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OZET
YUKSEK LiSANS TEZI

TURKIYE’DE YAYILIS GOSTEREN Xanthoparmelia pulla TURUNUN
BiYOLOJIK AKTIiVITELERI YONUNDEN INCELENMESI

SENA KIYMIK

YOZGAT BOZOK UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGIiTiM ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIM DALI

TEZ DANISMANI: DOC. DR. MUSTAFA KOCAKAYA

Bu ¢alisma, Tirkiye'de yayilis gosteren Xanthoparmelia pulla (Ach.) O. Blanco, A.
Crespo, Elix, D. Hawksw. &Lumbsch tiriinden elde edilen metanol ekstrelerinin
antioksidan  aktivitelerini ve sitotoksik etkilerini arastirmayr amacglamaktadir.
Xanthoparmelia pulla tiirii i¢in sekonder metabolit miktarlari, Yiiksek Basingli Sivi
Kromatografisi yontemi kullanilarak belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gére en yiiksek
miktar Salazinik asit (37.23 £ 9.21 mg/gekstre) olarak tespit edilmistir. Xanthoparmelia
pulla ekstresinin toplam fenol igerigi (172.77 + 10.50 mg GAE/gekstre) ve toplam
flavonoit miktart (9,25 + 1,32 mg CA/gekstre) belirlenmistir. Antioksidan aktivite
degerlendirmesi i¢in DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) ve ABTS [2,2'-azino-bis (3-
etilbenzathiazolin-6-sulfonik asit)] yontemleri kullanilmistir. Xanthoparmelia pulla
ekstresinin en yiiksek DPPH radikalini siipiiriicii aktiviteye sahip oldugu, 2 mg/mL
konsantrasyonda %87.41 oraninda inhibisyon gosterdigi belirlenmistir. Benzer sekilde, en
yiiksek ABTS radikalini siipiiriicii aktivite, 0,5 mg/mL konsantrasyonda 2,29+0,31 mmol/L
Trolox'a esdeger oldugu saptanmustir. Sitotoksik aktivite degerlendirmesi ise MTT testi
kullanilarak MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 {izerinde gergeklestirilmistir.
Sonuglara gore, Xanthoparmelia pulla ekstresi MCF-7 hiicre hattinda 125 pg/mL
konsantrasyonda %33.16 canlilik gostermisken, MDA-MB-231 hiicre hattinda 250 pg/mL
konsantrasyonda %60.58 canlilik gbzlenmistir.

2023, xi + 59 Sayfa
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ABSTRACT
MASTER THESIS

INVESTIGATION OF THE BIOLOGICAL ACTIVITY OF Xanthoparmelia pulla
SPECIES DISTRIBUTED IN TURKEY

SENA KIYMIK

YOZGAT BOZOK UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF BIOLOGY

SUPERVISOR: ASSOC. DR. MUSTAFA KOCAKAYA

This study aims to investigate the antioxidant activities and cytotoxic effects of methanol
extract sobtained from Xanthoparmelia pulla (Ach.) O. Blanco, A. Crespo, Elix, D.
Hawksw. &Lumbsch, a speciesdistributed in Turkey. The amounts of secondary
metabolites for Xanthoparmelia pulla were determined using High-Performance Liquid
Chromatography. According to the obtained results, the highest amount was found to be
Salazinicacid (37.23 + 9.21 mg/g extract). The total phenolic content (172.77 £ 10.50 mg
GAE/g extract) and total flavonoid content (9.25 + 1.32 mg CA/g extract) of
Xanthoparmelia pulla extract were determined. DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) and
ABTS [2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)] methods were used for
antioxidant activity evaluation. It was determined that Xanthoparmelia pulla extract had
the highest DPPH scavenging activity, showing 87.41% inhibition at a concentration of 2
mg/mL. Similarly, the highest ABTS scavenging activity was found to be equivalentto
2.29 £ 0.31 mmol/L Trolox at a concentration of 0.5 mg/mL. Cytotoxic activity assessment
was performed on MCF-7 and MDA-MB-231usingthe MTT assay. According to the
results, Xanthoparmelia pulla extract exhibited 33.16% viability at a concentration of 125
pug/mL in the MCF-7 cell line, while 60.58% viability was observed at a concentration of
250 pg/mL in the MDA-MB-231 cellline.
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SIMGELER VE KISALTMALAR LiSTESI

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Agciklamalar

% . Yiizde

°C : Santigrat Derece

ng : Mikrogram

nL : Mikrolitre

cm : Santimetre

g : Gram

mg : Miligram

mL > Mililitre

mm : Milimetre

nm : Nanometre

Kisaltmalar Aciklamalar

ABTS : 2,2’-Azino-bis(3-etilbenzenotiyazolin-6-siilfonik asit)
BHT - Butil Hidroksi Toluen

DMSO : Dimetil Siilfoksit

DPPH : 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

YBSK - Yiiksek performanslt s1vi kromatografisi
MTT : 3-(4,5dimetiltiyazol-2yl)-2,5-difeniltetrazolyumbromit)
TE : Troloks Esdegeri

TEAC : Trolox Esdeger Antioksidan Kapasite
uv : Ultraviyole

Xi



1. GIRiS
Likenler; mantarlarin alglerle bir araya gelerek sahip olduklar1 morfolojik, anatomik ve
fizyolojik Ozelliklerinden farkli olarak kurduklari simbiyotik formlaridir (Duman, 2008).
Mikobiyont adi verilen bir mantar ile fotobiyont adi verilen bir fotosentetik yesil alg veya
siyanobakterinin bir araya gelerek olusturduklari kararli ve siirekli birlikler, tallusun
olusumunda 6nemli bir rol oynar. Bu ortaklik, basit bir birliktelik degildir, ¢iinkii mantar,
tallusun olugmasini saglayan algin barinagi olarak da gorev yapar (Nash III, 2008). Liken
birliklerinde, mantar karbon kaynag1 olarak hizmet ederken, alg ise fotosentez igin gerekli
mineralleri ve suyu mantardan alir. Ayrica, yiiksek sicaklik, zararli 1sinlar ve yiiksek nem gibi

olumsuz sartlarda mantar tarafindan korunur (Dayan FE. & Romagni JG, 2001).

Likenler, dogadaki cesitli ekosistemlerde, kalker kayalarindan silisli topraklara, sucul
ortamlardan aga¢ govde ve dal kabuklarina, yapraklara kadar genis bir yelpazede
yasayabilirler. Ayrica, sicaklik derecesi degisen zorlu kosullara da uyum saglayabilirler
(Karamanoglu, 1971). Bu sayede, smirli yasam kosullarinda var olmalarini saglayan
ozelliklerini kaybetmeden, {iistliin yeteneklerini 6n plana ¢ikarma firsatina sahiptirler (Cetin
Tufan & Siimbiil, 2008). Bu organizmalarin simbiyotik yasaminin bir 6zelligi, ¢esitli "liken
maddeleri" {retebilme yetenegidir. Likenler, metabolizma iirlinii olan bu maddeleri
kendilerine 6zgii bir sekilde sentezlerken, mantar ve alg tek baslarina bu yetenege sahip
degillerdir (Tanker vd.,2007). Likenler, herhangi bir stres durumuyla karsilastiklarinda,
Ozellesmis metabolik yollar aracilifiyla sekonder ve primer metabolitleri iiretebilirler

(\VValarmathi vd., 2009).

Primer metabolitler, hiicre metabolizmasinda yapisal fonksiyonlara sahip olan ve hiicre i¢inde
dogal olarak sentezlenen bilesiklerdir. Bu bilesikler, her iki simbiyont tarafindan
birbirlerinden bagimsiz olarak {iiretilir. Likenlerin, izolikenlerin, hiicre duvarinin bir parcasi
olan hemiseliilozun, hiicre yapisin1 destekleyen pektinlerin, enerji depolanmasinda rol
oynayan polialkollerin, tat ve aroma saglayan disakkaritlerin, protein yap1 taslar1 olan amino
asitlerin, biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen enzimlerin, alg kromoforlarina benzeyen
klorofillerin, beta karotenlerin ve ksantofiller gibi pigmentlerin, 6zellikle hif duvarinda yer
alan kitin gibi bilesenlerle birlikte, primer metabolitlerin bir parcasini olusturdugu
bilinmektedir (Solhaug vd., 2009: Shrestha vd., 2013). Bu iirlinlerin ¢ogu alg yada mantar

tarafindan sentezlenir. Likenlerden izole edilen primer metabolitlerin ¢ogu, liken yapisi i¢in



spesifik olmayabilir ve bu fiirlinler aynm1 zamanda yiiksek bitkilerde, serbest yasayan

mantarlarda ve alglerde de sentezlenebilir (Fahselt, 1994).

Sekonder metabolitlerin biiyiik bir kismi1 mantarlar tarafindan iretilir ve likenlerde bulunan
organik bilesiklerin ¢ogunu olusturur. Bu metabolitler genellikle hiflerin yiizeyinde
depolanirken, hiicre i¢inde bulunmazlar. Likenlerde goézlemlenen sekonder metabolitler,
sadece likenlerde bulunuyorsa "liken asidi" olarak adlandirilir ve yalnizca mantar tarafindan
tiretilirler (Oztiirk vd., 1999). Liken asitleri, mantar hiflerinin hiicre duvarlar1 iizerinde
kristallesmis olan, diisiik molekiil agirligina sahip hiicre dis1 bilesiklerdir (Galun, 1988).
Likenler, kuru agirliklarinin %0.1 ile %10'u arasinda degisebilen, hatta bazen %30'a kadar
cikabilen sekonder metabolitler igerebilirler (Solhaug vd., 2009). Liken sekonder
metabolitlerinin  antimikrobiyal, antiviral, antifungal, antioksidan, antiproliferatif ve
antienflamatuar gibi ¢esitli biyolojik aktivitelere sahip oldugu bilinmektedir (Jeon vd., 2009).
Likenler, geleneksel tipta ¢ok eski zamanlardan beri bir¢ok {lilkede ilag olarak
kullanilmislardir (Shibata vd., 1948). Bugiinlerde, bu metabolitlerin kullanim1 araciligiyla
artrit, egzama, solunum ve dolasim yolu hastaliklarinin tedavi edilebilecegi bilinmektedir
(Biswas, 1956: Huneck&Yoshimura 1996).Likenlerin sitotoksik etkileri farkli kanser hiicre
hatlarinda gozlemlenmis ve likenlerin kanser hiicrelerindeki sitotoksik yeteneklerinin, saglikli

hiicrelere kiyasla daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Tiirk vd., 2003; Solarova vd., 2020).

