark, 2014).

Likenler ekolojik a¢idan son derece onemlidir. Ciinkii salgiladiklari liken asitleri
sayesinde kalkerli kayalar1 yavas yavas parcalamaktadirlar. Olusan kiigiik taslar
tizerinde karayosunlar1 gelismektedir. Yiiksek bitkiler ise ince toprak tabakasi veya
humus iizerinde gelismektedir. Bu sebeple likenler, bitki Ortiistiniin siiksesyonal gelisim
stirecinde birincil katkiya sahiptir. Eski ¢aglardan bu yana ekonomik anlamda, tipta,

besin olarak ve parfiim sanayisinde kullanilmistir (Duman-Cansaran, 2007).



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Liken Sekonder Metabolitleri

Likenler bir kismi1 mantar bir kism1 alg ile ortak birlesimi tarafindan sentez edilen
proteinler, aminoasitler, polioller, polisakkaritler, karotenoidler ve vitaminler gibi
canlida bulunan yasamsal islevler ile iliskili olan “primer (birincil) metabolitlerden”
olusur. Sekonder (ikincil) metabolitler temel yasamsal islevler ile dogrudan iligkisi
bulunmamaktadir. Likenlerden izole edilen birincil metabolitlerin cogu liken yapisi i¢in
0 tiire 6zgi degildir. Cilinkii metabolitler yiiksek yesil bitkilerden, alglerden ve serbest

yasayan mantarlardan da elde edilebilmektedir (Nash, 2008).

Likenlere 6zgii sekonder metabolitler ¢gogunlukla terpenoitler, kinonlar, polifenoller ve
poliketitlerdir (Eisenreich ve ark., 2001). Sekonder metabolitlerin bazilar1 likenlesmis
mantarlar tarafindan tretilebilmektedir (Ahmadjian, 1982). Bunun sebebi, fotobiyont
varhigmin, ¢ogu metabolitin uygun bir sekilde sentezlenmesi icin gerekli sartlarin
olusturulmasi gerektiginden kaynaklanmaktadir (Lawrey, 2009). Likenlere ait sekonder
metabolitler cogunlukla asidik 6zelliklere sahip olamasi sebebiyle “liken asitleri” olarak
isimlendirilmektedir. Liken bilesiklerinin baz1 kisimlar1 mantarlar veya bitkiler
tarafindan sentezlenmektedir ancak genel yapilarina bakildiginda ise tamamen likenlere
0zgli oldugu goriilmistiir (Huneck, 2001; Romangi ve Dayan, 2002; Shukla ve ark.,
2010).

Liken asitleri olarak bildigimiz ikincil metabolitler likenlerin mantar birlikteligi
tarafindan elde edilmistir. Ayrica bu bilesikler likenlerde bulunan organik bilesiklerin
genelini olusturmaktadirlar. Calismalarda elde edilen sonuglar sunu gostermektedir,
kabuksu likenler gibi yavas biiyiiyen likenlerin kendilerini savunmalar: igin trettikleri
liken asitleri biiytimelerini zorlastirmaktadir (Miiller, 2001). Sentez edilen liken
asitlerinin say1 ve cesitliligi, likenlerde tiirler arasinda degisiklik gostermektedir. Bu
sebepten dolay: farkli liken tiirleri farkl liken asitlerini bulundurur (Stocker-Worgatter,
2008). Bir liken tiirii ¢ok sayida 6zgiin sekonder metabolit sentezleyebilmenin yani sira
metabolitin sayis1 ve cinsi de bulundugu kosullara gore likende degisiklige sebep
olmaktadir (Deduke ve ark., 2012).



Liken tiirlerinin biiyiik bir kisminin geleneksel kullanimlara ait bilgilerin oldugu goriilse
de giiniimiizde bu verileri destekleyen bilimsel calismalara 6nem verilmektedir.
Likenlere ait sekonder metabolitlerin gesitli biyolojik aktiviteleri ile ilgili ¢alismalar
yapilmigtir. Sekonder metabolitler, antiviral, antimikrobiyal, antifungal, antiprotozoal,
antikanser, antioksidan, antitimdr, antiiilserojenik, antinosiseptif ve anti-inflamatuar

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

Likenlerde meydana gelen biyosentez olaylar1 sonucunda olusan sekonder metabolitler
genellikle ince kristaller halinde tallusta depo edilir, bu da likenlerin kendine 6zgii
renklerini meydana getirir. Sekonder bilesiklere 6rnek olarak orsellinik asit, lekanorik
asit, evernik asit ve usnik asit verilebilir (Nash, 2008). Liken sekonder metabolitleri
arasinda 6ne ¢ikan ve antibiyotik etki géstermesinin yani sira ve giiglii biyolojik etkileri
sahip olan ‘usnik asit’ ¢ogu likende bulunan sarimsi parlak renkte olan bir bilesiktir
(Prateesksha, 2006). (C18H1607) (Ahmadjian ve Mason, 1973). Usnik asit dibenzofuran
yapisindadir (Culberson ve Elix, 1989) ve usnik asitin antibakteriyel etki ¢alismalari
yaklagik olarak 50 yil 6ncesine dayanmaktadir (Cochietto ve ark., 2002). Usnik asit
¢oztiniirligi disiik oldugundan genellikle tuz olarak ve 6zellikle de sodyum tuzu olarak
kullanilmaktadir (Savich ve ark., 1960). Yapilan ¢alismalarda gesitli kanser tiplerine
kars1 bitkisel ve fungus kaynakli tedavi amacl usnik asitin etkileri arastirilmaktadir.
Yapilan bu caligmalar sonucunda likenlerin kanser tedavisinde kullanilabilecegi bir¢ok
arastirmaci tarafindan belirlenmistir (Dias ve Urban, 2009; Dingsoy ve Cansara-Duman,

2017; Singh ve ark, 2013).
2.2. Likenlerin Kullanim Alanlar:

Collerden kutuplara kadar diinyanin dort bir yaninda yaklasik olarak 20 bin liken tiirii
bulundugu ortaya ¢ikmistir ve genellikle havasi temiz olan yasam alanlarini tercih
ettikleri goriilmiistiir. Zor sartlara dayanikli ve uzun oémiirlii olmalarina karsin ¢ok yavas
bliyiime gosterirler. Tirkiye’de likenlerle ilgili yapilan calismalarda 360 makale
yayinlandigint  bildirmistir  (John, 2004). Tiirkiye’de likenlesmis mantarlarin
biyogesitliliginin belirlenmesine yonelik ¢aligmalarin  gegmisi ¢ok eski tarihlere
dayanmamaktadir. Tiirkiye’de 2007 yilinda yapilmis olan bir ¢alismada likenlesmis
mantar sayisinin 1300 civarinda oldugu belirlenmis ama bulundugu boéyleye uyum

saglamas1 ve habitat cesitliligi dikkate alindiginda yaklasik olarak 2000’e yakin tiir
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olabilecegi belirtilmistir (Halic1 ve ark., 2007). 2017 yilinda yayimlanan Tiirkiye Liken
Listesi’nde yaklasik 1800 tiir oldugu belirtilmistir (John ve Tirk, 2017). Likenler;
diinya iizerinde kozmetik, dekorasyon, gida, boya, ilag, deri sanayi vb. alanlarda siklikla
kullanilmaktadir. Ayrica likenler bitkiler gibi renkli bilesikler iiretebilmektedir ve
ikincil metabolitleri sayesinde renk verme 6zelligine sahiptirler (Huneck ve Yoshimura,
2001; Orange, 2001). Diinyanin bazi bélgelerinde liken asitleri pamuklu ve yiinli
boyamacilik i¢in 6nemli bir boya maddesi olarak kullanilmaktadir (Kok, 1996).

Likenler sahip olduklar1 ozellikleri sayesinde ¢ok eski zamanlardan bu yana cesitli
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Tedavi amagli kullanimlart mikobiyont
metabolizmadan elde edilen likenlerin ikincil biyolojik metabolitleri sayesindedir
(Kirmizigtil ve ark., 2003; Johnson ve ark., 2011). Liken o6rnekleri ile yapilan
calismalardan elde edilen sonuglar; likenlerin % 50’sinden fazlasinin antibiyotik etki
gosterdigini ve en etkili maddelerin ise usnik asitler ve pulvunik asitler oldugunu
gostermistir. Bu maddelerin gram pozitif bakterilere, baz1 maya ve mantarlara karsi
aktivite gosterdikleri de belirlenmistir (Manojlovic ve ark., 2012). Bununla birlikte,
biyolojik aktivite gosteren polisakkaritlerin, enzimlerin ve yag asitlerinin potansiyel

olarak farmasétik etkiye sahip olabilecegi belirlenmistir (Kirmizigiil ve ark., 2003).
2.3. Likenlere Uygulanan Aktivite Testlerine Ait Genel Bilgiler
2.3.1. Antioksidanlar ve genel ozellikleri

Antioksidan, "oksidasyona karsi1" anlamina gelmektedir. Oksitlenebilir bir substrata
kiyasla diisiik konsantrasyonlarda bulunan ve bu substratin oksidasyonunu onemli
Ol¢iide oOnleyen herhangi bir madde, antioksidan olarak adlandirilmaktadir. Bu
maddelerin rolii hiicresel bilesenlerin zarar goérmesini Onlemektir. Antioksidanlar,
okside edilebilen bilesiklerin oksidasyonunu onleyerek viicutta kanser ve kalp-damar
hastaliklar1 gibi 6nemli rahatsizliklarin olugma riskini azaltmakta 6nemli bir rol
oynamaktadir. Antioksidan maddeler, bu tiir rahatsizliklara sebep olan serbest

radikallere ve reaktif oksijen tiirlerine kars: etki gostermektedir (Sehwag ve Das, 2013).



2.3.2. Serbest radikallar

Oksijen Tiurevi Serbest Radikaller

Serbest radikal, bir atomik yoriingede eslenmemis olan bir elektronu igeren molekiiller
olarak tanimlanabilir. Bir¢ok radikal oldukga reaktiftir ve diger molekiillere bir elektron
baglayabilir veya bir elektron ¢ikarabilir bu sebepten dolayr oksidan veya indirgeyici
gibi davranabilmektedirler. Serbest radikaller yiiksiiz, reaktif ve kisa 6miirlii molekiiller
de olabilir (Tablo 2.1).

Viicuttaki radikal olusumu hem endojen hem de ekzojen faktorlerden dolayr gesitli
mekanizmalarla olusmaktadir. Bilinen en Onemli serbest radikal, serbest oksijen
tiirevleridir. Ozellikle en ¢ok rastlanilanlart siiperoksit radikali ve hidroksil radikalidir.
Viicudumuzda kontrolsiiz serbest radikallerin olusmasi otoimmiin hastaliklarin,
kalpdamar rahatsizliklarinin  ve norodejeneratif hastaliklarin  olugmasina  yol

acabilmektedir (Halliwell ve Gutteridge, 1989; Pala ve Gurkan, 2008).
Siiperoksit Radikal

Siiperoksit (O, ) radikali, oksijene tek bir elektron eklenerek elde edilir. Siiperoksitin
olusmasinda rol oynayan cesitli mekanizmalar vardir (Halliwell ve Gutteridge, 1992).
Mitokondriyal membrandaki elektron tasima zinciri, oksijenin suya indirgenmesini
saglar. Bu iglem sirasinda, genellikle tasima zincirinin bilesenlerine baglanan serbest
radikal, ara maddeleri olusturur. Bu sebeple, mitokondriyal matrikse birkag elektron
sizint1 yapar ve bu da siiperoksit olusumuyla sonuglanir (Becker ve ark., 1999). Birkag
elektronun ¢evre sitoplazmaya sizmasindan dolayr da siiperoksit olusumu
gerceklesebilmektedir. Karacigerdeki sitokrom p450 oksidaz ve adrenal hormonlarin
sentezinde yer alan enzimler gibi baz1 enzimlerin aktivitesi bu olusuma 6rnek verilebilir
(Barbacanne ve ark., 1999; Tsao ve ark., 1998).

02+e —02 "~
Hidroksil Radikali

Hidroksil radikali (OH) en reaktif oksijen tiirevidir. Hidroksil radikali yiiksek oranda
sekerler, amino asitler, lipitler ve niikleotidlerde bulunur ve her tiir molekiille

reaksiyona girmesi en énemli 6zelligidir. Hidroksil radikal olusumu gesitli sekillerde
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ortaya ¢ikabilmektedir ama en 6nemli mekanizmasi in vivo’dur. Genel olarak bir veya
daha fazla eslestirilmemis elektron igerirler ve bu nedenle elementel durumdayken
kendileri radikaldirler. Hastaliklarda en onemli gecis metalleri demir ve bakirdir. Bu
elementler in vivo hidroksil radikallerinin iiretiminde 6nemli bir rol oynar. Hidrojen
peroksit, ilk olarak 1894'te Fenton tarafindan belirtilen bir reaksiyon olan hidroksil
radikalini tiretmek igin demir Il veya bakir | ile reaksiyona girmistir (Stohs ve Bagchi,
1995).

Stiperoksit ve hidrojen peroksit birlikte dogrudan reaksiyona girerek hidroksil radikalini
iretebilir. Bu sebeple gecis metali iyonlar1 varsa hizli bir sekilde ilerleyebilen bir
reaksiyon dizisi olusturulur. Viicuttaki demir ve bakirin ¢ogu bu reaksiyon sekansini
katalizlemek igin mevcut olmayan formlarda sekestrasyon edilmesine ragmen, in vivo
olarak hidroksil radikalinin olusumu i¢in bir mekanizma olarak 6nemlidir (Lloyd ve
ark., 1997).

Fe*? +H202— Fe* +OH "+OH(Fenton reaksiyonu)
02" "+H202—02+0H "+OH ™ (Haber-Weiss reaksiyonu)

Oksijen Tirevi Serbest Olmayan Radikaller

Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit, siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan katalize edilen bir
dismutasyon reaksiyonunda in vivo olarak olusur. Serbest bir radikal degildir. Fakat
diisiik konsantrasyonda hiicreye zarar verebilir ya da daha yiiksek konsantrasyonlarda
hiicresel enerji iireten enzimleri inaktive edebilir. Biyolojik zarlara kolayca niifuz
edebilir. H,O,'nin DNA iizerinde dogrudan bir etkisi yoktur fakat gecis metali
iyonlarmin varhigmda hidroksil radikali (OH") iireterck DNA'ya zarar verebilir. H,0,'yi
ortadan kaldirabilen baslica antioksidanlar enzimler katalaz, glutatyon peroksidaz ve

peroksiredoksinlerdir (Halliwell ve ark., 2000).

202"+ 2H" —02 + H202 (Siiperoksit anyonunun dismutasyonu)



Singlet Oksijen

Meta-kararli molekiiler oksijendir ve oldukga reaktif oksijen tiridir (Hojo ve ark.,
2000). Lipooksijenazlar, dioksijenazlar ve laktoperoksidaz gibi enzimler tarafindan
katalize edilen bazi1 enzimatik reaksiyonlardan olusur. DNA hasarina ve doku hasarina
neden olabilir ve oldukea giiglii bir oksitleyici maddedir (Kanovasky, 1989). Kloroplast
molekiillerini oksitleyebilir ve hiicre 6limiinii tetikleyebilir (Wagner ve ark., 2004).
Singlet oksijen bazen bir sinyal molekiilii olarak da kullanilir. Singlet oksijen 1s18a
duyarli baz1 bitkilerde ilag olarak kullanilabilir (6rn. florokinolon antibiyotikler) ve asir1

kullanimlarda cilt hasaria neden olabilir (Halliwell ve Gutteridge, 2006).

Tablo 2.1. Reaktif oksijen tiirleri

Oksijen Tiirevli Radikal Oksijen Tiirevli Olmayan Radikal
Stiperoksit, 02"~ Ozon, O3

Hidroksil, - HO Hidrojen peroksit H202

Peroksil, RO2 ° Hipokloroz asit, HOCI

Alkoksil, RO Singlet oksijen, 1Ag
Hidroperoksil, HOO Peroksinitrit, ONOO

Oksijen Tiirevi Olan Reaktif Azot Tiirleri

Nitrik Oksit (NO )

Nitrit oksit hem suda hem de lipitte ¢oziiniir. Bu nedenle sitoplazma ve plazma
membranindan kolayca dagilmaktadir (Chiueh, 1999). Nitrik oksit, 6nemli bir hiicre igi
habercidir. Guanilat siklaz ve protein kinazlar1 uyararak ve kan damarlarinda diiz
kaslarin gevsemesine yardimci olmaktadir. Ayn1 zamanda 6nemli bir hiicresel redoks
diizenleyicisi olarak islev gorebilir ve proteinlerin nitrozilasyonuyla enzimatik aktiviteyi
diizenleyebilir ( Stamler, 1994).