Bu calismanin amaci, Xanthoparmelia pulla adli bir tiirden elde edilen 6ziitlerin toplam fenol
ve flavonoid igeriklerinin belirlenmesi ve antioksidan aktivitelerinin degerlendirilmesidir.
Ayrica, bu oziitlerin 2 farkli insan meme kanseri hiicre hatti olan MCF-7 ve MDA-MB-
23liizerindeki sitotoksik etkileri arastirilacaktir. Bunun yani sira, igerdikleri sekonder
metabolitlerin miktarlar1 da tespit edilecektir. Yapilan bu c¢alisma ile literatiire katki

saglanmas1 hedeflenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Likenler

Likenler, fotosentez yapabilen tek hiicreli veya filamentdz yapiya sahip fotobiyontlar (alg ya
da siyanobakteri) ile bir mikobiyont (mantar partneri) arasinda olusan kararli ve mutualistik
bir yasamdir. Bu simbiyotik iliski, mikobiyontun ekolojik olarak zorunlu oldugu (obligat) bir
biyotrof olarak hareket etmesiyle gergeklesir (Calcott vd., 2018; Molnar & Farkas 2010).

Likenler genellikle Ascomycetes sinifina ait mantar tiirleriyle Cyanophyta ve
Chlorophytasinifina ait alglerin bir araya gelmesiyle olusur. Ancak bazi tropik liken tiirlerinde
ise Basidiomycetes sinifindan mantarlar da bulunabilir (Oztiirk, 1995; Altuner, 2004). Zorlu
yagsam kosullarina uyum saglayabilme yetenekleriyle bilinir. Giinesli kayaliklarda bile 70 °C
gibi yiiksek sicakliklarda hayatta kalabilirler ve aylarca susuz kalabilirler. Arktik bolgelerde
ise diigiikk sicakliklara karst dayaniklilik gosterirler ve -24°C' de bile yasayabilirler. Bu
nedenle, Ingiltere, isveg, Norveg, Finlandiya, izlanda, Kanada gibi Kuzey iilkelerinde sik¢a
rastlanirlar. Ayrica, Alp Daglari, Kuzey Afrika, Akdeniz {ilkeleri ve tropik bolgelerde de
yasama yeteneklerini siirdiirebilirler. Tropik bolgeler, tiir gesitliligi a¢isindan zenginlik
gosterir, ancak cografi olarak genis bir alan kaplamazlar. Ulkemizde, kayin, mese, kavak,
sOgiit, meyve ve igne yaprakli orman agaclari ile orman kenarlarinda ve kayaliklarda
cogunlukla kabuk likenlerine rastlanir. Likenlerin yasayabilmesi i¢in temiz hava sarttir. Hava
kirliligi olan bolgelerde yasayamazlar ve oldukg¢a hassastirlar. Bu nedenle, endiistri bolgeleri
ve biiyiik sehirlerde liken florasi oldukga sinirlidir. (Tanker vd., 2007). Hava kalitesi yiiksek
olan bolgelerde, likenler farkli renk ve sekillerde kayaclarin, aga¢ govdelerinin ve dallarinin
iizerinde bulunurlar. Bu, bir bdlgenin hava kalitesinin ne kadar temiz oldugunu gosteren
glivenilir bir gostergedir. (Karamanoglu, 1971). Likenlerin yagami i¢in nem, 151k ve rutubetli
ortamlarin yani sira Ozellikle kuzey yamaglar1 onemli faktorlerdir. Bu yiizden likenler,
ormanlarin i¢ bdlgeleri yerine kenarlarinda, eski ve yikik duvarlar gibi alanlarda goriiliirler.

(Tanker vd., 2007).

Fotobiyontlar ve mikobiyontlar arasindaki simbiyotik iliski sonucunda olugan likenler, kok,
govde, dal veya yaprak gibi yapilarla olusmaz. Bunun yerine, bir likeni olusturan tiim yapilara
"tallus" ad1 verilir. Bu nedenle, likenler biiyiik bir kismini talluslarda mineral ihtiyaclarini

absorbe ederek karsilarlar. (LeBlanc & De Sloover 1970). Tallus yapisi, ¢ogunlukla baskin



olan ortak mantarlar tarafindan belirlenen mantar hifleri tarafindan biyiikk Olgiide

sekillendirilir. (Tanker vd., 2007: 296).
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Sekil 2.1. Mikobiyont ve fotobiyont arasindaki simbiyotik iligskinin liken yasaminin sematik
bir temsili. (Honegger, 2009).

Likenler, talluslarinin morfolojik 6zelliklerine gore ti¢ farkli kategoriye ayrilir;

1. Kabuksu likenler: Zorlu habitat kosullarina karsi dayanikli olan talluslara sahiptir.
Talluslar, yasst bir kabuk seklinde bulunur ve alt yiizeyleriyle sikica kaynasmistir. Hatta
bazen hifleri, kabuk veya kayalarin yiizeyini eriterek igine niifuz edebilir (Endolitik Liken).

Ornek; Lecanora, Lecidea, Graphis, Rhizocarpon.

2. Yapraksi likenler: Yaprak benzeri likenler, talluslar1 kiiglik veya biiyiik loblar seklinde
ayrilmig yaprak seklindedir ve diger likenlere gore daha hizli biiylirler. Substrata (biiylime
yiizeyi) alt korteks ve rizinleri (substrata tutunmay1 saglayan kok benzeri hif uzantilari) ile
gevsek bir sekilde baglanir ve daha genis bir tallusa sahiptir. Ornek; Cetraria, Xanthoria,

Parmelia, Physcia.

3. Dals:t likenler: Substrata {izerinde tek bir noktadan asili duran tallus, iplik veya serit
seklinde bulunur. Tallus, ya dikey olarak yiikselir veya aga¢ dallarindan sarkan bir sekilde
bulunur. Genellikle dallanmis bir yap: sergiler. Ornek; Cladonia, Usnea, Evernia, Ramalina
(Altuner, 2004; Brodovd, 2001).



Likenlerdeki alg ve mantar hiicrelerinin tallus igerisindeki dagilimi, ortaklarin birbirlerine ve
cevrelerine adaptasyonlarina bagh olarak farklilik gosterir (Ahmadjian & Jacobs 1983). Alg
ve mantarin liken tallus yapisina katilmasi homojen oldugunda "Homomerik" liken olarak
adlandirilir, ancak bu organizmalar tallus i¢inde tabakalasma gdsteriyorsa "Heteromerik"
liken ad1 verilir (Oztiirk, 1995; Altuner, 2004). Likenlerin ¢cogunlugu heteromerik yapidadir.
Homomerik tip likenlerin tallus yapisi, jelatini andiran bir miisilaj icerirken, heteromerik tip
likenlerin tallus yapisi ise esas seklini mantar hifleri tarafindan kazandirir (Altuner, 2004).
Likenlerde, mantar hiflerinden olusan tabaka "Medulla" olarak adlandirilirken, alg
hiicrelerinden olusan tabaka "Gonidia" tabakasi olarak bilinir (Oztiirk, 1995). Likenlerin

yapisinda alt korteks, iist korteks, alg tabakasi ve medulla gibi boliimler bulunur (Sekil 2.2).

Ust korteks
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Sekil 2.2. Yapraksi bir liken tallusunun enine kesiti (Molnar & Farkas 2010).

Likenlerde iireme, hem eseysiz hem de eseyli bigimde gergeklesir. Eseysiz tireme, izidium ve
sorediumlar araciligiyla gerceklesir. Eseyli lireme ise sadece mantar hiflerinde meydana gelir
ve alg hiicreleri bu yapmin icinde vejetatif olarak ¢ogalir. Likenlerdeki mantarlarin
fruktifikasyon yapilari, serbest yasayan mantarlarinkilerden farklilhik gosterir. Bu
fruktifikasyon yapilari, likenin igerisindeki mantarin cinsine bagl olarak cesitlilik gosterir.

Eseysiz lireme sekli, "Soredium" adi verilen tallus parcaciklarinin, mantar hifleri ile cevrili



birka¢ alg hiicresinden olusumuyla gergeklesir. Soredler, tallusun korteks yapisinin
parcalanmasi ile serbest hale gelir ve toz seklinde ¢evreye yayilir. Yeni yerlere ulastiklarinda

tutunarak yeni bireylerin olusumunu saglarlar (Henderson & Prentice, 1969).

Likenlerin yaklasik olarak %95' iki bilesenden olusur: mikobiyontun fotosentetik ortagi
olarak yesil alg veya siyanobakteri. Yesil alg formunda olanlar likenlerin yaklasik %85'ini
olustururken, siyanobakteri formunda olanlar likenlerin yaklasik %10unu olusturur
(Honegger, 2009). Likenlerin yaklasik %5'lik bir kismi ii¢ bilesenden olusur. Bu tiir likenlerde
mikobiyontun fotosentetik ortagi olarak hem yesil alg hem de siyanobakteri bir arada bulunur.
Bu tiir likenlere "fotosimbiyodem™ denir (Magain vd., 2012). Fotobiyont, liken olusumuna
katildiktan sonra tek hiicreli bir forma doniismeye tesvik edilir ve eseyli iireme siirecleri
baskilanir. Ayrica, liken olusumu sirasinda mikobiyontun hiicre duvarlari, fotosentezle
iiretilen ve bir kismi serbest birakilan karbonhidratlarin mikobiyont tarafindan daha kolay
gecirgen hale gelmesini saglar. Bu sayede fotobiyontlar, mikobiyontlar i¢in bir enerji kaynagi

olarak hizmet eder. (Brodo vd., 2001).

Likenlerin neredeyse %98'i fotosentetik partner olarak 40 farkli cins fotobiyont icerir. Bu
fotobiyontlarin 25'i alg (klorobiyont) ve 15' siyanobakteridir. Genel olarak fotobiyontlar
arasinda algler baskindir, ancak likenlerde ¢esitli alg smiflarindan sinirhh  sayida
bulunmaktadir. Yesil alg fotobiyontlarinin en biiyiik gruplarindan biri, Trebouxiophyceae adi
verilen taksona aittir. Diger bir yaygin klorobiyont ise Trentepohlia cinsine ait tiirlerdir. Bu
tirler, serbest yasayan filamentli yesil alglerden evrimlesmis olup, klorofili maskeleyen
karotenoid (turuncu pigment) ile taninabilirler. Diger kiiciik alg smiflar1 ise 6zellikle suda
yasayan likenlerde 6n plana cikar ve bu grup igerisinde altin alg (Heterococcus) ve
kahverengi alg (Pterodermamaculiforme) 6rnek verilebilir. Siyanobiyontlar arasinda ise
doygun haldeyken fotosentez yapabilen ve bu sayede diisiik 1s1kl1, nemli ve besin agisindan
fakir habitatlara 6zellikle iyi adapte olabilenfotobiyontlar bulunur. Bu fotobiyontlar arasinda
en yaygin olanlar Nostoc, Scytonema ve Rhizonema cinslerine ait tiirlerdir. Siyanobakteriler
disinda, likenlerde en baskin bakteri sinifi Alphaproteobacteria'dir. Bununla birlikte, 6zellikle
Burkholderiales ve Actinomycetales gibi bakteri gruplari, sekonder metabolit iiretimi

konusunda uzmanlasmis olan bakteriler, likenlerdeki bakteriyel popiilasyonlara katilmaktadir

(Calcott vd., 2018).



2.2. Liken Sekonder Metabolitleri

Likenler tarafindan iretilen metabolitler, primer ve sekonder metabolit olarak siniflandirilir.
Primer metabolitler, protein, karotenoid, vitamin, poliol, polisakkarit ve amino asit
yapilarinda olan ve dogrudan hayati fonksiyonlarla iliskili olan iiriinlerdir. Ote yandan,
sekonder metabolitler poliketid, kinon, depson, terpenoid, ksanton, dibenzofuran, polifenol,
depsid, depsidon, terpenoid gibi yapilara sahip olan ve temel hayati fonksiyonlarla dogrudan
iligkili olmayan ancak likenlere bir¢ok avantaj saglayan tirtinlerdir (Sekil 2.3) (Cimmino vd.,
2019).

Liken sekonder metabolitleri
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# Depsonlar
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Sekil 2.3. Likenlerin sekonder metabolitlerinin yapisal dagilimi (Huneck & Yoshimura 1996).

Likenlerin sekonder metabolitleri, tallusun mikroorganizmalara karsi korunmasini saglamak,
fotobiyont membranin gecirgenligini artirmak, ¢evredeki vaskiiler bitkilerin fidelerinin ve
yosunlarin biiylimesini ve ¢imlenmesini engellemek, ultraviyole 15181 absorbe etmek ve
fotobiontu yliksek radyasyondan korumak, likenlerle beslenen organizmalar1 engellemek gibi

cesitli biyolojik rolleri yerine getirir(Poykko vd., 2010).

Likenlerin sekonder metabolitlerinin bir kismi1 sadece mantarlar ve bitkiler tarafindan
sentezlenirken, biiyiik bir kism1 6zgiin olarak likenlerde bulunur(Huneck & Yoshimura2001:
Romagni & Dayan, 2001: Shukla vd., 2010). Likenlerin g¢esidine ve tiiriine bagli olarak,
sekonder metabolitlerinin tiirii ve miktar1 degisiklik gosterir. Bugiline kadar bilinen ve
kimyasal yapist belirlenmis 1050'den fazla liken sekonder metaboliti tanimlanmistir.

(Stocker-Worgétter, 2008). Bu sekonder metabolitler, 6zellikle morfolojik olarak ayirt



etmenin zor oldugu likenlerin teshisinde en Onemli ve giivenilir karakteristikler olarak

kullanilmaktadir (Huneck & Yoshimura, 1996).

Likenlerdeki sekonder metabolitlerin ¢ogu, hiicre iginde malonat veya setil-polimalonil
yoluyla sentezlenirken, ayn1 zamanda mevalonik asit ve sikimik asit yollar1 da kullanilarak
sentezlenir (Molnar & Farkas 2010). Genel olarak, terpenler, karotenoidler ve steroller
mevalonik asit yolu ilizerinden sentezlenirken, bazi1 karboksilik asitler malonat yoluyla ve
farkl1 metabolitler ise sikimik asit yoluyla {iretilir. Likenler tarafindan iiretilen sekonder
metabolitlerin ¢ogunlugu asidik O6zellik gosterir ve bu nedenle "liken asitleri” olarak

adlandirilir (Elix & Stocker-Worgotter 2008)
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Sekil 2.4.Liken sekonder metabolitlerinin biyosentez yolaklar1 (Elix & Stocker-Worgotter
2008).

Asetil Polimalonil (Poliketid) Yolagi: Likenlerin sekonder bilesiklerinin ¢ogu, asetil
polimalonil yoluyla sentezlenir. Bu sentez yolu, 6zellikle depsidon, depsid ve dibenzofuran
gibi bilesiklerin iiretiminde 6nemlidir. Bu bilesikler, mantar ortagi ile sadece alglerle bir araya

geldiginde tretilir. Asetil-CoA ve Malonil-CoA molekiilleri, poliketid yolunda birleserek ana



zinciri olustururlar (Nash, 2008; Shukla vd., 2010). Baz1 bilesikler ise, orsinolveya f-orcinol
molekiillerinin ester, C-C ve eter baglarinin olugmasiyla sentezlenir. Bu siiregte iki veya li¢
orsinol veya B-orcinol molekiilii bir araya gelerek reaksiyona girer ve bu baglar aracilifiyla
bilesikler olusturulur (Rankovi¢ & Kosani¢, 2019). Asetil polimalonil yolu iizerindeki
bilesiklerin yapisal detaylar1 tam olarak aydinlatilamamuistir, bu sebeple bir¢ok karsilagilan

kimyasal yapiya genel isimler verilmektedir (Shukla vd., 2014).

Mevalonik Asit Yolagi: Sekonder bilesiklerin biiytik bir kism1 bu metabolik yolak araciligi ile
sentezlenmez. Ancak, terpenler, karotenoidler ve terpenoidler gibi bilesiklerin sentezinde bu
yolak etkili bir rol oynar (Thakur & Changer, 2021). Bu metabolik yolak araciligiyla
sentezlenen diger bilesikler arasinda karoten, steroller ve triterpenler bulunmaktadir.
(Rankovi¢ & Kosani¢, 2019). Mevalonik asit yoluyla sentezlenen bilesiklerin bazilar1 diger

organizmalar tarafindan da iiretilenlerle ortaktir (Ozyigitoglu vd., 2017).

Sikimik Asit Yolagi: Bu biyosentez yolak, mikroorganizmalar ve bitkiler tarafindan
kullanilan bir yontemdir (Goga vd., 2020). Likenler tarafindan sentezlenen bilesikler arasinda
pulvinik asit ve terfenilkinon bulunmaktadir. Bu bilesikler, fenilpiriivik asidin fiizyonu ile
sentezlenir (Shukla vd., 2010). Likenlerde en yaygin olarak bulunan sar1 renkli pigment, bu
sentez yoluyla tretilmektedir (Shukla vd., 2014) ve Stictaceac familyasinin biiylik bir
kisminda bulunur (Thakur & Changer, 2021).

Likenlerin baz tiirlerinde, liken asitleri haricinde protein, yag, mineral, pektin, seker, nisasta,
lignin ve hatta A, C ve D vitaminlerinin varlig1 belirlenmistir. Bu metabolik faaliyetler
sonucunda iretilen bu bilesikler, gida, tip ve endiistri alanlarinda c¢esitli amaglarla

kullanilmaktadir. (Oztiirk, 1995).

Asetil-CoA'nin, glikoz  katabolizmasmmin  tiim  yolaklarinda temel iriin  oldugu
diigiiniilmektedir. Bu siiregte fotobiyont ve mikobiyont birlikte ¢alismaktadir. Karbonhidrat
cesidi, fotobiyont tarafindan liretilen ve mantara aktarilan sekilde fotobiyont tiirline bagl
olarak degismektedir. Likenlerin igerisinde siyanobakteriler bulunan tiirlerde glikoz iiretilir ve
bu glikoz mantara aktarilir. Yesil algleri iceren likenlerde ise seker alkolleri olan sorbitol,
eritritol, mannitol ve ribitol gibi bilesikler salinir ve mantara aktarilir. Mikobiyont tarafindan
elde edilen karbonhidratlar, glikoliz veya pentoz fosfat dongiisii gibi metabolik yollar

aracili@iyla gecer ve sekonder metabolitlerin sentezinde kullanilir (Elix, 1996).