Peroksinitrit (OONO-)

Peroksinitrit (OONO™), O2 ve NO arasindaki reaksiyon ile olusur. Oldukga toksiktir.
Peroksinitrit lipitleri oksitleyebilir, proteinlerde metiyonin ve tirozin kalintilarini

oksitleyebilir ve ayrica nitroguanin olusturmak i¢in DNA'y1 da oksitleyebilir.




Nitrotirozin kalintilar1, peroksinitrite bagl: hiicresel hasarin belirteci olarak kabul edilir
(Douki ve Cadet, 1996).

Tablo 2.2. Reaktif nitrojen tiirleri

Reaktif Nitrojen Radikali Reaktif Nitrojen Radikali Olmayanlar
Nitrik oksit, NO Nitrosil, NO*
Nitrijen dioksit, NO2’ Nitrikoksit, NO ~

Nitroz asit, HNO2

Dinitrojen trioksit, N203

Dinitrojen tetraoksit, N204

Nitronyum iyonu, NO™,

Peroksinitrit, ONOO ~

AlKil peroksinitrit, ROONO

2.3.3. Oksidatif Stres

Oksidatif stres; serbest radikal tiretimi arasinda ortaya ¢ikan oksidatif hasarin durumunu
tammmlamak i¢in kullanilan bir terimdir. Serbest radikal iiretimi ile antioksidan
savunmalar1 arasindaki dengesizligin sonucunda ortaya ¢ikan oksidatif stres, lipitler,
proteinler ve niikleik asitler vb. birgok ¢esitli molekiiler tiirlere zarar vermektedir (Mc,
2000).

Oksidatif stres; siiperoksit anyon radikalleri (O, ), hidrojen peroksit (H,0,), hidroksil
radikalleri (OH) ve tekli oksijen (1Ag) (hidroksil (OH") radikali ve siiperoksit radikali
(Oy) tarafindan reaktif oksijen tiirleri ROS olusmaktadir. Normal fizyolojik
konsantrasyonlarda ve hiicresel aktiviteler icin ROS gereklidir. Enerji tretiminde,
fagositozda, hiicre biiylimesinde, hiicreler arasi sinyalin diizenlenmesinde ve biyolojik
olarak bilesiklerin sentezinde onemli bir rol oynamaktadir (Gulcin ve ark., 2004).
Bununla birlikte travma, enfeksiyon, toksinler ve asir1 egzersiz nedeniyle yaralanan
dokularda kisa siireli oksidatif stres olusabilir. Kanserin olusumu, artmasi Ve
ilerlemesinin yani sira radyasyon ve kemoterapinin yan etkileri bazi sonuglara yol
acmaktadir (Tablo 2.3). ROS, diyabet, yasa bagli olusan goz rahatsizliklar1 ve Parkinson
hastalig1 gibi norodejeneratif hastaliklarda komplikasyonlara sebep olmaktadir (Gulcin

ve Dastan, 2007). Oksidatif strese neden olan ROS'u ortadan kaldirmanin en etkili yolu
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hem sentetik hem de dogal antioksidanlari kullanmaktir. Sentetik ve dogal
antioksidanlar, insan viicudunun ROS tarafindan oksidatif hasar1 azaltmasinda yardimci
olabilir. Bununla birlikte, giiniimiizde, biitillenmis hidroksianisol (BHA), biitillenmis
hidroksitoluen (BHT), tert-butilhidrokinon (TBHQ) ve propil gallat (PG) gibi sentetik
antioksidanlar toksik ve kanserojen etkilere sahiptir (Zhang ve ark., 2009). Bu nedenle,
organizmalar1 oksidatif stresin neden oldugu hasarlardan koruma kapasiteleri nedeniyle
dogal antioksidanlara dikkat gekilmektedir (Naveena ve ark., 2008). Yeni dogal
antioksidan kaynaklar1 bulmak i¢in de liken tiirleri tizerinde ayrica yogunlasilmaktadir.
Bazi likenlerin cesitli biyolojik aktiviteleri oldugu bilinmektedir. Antimikrobiyal,
antiviral, anti-timor, anti-enflamatuar, analjezik, antipiretik, antiproliferatif ve

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

Tablo 2.3. Oksidatif strese neden olan faktorler

1.Endojen Faktorler

Yaglanma

Kronik rahatsizliklar

Kanser

Parkinson hastaligi gibi fiziksel rahatsizliklar
Norodejeneratif rahatsizliklar vb.

Stres

Immune rahatsizliklari

2.Ekzojen Faktorler

Diyet faktorleri

Cevresel faktorler (hava kirliligi)
Ilaglar, ksenobiyotikler

Zararl 1ginlar (x-ray, U.V.)

Sigara dumanlari, parfiim gazlari, fabrika dumanlar: vb.

2.3.4. Antioksidan ve savunma mekanizmasi

Serbest radikaller, neredeyse her hiicresel bilesene zarar verecek sekilde bir tepkime
verme kapasitesine sahip olmalarindan dolayi, hiicresel bilesenleri Serbest radikal
kaynakl1 hasardan korumak igin genis bir antioksidan savunma sistemi gereklidir. Dogal

antioksidanlar metabolik stire¢ yoluyla insan viicudunda sentezlenirler (Halliwell ve
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Gutteridge, 1992). Antioksidanlar i¢in iki temel etki mekanizmasi vardir. Birincisi,
birincil antioksidanin sistemlerde bulunan serbest radikale bir elektron verdigi zincir
kirma mekanizmasidir. ikinci mekanizma ROS/reaktif azot tiirii baslaticilarinin (ikincil
antioksidanlar) zincir baslatma katalizoriinii sondiirmek suretiyle uzaklastirilmasini
icerir. Antioksidanlar biyolojik sistemler {izerindeki etkilerini elektron baglanmasi,
metal iyonu selasyon, ko-antioksidanlar veya gen ekspresyon regiilasyonu gibi farkli
mekanizmalarla uygulayabilirler (Silva, 2010). Antioksidanlar enzimatik ve enzimatik

olmayan antioksidanlar olarak 2 gruba ayrilmaktadir (Tablo 2.4).

Tablo 2.4. Antioksidan savunma elemanlari ( Yal¢in, 1998).

Enzimatik Antioksidanlar

Siiperoksit dismutaz (SOD)
Katalaz (CAT)
Glutatyon peroksidaz (GPx)
Glutatyon rediiktaz (GR)

Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Glutatyon Seruloplazmin Sistein,

Koenzim Q 10 Bilirubin Ferritin

Melatonin Transferrin Mannitol
Selenyum a-Tokoferol (Vitamin E) Oksipurinol

Urik asit B-karoten (Vitamin A) Probukol
a-lipoik asit Askorbik asit (Vitamin C) Haptoglobin

Folik asit (Vitamin B9) AlbtiiminFlavonoidler Likopen

Metallotiyonein

Enzimatik Olan Koruyucu mekanizmasi

Stiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi hem dermiste hem de epidermiste bulunur.
Stiperoksit radikalini (02" ™) ortadan kaldirir ve serbest radikalden zarar goren viicut
hiicrelerini onarir. SOD, siiperoksit anyonlarinin hidrojen peroksite indirgenmesini
katalize eder. SOD"'in gorevi peroksinitrit olusturmak iizere NO'yu inaktive edip nitrik
oksit (NO) ile rekabete girmektedir (Krinsky, 1992).

20,+2H —>20,+0,
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Katalaz (CAT)

Katalaz enzimi (CAT) kanda ve canli hiicrelerin ¢ogunda bulunur ve H202'yi su ve
oksijene ayristirir. Katalaz, glikoz peroksidaz ile birlikte, meyve sularinda ve bir¢ok
alanda ticari amaglarda kullanilmaktadir. Bunun yani sira oksijenin uzaklastirilmasiyla

yesil yaprakli bitkilerin korunmasi i¢in de kullanilir (Krinsky, 1992).
2 Hz 02—> 2H2 O+ O2
Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz, hiicrelerin sitoplazmasinda bulunup H;0,’den kaynaklanan
oksidatif hasara kars1 hiicreleri korur. Glutatyon peroksidaz, dort alt protein biriminden
olusur. Her bir alt birim bir selenyum atomu igerir. Glutatyon peroksidaz (GPx) bir
selenyum bagimli enzimler grubudur ve plazma, fosfolipid, hidroperoksit ve
gastrointestinal glutatyon peroksidaz GPx (hiicresel ve plazma), H202'nin indirgenmis
glutatyon (GSH) ile reaksiyonunu katalize eder; sonu¢ olarak, oksitlenmis glutatyon
(GSSG) iiretilir (Krinsky, 1992).

H, O, + 2GSH —GSSH + H, O,

Enzimatik Olmayan Koruyucu Sistemler

Enzimatik olmayan antioksidanlar viicutta dogal olarak bulunmayan ancak uygun
metabolizma icin takviye edilebilen bir antioksidan smifidir. Enzimatik olmayan
antioksidanlardan bazilar1 mineraller, vitaminler, karotenoitler, polifenoller vb. olarak
smiflandirilir (Chakraborty ve ark., 2009).

C vitamini

Askorbik asit veya C vitamini, hem hayvanlarda hem de bitkilerde bulunan bir
monosakkarit antioksidandir. Digardan alinan bir vitamindir (Raygani ve ark., 2007).
Hiicrelerde protein disiilfid izomeraz ve glutaredoksinler tarafindan katalize edilebilen
glutatyon ile reaksiyona sokularak indirgenmis formunda tutulur. Askorbik asit bir
indirgeyici maddedir ve hidrojen peroksit gibi ROS'u azaltabilir ve ortadan kaldirabilir
(Smirnoff, 2001). Antioksidan etkilerine ek olarak, askorbik asit, bitkilerdeki stres
direncinde 6zellikle 6nemli bir isleve sahiptir (Padayatty ve ark., 2003).
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E Vitamini

E vitamini, antioksidan 6zelliklere sahip yagda ¢oziinen vitaminler olan tokoferol ve
tokotrienol grubunun kolektif adidir (Shigeoka ve ark., 2002). Bunlardan a-tokoferol, en
¢ok biyoyararlanim 6zelligine sahip oldugu i¢in {lizerinde daha fazla ¢alisma yapilmistir
(Herrera ve Barbas, 2001). A-tokoferol formunun en 6nemli 6zelligi lipitte ¢oziiniir bir
antioksidan oldugu ve lipit peroksidasyon zincir reaksiyonunda iiretilen lipit radikalleri
ile reaksiyona girerek membranlar1 oksidasyondan korudugu fikrine varilmistir
(Brigelius-Flohe ve Traber, 1999). Bu, bilesikler serbest radikallerin ara maddelerini
ortadan kaldirir ve yayilma reaksiyonunun devam etmesini onler. Bu reaksiyon,
askorbat, retinol veya ubikinol gibi diger antioksidanlar tarafindan indirgenerek aktif
indirgenmis forma geri dontisebilen oksitlenmis a-tokoferoksil radikalleri tiretir (Traber
ve Atkinson, 2007).

Urik Asit
Urik asit plazmanin antioksidan yeteneginin yaklasik yarisini olusturur. Urik asit, giiclii

bir serbest radikal siipiiriicii olmasinin yan1 sira Fe ve Cu gibi metal iyonlarinin

selatorlar1 olarak da hareket eder (Wang ve Quinn, 1999).
Polifenoller

Polifenoller, belirgin antioksidan aktivitelere sahip bir fitokimyasallar simifidir.
Antioksidan aktiviteleri kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine baghdir (Jaeschke ve Gores,
2002). Bunlardan fenolik asitler ve flavonoitler en 6nemli polifenolik madde gruplaridir
ve c¢ogunlukla sebzelerde, meyvelerde, tahillarda, tohumlarda, yapraklarda, ¢icekte,
kabukta vb. bulunur. Zencefil ve zerdegal gibi baz1 baharatlar da yiiksek polifenolik
icerige sahiptir. Kurkumin, siiperoksit radikalleri, lipit peroksil radikalleri, OH
radikalleri ve oksidatif strese neden olan azot dioksit radikalleri gibi miikemmel bir
ROS temizleyicisidir. Kurkumin'in lipit peroksidasyonunu inhibe ettigi ve daha diistik
ROS iiretimine yol acan epitel hiicrelerinde GSH (Glutatyon) seviyelerini arttirdigi
gosterilmistir (Ajila ve ark., 2011).

Karotenoitler

B-karoten, likopen, lutein ve zeaksantin karotenoitlere 6rnek verilecek bilesiklerdir.

Meyve ve sebzelerde bulunan yagda ¢oziinen bilesiklerdir. B-karoten daha ¢ok havug,
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tatl patates, kayisi, kabak, mango ve kavun gibi turuncu-yesil renkli gida maddelerinde
ve 1spanak, lahana gibi baz1 yesil ve yaprakli sebzelerde bulunur. Lutein, ispanak ve
lahana gibi yesil yaprakli sebzelerde bol miktarda bulunur (Biswas ve ark., 2005).
Lutein, serbest radikallerin zararli etkilerine kars1 retinay1 koruyucu roli vardir (Hamid
ve ark., 2010). B-karoten, A vitamini i¢in oncii olarak bilinir. Domates iyi bir likopen
kaynagidir. Likopenin giiclii bir antioksidan oldugu ve domates, karpuz, papaya, kayisi,
pembe greyfurt ve diger gidalarda bulunan tekli oksijenin giderilmesinde en etkili
bilesik oldugu belirtilmistir (Sikora ve ark., 2008).

Melatonin

Melatonin, serbest radikallerin zararli etkilerini azaltir. Biitiin hiicre i¢i boliimlerde
makromolekiilleri oksidatif hasardan korur. Melatonin, protein ve lipitlerin yani sira
hem ¢ekirdek DNA’sin1 hem de mitokondriyel DNA’y1 korur. Melatonin, dogrudan bir
serbest radikal stipiiriiciisii ve dolayli bir antioksidan olarak her yerde faaliyet
gostermesi sayesinde ¢ok genis ¢apli bir koruma saglar. Boylece melatonin hidroksil
radikali, hidrojen peroksit, singlet oksijen, nitrik oksit, peroksinitrit anyonu ve
peroksinitrik asit igeren reaktif tiirleri ve serbest radikallerin farkli formlarini temizler
(Fang ve ark., 2002).

2.4. Antimikrobiyaller ve Genel Ozellikleri

Hastaliklarin tarihine bakildiginda, bulasici hastaliklar bir biitiin olarak hastaliklarin ¢ok
biiyilik bir kismini olusturmustur ve insanlik i¢in hem ge¢miste hem giiniimiizde biiyiik
sorun olmustur. Bu sebeplerden dolay: ¢aligmalar terapétik ajanlarin gelismesi yoniinde

bir ilerleme kaydetmistir.

Antimikrobiyaller, enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir. Yan
etkilerinden dolay:1 dikkatli kullanilmas1 gerekmektedir. Ciinkii mikroorganizmalarin
diren¢ olusturmasina sebep olmaktadir. Antibiyotikler, baz1 bakteri ve mantarlarda
uretilen diger bakterilerin ¢cogalmasini engelleyen (bakteriyostatik) veya onlar1 6ldiiren
(bakterisidal) dogal maddelerdendir. Penisilin, sefalosporinler ve makrolidler
antibiyotiklere Ornektir. Antibiyotiklerle ayni etkiyi gosteren, ancak sentetik olarak
sentezlenen kimyasal bilesikler ise “kemoterapdtik ajanlar” olarak bilinmektedir. Bazi

antibiyotikler veya tiirevleri semi-sentetik antibiyotiklerdir.  Antibiyotik ve
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kemoterapotik terimlerinin ikisini de kapsamasi nedeniyle antimikrobiyal ismi

kullanilmistir (Khardori, 2006).

Diinyadaki ilk antimikrobiyal ajan 1910'da Ehrlich tarafindan sentezlenen sifiliz i¢in bir
ilag olan “salvarsan”dir. 1935 yilinda Domagk ve diger arastirmacilar tarafindan
stlfonamidler gelistirilmistir. Bu ilaglar sentetik bilesiklerdir. 1928'de Fleming
penisilini kesfetmistir. Antibiyotigin ad1 ‘penisilin’ olmustur ve 1940'larda klinik olarak
kullanilmaya baglanilmistir.  Sonraki yirmi yil boyunca birbiri ardina yeni
antimikrobiyal ajan simiflar1 gelistirilmistir ve antimikrobiyal kemoterapinin gelismesine
onciilik etmistir. 1962°de kinolonun antimikrobiyal bir ilag oldugu ve sentezlenmis
antimikrobiyal ajan olan nalidiksik asitten elde edildigi belirlenmistir. (Tablo 2.5).
Penisilinlerin baslangigta S. aureus gibi gram-pozitif organizmalar i¢in etkili oldugu
tespit edilmistir. Daha sonra penisilini hidrolize edici enzim penisilinaz iireten ve
penisiline direngli S. aureus'a yonelik olarak “metisilin” gelistirilmistir. Sefemler
1960'larda gelistirilmistir ve Yyaygin olarak kullanilmaya baslanmigtir. Sefemler,

antimikrobiyal spektrumlar1 antijenlerine gore birkac sinif ile siniflandirilmaktadir.

Tablo 2.5. Antibiyotik gelisimi ve evrime direngli zaman ¢izelgesi (Cheesman, 2017)

1942 | Penisilin 1957 | Rifamisin 1986 | Norfloksasin ilk | 2003 | S.aureus'ta
kliniklerde seri antibiyotik ailesi florokinolonu linezolide dayanikli
olarak {iretilirdi ve oldugu gelistirdi. oldugu gézlemlendi.
kullanilabilir  hale kesfedildi.
geldi.

1945 | Tekrasiklinler 1961 | Metisiline 1987 | Enterokokta 2003 | Daptomisin ve yeni
gelistirildi. direngli ilk S. vankomisine lippettid antibiyotik

aureus (MRSA) direngli gozlendi. insan kullanimi i¢in
gbzlemlendi. onaylanmugtir.

1947 | S.aureus'ta 1962 | Kinolon ve | 1989 | Linezolid yeni bir | 2009 | ABD'de kolistin
penisilin direng steptogronilerin oksazolidinon direncinin ilk
direnci gézlendi. kesfedildi. olarak gelismeye bildirimi

basladu. K.pneumoniae
belirtildi

1949 | Aminoglikozitler, 1970 | Sefaleksin birinci | 1992 | Diinya c¢apindaki | 2013 | CDC  karbapenem
neomisin ve nesil sefalosporin tim MRSA direncli
gentamisin  insan olarak gelisti. suslarinin% enterobacteriaceae
kullanimi igin 95'inden fazlasi ailesini oncelikli
onaylanmustir isili saglik tehdidi olarak

penisiiine listeneliyor.
,ampisiline
direnglidir.
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Tablo 2.5. Antibiyotik gelisimi ve evrime direngli zaman ¢izelgesi (devam)

1952 | Eritromisin gibi 1977 | Penisilin, S. 1993 | K.pneumoniae'de | 2014 | Zebraxa hastalig
makrolidler pneumoniae karbapenemlere insanlari
farmakolojik enfeksiyonlarinin direngli oldugu 6ldiirmektedir. Bu
kullanima tedavisinde gozlemlendi. nedenden negatif
gelistirildi. kiiresel olarak bakterilere karst

etkisiz oldugu yeni bir B-laktam -
kabul edildi. inhibitori olarak
onaylanmustir.

1955 | Eritromisine 1982 | MRSA'nin 1997 | S. aureus'ta 2017 | Hastalar ABD'deki
direngli sefalosporin vankomisine her bir antibiyotige
stafilokoklar direnci g6zlendi. direngli oldugu direngli bir
gozlendi. gozlemlendi. Enterobacteriaceae

grubundan
Klebsiella
pneumoniae
susundan
Olmektedir.

1956 | Vankomisin ilk 1983 | Enterococcus’un | 1999 | Insanlik igin
glikopeptid insan penisiline kars1 onaylanmis
kullanimu i¢in direnci gézlendi. linezolid yeni
onaylanmustir. oksazolidinon

smifinda bir
ilagtir.

Birinci nesil sefemler (sefazolin, vb.) sadece gram-pozitif organizmalar ve Escherichia
coli i¢in etkilidir ve bu oganizmalara karsi antimikrobiyal aktiveteleri yoniinden
giigliidiir. Ikinci kusak sefemlerin (sefotiam, vb.) sadece gram-pozitif degil aym
zamanda Enterobacteriaceae dahil olmak iizere gram-negatif organizmalar1 da
kapsayan genis bir antimikrobiyal spektrumlari vardir. Ugiincii nesil Sefemler
(seftazidim, sefotaksim, vb.) gram-negatif organizmalar i¢in daha yiiksek etkinlige
sahiptir ve bazi ilaglar1 P. aeruginosa i¢in de etkilidir. Karbapenemler; panipenem,
imipenem ve meropenem igeren bir antibiyotik sinifidir. Bu ilaglar sadece gram-pozitif
ve gram-negatif bakteriler i¢in degil ayn1 zamanda anaeroblar i¢in de etkilidir ve ayrica
antimikrobiyal aktiviteleri de giicliidiir. Antimikrobiyal kemoterapi gelistik¢e ilag
giivenligine daha fazla 6nem verilmistir. Bu da ilaglarin yan etkileri iizerine yapilan
calismalarda antimikrobiyal ajanlarin yerini daha giivenli ilaglar almistir. Kinolon
antimikrobiyalleri gelismis farmakodinamik ve gilivenlige sahip ilaglarin bir 6rnegidir.
Bu simifin ilk ilact olan “nalidiksik asit” sadece gram-negatif bakterilere kars1 aktiftir ve
ayrica kullanimi sadece diisiik kan konsantrasyonlarma ve zayif doku dagilimina
ulagtig1 i¢in idrar yolu enfeksiyonlariyla sinirhidir. 1984'te piyasaya “levofloksasin”

cikmigtir. Antimikrobiyal spektrumu genistir ve P. aeruginosa dahil gram-pozitif ve
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gram-negatif bakterileri kapsamaktadir (Tablo 2.6). “Levofloksasin” yeni kinolan

“ofloksasin” S-(-)enantiyomerdir.

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

PENICILIN ANTIMIKROBIYAL KINOLON ANTIMIKROBIYAL
0 g
H AL
N s, ]
m O\';D/ H,C/EN'J‘N"'
O/:\OH I‘ch
Penicilin G Nalidiksik asit
/ N l
HLTRY Doy
s o TOH HI.
Meticilin Ampisilin Norfloksasin
1 !
o e

FOH

Piperasilin Levofloksasin

Bu enantiyomer ofloksasini diger R - (+) enantiyomerinden daha yiiksek antimikrobiyal
aktiviteye sahiptir ve huzursuzluk ve vertigo gibi merkezi sinir sistemi iizerindeki yan
etkilerle iligkilidir (Hashimoto, 2000; Powers, 2004). 1930'larin ortasindan 1960'larin
basma kadar olan kesifler, glinlimiizde kullanilan antibiyotiklerin ¢ogunun kimyasal
yap1 birimlerini belirlemistir. Gliniimiize gelene kadar antibiyotiklerin amaci toksisiteyi
azaltmak, aktiviteyi gelistirmek veya diger antibiyotiklerle birlikte etkinligi arttirmaktir
(Wellington ve ark., 2013).

2.4.2. Calismada kullandigimiz mikroorganizmalar hakkinda bilgiler

Esherichia coli

Bakteriyolog Theodor Escherich tarafindan 1885 yilinda, yeni dogan bebegin diskisinda
izole edilen ve Bacterim coli ‘Commune’ adi verilen bakteri 1911 yilinda Escherichia
coli olarak adlandirilmistir (Meng ve Schroeder, 2007). Enterobacteriaceae
familyasinda bulunmaktadir. Gram negatif bir yapiya sahip olan ¢ubuk goriiniimlii
basillerdir. Escherichia coli, insanlarda bagirsak mikrobiyotasinin bir pargasidir ancak

ayni zamanda ciddi enfeksiyonlarin yaygin bir nedenidir (Holt ve ark., 1994).
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Escherichia coli, insan kalin bagirsaginda goriilmektedir. Cogu suslart zararsizdir,
ancak bazi suslari bakteriyofaj veya plazmid DNA kodlamasi elde eder. E coli
0157:H7; sigir, koyun, geyik ve diger hayvanlarda goriilebilmektedir. Insan
enfeksiyonunda kontamine yoluyla yiyecek, su veya enfekte olmus bir kisiyle dogrudan
temas yoluyla gerceklesir. Cogu E. coli susunun kulugka siiresi 10 saat ve 6 giindiir. E.
coli O157: H7 i¢in inkiibasyon siiresi genellikle 4 veya 3 giindiir (Leonard, 2015).

Proteus mirabilis

Proteus cinsindeki bakteriler pleomorfik, gram negatif, sporsuz, kapsiilsiiz ve hareketli
bakterilerdir. Enterobacteriaceaec familyas1 {iyesi bakterilerin genel 6zelliklerini
gostermektedirler. Genel olarak insan bagirsak florasinda vb. yerlerde goriiliirler
(Koneman ve ark., 1997). P. mirabilis patojenik yasam dongiisii ve temel viriilans
faktorleri tam olarak anlagilamamistir. P. mirabilis toprak, su kaynaklari ve
kanalizasyon dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli ortamlarda bulunabilir (Wenner ve Rettger,
1919; Armbruster ve Mobley, 2012). Yaralar, goz hastaliklari, gastrointestinal
hastaliklar da dahil olmak {izere ¢esitli insan enfeksiyonlarinda 6rnegin; idrar yolu gibi

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

Enterobacter aerogenes

Bagirsak florasinda bulunan gram negatif bakterilerden, antibiyotiklere karsi hem
kromozomal kodlanan hem de plazmidlerle taginan ve tiirler arasina aktarilabilen
direnci belirlenmistir. Gram negatif bir yapiya sahip olup ¢omak goriiniime sahip
basillerden olusur. Beta laktam antibiyotiklerin ampirik kullanimlarinin artmasi
nedeniyle antibiyotiklere diren¢ gelisiminin artmasimin yani sira ¢oklu antibiyotik
direngli suslar ortaya ¢ikmistir. Enterobacter suslari bireylerde enfeksiyona sebep olan
patojendirler. Bu suslar Enterobactericeae ailesinin diger iiyelerine gore antiseptiklere
ve antimikrobiyal ajanlara biiylik oranda daha direnglidir (Watanakunakorn ve Perni,
1994; Sanders ve Sanders, 1997). Enterobacter, Enterobacteriaceac familyasina ait
yaygin bir gram-negatif, fakiiltatif anaerobik, ¢ubuk seklinde, gdzenek olusturmayan
bakterilerin bir cinsidir. E. aerogenes onemli bir bakteriyel patojen olarak taninir

hastane kaynakli enfeksiyonlara neden olur (Stock ve Griiger, 2001).
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Micrococcus luteus

Micrococcus, Micrococcaceae'nin familyasinin bir cinsidir. Genellikle yiiksek olarak G
+ C (%66.4 -75.5) olusur. Gram pozitif bakteridir ve hareketsizdir, spor olusturmaz
(Baird-Parker ve Genus, 1974). 1872 yilinda Cohn tarafindan taksonu tekrar tekrar
revize edilmistir (Kokur ve ark., 1975). Giinlimiizde de gecerli bir siniflandirma
yapilmistir. Buna goére Micrococcus‘unlO tiirii vardir. Micrococcus luteus tipik bir
gram-pozitif bakteridir. Hiicre duvarinda bulunan teichuronic asit (TUA) yaklasik yiiz
disakkaritten olusur. TUA, korunmada 6nemli bir rol oynamaktadir mikrop ve konakg1
hiicrelerle etkilesime girmektedir. Hiicre yilizeyinde bulunur ve M. luteus hiicre
duvarlarinda peptidoglikana kovalent olarak baglanmistir (Hase ve Matsushima, 1972;
Salton, 1980) .

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus, klinik belirtilerde ortaya g¢ikan 6nemli bir insan patojenidir
(Lowy, 1998). Bugiin tim S. aureus suslarinin %80'ninden fazlasi penisiline
dayaniklidir. Penisiline diren¢ ortaya ciktiginda, glikopeptid ajant vankomisin
enfeksiyonlar i¢in tercih edilen tedavi olmustur. MRSA ile 1996'da ilk olarak
vankomisin izole edilmis ve ilk direng Japonya'da tespit edilmistir. Enfeksiyonlar hem
toplum kokenli hem de hastane kaynakli ortamlarda yayilmaktadir (Boucher ve Corey,
2008; Washington ve ark., 2006). S. aureus g¢evrede bulunur ve ayni zamanda en
saglikli bireylerin cilt ve mukoza zarlarinda (¢ogunlukla burun bolgesi) yasayabilir.
Ayrica normal insan florasinda goriilmektedir. S. aureus, gesitli cilt, yara ve pndmoni
gibi hayati tehdit eden durumlara derin doku enfeksiyonlarina, endokardit, septik artrit
ve septisemiye neden olmaktadir. Bu bakterinin hastane enfeksiyonlarinda en sik

goriilen tiir oldugu tespit edilmistir (Logan ve Berkeley, 1984).

Bacillus subtilis

Bacillus tiirleri gram pozitif, acrobik, ¢ubuk seklinde ve endospor olusturan canlilardir
(Piggot ve Hilbert, 2004). Bacillus tiirlerinin probiyotik olarak degerlendirilmesi
Ozellikle olusturduklar1 sporlardan kaynaklanmaktadir. Ortamda besin olarak karbon,

azot veya bazi durumlarda fosfor kaynagi olmadigi zaman Bacillus tiirlerinin biiyiiyen
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hiicreleri sporlar olusturmaktadir (Clement ve ark, 2002). Spor olusumu ayrica yliksek
ya da diigiik sicakliklar ile mineral madde, tuz ve hipertonik ortam kosullarinda da
gerceklesir. Sporlar dormant (hareketsiz) halde olup 1s1, radyasyon, kurutma, ekstrem
pH kosullar ve toksik kimyasallara kars1 dayaniklilik gosterirler (Bando ve ark., 1998).
Bacillus tiirleri, antimikrobiyal maddelerin yani sira salgiladiklart vitamin ve enzimler
araci ile de yararli etki saglayabilmektedir (Sonenshein ve ark., 1993). B. subtilis
tarafindan salgilanan K2 vitamininin de insanlarda kan ve kemik mekanizmasi {izerine

onemli etkileri oldugu belirlenmistir (Pfaller ve ark., 2014).

Candida albicans

Candida cinsi maya mantarlari, insanlarda deri ve gastrointestinal sistem ve solunum
sistemi mukozalarinin normal florasinda goriilmektedir. Ayrica toprak ve besinlerde
bulunur. Candida’larin 200°den fazla sayida tiirli bulunmaktadir. Bunlar arasinda
invazif olmayan deri ve mukoza kandidozuna en sik neden olan tiir ise Candida
albicans’tir. Diploit bir yapiya sahiptir ve dimorfik yapida bulanan fungus tiiriidiir
(Pfaller ve ark., 2001; Matthews, 1994). Candida’larin sebep oldugu kan dolasimi
enfeksiyonlarmin %92’sinde ve bu enfeksiyonlarin 6dncesinde, mantar kolonizasyonunu
onleyen dogal antagonistlerin etkisini ortadan kaldirdig1r genis etki alanli antibiyotik
kullanildigint belirtilmistir (Arendrup, 2010). Candida tiirleri basit kiiltiir ortamlarinda
aeorop kosullarda, 25-37°C’de ve 24-72 saatte lireme gerceklestiriren ve ozel kiiltiir
ortaminda, hif veya uzamis yalanci hif meydana getiriren mantarlardir(Lecdercq ve ark.,
2013).