2.3.Likenlerin Kullanim Alanlari

Diinya ¢apinda ¢ollerden kutup bolgelerine kadar, yaklasik 20 bin liken tiirliniin varlig1 ortaya
cikmustir. Likenler genellikle temiz hava sartlarina sahip yasam alanlarini tercih etmektedirler.
Dayanikli ve uzun Omiirlii olmalarina ragmen, biiyiimeleri olduk¢a yavastir. Tiirkiye’deki
likenlerle ilgili yapilan caligmalar sonucunda 360 makale yayinlanmistir (John, 2004).
Likenlesmis mantarlarin biyogesitliligini belirlemeye yonelik ¢aligsmalarin kokenleri ¢ok eski
degildir. 2007 yilinda yapilan bir ¢alismada, Tiirkiye’de yaklasik olarak 1300 likenlesmis
mantar tiiriiniin bulundugu tespit edilmistir. Ancak, bu saymin bulundugu habitatlara uyum
saglama ve habitat cesitliligi dikkate alindiginda, yaklasik olarak 2000 tiire kadar
ulasabilecegi belirtilmektedir. Bu ¢alismalar, Tirkiye’deki likenlesmis mantarlarin
cesitliligini daha 1yi anlamamiza ve koruma ¢abalarini yonlendirmemize katki saglamistir
(Halici vd., 2007). Tirkiye’deki likenlerin cesitliligini belirlemeye yonelik 2017 yilinda
yayimlanan Tiirkiye Liken Listesi’nde, yaklasik olarak 1800 tiiriin yer aldig ifade edilmistir.
Bu liste, Tirkiye’nin liken florasini kapsamli bir sekilde gozlemleyerek ve siniflandirarak
olusturulmustur (John & Tiirk, 2017). Likenler, diinya genelinde kozmetik, i¢ dekorasyon,
gida, boya, ilag, deri sanayiisi ve benzeri alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunun
yani sira, likenler bitkiler gibi cesitli renkli bilesikler iiretebilen ve ikincil metabolitler
araciligiyla renklendirme oOzelligi gosteren organizmalardir. Bu 06zellikleri sayesinde,
likenlerin ~ sagladigi  renklendirme potansiyeli ¢esitli endiistriyel uygulamalarda
kullanilmaktadir (Huneck & Yoshimura, 2001; Orange vd., 2001). Liken asitleri pamuklu ve
ylinlii kumaslarin boyanmasi i¢in degerli bir boya maddesi olarak kullanilmaktadir. Bu
bolgelerde, likenlerden elde edilen 6zel bilesikler ve asitler, dogal boya yapiminda 6nemli bir
rol oynamaktadir. Likenlerin igerdikleri pigmente bagli olarak farkli renk tonlari elde
edilebilmekte ve bu dogal boya maddeleri tekstil endiistrisinde kullanilmaktadir (Kok, 1996).
Likenler, ozelliklerinden dolayr binlerce yildir ¢esitli hastaliklarin  tedavisinde
kullanilmaktadir. Tedavi amach kullanimlari, mikobiyontlarin metabolizmas1 sonucu
tirettikleri likenlerin igerdikleri ikincil biyolojik metabolitler sayesinde ger¢eklesmektedir. Bu
0zel metabolitler, saglik alaninda farkli terapotik etkilere sahip olabilir ve gesitli hastaliklarin
tedavisinde kullanilabilmektedir. Likenlerin igerdikleri antimikrobiyal, antioksidan,

antitiimor, anti-enflamatuar ve immunomodiilator bilesikler gibi biyolojik aktif maddeler,
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farmasdotik endistrisi i¢in potansiyel tedavi secenekleri sunmaktadir. Bu nedenle, likenler
dogal kaynakli ilaglarin gelistirilmesinde ©nemli bir potansiyele sahiptir ve tibbi
arastirmalarda buylik ilgi gérmektedir (Kirmizigiil vd., 2003; Johnson vd., 2011). Liken
ornekleri lizerinde yapilan arastirmalar, likenlerin %50’sinden fazlasinin antibiyotik etkiye
sahip oldugunu ve en etkili bilesiklerin usnik asitler ve pulvunik asitler oldugunu ortaya
koymustur. Bu aktif bilesiklerin, gram-pozitif bakterilere, bazi maya ve mantarlara karsi
etkinlik gosterdigi de tespit edilmistir. Bu sonuglar, likenlerin dogal antimikrobiyal
potansiyelini vurgulayarak, saglik alaninda potansiyel bir kaynak olarak kullanilabileceklerini
gostermektedir (Manojlovic vd., 2012). Buna ¢k olarak, biyolojik aktivite gosteren
polisakkaritlerin, enzimlerin ve yag asitlerinin, potansiyel olarak farmasotik etkileri oldugu

belirlenmistir (Kirmizigiil vd., 2003).

2.4. Kanser

Kanser, bir dokunun veya organin hiicrelerinin anormal bir sekilde boliiniip ¢ogalmasiyla ve
genellikle viicudun diger dokularina metastaz yapmasiyla karakterize edilen bir hastaliktir
(Jackson & Loeb 2001). Hiicrelerin kontrolsiiz ve anormal bir sekilde biiyiimesi ve
cogalmasiyla ortaya cikan, genellikle 6liimciil bir hastaliktir. Bu durum, hiicre proliferasyonu
ve hiicre Oliimii arasindaki dengeyi bozan gen ve protein ekspresyonundaki c¢oklu
degisikliklerin neden oldugu bir durumdur. Kanser, DNA'ya dogrudan miidahale eden
translokasyon, amplifikasyon, silinme, gen mutasyonu, heterozigotluk kaybi veya anormal
gen transkripsiyonu/translasyonu gibi mekanizmalarla degisen anormal gen ekspresyonuna
bagli olarak gelisir. Bu durum, normal dokulardaki hiicre ¢ogalmasi ve hiicre kayb1 arasindaki
dengeye zit olarak, tiimor hiicresi popiilasyonunda hiicre ¢ogalmast ve hiicre Oliimii
dengesizligine neden olarak tiimor dokusunun genislemesine yol agar. Sonug olarak, saglikli
hiicrelerin invaziv Ozellikler kazanmasiyla birlikte, lenfatik sistem veya kan yoluyla uzak
bolgelere metastaz yapabilen agresif bir tiimor hiicre popiilasyonu olusur. Bu durum, tedavi
edilmezse ciddi saglik sorunlarina ve hatta konak¢inin Oliimiine yol acabilecek ciddi

morbiditeye neden olur. (Bali vd., 2010; Ruddon, 2007).

Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen kanser tiiriidiir. Epidemiyolojik aragtirmalar, meme
kanseri vakalarinin yaklasik %10'unun kalitsal oldugunu ortaya koymaktadir. Geri kalan

%90'ik kisim ise agiklanamayan faktorler veya sporadik olarak degerlendirilmektedir. Bu
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durum, meme kanserinin nedenlerini belirlemeyi zorlastirmaktadir (Parl, 2014). Kanseri
tetikleyen bazi etmenler arasinda kalitsal gen mutasyonlar1 bulunmaktadir. Meme kanserinde
en yaygin nedenlerden biri BRCAL, BRCA2 ve PALB-2 genlerindeki mutasyondur. Bunun
yani sira yas, obezite, genetik yatkinlik, radyasyona maruz kalma, lireme Oykiisii, alkol ve

tittin kullanim1 gibi faktorler de meme kanseri riskini artirabilir (Kaminska vd., 2015).

Meme kanseri dort asamada siiflandirilir. Asama 0, yerinde karsinom olarak adlandirilan bir
evredir ve sadece kanser hiicreleri bulunur. Asama 1'de tiimér 2 cm veya daha kiigiiktiir ve
lenf diigiimlerinde siirli sayida kanser hiicresi bulunur. Asama 2'de tiimér 2 ila 5 cm
arasindadir ve en fazla ii¢ lenf diigiimiine ve/veya gogiis i¢indeki lenf diiglimlerine yayilma
goriiliir. Asama 3'de timor 5 cm'den kigiiktiir ve kanser hiicreleri 4 ila 9 aksiller lenf
diigiimiinde veya i¢ meme lenf diigiimlerinde bulunur. Asama 3, kendi i¢inde li¢ alt evreye
ayrilir ve enflamatuar meme kanseri olan son iki alt evre bulunur. Asama 4 ise metastatik

meme kanseri olarak adlandirilir. (Sobin vd., 2011).

MCF-7 hiicre hatt1, insan meme kanseri ¢alismalarinda 6zellikle in vitro model olarak sikca
tercih edilen ve laboratuvar arastirmalarinda yaygin olarak kullanilan bir aragtir. Bu nedenle,
meme kanseri arastirmalarinda hiicre hatlar1 6nemli bir bilesen olarak kabul edilir ve biiyiik
bir 6neme sahiptir. (Burdall vd., 2003). MCF-7 hiicre hatti, meme kanseri arastirmalarinda
diinya capinda kullanilan bir model olarak kabul edilmekte ve antikanser ilaglar da dahil
olmak iizere cesitli calismalarda basarili bir sekilde kullanilmistir. Bu hiicre hatti, meme
kanseri tedavisi lizerindeki etkileri degerlendirmek ve yeni terapdtik yaklasimlar gelistirmek

i¢in uygun bir arastirma modeli olarak kanitlanmistir. (Shirazi vd., 2011).