2.4.3. Antimikrobiyal duyarhiligimin belirlenmesinde kullanilan yontemler

Antibiyotikler, enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde kullanilmak tizere etkilerini
belirlemek i¢in duyarlilik testlerine ihtiya¢ duyarlar. Duyarlilik testleri ile antimikrobik
ilaclara karsi etkileri test edilebilmektedir. Laboratuvar ortaminda uygulanan testlerde
cogunlukla ilaglarin bakteriyostatik aktivitesi ¢alisilmaktadir. Antimikrobiyal testlerin
asil amaci antimikrobiyal ajanlarin belirli bir bakteri tiirii izerinde in vitro etkinligini
saptamaktir. Antimikrobiyal aktiviteyi belirlemek i¢in iki metot kullanilmaktadir. Disk
difiizyon ve diliisyon testleri bunun yani sira E-test yontemi ile de antimikrobik ajanlari

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

Disk difiizyon testi, 1960’11 yillarin ortasinda A.W. Bauer, W.M. Kirby ve ark.
Tarafindan bulunan mikrobiyoloji laboratuvarlarin da en sik kullanilan antibiyotik
duyarlilik testlerinden biridir (Demirpek, 2020). Bu testin amac1 kagit disklere emdirilen
antibiyotigin, duyarliligini arastirmak i¢in yapilmaktadir. Kagit disklere belirli miktarda
antibiyotik emdirilip mikroorganizmanin inkiibe edildigi kat1 besi yerlerine
yerlestirilmesi saglanmaktadir. Daha sonra diskler bir siire sonra ¢oziiniip agara dogru
difiize olur ve inkiibe edilen mikroorganizma da bir artis gozlemlenir. Belirli bir
inkiibasyon siiresinden sonra ilacin inhibitor konsantrasyonlari saglandigi igin diskin
etrafinda iireme olugmaz. Diskin etrafinda olusacak inhibisyon zonu mikroorganizmanin
ilaca olan duyarlihigina gore genislik gosterir. Inhibisyon zonunun ¢apr mm seklinde
Olciiliir ve standart zon tablolarina gore degerlendirilir. McFarland 0.5 (10°
mikroorganizma / ml)'e gore ayarlanarak standart bir bulaniklik olusturulur. Bakteri
sayisini belirlemek i¢cin McFarland yontemi kullanilir. Diskler arasinda 22 mm, petri
kenarindan ise 14 mm wuzaklik olmasi gerekmektedir. Bunun sebebi test islemi
yapilirken olusan zonlarin {ist liste gelmesini 6nlemektir. Yapilan bu islemlerden sonra
18-24 saat siireyle 37°C'de inkiibe edilir ve olusan inhibisyon zonlar1 Slgiilmektedir

(Demirpek, 2020).
E-test (Antimikrobiyal Gradyan Yéntemi)

Son yillarda kullanilan bir yontemdir. Antimikrobiyal maddenin konsantrasyon
gradyani1 diflizyon yontemi ile seyreltme islemidir. Bu islemin amaci MIK(minimum
inhibitor konsantrasyonu) degerini belirlemektir. MIK bir mikroorganizmanin iiremesini
onleyen en diisiik ila¢ konsantrasyonu olarak bilinmektedir. E-test yonteminde yapilan
calismada bakteri 0.5 McFarland yogunluga getirilir sonra agar yiizeyine yayilma
gerceklestirilir. Daha sonra yiizeye belli bir antibiyotik gradienti igeren E-test seritleri
konulur. Plaklar 18-24 saat siireyle 35°C'de inkiibe edilir ve MIK degeri bulunur. MIK
degeri seritler etrafinda olusan inhibisyonun cevresinde seritler {izerindeki kesistigi
bolgedir (Demirpek, 2020). MBC (Minimum Bactericidal Cocentration) amaci en diigiikk

konsantrasyonlarda  mikroorganizmalar1  6ldirmek ve minimum  bakterisidal
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konsantrasyonun (MBC) belirlenmesini saglayip mikrobiyal biiylimeyi onleyen bir
antimikrobiyal ajandir (Andrews, 2001).

Diliisyon Testleri

Diliisyon testlerinin amaci bir antimikrobiyal ajanin, mikroorganizmanin iiremesini
inhibe etmek ya da oOldirmek icin gerekli olan minimum konsantrasyonunu
belirlemektir. Tip diliisyon ve agar dilisyon olarak iki sekilde uygulanmaktadir
(Demirpek, 2020).

Tiip diliisyon

Tiip diliisyon iki sekilde uygulanir "makro" ve "mikro" dur. Oncelikle test edilecek
antibiyotikler ¢oziiciilerde hazirlanip sulandirma yapilmaktadir. Mikroorganizmanin
standart bir inkiibasyonu (1x106 CFU / ml) hazir edilip tiiplere esit miktarlarda ekleme
yapilmaktadir. Kontrol tiipiiniin icerisine antibiyotik icermeyen iiremeyi gosteren
gosterge eklenir. Makrodiliisyonda test tiipleri, mikrodiliisyonda ise "U" veya "V"
tabanli "mikroplate" ler kullanilmaktadir. Besiyerleri 35°C'de bir gecelik inkiibasyon
yapildiktan sonra bakteri liremesini gosterir ve bulaniklik yoniinden inceme yapilir.
Bulanikligin olmadig en diisiik ilag konsantrasyonu minimum inhibitdér konsantrasyon

(MIK) olarak degerlendirme yapilmaktadir (Demirpek, 2020).
Agar diltisyon

Tip diliisyon yonteminden tek farki agar diliisyon yonteminde antibiyotik
sulandirilmasinda agar icine konmasi ve petri plaklarina uygulanmasidir. Bu islemi
yapmaktaki amac ise her ayr1 plaktaki antibiyotigin farkli konsantrasyonlarini
bulmaktir. Test edilecek bakterinin yogunlugu 0.5 McFarland bulanikliga ayarlanir. Bu
yapilan islemlerin amaci bakteri iiremesini engelleyen en diisiik konsantrasyonu MIK’i

belirlemektir (Demirpek, 2020).
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2.4. DNA cleavage

Deoksiriboz niikleik asit (DNA), bilginin uzun siireli depolanmasinda ve canli
organizmalarin isleyisinde kullanilan genetik kodlar1 icermektedir. DNA ¢ok 6nemli bir
biyolojik molekiildir. DNA'nin gen olarak adlandirilan bazi kisimlar1 proteinleri
kodlarlar. Genler, transkripsiyon ve translasyon yoluyla hiicre {izerindeki tiim
biyokimyasal reaksiyonlari diizenlemektedirler. DNA replikasyonu ve gen ekspresyonu
hiicrelerinin hayatta kalmasindan sorumludur. Bu nedenle, antitiimdr etkisini yok etmek
igin, ilaglar 6zellikle DNA'y1 baglamak iizere tasarlanmislardir. DNA genetik bilgi
tasiyicist olarak, transkripsiyona (gen ekspresyonu ve protein sentezi) ve hiicre
cogalmast ve bolinmesinde 6nemli bir adim olan DNA replikasyonuna miidahale
edebilmesi sayesinde ilag etkilesimi icin &nemlidir. Ilag baglanmas1 DNA'da DNA
biikiilmesi, ¢ift veya tek iplik kopmasi gibi yapisal degisikliklerine neden olmaktadir bu
yiizden DNA transkripsiyonunu ve replikasyonunu inhibe edip DNA hasarina neden
olmaktadir. Hasarli DNA molekiilleri, 6zellikle baz1 molekiiller ile etkilesim haline
girerek c¢esitli kosullar altinda hasar goérmeye egilimlidir ve bu hasar, canli
organizmalarda ¢esitli patolojik degisikliklere yol agabilmektedirler (Oztiirk ve ark.,
2012). DNA, giiniimiizde ilag gelistirme siireclerinde 6nemli bir role sahiptir. Hem
replikasyon hem de transkripsiyondan sorumlu oldugu igin, etkilesim halinde oldugu
kiigiik organik molekiiller DNA'nin bir ilag aday1 gostermesi igin yiiksek bir potansiyele
sahip oldugunu belirtilmistir. DNA ile gii¢lii bir sekilde etkilesime girdigi bilinen ve
kanser, AIDS ve sitma tedavisinde kullanilan c¢esitli olarak aktif molekiiller vardir

(Bischoff ve Hoffmann, 2002).

DNA'ya hedeflenen yeni ve daha etkili ilaglarin tasarimi ve yapisi i¢in proteinlerin
spesifik DNA sekanslarin1 nasil tamidigini ve baglandigin1 anlamak ig¢in kiigiik
molekiillerin DNA iizerine baglanmasi arastirilmaktadir. Tedavi etmek icin ilaglar
DNA'y1 hedef alacak sekilde tasarlanmistir. DNA ¢ift sarmal yapisina kiigiik

molekiillerin baglanmasi {i¢ temel yolla gerceklesmektedir;

1- Genellikle spesifik olmayan ve temel olarak elektrostatik etkilesimler ile kiiciik

molekiiller DNA zincirinin fosfatlari izerinde baglanma gerceklestirir.
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2- Interkaratif baglanma, kiigiik molekiiller DNA'nin ¢ift sarmall1 yapisinin baz ciftleri
arasinda olusan spesifik bir baglanma olayidir.

3- Oluk baglanmasi, yani kii¢iik molekiiller DNA zincirinin oluklar etki etmektedirler
(Yolave ark., 2011).

Likenlerden elde edilen sekonder bilesiklerin UV 1sinlarina kars: etkileri arastirilmis ve
deneyler in vitro olarak incelenmistir. Sonu¢ olarak UV-koruyucu etkisi en iyi olan
usnik asit oldugu belirlenmistir. Liken tallusunda oksidatif stres ortaya ¢iktigi
belirtilmistir. Liken sekonder metabolitler UV 1s18ina kars1 serbest radikallerle koruma
gerceklestirdigi belirlenmistir (Rancan ve ark., 2002; Rojan ve ark., 2015; Varol ve ark.,
2015; Eryilmaz ve ark., 2013).

Ornegin; Xanthoria parietina likeninin 15132 maruz kaldiginda parietin metabolitine
ortaya ¢ikarip koruma gergeklestirdigi gézlemlenmistir. Yapilan deneyler sonucunda,
UV-B’nin parietin maddesinin sentezini uyarmak igin gerekli oldugunu ve yiiksek 1s1ga
maruz kaldiginda parietin maddesinin hizli bir sekilde meydana geldigi belirlenmistir

(Nybakken ve ark., 2004).

UV igmlarin yani sira serbest radikaller de DNA hasarina yol agabilmektedir. Bir
serbest radikal tiiri olan hidrojen peroksit (H,O), guanini, 8 hidroksi guanine
dontistiirerek (80hdG) DNA hasarina neden olmaktadir (Gutteridge, 1984). Son yillarda
liken ekstrelerinden edilen maddeler, ultraviyole (UV) emiliminden dolay1 giines
kremlerinde kullanilmaktadir. Antioksidan gii¢lerine gore Sili likenlerin ekstrelerinden
edilen bazi bilesiklerin ultraviyole radyasyona (UV-R) karsi koruma gosterdikleri

yapilan ¢alismalarda ortaya ¢ikarilmistir (Rancan ve ark., 2002).
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2.5. Likenlerden Elde Edilen Sekonder Metobolitlerin Kanserli Hiicreler Uzerinde
Sitotoksik Etkilerinin Arastirilmasi

Kanser, hiicre boliinmesinde DNA eslenmesi sirasinda hiicrelerin kontrolsiiz veya
anormal biiylimesi ve ¢ogalmasi olarak tanimlanir. Kanserin olugmasina bir¢ok etki
sebep olmaktadir. Bunlar; ultraviyole 1sinlari, radyasyonlar, X-1sinlari, kalitsal sebepler
ve kimyasal maddelerdir. Liken sekonder metabolitlerinin antikanser etkisi {izerine

yapilmis bir¢ok ¢alisma mevcuttur (Hanahan ve Weinberg, 2000).

Kanser hiicresi Oliimiine apoptoz yolagr sebep olmaktadir. Apoptoz, DNA
yogunlagmasi, hiicre kiigiilmesi ve hiicre ylizeyinde hasarlara neden olur buna da
apoptotik hiicre oliimii denilmektedir (Fink ve Cookson, 2005). Giiniimiizde kanser
tedavisi i¢in birgok yontem kullanilmaktadir ve bunlarin en yaygin olani kemoterapi
yontemidir. Kemoterapdtik ilaglar hiicre ¢cogalmasini, hiicre biiylimesini dnlemektedir

(Liang ve ark., 2012).

Likenlerden elde edilen ve iizerinde en ¢ok ¢alisma yapilmis sekonder metabolitin usnik
asit oldugu belirlenmistir (Ingolfsdottir, 2002). Singh ve ark. (2013) yaptiklar
caligmada; insan kanserli akciger hiicrelerinde usnik asitin etkileri degerlendirilmistir.
Elde edilen sonuglarda, usnik asit miktar1 fazlaligi durumunda apoptotik hiicrelerde artis
tespit edilmistir. Usnik asitin apoptotik etkiyi artirmasmin polimeraz boliinmesi ile
iliskili oldugu tespit edilmistir (Singh ve ark., 2013). Nguyen ve ark. (2014) usnik asit
ve Dbir¢cok liken asiti {izerinde bir ¢alisma yapmustir. Calismada MTT (3-(4,5-
Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) yontemi ile liken asitlerinin insan
kanser hiicresi iizerine sitotoksite etkisi degerlendirilmistir. Sonug olarak usnik asit i¢in
belirlenen IC50 degerinde apoptotik hiicre sayisinda artig oldugu belirlenmistir (Nguyen
ve ark., 2014).

Hiicrelerin canlilik seviyeleri veya ¢ogalma oranlari, bir hiicrenin sagligimin iyi olup
olmadiginin gostergesidir. Fiziksel ve kimyasal maddeler hiicre saghgini ve
metabolizmasin1 etkileyebilmektedirler. Hiicre zarlarmin tahrip edilmesi, protein
sentezinin engellenmesi ve enzimatik reaksiyonlar gibi farkli mekanizmalar hiicreler
tizerinde toksisiteye neden olabilmektedir. Hiicre oliimiinii belirlemek igin uygun

maliyetli, giivenilir ve tekrar edilebilir olan sitotoksisite deneyleri kullanilmaktadir. En
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yaygin kullanilan yontem MTT yoOntemidir. Bu yontem hiicre canliligini, hiicre
cogalmasim1i ve kimyasal maddelerin sitotoksisite etkilerini belirlemek amaciyla
kullanilan en yaygin yontemlerden birisidirr. MTT mavi formazan kristalleri
olusturmaktadirlar. Sar1 renkli MTT boyasi ile canli hiicreler mor renge boyanmakta,
6lu hiicreler ise boyanmamaktadir. Bu iglemlerden sonra elde edilen kristallerin miktari
kolorimetrik olarak tayin edilerek mitokondri canliligi ve buna bagh hiicre canliligini

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

2.6. Calisilan Liken Ornekleri ve Genel Ozellikleri
Usnea cinsinin bilimsel siiflandirilmasi;

ALEM: Fungi

SUBE: Ascomycota

SINIF: Lecanoromycetes

TAKIM: Lecanorales

FAMILYA: Parmeliaceae

CINS: Usnea Dill. ex. Adans.

Bu calismada kullanilan Usnea cinsi ¢ogunlukla yapraksiz mini calilar, kabuk veya
dallar tizerine yerlesmis piiskiil seklinde biiyiiyen ¢ogunlukla soluk grimsi-yesil renkli
frutikoz liken tiirlerini igerir. Usnea ‘da mantar Ascomycota boliimiine aittir. Alg ise
Chlorophyta'nin bir liyesidir. Boyutlar1 kiiciikten biiylige degisen asag1 sarkmis piiskiillii
sac1 andiran bir goriiniime sahiptir. Usnea’yr belirlemenin yontemi Oncelikle 6rnegi
1slatmak ve esneyip esnemedigini gérmek ve koptugunda i¢ kisminin ayirict beyaz
ipligini aramaktir. Yapilan calismalarda bu i¢ bantin giiclii bir bagisiklik uyaricisi
oldugu ve dis kilifin gii¢lii antibiyotik 6zellikler gosterdigi belirtilmistir (Clerc, 1997).

Usnea cinsine ait tiirlerin tim diinyada geleneksel olarak vajinal enfeksiyonlar, deri

enfeksiyonlari, apseler, list solunum yollari, akciger enfeksiyonlar1 ve mantar

enfeksiyonlar1 i¢in kullanildigi goriilmiistiir. Usnea cinsine ait bazi tiirlerin bolgesel

olarak kirlilik seviyelerinin bir gostergesi tespit edilmistir. Biyolojik aktivite

calismalarinda da siklikla kullanilmistir. Ornegin; Usnea longissima ve Usnea florida,
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tiirlerinin antioksidan etkinlikleri metanol ve sulu ekstreleri arastirilmistir (Odabasoglu
ve ark., 2004). Usnea longissima metanol ekstresinin, insan 1okosit hiicrelerinde
Aflatoksin B1’in sebep oldugu siiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri
tizerindeki olumsuz etkileri azaltip oksidatif hasara kars1 ise etkinlik gdsterdigi ayrica
antioksidan potansiyelinden kaynaklanan kuvvetli antigenotoksik etkiye sahip oldugu
belirlenmistir (Agar ve ark., 2011). Usnea longissima’dan elde edilen sekonder bilesik
difraktaik asidin, antioksidan savunmay1 artirarak, farelerde gastrik mukozal lezyonlari,
oksidatif stres ve mide dokularindaki nétrofil infiltrasyonu tizerinde inhibe edici etkileri

belirlenmistir (Bayir ve ark., 2006).
2.6.1. Usnea lapponica Vain.

Tallus calimsi formda, dikotom dallanmis, dallarin uzunlugu 2-12 cm araliginda
degismektedir. Papilla ana dallar {izerinde ve ¢ok sayida. Apotesyum goriilmez. Korteks
ince, medulla kalindir. Ekolojik olarak genellikle aga¢ kabugu iizerinde bulunur ve
kozalakli agaclarda sik goriilmektedir (Nash ve ark., 2007). Ulkemizde Ilgaz Dag1 Milli

Parki1, Abies nordmanniana ormanindan toplanmistir (Sekil 2.1).

Kimyasal test: medulla K + saridan koyu kirmiziya (veya koyu sar1) déner, K-, C-, KC-,
P + koyu sar1.

Sekil 2.1. Usnea lapponica tallusu
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2.6.2. Usnea intermedia (A. Massal.) Jatta

Tallus ¢alims1 formda, dikotom dallanmis, dallarin uzunlugu 2-12 cm aralifinda
degismektedir. Papilla ¢ok sayida. Korteks ince, medulla inceden kalina degisir.
Apotesyum cap1 2-13 mm. Ekolojik olarak nadiren aga¢ veya kaya iizerinde, kozalakl
agaclarda veya mese, goknar, ladin ormanlarinda goriilmektedir (Nash ve ark., 2007).

Ulkemizde Kastamonu’da Pinus nigra iizerinden toplanmistir ( Sekil 2.2).

Kimyasal test; K + 6nce sar1 sonra kirmiziya doniistir, C-, KC-, P + turuncumsu sart.

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

Tallus calimsi formda, dikotom dallanmis, dallarin uzunlugu 2-10 cm araliginda
degismektedir Papilla genelikle ¢ok sayida. Medulla ince, Korteks kalindir. Apotesyum
cap1 2-12 mm. Ekolojik olarak genelikle ¢am ve mese agaglarinda bulunmaktadir (Nash
ve ark., 2007). Ulkemizde Yozgat, Akdagmadeni, Pinus sylvestris ormanindan

toplanmustir (Sekil 2.3).

Kimyasal test; K + saridan kirmiziya déner, C-, KC-, P + turuncu sart.

Sekil 2.3. Usnea florida tallusu
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2.6.4. Usnea Cinsi tiirleri ile ilgili yapilan aktivite calismalar:

Usnea cinsinin diinyada 400’den fazla tiir ve infraspesifik takson igerdigi belirtilmistir.
Tirkiye’de ise yaklasik olarak 28 tiirii yayilis gostermektedir (Senkardesler, 2008).
Likenlerin antioksidan, antimikrobiyal, sitotoksik etkinlikleri yapilan c¢aligmalarda
ortaya c¢ikarilmistir (Huneck, 2001; Romangi ve Dayan, 2002; Deduke,2012;
Prateesksha, 2006).

Odabasoglu ve ark. (2004); U. florida’dan elde edilen metanol ve su ekstresinden
antioksidan ve toplam fenolik igerigini belirlemek icin bir deney yapmislardir. Yapilan
deney sonucunda U. floridanin disik antioksidan aktiviteye sahip oldugu
belirlemislerdir. Buna paralel olarak toplam fenol igeriginin de diisiik seviyede oldugu
belirlemislerdir. Ayrica ilk kez U. florida'nin ortalama bir flavonoit igerigine sahip
oldugu bildirilmistir (Odabasoglu ve ark., 2004).

Odabasoglu ve ark. (2004); U. florida ve U. longissima metanol ve su ekstrelerinin
antioksidan aktiviteleri, toplam fenol miktar: iizerinde bir ¢alisma yapilmistir. Yapilan
caligmada elde edilen sonuglara gore ekstrelerden U. longissima'’nin metanol
ekstrelerinin giiglii antioksidan aktivitelere sahip oldugu rapor edilmistir. U. florida ‘nin

ise antioksidan etki gostermedigi gozlemlenmistir (Odabasoglu ve ark., 2004).

Cansaran ve ark. (2006); U. florida likeninden elde edilen metanol ekstresinin Yiiksek
Basingli S1vi Kromatografisi’nde alikoyma siiresi ve UV spektrumlarini karsilagtirarak
Usnea florida'da usnik asit ve vulpinik asit bulundugunu tespit etmislerdir. U.

florida'nin usnik asit igerdigini de ayrica belirlemislerdir (Cansaran, 2006).

Duman ve ark. (2006); U. florida ve farkli liken tiirlerinin aseton ekstrelerinin Bacillus
subtilis ve B. megaterium’a karsi aktivite gosterdiklerini fakat Staphyloccoccus aureus
ve Pseudomonas aeruginosa’ya karsi aktivite gostermediklerini bildirmistir. Usnik asit

miktari arttikga antimikrobiyal aktivitenin arttigi gosterilmistir (Duman ve ark, 2006).

Schmeda-Hirschmann ve ark. (2008); U. florida likenlerinin Ant daglarindan toplanan
ornekleri ile yapilan ¢aligmalarda bulunan mantar tiirlerinin 50 ve 100 ug/mL’de MIK
(Minimal Inhibitor Konsantrasyonu) degerleri olgiilmiistiir. Antimikrobiyal aktivite

gosterdigini rapor edilmistir (Schmeda-Hirschmann ve ark., 2008).
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Shrestha ve ark. (2013); U. intermedia likeninin yiiksek antimikrobiyal aktivitesi
Streptococcus pyogenes ATCC 19615 ve Candida albicans ATCC 90028 tiirlerinde
belirtilmistir. Liken tiirlerinin farkli mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal aktivite

gosterdikleri bulunmustur (Shrestha ve St Clair, 2013; Sultana ve Afolayan, 2011).

Shrestha ve ark. (2013); U. lapponica likeni metanol ve aseton ekstresinin antibakteriyel
aktivitesini belirlemek i¢in dort patojen bakteri kullamilmistir. Test edilen bakteriler
Staphylococcus aureus, Escherchia coli, Pseudomonas aureginosa ve metisilin direngli
Staphylococcus aureus oldugu belirtilmis ve metanol eksteresinin aktif oldugu

gozlemlenmistir (Shrestha ve St Clair, 2013).

Celikler ve ark. (2014); U. filipendula likenine ait sitotoksisite, genotoksite aktivitesi
izerine yapmis oldugu c¢alismada U. filipendula'nin metanol ekstresinin apoptozu
indiikleyerek meme kanseri (MCF-7 and MDA-MB-231) hiicrelerine karsi antikanser
aktiviteye sahip oldugunu belirlemislerdir (Celikler, 2014).

Oran ve ark. (2016); U. intermedia, U. filipendula ve U. fulvoreagens farkli liken tiirleri
ile yapilan calismada ve etanol ekstresinin antioksidan, antimikrobiyal etkisni
incelemislerdir. Liken tiirlerinin metanol ekstrelerinin etanol ekstrelerinden daha yiiksek
antioksidan kapasite gosterdigini bildirmislerdir. Elde edilen sonuglarda U. intermedia
yiiksek antioksidan kapasite gostermedigi de gézlemlenmistir (Oran ve ark., 2016).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Calismada kullanilan liken tiirleri

Yozgat Bozok Universitesi herbaryumunda saklanan Usnea &rneklerinden segilmis
toplam 3 lokaliteden toplanan 3 farkl: tiir ile ¢alisilmistir. Arazi galismalari sirasinda;
orneklerin tasinmasi amactyla sirt ¢antasi, ornekler ile ilgili 6zellikleri not etmek icin
arazi not defteri, kursun kalem, kese kagitlari, orneklerin sarilmasi i¢in kagit ve
orneklerin toplanmasi i¢in ¢ekic, keski ve bigak gibi aletler kullanilmistir. Arazi
posetleri iizerine substrat ¢esidi, istasyonun yiiksekligi ve lokalitesi (Tablo 3.1), ayrica

ortamin 6zelligi not edilmistir.

Tablo 3.1. Toplanan 6rneklerin lokalite bilgileri

Liken Ornekleri Koordinatlar
1 Usnea florida (L.) Yozgat, Akdagmadeni, Yukartyahyasaray yolu iizeri, Pinus sylvestris L.
Weber ex F.H. Wigg. ormani 39°36'38" K, 35°50'56" D, yiikseklik 1759 m, 16/10/2019.

Kastamonu, Devrekani, Kanliabant’in batisi, Pinus nigra Arnlond. ve
Quercus L.topluluklr,41°32'433"K, 33°46'558"D, yiikseklik 1045 m,
08/07/2015.

2 Usnea intermedia (A.
Massal.) Jatta

Kastamonu, Ilgaz Dagi Milli Parki, Abies nordmanniana Subsp. ormani,

3 Usnea lapponica Vain. '
41°04'419"K, 33°43'331"D, yiikseklik 1730 m, 07/07/2015.

3.1.2. Calismada Kullanilan Mikroorganizma Suslari

Usnea liken orneklerinin antimikrobiyal aktivitesini belirlemek amaciyla, 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 {izere 7 mikroorganizma tiirii kullanilmistir

(Tablo 3.2). Antimikrobiyal etki calismamizda kullanilan test mikroorganizmalari
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Erciyes Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Biyoteknoloji Anabilim Dali

Laboratuvar Kiiltiir Koleksiyonu’ndan temin edilmistir.

Tablo 3.2. Antimikrobiyal ¢aligmada kullanilan mikroorganizmalar

Mikroorganizmalar Sus kodlar: 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

3.1.3. Cahismada kullanilan hiicre Kkiiltiirii 6rnekleri

Bu calismada ekstrelerin kanserli hiicre hattinda sitotoksik etkilerini belirlemek
amactyla A549 (Insan Akciger Kanseri Hiicre Serileri) ve MDA-MB-231 ( insan Meme
Kanseri Hiicre Serileri) hiicre hatlar1 kullanilmistir. Calismalar siiresince bu hiicreler
+37°C’de CO; inkiibatorde delikli kapakli hiicre kiiltiir kaplar1 iginde tutulmustur ve
diizenli olarak takip edilip besi yerleri iki glin ara ile degistirilerek kiiltiir

stirdiiriilmistiir. Cogalan hiicrelerin bir kismi1 dondurulup -80°C’de muhafaza edilmistir.
3.1.4. Kullanilan aletler

Rotavapor (llmvac vakum pompasi, Heidolph Laborat 4000 efficient)

Liyofilizator (Labconco Freezone 4.5)

Santrifiij cihaz1 ( Thermo scientific SL 16R, Hettich mikro 200R)

Ultrasonik banyo (ElIma S 100H Elmasonic)

Su banyosu (Memmert)

Calkalamali su banyosu ( Niive ST 402)

Vorteks karistirict (Velp scientifica )
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Yiiksek Basingli Stvi Kromatografisi Cihazt HPLC (SHIMADZU LC-20AT)
Dedektér PDA (SHIMADZU SPD-M20A)

Steril kabin (Safe Fast Elite)

Hiicre sayim cihazi (Roche Innovatis Cedex Xs )

Gergek zamanl hiicre analizorii

Jel goriintiileme cihazi (Bio-Rad ChemiDoc™ XRS+)

PCR

Mikroskop

3.2. Yontem

3.2.1. Orneklerin tayin yontemi

Toplanan liken Orneklerinin tayininde “Flechten Flora” (Wirth ve ark., 1995) “The
Lichen Flora of Great Britain and Ireland” (Purvis ve ark., 2002) gibi flora kitaplarindan
ve makalelerde verilen tayin anahtarlarindan faydalanilmistir (Randlane ve ark., 2009).
Tayinde dis morfolojik karakterlerin belirlenmesinde stereo mikroskop (Stereo
mikroskop Olympus SZX16), anatomik ozellikler igin ise 11k mikroskopu (Olympus
BX53 Isik mikroskobu) kullanilmistir. Ayrica Stereo mikroskop Olympus SZX16’ya ve
Olympus BX53’e bagli Olympus DP25 dijital kamera kullanilarak makroskobik ve
mikroskobik dijital fotograflar ¢ekilmistir (Sekil 2.1,2.3,2.4). Tiir ve tiir alt1 kategorileri
belirlemede oldukca 6nemli karakterler olan spor boyutlari, askus boyutlari, himenyum
yiikseklikleri, parafizlerin geniglikleri okiiler mikrometre ile O6l¢iilmiistiir. Bunun
yaninda kimyasal reaktifler de kullanilmistir. Ornekler herbaryum materyali haline
getirilen zarflar igerisinde, Yozgat Bozok Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Liken

Herbaryumu’na kayit edilerek saklanmistir.

Morfolojik ve anatomik ozelliklerine gore teshis edilen orneklerin molekiiler analizler

ile agac olusturularak desteklenmistir.
3.2.2. Molekiiler analiz yontemleri

Orneklere DNeasy Plant Mini Kit kullanim talimatina uygun olarak DNA izolasyonu
yapilmistir. Izole edilen DNA' da RDNA ITS, bélgelerinin ¢ogaltilmasi, uygun PCR
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(Bio-Rad T 100) sartlarinda ilgili bdolgeyi igine alan primer ITS1-F
(CTTGGTCATTTAGAGAAGTAA (Gardes ve Bruns, 1993) ve ITS 4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC (White ve ark., 1990) ile gerceklestirilmistir. Dongii
sartlar1 daha once yapilmig olan ¢aligmadaki verilere gore belirlenmistir (Wirtz ve ark,

2006).

Amplifikasyon firtinlerinin elektroforetik ayirimi % 1.2 ’lik agaroz jelinde (Bio-Rad
Sub-Cell GT) yapilmus, jel red ile boyanmistir. 100 b¢ DNA ladder molekiiler agirlik
belirteci (Fermentas) ile beraber 50X TAE tamponu kullanilarak 100 voltta 1 saat

elektroforez gergeklestirilmistir.

Syngene G:BOX F3 jel goriintiileme sisteminde goriintiilenerek sekans analizi igin

BMLabosis’e gonderilmistir.
3.2.3. Ekstrelerin hazirlanis

Tiirlere ait 6rnekler U. lapponica (3.65 gr), U. intermedia (3.40 gr), U. florida (14.67
gr) % 80’lik metanol ile galkalamali su banyosunda 37 °C’de 8’er saat siireyle ili¢ kez
ekstre edilmistir. Elde edilen ekstreler birlestirilip vakum altinda rotavaporda (37-38 °C)
yogunlastirilmigtir. Tiim ekstreler liyofilize edilip kurutulmustur ve analiz anina kadar -

20 °C’de saklanmustir.
3.2.4. Kimyasal kompozisyon analizleri

Bitkisel materyallerden elde edilen ekstreler fenolik bilesikler bakimindan

spektrofotometrik yontemlerle incelenmistir.

Toplam Fenol Miktar Tayini

Ekstrelerin igerdikleri toplam fenol miktar1 gallik asitte esdeger olarak Folin-Ciocalteu
yontemi kullanilarak hesaplanmistir (Re ve ark., 1999). 6 mL distile su i¢eren 10 mL’lik
kap icerisine 100 puL 6rnek ¢ozeltisi ve 500 pL Folin-Ciocalteu reaktifi ilave edilmistir.
1 dakika sonra 1.5 mL %?20’lik sulu Na2COs ilave edilip 10 mL’ye su ile
tamamlanmistir. Kontrol olarak ekstre igermeyen reaktif karisimi kullanilmistir. 25
°C’de 2 saat inkiibe edildikten sonra 760 nm’de absorbansi Ol¢iilmistiir ve gallik asit

kalibrasyon egrisi ile karsilastirilmistir. Toplam fenolik madde miktar1 gallik asite
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esdeger olarak hesaplanmistir. Deneyler ii¢ paralel olacak sekilde yapilmis ve sonuglar

ortalama degerler olarak verilmistir.

Toplam Flavonoit Miktar Tayini

Ekstrelerin icerigindeki toplam flavonoit analizi Zhishen ve ark. (1999)’nin
caligmalarinda kullandiklar1 yontem modifiye edilerek yapilmistir (Singleton ve ark.,
1999). Buna gore 1 mL ekstre t=0. dakikada 0.3 mL % 5’lik NaNO, ¢ozeltisi ile
karistirilmustir, t=5. dakika’da 0.3 mL % 10’luk AlCl3.6H,0 ¢ozeltisi ilavesinden sonra,
t=6. dakika’da 2 mL 1 M NaOH ¢ozeltisi eklenmistir ve 2.4 mL su ilave edilerek
karistirilmistir. 510 nm’de kore karsi absorbans Olciilmiistiir. Ekstrelerin igerdikleri
toplam flavonoit miktarlar1 katesine esdeger olarak mg ca /9 ekstre Olarak hesaplanmustir.
Katesinin kalibrasyon egrisi aynm1 sekilde etanol kullanilarak hazirlanmistir. Biitiin

Olctimler 3 paralel olacak sekilde yapilmistir ve ortalama degerler alinmistir.