2.5. Likenlere Uygulanan Aktivite Testlerine Ait Genel Bilgiler

2.5.1. Antioksidanlar ve genel 6zellikleri

Okaryotik hiicrelerin mitokondrileri ve bircok bakterinin hiicre zarlar1 gibi, organizmalar
genel olarak oksijene elektron veren elektron tasima zincirlerini kullanarak enerjiyi verimli
bir sekilde tiretmek i¢in oksijene ihtiya¢ duyarlar. Ancak, bazi anaerobik ve aerotolerant tiirler
disinda, tiim canlilar i¢in oksijen toksik etkilere sahiptir. Oksijenin yiiksek toksisitesi
nedeniyle, aerobik canlilar bu etkilere karsi hayatta kalmak i¢in antioksidan savunma

mekanizmalart gelistirmistir. Bu sayede, aerobik canlilar oksijenin varligina ragmen
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yasamlarini stirdiirebilirler (Halliwell, 2001).Antioksidanlar, biyolojik sistemlerde oksidasyon
stirecini Onleyebilen bilesiklerdir. Bu bilesikler, serbest radikallerle reaksiyona girerek,
katalitik metalleri selatlayarak ve oksijeni temizleyerek oksidasyonu engellerler. Bu sekilde,
antioksidanlar hiicrelerdeki hasar1 azaltarak, oksidatif stresi Onleyebilir ve hiicresel
fonksiyonlarin korunmasina katkida bulunabilirler (Halliwell vd., 1984). Viicudu oksidatif

stresin neden oldugu hasarlardan koruma 6zelligine sahiptirler (Souri vd., 2008).

Antioksidanlar, "oksidasyona kars1" anlamina gelir. Diisiik konsantrasyonlar da bulunan ve
okside edilebilen bir substratin oksidasyonunu 6nemli 6l¢iide engelleyen herhangi bir madde,
antioksidan olarak adlandirilir. Bu maddelerin temel rolii, hiicresel bilesenlerin zarar
gormesini Onlemektir. Antioksidanlar, viicutta kanser ve kalp-damar hastaliklar1 gibi 6nemli
rahatsizliklarin olugma riskini azaltmada 6nemli bir rol oynar. Antioksidan maddeler, serbest
radikallere ve reaktif oksijen tiirlerine kars1 etki gostererek, bu tiir rahatsizliklara neden olan

etkilere kars1 koruyucu bir etki sergiler (Sehwag & Das, 2013).

Likenler, dogal bir antioksidan kaynagi olarak Onemlidir. Bu organizmalar, depsidler,
depsidonlar, dibenzofuranlar ve pulvinik asit tiirevleri gibi bir¢ok fenolik bilesigi liretebilme
kapasitesine sahiptirler. (Paudel vd., 2008).
Fenolik bilesikler, likenlerin zorlu ve uygun olmayan iklim kosullarinda biiyiime ve geligme
stireglerini  diizenleyen en Onemli liken metabolitlerdir (Hawksworth, 1971). Fenolik
bilesikler, liken metabolizmasinin sik goriilen iriinleridir ve antioksidan aktivite genellikle
bunlarin varligiyla iliskilendirilir. Likenlerdeki fenolik bilesikler genellikle mantar partneri
tarafindan tretilir ve mantar hiflerinin hiicre duvarmin yiizeyinde Kkristal formunda biriktirilir
(Watson, 2014).
Fenolik bilesikler, yapilarinda bir veya daha fazla hidroksil grubu ve aromatik bir halka
bulunduran bilesiklerdir. Fenoliin antioksidan aktivitesi, Oncelikle hidrojen atomlarinin
bagisgist olma yetenegi ve serbest radikalleri etkisiz hale getirerek daha az reaktif fenoksil
radikalleri olusturma yetene8i sayesinde ortaya c¢ikmaktadir. Fenol molekiilii, ¢ok sayida
potansiyel reaktif merkez icerdigi icin liretilen radikallerle reaksiyona girebilme yetenegine de
sahiptir (Sawa vd., 1999).
Fenol radikal reaksiyonu; Ph—-OH + ROO —Ph - O" + ROOH

Ar—OH + OH — H; O + ArO’
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2.5.2. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, hiicre igerisinde normal hiicre metabolizmasmin bir yan {irlinii olarak,
mitokondrilerde seker ve yag asitlerinin sindirilmesi sonucunda olusurlar. Bu radikaller, fazla
veya eksik elektronlar1 olan yiiksek enerjili molekiillerdir. Eksik elektronlarini tamamlamak
icin hiicre zarina, DNA'ya ve RNA'ya zarar vererek reaktiflik gosterirler. Eger hiicre bu zarara
kars1 koruyamazsa, mutasyona ugrayarak kanser hiicresine doniisebilir. Serbest radikaller
birgok hastalikla ve hatta yaglanma siireciyle iliskilendirilir, Alzheimer'dan Vitiligoya kadar
cesitli hastaliklarla iliskilendirilir. Hiicre siirekli olarak serbest radikallerin saldirisina maruz
kaliyorsa, oksidatif stres meydana gelir ve bu durum saghgimiza ciddi zararlar verebilir
(Ramarathnam vd., 1995). Metabolizmanin dogal bir pargasi olarak ortaya ¢ikan serbest
radikaller, sigara, pestisitler, radyasyon, ilaglar, ¢evresel kirleticiler ve ozon gibi dis etkenlerin

etkisiyle gereginden fazla iretilirler (Gago-Dominguez & Castelao, 2006).

Serbest radikaller, genellikle biyolojik sistemlerde elektron transferinin bir sonucu olarak
olusurlar. Bu serbest radikaller, reaktif oksijen tiirleri (ROS), reaktif nitrojen tiirleri (RNS) ve

diger reaktif maddeler olmak iizere li¢ gruba ayrilabilir.

Hiicrelerdeki bir¢ok kimyasal reaksiyonda 6nemli rol oynayan serbest radikaller, hidroksil
radikali, siiperoksit anyonu, hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen tiirleri ve peroksinitrit, nitrik
oksit gibi reaktif nitrojen tiirleri olarak bilinir. Bu radikallerin olusumu, hem endojen
kaynaklar (enzim reaksiyonlari, mitokondrial sizinti, oto-oksidasyon reaksiyonlar1) hem de

ekzojen faktorler (¢cevresel etmenler) tarafindan gergeklesir (Valko vd., 2007).

Oksijen Tiirevi Serbest Radikaller: Serbest radikaller, bir atomik yoriingede eslesmemis
elektron bulunan molekiiller olarak tanimlanabilir. Bu radikaller, diger molekiillere bir
elektron baglayabilir veya bir elektron ¢ikarabilir, bu nedenle oksidan veya indirgeyici 6zellik
gosterebilirler. Ayrica, serbest radikaller elektriksel yiik tagimayan, reaktif ve kisa omiirli

molekiiller de olabilir.

Viicutta serbest radikal olusumu, hem endojen hem de ekzojen faktorlerin etkisiyle gesitli
mekanizmalarla gergeklesir. Bu radikaller arasinda en onemli olanlar1 serbest oksijen
tiirevleridir. Ozellikle siiperoksit radikali ve hidroksil radikali en yaygm olanlardir.

Kontrolsiiz serbest radikal olusumu viicutta otoimmiin hastaliklar, kalp damar rahatsizliklari
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ve norodejeneratif hastaliklar gibi durumlarin ortaya ¢ikmasina neden olabilir (Halliwell &

Gutteridge, 1989; Pala & Gurkan, 2008).

Siiperoksit Radikal: Siiperoksit (O2 ) radikali, oksijen molekiiliine tek bir elektron eklenerek
olusur. Siiperoksitin olusumunda farkli mekanizmalar etkilidir (Halliwell & Gutteridge,
1992).Mitokondriyal membranda bulunan elektron tasima zinciri, oksijenin suya
indirgenmesini saglar. Bu siiregte, genellikle tasima zincirinin bilesenlerine baglanan serbest
radikaller, ara trlinler olusturur. Sonug¢ olarak, mitokondriyal matrikse birka¢ elektron
sizintis1 gergeklesir ve bu da siiperoksit olusumuna yol agar (Becker ve ark., 1999). Birkag
elektronun g¢evresel sitoplazmaya sizmasi sonucunda siiperoksit olusumu meydana gelebilir.
Ormnegin, karacigerde bulunan sitokrom P450 oksidaz ve adrenal hormonlarin sentezinde rol

alan baz1 enzimler, bu olusumun bir 6rnegidir (Barbacanne vd., 1999; Tsao vd., 1998).
O2+e — 02" (Singlet oksijen reaksiyonu)

Hidroksil Radikali: Hidroksil radikali (OH), en reaktif oksijen tiirevidir ve yiiksek oranda
sekerler, amino asitler, lipitler ve niikleotitlerde bulunur. Hidroksil radikalinin en 6nemli
ozelligi, her tiir molekiil ile reaksiyona girmesidir. Hidroksil radikali olusumu g¢esitli
sekillerde meydana gelebilir, ancak en O©nemli mekanizma in vivo'dur, yani canli
organizmalarda gergeklesir. Genel olarak, bir veya daha fazla eglestirilmemis elektron
igerirler ve bu nedenle kendi baslarina radikal karakterine sahiptirler. Hastaliklarda, demir ve
bakir gibi gec¢is metalleri 6nemli rol oynar. Bu metaller, hidroksil radikallerinin iiretiminde
onemli bir rol oynar. Hidrojen peroksit, Fenton tarafindan 1894 yilinda belirtilen bir reaksiyon
olan hidroksil radikali iiretimi i¢in demir II veya bakir I ile reaksiyona girme yetenegine

sahiptir (Stohs & Bagchi, 1995).

Stiperoksit ve hidrojen peroksit, bir araya geldiklerinde dogrudan reaksiyona girerek hidroksil
radikalini olusturabilirler. Bu nedenle, var olan gecis metal iyonlar1 ile birlikte hizli bir
reaksiyon dizisi olusabilir. Viicuttaki demir ve bakirin ¢ogu, hidroksil radikalinin olusumunu
katalizlemek i¢in mevcut olmayan formlarda sekestrasyon edilirken, in vivoolarak hidroksil

radikal olusumu i¢in 6nemli bir mekanizma olarak iglev gorebilir (Lloyd vd., 1997).

Fe'? +H202— Fe™ +OH "+OH (Fenton reaksiyonu)
02" +H202—02+0H "+OH (Haber-Weiss reaksiyonu)
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Oksijen tiirevi serbest olmayan radikaller iki grupta incelenir. Bunlar Hidrojen Peroksitler ve

Singlet oksijenlerdir.

Hidrojen Peroksit: Hidrojen peroksit, in vivo olarak siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi
tarafindan katalizlenen bir dismutasyon reaksiyonuyla olusur. Kendisi serbest bir radikal
degildir. Ancak diisilk konsantrasyonlarda hiicreye zarar verebilir veya daha yiiksek
konsantrasyonlarda hiicresel enerji lireten enzimleri etkisiz hale getirebilir. Ayrica biyolojik
zarlar1 kolayca penetrasyon yapabilir. Hidrojen peroksitin DNA iizerinde dogrudan etkisi
olmasa da, ge¢is metali iyonlarmin varhiginda hidroksil radikali (OH) iireterek DNA'ya zarar
verebilir. Hidrojen peroksiti ortadan kaldirabilen 6nemli antioksidanlar arasinda katalaz,

glutatyon peroksidaz ve peroksiredoksin enzimleri bulunur (Halliwell ve ark., 2000).
202+ 2H" —02 + H202 (Siiperoksit anyonunun dismutasyonu)

Singlet Oksijen: Meta-kararli bir molekiil olan oksijen, yiiksek derecede reaktif bir oksijen
turtidiir (Hojo vd., 2000). Lipooksijenazlar, dioksijenazlar ve laktoperoksidaz gibi enzimlerin
katalizledigi bazi enzimatik reaksiyonlardan kaynaklanan oksijen tiirleridir. Bu tiirler, DNA
hasarina ve doku hasarina yol acabilir ve son derece gii¢lii bir oksitleyici madde olarak etki
gosterirler (Kanovasky, 1989). Kloroplast molekiillerini oksitleyebilir ve hiicrenin apoptozis
(programlanmis hiicre 6liimii) siirecini tetikleyebilir (Wagner ve ark., 2004).Singlet oksijen
bazen bir sinyal molekiilii olarak da islev gorebilir. Baz1 1518a duyarli bitkilerde (6rnegin,
florokinolon antibiyotiklerin) ilag olarak kullanilabilir ve asir1 kullanim durumunda cilt

hasarina yol agabilir (Halliwell & Gutteridge, 2006).

Tablo 2.1. Reaktif oksijen tiirleri

Oksijen Tiirevli Radikal Oksijen Tiirevli Olmayan Radikal
Stiperoksit, O2° Ozon, O3

Hidroksil, - HO Hidrojen peroksit H202

Peroksil, RO2 - Hipokloroz asit, HOCI

Alkoksil, RO ° Singlet oksijen, 1Ag
Hidroperoksil, HOO * Peroksinitrit, ONOO
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Oksijen tiirevi olan reaktif azot tiirler iki guruptur. bunlara 6rnek nitrik oksit ve peroksinitrit

verilebilir.

Nitrik Oksit (NO °): Nitrik oksit, hem suda hem de lipitlerde ¢6ziinebilen bir bilesiktir. Bu
0zelligi sayesinde hiicre i¢indeki sitoplazma ve hiicre disindaki plazma zarindan kolayca
yayilabilir (Chiueh, 1999). Nitrik oksit, hiicre i¢cinde dnemli bir ikinci haberci olarak gorev
yapar. Guanilatsiklaz ve protein kinazlar1 uyararak etki gosterir ve kan damarlarinda diiz
kaslarin gevsemesine katkida bulunur. Aym1 zamanda Onemli bir hiicresel redoks
diizenleyicisi olarak islev gorebilir ve proteinlerin nitrozilasyonuyla enzimatik aktiviteyi

diizenleyebilir (Keaney vd., 1993).

Peroksinitrit (OONO-): Peroksinitrit (OONO-), oksijen (O2) ve nitrik oksit (NO) arasindaki
reaksiyon sonucunda olusan bir bilesiktir. Bu bilesik olduk¢a toksiktir ve cesitli
biyomolekiiller iizerinde zararli etkilere sahiptir. Peroksinitrit, lipitleri okside edebilir,
proteinlerde metiyonin ve tirozin kalintilarin1 okside edebilir ve ayrica DNA'y1 okside ederek
nitroguanin olusumuna yol acabilir. Nitrotirozin kalintilari, peroksinitrite bagli hiicresel

hasarin belirleyici bir gostergesi olarak kabul edilir (Douki & 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

Dinitrojentetraoksit, N204

Nitronyum iyonu, NO+ 2

Peroksinitrit, ONOO

Alkil peroksinitrit, ROONO
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2.5.3. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, serbest radikal iiretimiyle antioksidan savunmalar arasindaki dengesizligin
sonucunda ortaya ¢ikan bir durumu tanimlayan bir terimdir. Bu durumda, serbest radikallerin
artis1 molekiiler diizeyde ¢esitli bilesiklere, 6zellikle lipitlere, proteinlere ve niikleik asitlere
zarar verir. Oksidatif stres, bircok farkli molekiiler tiirii etkileyebilir ve oksidatif hasarin

meydana geldigi bir siireci ifade eder (McCord, 2000).

Oksidatif stres, siiperoksit anyon radikalleri (O2"), hidrojen peroksit (H202), hidroksil
radikalleri (OH) ve tekli oksijen (1Ag) gibi reaktif oksijen tiirleri (ROS) tarafindan olusturulan
bir durumdur. Normal fizyolojik konsantrasyonlarda ve hiicresel aktiviteler i¢cin ROS gerekli
olan bilesiklerdir. Bu reaktif oksijen tiirleri enerji iiretimi, fagositoz, hiicre biiylimesi, hiicreler
arasi iletisimin diizenlenmesi ve biyolojik bilesiklerin sentezi gibi bir¢ok oénemli siirecte rol
oynar. Ancak, dengesizlik durumunda, ROS'larin asir1 iiretimi ve antioksidan savunma
sistemlerinin yetersizligi nedeniyle oksidatif stres meydana gelir. Bu durumda, ROS,
hiicrelerde lipid oksidasyonu, protein hasari ve DNA hasar1 gibi zararli etkilere yol agabilir

(Gulcin vd., 2004).

Bununla birlikte, travma, enfeksiyon, toksin maruziyeti ve yogun egzersiz gibi durumlar,
dokularda gecici bir oksidatif stres olusumuna neden olabilir. Ayrica, kanserin baglamasi,
ilerlemesi ve artisi ile birlikte radyasyon ve kemoterapi gibi tedavilerin yan etkileri de bazi
sonuclara yol agabilir (Tablo 2.3). Reaktif oksijen tiirleri (ROS), diyabet, yasla iliskili g6z
rahatsizliklar1 ve Parkinson hastaligi gibi norodejeneratif hastaliklarda komplikasyonlara
neden olan etmenler arasinda yer almaktadir (Gulcin & Dastan, 2007). ROS'un neden oldugu
oksidatif stresi azaltmanin en etkili yontemi, hem sentetik hem de dogal antioksidanlari
kullanmaktir. Insan viicudu, ROS tarafindan neden olan oksidatif hasar1 azaltmada sentetik ve
dogal antioksidanlarin yardimini alabilir. Ancak giiniimiizde, biitillenmishidroksianisol
(BHA), biitillenmishidroksitoluen (BHT), tert-butilhidrokinon (TBHQ) ve propilgallat (PG)
gibi sentetik antioksidanlar, toksik ve kanserojen etkilere sahiptir (Zhang vd., 2009).Bu
sebeple, dogal antioksidanlar, oksidatif stres kaynakli hasarlardan koruma kapasiteleri
sayesinde organizmalar i¢in énemli hale gelmektedir (Naveena vd., 2008).Likendir tiirleri
izerinde yapilan caligmalar, yeni dogal antioksidan kaynaklarinin kesfedilmesi i¢in de dnem

tagimaktadir. Birgok liken tiirliniin ¢esitli biyolojik aktivitelere sahip oldugu bilinmektedir,
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bunlar arasinda antimikrobiyal, antiviral, anti-timor, anti-enflamatuar, analjezik, antipiretik,

antiproliferatif ve antiprotozoal etkiler yer almaktadir (Rankovic vd., 2010).

Tablo 2.3. Oksidatif strese sebep olan faktorler.

1.Endojen Faktorler

Yaslanma

Kronik rahatsizliklar

Kanser Parkinson hastalig1 gibi fiziksel rahatsizliklar
Norodejeneratif rahatsizliklar vb.

Stres Immune rahatsizliklar

2.Ekzojen Faktorler

Diyet faktorleri

Cevresel faktorler (hava kirliligi)
[laglar, ksenobiyotikler

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

Sigara dumanlari, parfiim gazlari, fabrika dumanlar1 vb.