3.2.5. Yiiksek basingh sivi kromatografisi (YBSK - HPLC) ile usnik asit miktar
tayini

Liken ekstrelerine ait ornekler %70 metanolde ¢Oziilmiistiir. Analizler i¢in Shimadzu
LC-20AT YBSK sistemi kullanilmistir. Dedektér olarak PDA  spekrofotometrik
dedektor, solvent olarak ise metanol-su-fosforik asit (75:25:0.9, v/v/v) kullanilmistir.
Akis hizi 1 mL/dak olarak uygulanmistir ve usnik asit standardt DMSO
(Dimetilsiilfoksit)’de ¢oziilmiistiir (Tablo 3.3).

Tablo 3.3. YBSK gradient akis tablosu

Zaman (dak.) Hareketli faz A (%) Hareketli faz B (%0)
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 Supiriici Etki Tayini

1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH °) Radikalini Siipiiriicii Etki Tayini

Ekstrelerin DPPH" radikalini siipiiriicii etkileri Gyamfi ve ark.’nin metoduna gore
yapilmistir (Gyamfi ve ark, 1999). Tris-HCI tamponu (50 mM, pH 7,4) ve 1ImL 0.1 mM
metanolde hazirlanmistir  ve  1,1-difenil-2-pikrilhidrazil ¢ozeltisi  (DPPH) ile
karistirlmustir. Kontrol olarak ekstre icermeyen reaktif karisimi kullanilmustir. Ornekler
oda sicakliginda ve karanlikta 30 dakika inkiibe edildikten sonra absorbanslar 517
nm’de okunmustur. inhibisyon yiizdesi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir ve
IC50 degerleri nonlineer regregasyon egrileri kullanilarak Esitlik 3.2.6 Orneginde
oldugu gibi (Sigma Plot 2001 versiyon 7.0,SPSS Inc., Chicago IL) hesaplanmustir.

Analizler 4 paralel olarak tekrarlanmistir ve ortalama degerler kullanilmistir.
% inhibisyon: [(AbSkontroI- Abs 6mek) [ Abs kontrol] x 100 (326)

2,2’-azino-bis (3- etilbenzathiazolin-6- sulfonik asit) (ABTS™) Radikalini Siipiiriicii Etki
Tayini

Ekstrelerin  ABTS™ radikalini siipiiriicii  etkilerine bakilmistir  (Caniova ve
Brandsteterova, 2001). ABTS™ radikali (7 mM) ABTS’in sulu ¢bzeltisi ile K2S20s
(2.45 mM)’un karanlikta 12-16 saat bekletilmesiyle meydana getirilmistir ve absorbansi
oda sicakliginda 734 nm’de 0.700 (+0.030) olacak sekilde ayarlanmistir. Bu sekilde
hazirlanan radikal ¢ozeltisi (990 pL) ile ekstre ¢ozeltileri (10 pL) karistirilmistir ve 734
nm’de 1 dakikalik araliklarla 30 dakika siiresince reaksiyon kinetigi dl¢timii yapilmistir.
Konsantrasyona karsi 6l¢iilen inhibisyon yiizdeleri Troloks’a esdeger olarak (TEAC)
hesaplanmistir. Bu islem elimizdeki orneklerin hepsine ayri ayr1 uygulanmistir.

Deneyler ii¢ paralel olarak tekrarlanip ve ortalama degerleri hesaplanmistir.
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3.2.7. Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi i¢in agar disk difiizyon testi uygulanmistir.
Calismada kullanilan liken ekstrelerinin 30 pl’lik miktarlart 6 mm ¢apli (Oxoid, blank
disc) bos steril disklere emdirilmistir. Usnea likeninin ekstreleri su ve DMSO ile 20
mg/mL konsantrasyonda olacak sekilde hazirlanmistir. Hazirlanan her bir liken ekstresi
0.45 um capindaki steril filtrelerden gegirilerek steril edilmistir. Bakteriler i¢in Mueller-
Hinton Broth (MHB) besiyeri, Fungus icin ise Sabouraud Dextrose Broth (SDB)
besiyeri kullailarak tiretici firmanin prosediirlerine uygun sartlarda mikroorganizmalar
cogaltilmis ve 37 °C ‘de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Gece kiiltiirlinden UV-VIS
Spektrofotometre kullanilarak bakteri ve fungus konsantrasyonlar1 5 x10° CFU/mL
olacak sekilde 0.5 McFarland’a goére ayarlanmigtir. Bakteri ve fungus kiiltiirlerinden
100’er pl sirastyla Mueller-Hinton Agar (MHA) ve Sabouraud Dextrose Agar (SDA)
besiyeri lizerine yayma ekim yapilmistir. Liken ekstrelerini igeren diskler ve kontrol
gruplari, bakteri igeren besiyeri {lizerine ilave edilmis 37 °C ‘de 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Fungus i¢in ise 30 °C ‘de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. Calismada
pozitif kontrol amaciyla Ampisilin (amp) ve Nystatin (nys) (Thermo Scientific™,
Oxo01d™, Amerika) standart antibiyotik diskleri (10 pg/disk), negatif kontrol amaciyla
ise steril fizyolojik su ve DMSO emdirilmis diskler kullanilmistir. Inkiibasyon
sonucunda olusan inhibisyon zonlarinin ¢aplart milimetrik cetvelle Ol¢lilmistiir.
Calismamiz 2 tekrarli olacak sekilde yiiriitiilmiis ve sonuglarin degerlendirilmesinde

aritmetik ortalamalar1 alinmistir.
3.2.8. DNA koruyucu aktivitenin belirlenmesi

Liken ekstrelerinin, DNA’y1 UV ve oksidatif kaynakli hasarlardan koruma
etkinliklerinin tespiti i¢in pBR322 plazmid DNA’si (Thermo Fisher Scientific)
kullanilmistir. Plazmid DNA’s1, liken ekstrelerinin varliginda H,O, ve UV uygulanarak
hasara ugratilmistir. Liken ekstreleri 20 mg/ml % 5 seyreltilerek 5 ul, plamzid 3 pl,

dH20 6 ul, Hy0; 1 pl, olmak iizere numuneleri sirasiyla;
1. tiipte: pPBR322 + Usnea lapponica + UV + H,0,
2. tiipte: pPBR322 + Usnea intermedia + UV + H,0;

3. tlipte: pBR322 + Usnea florida + UV + H,0,
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4. tiipte: pPBR322 + dH,0 + UV + H,0,
5. tiipte: pBR322 + dH,0 (kontrol)
6. tiipte: pBR322 + dH,0 + UV

7. tiipte: pBR322 + dH,0 + H,0, eklenmistir. Liken ekstrelerinin oldugu tiiplere 5 dk
siireyle UV 151k uygulandiktan sonra 3 saat inkiibasyona tabi tutulmus ve 3 ul loading
dye boyasi eklendikten sonra % 1’lik agaroz jelde 80 V 3 saat kosturularak, jel

goriintiileme sisteminde (Bio-Rad ChemiDoc™ XRS+) fotografi ¢ekilmistir.

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

yontemi ile sitotoksik etkilerinin belirlenmesi

Sitotoksisite tayini icin Insan Meme Kanseri Hiicre Hatti ve Insan Akciger Kanser
Hiicresi Hatt1 kullanilmistir. Sitotoksik etkiyi belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilan
enzimatik test yontemlerinden biri olan MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-difenil
tetrazolium bromid) yontemidir. Bu yontem, MTT boyasinin tetrazolium halkasini
pargalayabilmesi esasina dayanmaktadir. Bu yontemde, MTT boyasi canli hiicrelere
aktif olarak absorbe olur ve reaksiyon mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz tarafindan
katalize edilerek mavi-mor renkli, suda ¢oziinmeyen formazana indirgenir (Sekil 3.1).
Formazan olusumu, yalnizca aktif mitokondrinin bulundugu canli hiicrelerde
gorilmektedir. Bu da hiicre canliliginin bir belirteci olarak kabul edilmekte ve
spektrofotometrik  olarak  belirlenen  deger, yasayan hiicre sayis1 ile

iliskilendirilmektedir.

Hiicrelerinin Kiiltiire edilmesi i¢in; ticari olarak satin alinan hiicreleri, +37 °C’ de
¢oziillip, hiicrenin iizerine 5 mL PBS ekleyerek 1600 rpm’de 5 dakika 20 °C’de santrifiij
edilmistir. Stipernatan kismi atildiktan sonra hiicre pelleti iizerine 5 mL kadar taze
besiyeri ekleyip yavasca pipetleyerek homojenize edilmistir ve delikli hiicre kiiltiir

kabina aktarilarak CO>’li inkiibat6re kaldirilmustir.

Hiicrelerinin pasaji; flask igerisinde kiiltiire edilen hiicreler iki giinliik inkiibasyon
stiresi sonunda, 15 mL’lik ependorf tiiplere aktarilmistir ve 800 g’de +20 °C’de 5 dakika
santrifiij edilip siipernatan kism1 uzaklastirilmistir. Pelet, penisilin igeren yaklasik 5 mL
PBS (pH;7.3) tamponu iginde hiicrelere zarar vermeyecek sekilde ¢Oziiliip ayni

kosullarda tekrar santrifiije edilmistir. Siipernatan uzaklastirildiktan sonra olusan pellet
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onceden hazirlanmis besiyeri i¢inde ¢oziilerek kiiltiir kabina aktarilmistir. Pasajlama
isleminin iki giin arayla yapilma nedeni olas1 kontaminasyonlardan ve Olii hiicre

kalintilarinin zararli etkilerinden canli hiicrelerin etkilenmesini 6nlemektir.

Hiicre dondurma ve saklama; hiicreler besiyeri degistirirken oldugu gibi santrifiij ve
yikama islemlerine tabi tutulmustur. Hiicreler santrifiij edildikten sonra siipernatan
atilmistir. Hiicreler 1 mL PBS ile siispanse edilerek, steril tiipe aktarilmistir ve {izerine
ImL krio ¢ozeltisi karistmindan eklenmistir (% 10 DMSO) ve hazirlanan kriolarin
kademeli olarak donmalarini saglamak i¢in ilk olarak +4 °C’de yarim saat,-20 °C’de 3

saat bekletildikten sonra-80 °C’ye kaldirilip dondurulmustur.
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34 S-dimelhyithiazol-2-)-2 S-diphenyltetrazolium bromide (€. 2154 S-cimethyihiazol-2-yi}- 1, 3-diphemyiiormazan
(MTT) (Formazan)

Sekil 3.1. MTT boyasinin formazana doniigiimii

% 80’lik metanol ekstrelerinin  A549 ve MDA-MB-231 hiicreleri iizerindeki
sitotoksisitesi MTT kolorimetrik yontemle belirlenmistir. Hiicreler uygun besi yerinde
cogaltilmistir. Calismadan 24 saat Once flasktaki hiicreler sayilarak 96 kuyucuklu
mikroplaga kuyucuk basina 100 uL’de 10000 hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. 24
saat sonunda plaga yapismis olan hiicrelerin iistiindeki besi yerleri atilmistir ve
besiyerinde seyreltilerek hazirlanan ekstreler 3.9-1000 pg/mL araliginda disiik
konsantrasyondan yiiksek konsantrasyona dogru 100 uL alinarak plaga eklenmistir ve
37 °C’de karbondioksitli etiivde 48 saat bekletilmistir. Steril PBS igerisinde hazirlanan
stok MTT soliisyonundan, 0.5 mg/mL MTT c¢alisma soliisyonu hazirlanmistir ve 96
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kuyucuklu plaklara ilave edilmistir. Inkiibatorde 3 saat bekletildikten sonra plaktaki
besiyeri bosaltilarak 100 uL. DMSO (Dimetil siilfoksit) eklenmistir. 5 dk ¢alkalandiktan
sonra plakalardaki hiicrelerin optik dansiteleri ELISA cihazinda (Bio-Rad, ABD) 540
nm dalga boyunda okutulmustur. Kontrol kuyucuklar1 okutularak elde edilen absorbans
degerlerinin ortalamasi alinmistir ve bu deger %100 canli hiicre olarak kabul edilmistir.
Coziicii ve ekstre uygulanan kuyucuklardan elde edilen absorbans degerleri kontrol

absorbans degerine oranlanmistir ve yiizde canlilik olarak kabul edilmistir.

% Hiicre canlilik = (Konsantrasyon O.D. / Kontrol O.D.) *100 olarak hesaplandi.

42



4. BULGULAR

4.1. Likenlerin Teshisi ve Sekans Sonu¢larinin Degerlendirilmesi

Firmadan gelen sekans sonuglart NCBI “National Center for Biotechnology
Information”, (www.ncbi.nlm.nih.gov) gen bankasindaki verilerle BLAST programi
tizerinden karsilastirilarak filogenetik benzerlikleri incelenmistir. Her bir veri Bioedit
programi kullanilarak hizalanmistir. Hizalanan 6rnekler ve NCBI gen bankasindaki en
yakin karsiliklarina ait veriler MEGA 7 Construct/Test Maximum Likelihood (ML)
Tree yontemi kullanilarak incelenmistir (Tablo 4.1). Dis grup se¢iminde daha 6nce

yapilmis olan ¢alismada kullanilan dis gruplar tercih edilmistir (Wirtz ve ark, 2006).

Tablo 4.1. Gen bankasindan indirilen ve yeni elde edilen sekanslar

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 Bankasindan indirilen ve yeni elde edilen sekanslar1 (devam)

Takson

Numara

Usnea subfloridana

Usnea subfloridana

Usnea substerilis

Usnea substerilis

Usnea wasmuthii

Usnea wasmuthii

Alectoria ochroleuca

Alectoria ochroleuca

Lokalitw/Kaynak ITS
Genbank KU352705
Genbank KU352709
Genbank JN086328
Genbank JN086329
Genbank JN943536
Genbank JN943541
Genbank MK812226
Genbank MK812278

Usnea florida JN943538

79 [ Usnea florida AF451739

Usnea florida JNO86297

Usnea florida JN943531

Usnea florida ST0.004

Usnea subfloridana JN943527
Usnea subfloridana KU352709
Usnea subfloridana KU352705
Usnea substerilis JN0O86328
92 Usnea substerilis JNO86329
9 | 100 | Usnea wasmuthii JN943541

52

64

! Usnea wasmuthii JN943536
30 | Usnea intermedia KU352641
90 | T Usnea intermedia KX132920
Usnea intermedia ST0.011
52 Usnea lapponica ST0.002
Usnea lapponica KU352594
5 Usnea lapponica JN086316
Usnea lapponica JN086317
| Usnea cornuta JN943562

100 | Usnea cornuta JN943561

Usnea ceratina JN943558

100 ' Usnea ceratina KX132921

| Alectoria ochroleuca MK812278

0,020

100 ! Alectoria ochroleuca MK812226

Sekil 4.1. Usnea cinsine ait ITS bolgesi filogenetik analizi
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4.2. Liken Ekstrelerinin Kimyasal Kompozisyon Analizleri

4.2.1. Toplam fenol miktar tayini

Ekstrelerin toplam fenol ve toplam flavonoit miktarlart deneysel kisimda verilen
yontemler kullanilarak spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Toplam fenol miktarlar
gallik asite esdeger olarak hesaplanmistir. Sonuglar (Tablo 4.2) verilmistir. Tim
ekstreler i¢inde en yiiksek fenol igerigi U. lapponica’da 87.62 + 4.37 mgcae/Qekstre
olarak hesaplanmis daha sonra sirastyla toplam fenol icerigi U. florida ‘da 85.15 +2.12

MQcae/Jekstre U. intermedia ‘da 73.74 £+ 1.62 Mycae/Jekstre Olarak tespit edilmistir.
4.2.2.Toplam flavonoit miktar tayini

Ekstrelerin toplam flavonoit miktarlar1 yontemler kisimda verilen deneysel prosediirler
kullanilarak spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Toplam flavonoit miktar1 katesine
esdeger olarak hesaplanmistir. Tiim ektreler arasinda ile en yiiksek toplam flavonoit
miktar1 Usnea florida’da 23.06 + 3.34 mgca/Qekstre olarak hesaplanmistir. Sonuglar
(Tablo 4.2)’de verilmistir.