2.6. Antioksidan ve savunma mekanizmasi

Serbest radikaller, hiicrelerde neredeyse her bilesene zarar verebilen reaktif Ozellikleri
nedeniyle, hiicresel bilesenleri serbest radikal kaynakli hasarlardan korumak igin genis bir
antioksidan savunma sisteminin varligina ihtiya¢ duyarlar. Bu sebeple, dogal antioksidanlar
metabolik siiregler araciligiyla insan viicudunda sentezlenirler ve serbest radikal etkilerini
azaltmaya yardimci olurlar (Halliwell ve Gutteridge, 1992). Antioksidanlar, serbest
radikallerin neden oldugu oksidatif stresi azaltmak i¢in iki temel etki mekanizmasi kullanir.
Ik mekanizma, birincil antioksidanin serbest radikallere bir elektron transfer ederek zincir
kirma siirecini baslamasidir. lkinci mekanizma ise ROS/reaktif azot tiirii baslaticilarinin

(ikincil antioksidanlar) zincir baglatma katalizoriinii etkisiz hale getirerek uzaklastirilmasini
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igerir. Antioksidanlar, biyolojik sistemlerde farkli mekanizmalar araciligiyla etki gosterebilir,
bu mekanizmalar arasinda elektron baglanmasi, metal iyonu selasyonu, ko-antioksidanlar
veya gen ekspresyonunun diizenlenmesi yer alir (Silva, 2010). Antioksidanlar, enzimatik ve

enzimatik olmayan olarak iki temel gruba ayrilmaktadir.

Tablo 2. 4. Antioksidan savunma elemanlar1 ( Yalgin, 1998).

Enzimatik Antioksidanlar

Stiperoksit 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) B- Oksipurinol
Urik asit karoten (Vitamin A) Probukol
a-lipoik asit Askorbik asit (Vitamin C) Haptoglobin
Folik asit (Vitamin B9) AlbiiminFlavonoidler Likopen

Metallotiyonein

Enzimatik Olan Koruyucu mekanizmasi

Siiperoksit Dismutaz (SOD): Siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi, dermiste ve epidermiste
bulunan bir enzimdir. Bu enzim, siiperoksit radikallerini (O2"") ortadan kaldirarak serbest
radikal hasarina maruz kalan viicut hiicrelerini onarir. SOD, siiperoksit anyonlariin hidrojen
peroksite indirgenmesini katalizler. SOD'n iglevi, nitrik oksit (NO) ile rekabete girerek
NO'yuinaktive edip peroksinitrit olusumuna katkida bulunmaktadir. Bu sekilde SOD,
oksidatif stresin neden oldugu zararl etkileri azaltmaya yardimci olur (Krinsky, 1992).

2 O+ 2H — 20, + O, (Amonyak sentezi)
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Katalaz (CAT): Katalaz enzimi (CAT), kanda ve canli hiicrelerin ¢ogunda bulunan bir
enzimdir ve hidrojen peroksiti (H202) su ve oksijene ayirarak parcalar. Katalaz, glikoz
peroksidaz ile birlikte meyve sulart ve cesitli endiistriyel alanlarda ticari amaglarla
kullanilmaktadir. Ayrica, oksijenin uzaklastirilmasiyla yesil yaprakl bitkilerin korunmasinda
da kullanilabilir. Katalaz, hiicrelerin oksidatif stresten kaynaklanan zararli etkilerini
azaltmaya yardimci olur ve hiicrelerin oksijen metabolizmasinin diizenlenmesinde 6nemli bir

rol oynar (Krinsky, 1992).
2H; O, —2H,; O+ O, (hidrojen peroksitin ayrigsmasi)

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px): Glutatyon peroksidaz, hiicrelerin sitoplazmasinda bulunan
bir enzimdir ve H202 kaynakli oksidatif hasara kars1 hiicreleri korur. Glutatyon peroksidaz,
dort alt protein biriminden olusur ve her bir birimde bir selenyum atomu bulunur. Glutatyon
peroksidaz (GPx), selenyum bagimli bir enzim grubuna aittir. GPx, plazma, fosfolipid,
hidroperoksit ve gastrointestinal glutatyon peroksidazi (GPx) gibi farkli formlarda bulunur.
Bu enzim, H202'nin indirgenmis glutatyon (GSH) ile reaksiyonunu katalizleyerek oksitlenmis
glutatyon (GSSQG) tiretir. Bu siireg, hiicrelerin oksidatif stresten kaynaklanan hasara karsi

savunmasini giiclendirir ve hiicrelerin redoks dengesini saglar (Krinsky, 1992).

H, O, +2GSH —GSSH + H, O, (hidrojen peroksitin glutatyon ile reaksiyonu)

2.7. Likenlerden Elde Edilen Sekonder Metabolitlerin Kanser Hiicreleri Uzerinde
Sitotoksik Etkilerinin Arastirilmasi

Kanser, viicut dokularini istila eden ve bu dokularin hasar gérmesine yol agan, hiicrelerin
kontrolsiiz bir sekilde cogalmasi ile karakterize edilen potansiyel olarak tehlikeli bir
hastaliktir. Bu hastalikta normal hiicrelerin genetik yapilari1 bozulur ve anormal bir biiyiime ve
yayllma siireci baglar. Kanser, genellikle tiimoérlerin olusumuyla sonuglanir ve tedavi
edilmediginde yasami tehdit edebilir (Gennari vd., 2007). Kanser tedavisi i¢in kullanilan bir
yontem olan kemoterapi, kanser hiicrelerini dldiiren veya biiyiimelerini kontrol altina alan
antikanser Ozellikli ilaglarin kullanimini igerir. Kemoterapi ilaglari, hedeflenen hiicreler
tizerinde etkili olmasi amaclanir. Bununla birlikte, yapilan bir¢ok aragtirmada, kanser
hiicrelerinin bu ilaglara kars1 direng gelistirdigi goriilmiistiir. Hatta bazi durumlarda, ¢oklu

ila¢ direnci ortaya ¢ikmistir ve bu durum kanser farmakoterapisinde basariy1r olumsuz yonde
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etkilemistir (Housman vd., 2014).

Giliniimiizde kullanilan antikanser ilaglarin %60'tan fazlas1 dogal kaynaklardan elde edilmistir.
Dogal kaynakli ilaclar, ¢esitli biyokimyasal bilesikler ve aktif maddeler igerir ve kanser
hiicrelerini hedef alarak biiyimelerini durdurabilir veya 6ldiirebilir (Cragg & Newman, 2005).
Kanserin olusumunda ¢esitli etkenler rol oynamaktadir. Bu faktorler arasinda ultraviyole
isinlar1, radyasyon, X-isinlari, genetik faktorler ve kimyasal maddeler bulunur. Likenlerin
ikincil metabolitlerinin antikanser etkileri tizerine yapilmig bir¢ok arastirma mevcuttur. Bu
caligmalar, likenlerden elde edilen bilesiklerin kanser hiicrelerine karsi potansiyel bir etkiye
sahip oldugunu gostermektedir. Likenler, dogal bir kaynak olarak degerlendirilebilir ve
antikanser terapilerinde kullanilabilecek potansiyel ilag adaylar1 saglayabilir (Hanahan &
Weinberg, 2000). Kanser, kan dolasimi ve lenfatik sistem araciligiyla uzak organlara
yayilabilen bir hastaliktir. Kanserin olusumu genellikle iki tip gen anormalligi ile iligkilidir.
Bunlar, kanser hiicrelerinin biiyiimesinden sorumlu olan onkogenlerin asir1 aktivasyonu ve
kanserin gelisimini engelleyen tiimor baskilayict genlerin kaybidir. Onkogenlerin anormal
aktivasyonu ve tiimor baskilayici genlerin fonksiyon kaybi, kanser hiicrelerinin kontrolsiiz
biliylimesine ve yayilmasina yol agar. Bu genetik degisiklikler, kanserin baslangicinda ve
ilerlemesinde 6nemli bir rol oynar. (Knudson, 2001). Kanser hiicreleri apoptoz yoluyla 6liim
stirecine girebilirler. Apoptoz, hiicrenin DNA'sinin yogunlasmasi, hiicrenin kiigiilmesi ve
hiicre yiizeyinde hasarlar olusmasiyla karakterizedir. Bu siirece apoptotik hiicre 6liimii denir.
(Fink & Cookson, 2005). Hiicre 6liimiinii degerlendirmek i¢in maliyeti diisiik, glivenilir ve
tekrarlanabilir sitotoksisite deneyleri kullanilmaktadir. Bu deneylerin en yaygin kullanilan
yontemi MTT yontemidir. MTT yontemi, hiicre canliligini, hiicre ¢ogalmasimi ve kimyasal
maddelerin sitotoksisite etkilerini belirlemek i¢in sik¢a kullanilan bir yontemdir. MTT, mavi
formazan kristallerinin olusumuna neden olan bir bilesiktir. Sar1 renkteki MTT boyasi canli
hiicrelere uygulandiginda, mor bir renge déniiserek hiicreleri boyar. Olii hiicreler ise bu
boyaya tepki gostermez ve boyanmazlar. Bu asamalardan sonra, mitokondri ve hiicre
canliligini degerlendirmek amaciyla elde edilen kristallerin sayist kolorimetrik bir yontemle

belirlenir (Denizot & Lang, 1986).

Kanserin olusumu, hiicre proliferasyonu ve apoptoz arasindaki dengesizlik sonucunda
meydana gelir. Epigenetik faktorler ve transkripsiyon faktorleri, antioksidatif savunma

mekanizmalarinin  inhibisyonu ve artist gibi uygun olmayan aktiviteler, sonunda
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anjiyogenezin artmasi ve invazivligin ve metastazin gelismesine yol acarak kanserin
yayilmasia neden olur. Tiim bu karsinogenez mekanizmalarinin bitki ikincil metabolitleri
olan fitokimyasallar igin molekiiler hedefler oldugu birgok ¢alismada belgelenmistir

(Uramova vd., 2018).