Tablo 4.2. Toplam fenol ve flavonoit miktar sonuglari

Toplam Fenol Toplam Flavonoit
Ekstre
[mgGAE/gekstre] [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. Yiiksek basinch sivi kromatografisi analizi ile usnik asit miktar tayini

Ekstrelerdeki usnik asit miktarin1 tayin etmek amaciyla yiiksek basingli Sivi
kromatografisi (YBSK) ile yapilan analizlerinde PDA (Photo Diode Array) dedektor
kullamilmistir. ~ Kalibrasyon i¢in  standartlar ~ 10-50-100-250-750-1000 mg/L
konsantrasyon araliginda hazirlanmistir (Tablo 4.3). Ekstreler ise 1 mg/mL

konsantrasyonda hazirlanmistir. Akis hiz1 0.5 mL/dk, enjeksiyon miktar1 10 pL, dalga
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boyu 280-320 nm, mobil faz olarak A) %0,1’lik H3PO,4 B) Metanol kullanilmistir (Sekil
4.2,4.3,4.4).

Tablo 4.3. Usnik asit standardina ait kalibrasyon denklemi ve korelasyon katsayzisi

Madde Kalibrasyon Denklemi [y=ax+b] ~ Korelasyon Katsays: [r’]

Usnik asit y = 28861 x -198579 0.9986

Tablo 4.4. Ekstrelerin icerdigi usnik asit miktari

Ekstre Ushik asit (Mg/Qekstre)
U. lapponica 33.45+9.21

U. intermedia 133.75 + 15.97

U. florida 84.29 +5.65

Usnik asit miktar1 tayini i¢in yapilan calismada elde ettigimiz sonuglara gore U.
lapponica en yiiksek usnik asit 334,59 + 9.21 Mg /Qeksre miktarina sahip ekstre olarak
belirlenmistir. U. florida ise 84.29 + 5.65 mg/Qekstre ile en diisiik usnik asit miktarina

sahip liken ekstresi olarak tespit edilmistir (Tablo 4.4).

e IR
5.04
4.0
3.0
2.0+
0.0——~\p;_—;
-1.0+
0 10 20 30 40 50 min

Sekil 4.2. U. lapponica igin ushik asit kromatogrami
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Sekil 4.3. U. intermedia i¢in usnik asit kromatogrami
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Sekil 4.4. U. florida i¢in usnik asit kromatogrami
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4.3. Antioksidan Aktivite Calismalar:
4.3.1. Radikal Siipiiriicii Etki Tayini

1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH® ) Radikalini Siipiiriicii Etki Tayini

Viicuttan zararli ve hastalik yapici radikallerin uzaklastirilmasi olduk¢a dnemlidir. Bu
amagla orneklerin antiradikal etkilerinin 6l¢iilmesinde azot merkezli stabil bir radikal
olan DPPH® radikali kullamilmustir. Ekstreler DPPH® radikalini fizyolojik pH’da
konsantrasyona bagli olarak siiptirmiislerdir. Ekstreler 0.125 mg/mL, 0.25 mg/mL, 0.5
mg/mL, 1 mg/mL, 2 mg/mL ve 4 mg/mL konsantrasyonlarda calisilmis ve yiizde
inhibisyon degerleri hesaplanmistir. 0.125 mg/mL, 0.25 mg/mL, 2 mg/mL ve 4 mg/mL
konsantrasyonda en etkii tiir U. florida olarak belirlenmistir. 0.5 mg/mL, 1 mg/mL
konsantrasyonlarinda ise en etkili U. lapponica tiiri bulunmustur. Sonuglar (Tablo
4.5)’de verilmistir. Elde edilen verilere gore ekstrelerin pozitif kontrol olan BHT

(Biitilhidroksitoluen) kadar etkili olmadig1 goriilmiistiir.

Tablo 4.5. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH?®) radikalini siipiiriicii etki sonucu

%] nhibisyon

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

U. lapponica  66.32+3.11 61.37+4.71 61.0543.59 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 4291+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 Siipiiriicii
Etki Tayini

Bu yontem mavi/yesil renkli bir bilesik olan ABTS™ radikali katyonunu siipiiren
antioksidatif maddelerin  miktarinin ~ spektroskopik olarak Glgililmesi  esasina
dayanmaktadir. Bu yontem ile flavonoitler, hidroksisinnamik asitler, karotenoitler gibi
hidrofilik ve lipofilik antioksidanlar Glgiilebilmektedir. Ekstreler 2 mg/mL, 1mg/mL ve
0.5 mg/mL konsantrasyonlarda calisilmistir. ABTS™ radikali siipiiriicii aktivite
deneyinde en aktif tiir U. intermedia olarak belirlenmistir (Tablo 4.6). Ayrica tiirlere ait
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tim ekstrelerin 2 mg/mL’ de pozitif kontrol olan BHT’ye yakin deger gosterdigi

gbzlenmistir.

Tablo 4.6. 2,2’- Azino-bis (3- etilbenztiazolin-6- sulfonik asit) (ABTS™) radikalini
stiptiriicii etki sonucu

TEAC (mmol/L/Trolox)

Ornekler 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 0.91+0.11 1.50+0.21 2.24+0.27
BHT 2.50+0.1 2.55+0.8 2.5+0.9

4.4. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

U. florida, U. intermedia, U. lapponica liken ekstrelerinin 6 bakteri susu ile 1 fungus
tirtine karst antimikrobiyal etkileri test edilmis meydana gelen inhibisyon zonlari
(Tablo 4.7) gosterilmistir. C.albicans tiiriine karsi herhangi bir antifungal aktivite
kaydedilmemistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan ampisilin ve nystatin genel olarak
liken ekstrelerinden daha yiiksek aktivite gosterirken, Negatif kontrol olarak kullanilan
DMSO ve suda aktivite gézlenmemistir. Usnea ekstreleri M. luteus ve S. aureus bakteri

suslar1 harici etki gostermemistir.

Tablo 4.7. Usnea esktrelerinden olusturmus oldugu zon ¢aplari (mm)

Mikroorganizma Usena Usena Usena (-)Kontrol | (+)Kontrol

lapponica intermedia florida | Bos disk (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)

49




Usnea ekstrelerinin  olusturduklart inhibisyon zonlarinin fotograflar1 (Sekil 4.5)
verilmistir. Usnea ekstreleri i¢cin M. luteus ve S.aureus suslari iizerinde antimikrobiyal
aktivite gozlemlenmistir. Usnea ekstrelerinin  antimikrobiyal aktivitelerinin hig
gozlemlenmedigi suslar ise E. coli, P. mirabilis, E. aerogenes, B. subtilis ve C. albicans
olarak tespit edilmistir. Antimikrobiyal aktivite inhibisyon ¢aplari, M. luteus igin 11-13
mm, S. aureus i¢in 7.0 mm olarak bulunmustur. Diger suslar i¢in ise inhibisyon cap1
gbézlemlenmemistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan ampisilin bakteriler icin ve

nystatin ise fungus i¢in en yiiksek aktivitleri gdstermistir.

Sekil 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 kars1 antimikrobiyal aktiviteleri
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4.5. DNA Koruyucu Aktivitenin Belirlenmesi

Usnea ekstrelerinin DNA koruyucu aktivitesi, pPBR322 plazmid DNA’s1 kullanilarak
test edilmistir. Bu yonteme gore, liken ekstreleri UV ve H,0,’ye karst DNA koruyucu
aktivite gostermistir. Bu likenlerin ekstreleriyle gerceklestirilen test sonucunda elde

edilen sonuglar (Sekil 4.6) verilmistir.

form II
form III
formlI

Sekil 4.6. Plasmid DNA koruyucu aktivitesinin jel elektroforezi goriintiisii
1)PBR322, 2) pBR322 + UV, 3) pBR322 + H,0,, 4) pBR322 + UV + H,0,
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)

yontemi ile sitotoksik etkilerinin belirlenmesi

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir testi in vitro toksisite
taramasinda siklikla kullanilan yontemlerden biridir. Bu yontem, hizli, kolay ve yiiksek
oranda dogruluga sahiptir. Bir tetrazolyum tuzu olan MTT, sar1 renkli olup, yasayan
hiicrelerin mitokondrilerinde bulunan siiksinat-dehidrojenaz enzimine spesifik olarak
baglanmaktadir (Sekil 4.7). Bu baglanmanin sonunda suda ¢6ziinmeyen koyu mavi
renkte Kkristaller olusmaktadir. Kristaller, dimetilsiilfoksit (DMSO) ve izopropanol gibi
organik ¢oziiciilerde kolayca ¢oziinmektedir (Sekil 4.8,4.9,4.13,4.14).
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Coziinmiis olan bu boya, konsantrasyona bagimli olarak spektrofotometrik yontemle
goriiniir dalga boylarinda 6lgiilebilen bir absorbans vermektedir. Boylece indirekt olarak

hiicrelerin metabolik aktivitelerini 6lgmektedir. Ayrica Slgiilen deger yasayan hiicre

sayist ile iligkilendirilmektedir.

Sekil 4.7. MTT testi

Usnea tiirlerinden elde edilen ekstrelerin sitotoksisitesi kanserli hiicre hattinda MTT
yontemi kullanilarak Ol¢tilmiistiir. Sonuglar yiizde (%) olarak verilmistir ve hiicre
kontrol grubu canliligi %100 kabul edilerek diger gruplar hesaplanmistir. Ekstreler
3.906 pg/mL, 7.8125 pg/mL, 15.625 pg/mL, 31.25 pug/mL, 62.5 pg/mL, 125 pg/mL,
250 pg/mL, 500 pg/mL ve 1000 pg /mL konsantrasyonlarda test edilmistir (Sekil
4.10,4.11,4.12).

A549 (akciger kanser hiicre hatt1) hiicre hattinda 250 pg/mL’de % 36.0301 canlilik
seviyesi U. florida gozlenmistir. 1000 pug/mL’ de ise tiim tiirlerde sitotoksik etki

gostermistir.
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Sekil 4.8. U. lapponica ve U. intermedia tiirlerine ait ekstrelerinin A549 hiicrelerinin
canlilig1 tizerindeki etkileri

Sekil 4.9. U. florida tiiriine ait ekstrenin A549 hiicrelerinin canliligi tizerindeki etkileri
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Sekil 4.10. U. lapponica ekstresinin A549 hiicrelerinin canlilig1 tizerindeki etkileri

A549

150
= 100 I I I
5% 13 §
8 0 - 0 [ |
X © O D O 0 O N N N N
° ® & N @ N PP

% AX ,\f‘) ) S

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.11. U. intermedia ekstresinin A549 hiicrelerinin canliligi iizerindeki etkileri
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Sekil 4.12. U. florida ekstresinin A549 hiicrelerinin canlilig {izerindeki etkileri
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MDA-MB-231 hiicre hatt1 icin MTT yontemiyle ekstreler i¢in elde edilen sonuglar
(Sekil 4.15,4.16,4.17) verilmistir. MDA-MB-231 hiicre hattinda U.intermedia

ekstresinde 62.5 ng/mL’de % 23.65 canlilik gdzlenmistir.

Sekil 4.13. U. lapponica ve U.intermedia ekstrelerinin MDA—MB-231 hiicrelerinin
canliligi tizerindeki etkisi

Sekil 4.14. U. florida ekstresinin MDA-MB-231 hiicrelerinin canlilig1 tizerindeki etkisi

55



MDA-MB 231

x 140

= 9

g 40 '

S I

X -0 ) \2) N \J )] V) ) O >
CIPN SIS S

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.15. Usnea lapponica ekstresinin MDA-MB-231 hiicrelerinin canlilig
tizerindeki etkisi
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Sekil 4.16. Usnea intermedia ekstresinin MDA-MB-231 hiicrelerinin canlilig
tizerindeki etkisi
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Sekil 4.17. Usnea florida ekstresinin MDA-MB-231 hiicrelerinin canliligi {izerindeki
etkisi
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5. TARTISMA

Likenler, ¢ok eski zamanlardan bu yana c¢esitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Bu sekilde tedavi amacli kullanimlar1 ise mikobiyont metabolizmadan
elde edilen ikincil biyolojik metabolitlerinden kaynaklanmaktadir (Pala ve Gurkan,
2008; Halliwell ve Gutteridge, 1989).

Usnea cinsi Parmeliaceae familyasinin bir iiyesi olarak bircok Avrupa ve Asya
tilkelerinin Flora’larinda kayithidir. Birgok tiirii bagta tibbi amagla olmak iizere Diinya
genelinde ¢esitli amaglarla kullanilmaktadir (Clerc, 1997). Bu tez kapsaminda Usnea
cinsine ait ii¢ liken tiiri toplam fenol ve toplam flavonoit miktar1 bakimindan
incelenmis, in vitro testlerle antioksidan, antimikrobiyal ve sitotoksik etkileri ile DNA

molekiilii tizerine etkileri degerlendirilmistir.

Ekstrelerin toplam fenol miktarimi tespit etmek icin fosfomolibdat ve fosfotungstat
karigimi bir reaktif olan Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilmig; ekstrelerin fenolik igerigi
kolorimetrik olarak tayin edilip gallik asite es deger olarak hesaplanmstir. Ug farkli
liken tiiri igin toplam fenol miktar1 sirasiyla U. lapponica igin 87.62 + 4.37
Mgcae/Jekstre, U. florida igin 85.15 + 2.12 mgeag/Jekstre, U. intermedia igin ise 73.74 +
1.62 mgcae/Qekstre Olarak bulunmustur. Ekstrelerin toplam flavonoit miktarlari ise
katesine es deger olarak hesaplamis ve sirasiyla U. florida ‘da 23.06 + 3.34 mgca/Qekstre,
U. intermedia’da 17.95 £+ 3.23 mgca/Qekse, U. lapponica’da ise 17.74 + 0.41
MQca/Jekstre Olarak kaydedilmistir. Toplam fenol miktari en yiiksek U. lapponica (87.62
+ 4.37 mgcae/Qekstre) tiirti bulunurken, toplam flavonoit miktari en yiiksek olan tiir ise U.
florida 23.06 = 3.34 MQca/Qekstre Olarak belirlenmistir (Tablo 4.2). Usnea tiirlerinin
fenolik igeriklerinin belirlendigi ¢alismalara bakildiginda; U. florida’dan elde edilen
metanol ve su ekstrelerinin toplam fenol igerigi su ekstresinde 10.04 +0.0001
MQycae/Qekstre, Metanol ekstresinde ise 10.5 £0.0004 Mgeae/Jekstre Olarak bulunmustur.
Bizim ¢alismamizda ise aynu tiir icin % 70’°lik metanol ekstresinde toplam fenol miktari
U. florida igin 85.15 + 2.12 mgcae/Qekstre hesaplanmistir (Odabasoglu ve ark., 2004). U.
intermedia nin toplam fenol igeriginin degerlendirildigi baska bir ¢caligma da ise tiiriin
etanol, metanol ve aseton ekstreleri hazirlanarak toplam fenol igerigine bakilmistir.
Calismada U. intermedia i¢in metanol ekstresinde toplam fenol miktari kuru liken
orneginde 2.397+0.3 MQcae/Obitki bizim g¢alismamizda ise 73.74 + 1.62 Mgcae/Jekstre
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olarak hesaplanmistir (Oran ve ark., 2016). Elde edilen sonuglardaki farkliliklar,
kullanilan yontemlerdeki farklilardan ve ekstraksiyon metodunda kullanilan ¢6ziicii
farkliliklarindan kaynaklanabilecegi gibi, likenlerin toplandigi lokasyonun cevresel

veya iklimsel farkliliklarin1 da yansitabilmektedir.

Usnea tiirlerinin ana bilesenlerinden biri olan usnik asitin ekstrelerdeki miktar tayinini
belirlemek i¢in YBSK analizleri gerceklestirilmistir. Tiim ekstreler usnik asit miktari
bakimindan degerlendirilmis ve en yiiksek usnik asit miktar1 U. lapponica (334.59 +
9.21 MQ/Qekstre)’da hesaplanmustir. (Tablo 4.3 4.4). Diger ekstrelerdeki usnik asit miktari
ise U. intermedia’da 133.75 mg/Qexstre U. florida’da ise 84.29 mg/Qekstre Olarak
hesaplanmistir. Cansaran ve ark. (2006), U. florida’nin usnik asit igerigini belirlemek
lizere yaptiklart bir ¢alismada YBSK analizleri sonucu U. florida‘da usnik asit ve
vulpinik asit bulundugu tespit edilmis ve U. florida'min usnik asit igerik miktari
hesaplanmistir (Cansaran ve ark., 2006). Elde edilen sonuglar neticesinde U. florida
usnik asit miktar1 23.6 £0.37 mQ/Qeksire Olarak tespit edilirken, bizim ¢alismamizda U.
florida usnik asit miktar1 84.29 £+ 5.65 MQ/Qekstre Olarak tespit edilmistir (Cansaran ve
ark., 2006). Bizim g¢alisma materyalimiz olan U. intermedia nin usnik asit i¢eriginin
degerlendirildigi baska bir ¢alismada ise U. intermedia’ya ait 1gram liken Ornegiyle
hazirlanan metanol ekstresinde wusnik asit miktart 0.94+0.04 mg/gii Olarak

hesaplanmistir (Oran ve ark., 2016).

ABTS"/TEAC yontemi en ¢ok kullanilan antioksidan aktivite tayin yontemlerinden
biridir (Okan ve ark., 2013). Bu yontemde, deney ABTS™ radikal ¢ozeltisi iizerine,
antioksidan iceren 6rnegin eklenmesi ve bunun sonucunda radikalin indirgenmesi ve
olusan mavi/yesil renkli rengin 750 nm dalga boyunda 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir
(Apaydin, 2008). Ekstrelerin ABTS™ radikalini siipiiriicii etkileri 0.5, 1 ve 2 mg/mL ii¢
farkli konsantrasyonda incelenmistir. Elde edilen veriler sonucunda en yiiksek aktiviteyi
gosteren U. intermedia olmustur (Tablo 4.6). Konsantrasyon arttik¢a ekstrelerin ABTS

radikalini siiplircii etkilerinde artis gézlenmistir.

Oran ve ark. (2016), ti¢ farkli liken tiiri (U. intermedia, U. filipendula, U. fulvoreagens)
ile farkli ¢oziiciiler kullanarak hazirladiklar1 ekstrelerin fenol miktarini tayin etmis,
ayrica ABTS yontemi ile radikal siipiiriicii etkilerini ortaya koymuslardir. Yapilan

deney sonucunda U. intermedia metanol ekstresinde diger coziiciilerle hazirlanan
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ekstrelere gore daha yiikksek etki gozlenmistir. Bizim ¢alismamizda 1 mg/mL
konsantrasyonda U. intermedia metanol ekstresinde ABTS radikalini siipiiriicii etKi
1.76+0.25 mmol/L/Trolox olarak bulunurken Oran ve ark. yaptig1 ¢alismada 141.6+6.0
mg TE /100 gpiwi olarak hesaplanmistir (Oran ve ark., 2016).

1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH") radikali, 517 nm de maksimum absorbans veren
stabil bir radikaldir. Antioksidan Ozellik gosteren maddeler tarafindan elektron ve
hidrojen atom transferi ile DPPH radikali hidrazin tiirevlerine indirgendiginde

absorbans degeri diismektedir (Sekil 5.1) (Apaydin, 2008).

eVeliisVe

+ ArOH —> NH + ArO
O,N NO, 0,N NO,
NO, NO,
DPPH ° (antioksidant, orn. fenolik) (DPPH-H) (antioksidant serbest radikali)

Sekil 5.1. DPPH " radikali ile antioksidan arasindaki reaksiyon

Ekstrelerin DPPH" radikalini stipiirme kapasiteleri fizyolojik pH’da incelenmis ve

sonuglar % inhibisyon degerleri seklinde verilmistir. Ekstreler 0.125 mg/mL, 0.25
mg/mL, 0.5 mg/mL, 1 mg/mL, 2 mg/mL, 4 mg/mL olarak alt1 farkli konsantrasyonda

incelenmigtir. Konsantrasyona bagli olarak ekstrelerin DPPH" radikalini stipiiriicii

etkisinin artmis oldugu tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda en yiiksek
aktiviteyi gosteren U. florida tiirti olmustur. (Tablo 4.5). Usnea tiirlerinin antioksidan

aktivitesini belirlemek amaciyla yapilan ¢alismalara bakildiginda; bizim galistigimiz

liken tiirlerinde DPPH" radikalini siipiircii etki tayin yontemi ilk defa tarafimizdan
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kullanilmistir. Ancak diger Usnea tiirleri igin bu yontemin kullanildigi ¢esitli galismalar

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

Sonug olarak farkli yontemler kullanilarak bitkilere ait metanol ekstrelerin antioksidan
kapasiteleri degerlendirilmistir. Her ydntem icin elde edilen farkli sonuglar,
yontemlerde kullanilan reaksiyon ortamlarmmin farkliliklarindan kaynaklanabildigini
gostermektedir. Ayrica bu durum etkiden sorumlu bilesiklerin farkli ¢ilizliniirliiklere
sahip olmasindan da kaynaklanabilmektedir. Bazi1 bilesikler reaksiyon ortaminda ¢ok iyi
cOziinerek yiiksek etki goOsterebilmektedir. Ayrica ortamda aktiviteyi etkileyen diger

birlesiklerin varlig1 da farkli sonuglar elde edilmesine sebep olabilmektedir.

Liken metabolitleri iizerine yapilan birgok ¢alismada antimikrobiyal etkisi iizerinede
arastirma ve ¢alismalar yapilmistir. Yaptigimiz ¢calismada U. florida, U. intermedia, U.
lapponica liken ekstrelerinin 6 bakteri susu ile 1 fungus tiirline karsi antimikrobiyal
etkileri test edilmistir ve meydana gelen inhibisyon zonlar1 (Tablo 4.7) gosterilmistir.
Bu sonuglara gore C. albicans tiirtine karst herhangi bir antifungal aktivite
kaydedilmemistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan ampisilin ve nystatin genel olarak
liken ekstrelerinden daha yiiksek aktiviteye gosterirken, negatif kontrol olarak
kullanilan DMSO ve suda aktivite gézlenmemistir. Usnea ekstreleri M. luteus ve
S.aureus bakteri suslar1 harici etki géstermemistir. U. intermedia ekstresi en yiiksek
inhibisyon c¢ap1 M. luteus bakteri susu {zerine oldugu gozlemlenmistir. Usnea
ekstrelerinin antimikrobiyal aktivitelerinin hi¢ gézlemlenmedigi suslar ise E. coli, P.
mirabilis, E. aerogenes, B. subtilis ve C. albicans olarak tespit edilmistir. Pozitif kontrol
olarak kullanilan ampisilin bakteriler i¢in ve nystatin ise fungus i¢in en yliksek aktivite

gostermistir.

Yapilan bazi ¢aligmalarda Usnea tiirlerinin diger tiim mikroorganizmalara kars1 farkl
seviyelerde antimikrobiyal aktivite gosterdikleri belirlenmistir. U. florida nin
antimikrobiyal etkisinin belirlendigi bir ¢alismada E. coli, S. aureus, E. fecalis, P.
mirabilis, P. Auroginosa, B. subtilis ve B. megaterium bakterileri test edilmistir. E. coli,
S. aureus, E. fecalis, P.mirabilis, P. Auroginosa bakterileri iizerine U. florida’nin
antimikrobiyal etkisi goriilmezken B. subtilis ve B. megaterium iizerine antimikrobiyal
aktivite gosterdigi belirlenmistir. U. longissima tiiriiniin antimikrobiyal aktivitesinin

belirlendigi bir baska ¢alismada S. aureus, K. pneumonia, P. aeruginosa, S. dysenteriae,
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E. coli ve S. typhi bakterileri test edilmistir. E. coli harici biitiin mikroorganizmalar
izerine antimikrobiyal aktivitenin oldugu belirlenmistir. U. florida, U. hirta, U.
subflorida, U. barbata, U. longissima, U. rigida liken tiirlerinin aseton ekstrelerinin B.
megaterium veya Bacillus subtilis 'a kars1 aktivite gosterdiklerini ancak Staphyloccoccus
aureus ve Pseudomonas aeruginosa’ya karsi aktivite gostermediklerini agiklamigtir
(Cansaran, 2006). Yaptigimiz calismada ayni liken tiirlerin ¢oziicii farkliligindan
kaynaklanan sebepten dolay1 farklilik gosterdegini gozlemlemekteyiz. Bizim yaptigimiz
calismada ise U. intermedia‘nin M. luteus bakteri susu tizerinde en aktif oldugu
belirlenmistir. Ayrica Candida albicans {izerine bir etki yaptigimiz c¢alismada
gbzlenmemistir. Dolayisiyla ayni cinse mensup likenlerin antimikrobiyal etkinliklerinin
tiir bazinda farklilik gosterebildigi gibi bu deger arasindaki farkliligin ve degiskenligin

kullanilan ¢oziicii veya rakima bagli degiskenlik gdsterebilecegi de diisiiniilebilir.

Liken ekstrelerinin DNA ile etkilesimlerini belirlemek i¢in plazmit DNA (PBR322)
kullanilmistir. PBR322, form I, form II ve form III olmak {izere ii¢ farkli formda
bulunmaktadir. Siipercoil yapiy1 form I, acik halkasal yapiy1 form II temsil eder. Form
IIT ise sadece plazmit DNA da ¢ift zincirin kirilmasi sonucunda ortaya ¢ikan dogrusal
yapidaki plazmit DNA ya verilen isimdir. H;O, varliginda DNA’nin UV 1simlarma
maruz kalmasi stiper kivrimli halkasal DNA’nin kirilmalar ve dogrusal DNA zincirde
bir ya da daha fazla kirik meydana gelmekte yogunluk ve ilerleyis degismektedir (Tepe
ve ark., 2001). Cesitli liken tiirlerinin DNA koruyucu aktivite gosterdigine yonelik
birkag caligma rapor edilmistir (Korkmaz ve ark., 2018). Bizim yapmis oldugumuz
DNA koruyucu aktivite belirlenmesinde elde ettigimiz sonug (Sekil 4.6) belirtilmisir.
PBR322 DNA UV ve H,0; ile muamele edilmis DNA’da Form II ve Form I’in hareketi
ve yogunlugunda degisiklikler oldugu goézlenmis, form I yapisinin konsantrasyonu
azalmis form II yapisinin yogunlugunda artig belirlenmis, kirilmalara bagli olarak form
III yapis1 agiga ¢ikmistir. Liken ekstreleri ile etkilesim sonucunda ise kontrol grubunda
oldugu gibi UV ve H,0; ‘nin neden olmus oldugu hasar ortadan kalkmistir. Bu yonteme
gore, liken ekstrelerinin UV ve HyO, ‘ye karst DNA koruyucu aktivite gostermistir
gosterdigi belirlenmistir. U. florida, U. intermedia, U. lapponica tiirlerinin i¢erdikleri
sekonder metabolitler ayr1 ayr1 degerlendirilerek belirlenmesi durumunda bu

metabolitler ilag, kozmetik ve endiistriyel sanayinden iiriin olarak degerlendirilebilir.
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Tedavi edici potansiyel etkileri ve halk arasinda tedavi amaclh kullanilan bitkiler ve
aktif bilesenleri son zamanlarda kanser tedavisi i¢in yeni ila¢ arastirmalarinin birgoguna
konu olmustur. Bitkisel ekstrelerin veya bitkilerden elde edilen bilesiklerin hiicre
kiiltiiri calismalarinda hiicre canliligini ve ¢ogalmasini belirlemek i¢in kullanilmasi da
son yillarda oldukga popiiler hale gelmistir. Bu amagla bir¢ok yontem gelistirilmis olup,
bu yontemlerden en kullanigsh olanlar, 96 kuyucuklu plakalarin kullanildigi deney

diizenekleridir. Boylece bir¢ok 6rnek ayni anda ve hizli analiz edilebilmektedir.

Sitotoksisite deneyleri degisik parametreleri kullanarak hiicre 6liimiini ve ¢ogalimini
belirlemek icin kullanilmaktadir. Bu ¢alisma kapsaminda liken ekstrelerinin sitotoksik
aktiviteleri A549 akciger kanseri hiicre hattinda MDA-MB-231 meme kanseri hiicre
hattinda test edilmistir.

AS549 hiicre hattinda U. florida ekstresi 250 pg/mL’ de %36.03 canlilik seviyesi ile
sitotoksik etki gOstermis olup aynmi konsantrasyonda diger tiirlerde A549 hiicrelerine
kars1 toksik etki goriilmemistir. 125 pg/mL konsantrsyonda liken tiirlerinin A549
kanserli hiicre hattinda canliligr % 50’nin altina diigiiremedigi gézlemlenmistir. 1000
ug/mL’ de sirasiyla U. intermedia (% 23.99) U. lapponia (% 25) U. florida (% 25.68)
A549 hiicrelerine kars: sitotoksik etkili olarak tespit edilmistir.

MDA-MB-231 hiicre hattinda calisilan liken ekstrelerinin sitotoksik aktivitelerinin
sonuglarina gore. MDA-MB-231 hiicrelerine karsi en yiiksek toksisite U. intermedia
ekstresinde 31.25 pg/mL’de %32.70 canlilik degeri ile belirlenmis olup ayni
konsantrasyonda diger tiirlerde benzer toksik etki goriilmemistir. 15.625 pg/mL’ de
liken tiirleri canliligt % 50’nin altina diisiirememislerdir. 125 pg/mL’ de ise tiim liken
tiirleri sitotoksik etki gostermistir. 1000 pg/mL konsantrasyonda toksisite siralamas1 U.
lapponica (% 3.45), U. intermedia (% 3.60), ve U. florida (% 4.57) olarak tespit

edilmistir.

Usnea tiirlerinin 1000pg/mL konsantrasyonda A549 ve MDA-MB-231 hiicre hatti
sitotoksik etkileri karsilastirildiginda tiirlerin iki kanser tiirii lizerinde toksik etki
gosterdigi ancak MDA-MB-231 hiicrelerine kars1 daha etkili oldugu goriilmektedir. U.
intermedia‘nin iki kanser tiirli {izerine sitotoksik etkileri ise diger calisilan liken

tiirleriyle karsilagtirildiginda daha diistiik olarak bulunmustur. Usnea tiirlerinin sitotoksik
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etkilerinin ¢aligildig1 literatiirlere  bakildiginda bizim ¢alistigimiz tiirler ile
belirledigimiz kanserli hiicre hatlarinda sitotoksik etkileri ilk defa tarafimizdan

belirlenmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Giliniimiizde kanser heniiz ¢dziimlenmemis Onemli bir saglik problemidir. Diinya
Kanser Arastirma Fonu (WCRF) verilerine gore, diinyada en ¢ok goriilen kanser tiirleri
sirasiyla erkeklerde akciger kanseri, kadinlarda meme kanseri oldugu goriilmiistiir
(WHO, 2019). Kanser tedavisinde kullanilan bu temel yontemlerin ve ilaglarin tedavide
yetersiz oldugu diistiniilmektedir. Son yillarda kanser tedavisinde karsilasilan sorunlar
nedeniyle alternatif yontemler aranmaktadir. Bu amag¢ dogrultusunda son zamanlarda
yapilan calismalarda ¢esitli kanser tiplerine karsi bitkisel ve fungus kaynakli ilaglarin
etkileri arastirilmaya baslanmistir (Ozenoglu ve ark., 2013). Likenler, ¢ok eski
zamanlardan bu yana ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Tedavi amagli
kullanimlarinin amaci mikobiyont metabolizmadan elde edilen likenlerin ikincil
biyolojik metabolitlerini esas almaktadir (Pala ve Gurkan, 2008; Halliwell ve
Gutteridge, 1992). Yaptigimiz ¢alismamiz kapsaminda Usnea tiirlerinin MDA-MB-231
hiicre hattina daha gii¢lii toksisite gosterdigi tespit edilmis daha ayrintili galismalarla bu
aktiviteden sorumlu bilesiklerin tespit edilmesi amaglanmistir. Usnea tiirlerimiz ile
yaptigimiz c¢alismalarda A549 ve MDA-MB-231 hiicre hattinda sitotoksik etki,
antioksidan aktivite ve antimikrobiyal aktivite arasinda bir dogrusallik saptanmamustir.
Aktiviteden sadece usnik asitin sorumlu olmadigr ayni zamanda Usnea tiirlerinin

icerdigi diger sekonder metabolitlerin de aktiviteye katki sagladigi yorumlanmaigtir.

Usnea liken tiirleri {izerine literatiirde birgok ¢alisma olmasina ragmen U. lapponica
‘nin biyolojik aktiviteleri iizerine yapilan ¢alisma literatiirde mevcut degildir ve bu
caligmada bu tiire ait usnik asit ve toplam fenol ve toplam flavonoit miktar1 ayn
zamanda antioksidan, antimikrobiyal, akciger ve meme kanser hatlar1 izerine gosterdigi
sitotoksik aktivite tarafimizca ilk defa arastirilmis olup literature katki saglayacagi

distintiilmiistiir.

Elde edilen bu sonuclar 6n calisma niteliginde olup etkiden sorumlu bilesiklerin tespit
edilip, degerlendirilmesi ve daha kapsamli ¢aligmalar yapilarak arastirmalara yon

verilmesi planlanmaktadir.
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