Usnik asit ve g¢esitli liken asitleri tizerinde yapilan bir arastirmada, MTT (3-(4,5-
Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) yontemi kullanilarak insan kanser
hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri degerlendirilmistir. Kanser hiicreleri, oldiiriicii
konsantrasyonlarda apoptozis indiiksiyonuyla secici sitotoksisiteye maruz kalmistir. Oldiiriicii
olmayan konsantrasyonlarda ise kanser hiicrelerinin tiimdrijenesisini ve motilitesini inhibe
ettigi, epitelyal-mezenkimal gegisin (EMT) ve Akt fosforilasyonunun inhibe edildigi
gozlemlenmistir. Ayrica, liken asitlerinin antikanser aktivitesinin usnik asitten daha etkili
oldugu bildirilmistir. Sonug olarak, usnik asit i¢in belirlenen ICso degerinde apoptotik hiicre
sayisinda artis tespit edilmistir (Nguyen vd., 2019). Farkli bir arastirmada, gesitli liken
tiirlerinin sitotoksik aktiviteleri dort insan ve iki fare kanser hiicre hatti iizerinde test edilerek,
liken tiirleri i¢in sitotoksik aktivite gosterdigi bildirilmistir (Bézivinvd., 2003). Farkli kanser
calismalarinda, bir¢ok liken tiirliniin antikanser etkileri arastirilmis ve bu calismalarda, liken
tirlerinin kanserli hiicrelerde migrasyonu engelledigi ve anjiyogenez i¢in 6énemli bir adim
olan anjiyojenezin inhibisyonunu sagladigi rapor edilmistir (Koparal vd., 2010). Fare
miyeloma hiicrelerinin ¢ogalmasini belirgin sekilde azalttigi gézlemlenmistir (Triggiani vd.,

2009).

Liken metabolitlerinin insan meme kanseri hiicreleri iizerinde antiproliferatif, sitotoksik ve
apoptotik etkilerinin oldugu, bu ¢aligmalarin kanser tedavisi i¢in potansiyel adaylar oldugunu
gostermektedir. (Solarova vd., 2015).

2.8. Xanthoparmelia pulla Tiiriiniin Taksonomisi Ve Morfolojik Ozellikleri Hakkinda

Bilgiler
Xanthoparmelia pulla siiflandirilmast;
ALEM: Fungi

SUBE: Ascomycota
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SINIF: Lecanorales
TAKIM: Lecanorales
FAMILYA: Parmeliaceae
CINS: Xanthoparmelia
TUR: Xanthoparmelia pulla

Xanthoparmelia cinsi, diinya genelinde 800'den fazla tiire sahip bir liken cinsidir. Bu tiirlerin
cogunlugu, sari-yesil renkteki list yiizeye sahiptir ve kabuk kisminda usnik asit ve izousnik
asit gibi bilesikler icerir. Xanthoparmelia, olagantistii bir kimyasal ¢esitlilik sergiler. Avrupa
tiirlerinde, konstipatik asit, fumarprotosetrarik asit, norstiktik asit, salazinik asit ve stiktik asit
olmak tizere 5 farkli kimyasal yap1 tanimlanmistir. Bu cins, yaygin olarak goriilen, sarmal
yaptya sahip, dogrusal uzanan loblar1 olan ve yiizeyinde kiiresel c¢ikintilart olan bir

karakteristik 6zellik tasir. Medulla bolgesinde ise stiktik asit bulunur (Melo vd., 2011).

Xanthoparmelia pulla (Ach.) O. Blanco, A. Crespo, Elix, D. Hawksw. & Lumbsch tiirii,
tallusunun ¢ap1 3-12 cm arasinda degisen, loplarinin genisgligi ise en fazla 5 mm olan ince ve
uzun bir yapiya sahiptir. Loplar genellikle birbirinden ayrik olup nadiren birlesik veya iist iiste
gelirler ve kenarlara dogru 1smsal sekilde yayilirlar. Ust yiizeyleri gri kahverengiden koyu
kahverengiye kadar degisiklik gosterirken, alt yiizeyleri siyahtir ve basit rizinyal yapiya
sahiptir. Apotesyumlarinin ¢ap1 2-7 mm arasinda degisirken, askosporlart elipsoit seklinde
olup 7-11 x 4-6 pum boyutlarindadir. Tallus, K ile (-) tepki verirken, HNO3 ile koyu mavi
yesil, medulla K ile (-), C ile (+), KC ile (+) pembe-kirmizi renklere doniisebilir ve P ile (-)
tepki gosterir. Xanthoparmelia pulla tiri, Xanthoparmelia cinsi i¢inde Parmeliaceae

familyasinda, Lecanorales takiminda ve Ascomycota boliimiinde siniflandirilmaktadir.
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Sekil 2. 5. Xanthoparmelia pulla makroskobik goriintiisii.
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Sekil 2. 6. Xanthoparmelia pulla mikroskobik goriintiisii.



3. GEREC VE YONTEM

3.1.Gerecler

Yozgat Bozok Universitesi Herbaryumu'nda muhafaza edilen Xanthoparmelia pulla tiirii
iizerinde arastirma yapilmistir. Ornekler Yozgat Bozok Universitesi kampiisiinden
toplanmustir. (Tablo 3.1). Arazi galismalar1 esnasinda; numunelerin taginmasi igin sirt gantasi,
numunelerin 6zelliklerinin not edilmesi i¢in arazi not defteri, kalem, kagit keseler,
numunelerin paketlenmesi i¢in kagit ve numunelerin toplanmasi igin ¢eki¢c ve keski gibi

araglar kullanilmistir.

Tablo 3. 1. Toplanan 6rneklerin lokalite bilgileri.

Bozok Universitesi 39°46°217°K, 1353 m. 25.11.2022
Dogu kampiisii 34°48°14” D.
Bozok Universitesi 39°44°54”K, 1207 m. 16.12.2022
Dogu kampiisii 34°50°56” D.

3.1.1. Cahsmada kullanilan hiicre kiiltiirii 6rnekleri

Bu arastirmada, ekstrelerin MCF-7 (Insan Meme Kanseri Hiicre Serileri) ve MDA-MB-231
(Insan Meme Kanseri Hiicre Serileri) hiicre hatlarinda sitotoksik etkilerini belirlemek
amaglanmigtir. Deneyler sirasinda bu hiicrelerin, delikli kapakli hiicre kiiltiir kaplarinda 37 °C
sicaklikta CO, inkiibatorde tutulmus ve diizenli olarak takip edilerek besi ortami iki giin
arayla degistirilerek kiiltiir stirdiiriilmiistiir. Hiicrelerin ¢ogalan bir kismi1 -80 °C'de

dondurularak saklanmustir.

3.1.2. Kullanilan aletler

Rotavapor (Ilmvac vakum pompasi, HeidolphLaborat 4000 efficient)
Santrifiij cihaz1 ( Thermoscientific SL 16R, Hettich mikro 200R)
Ultrasonik banyo (ElIma S 100H Elmasonic)

Su banyosu (Memmert)
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Calkalamal1 su banyosu ( Niive ST 402)

Vorteks karistirict (Velpscientifica )

Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi Cihazit HPLC (SHIMADZU LC-20AT)
Dedektor PDA (SHIMADZU SPD-M20A)

Liyofilizator (LabconcoFreezone 4.5)

Steril kabin (SafeFast Elite)

Hiicre sayim cihazi (Roche InnovatisCedexXs )

Gergek zamanli hiicre analizori
PCR

Mikroskop

3.2. Yontem

3.2.1. Orneklerin tayin yontemi

Arazi ¢alismasinda toplanan liken Ornek tayininde “Flechten Flora” (Wirth vd., 1995)
“TheLichen Flora of Great Britain andIreland” (Purvis vd., 2002) gibi flora kitaplarindan ve
makalelerde sunulan tanimlama anahtarlarindan yararlanilmistir. Dis morfolojik 6zelliklerin
belirlenmesi i¢in stereo mikroskop (Olympus SZX16 Stereo Mikroskopu), anatomik
ozelliklerin incelenmesi i¢in ise 151k mikroskobu (Olympus BXS53 Isik Mikroskobu)
kullanilmigtir. Ek olarak, Stereo mikroskopu Olympus SZX16 ve Olympus BX53 ile entegre
edilmis olan Olympus DP25 dijital kamera kullanilarak makroskobik (Sekil 2.6. ve 2.5)
olarak 6rnegin dijital fotograflar1 ¢ekilmistir. Tiir belirleme siirecinde, spor boyutlari, askus
boyutlari, himenyum yiikseklikleri ve parafizlerin genislikleri gibi 6nemli karakterler,
dikkatle okiiler mikrometre ile Ol¢lilmiistiir. Bu hassas Ol¢limler, tiirlerin tanimlanmasina
bliyiik katki saglamistir. Ayrica, tiir belirleme ¢alismalarinda kimyasal reaktifler de
kullanilmis ve bu sayede daha detayli analizler gerceklestirilmistir. Toplanan ornekler,
herbaryum materyali haline getirildikten sonra 6zenle hazirlanan zarflarin i¢ine konularak
Yozgat Bozok Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Liken Herbaryumu'na kaydedilmis ve

saklanmistir. Bu sekilde 6rneklerin korunmasi ve gelecekteki ¢aligsmalara olanak saglanmustir.
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2.2.2. Ekstrelerin hazirlanisi

Xanthoparmelia pulla tiiriine ait 10 gram agirligindaki 6rnek, ii¢c kez 8 saat boyunca 37 °C'de
calkalamali su banyosunda %80 metanol ile ekstre edilmistir. Elde edilen ekstreler
birlestirilerek vakum altinda rotavaporda (37-38 °C) yogunlastirilmistir. Tiim ekstreler daha
sonra liyofilize edilerek kurutulmus ve analiz anina kadar -20 °C'de saklanmistir. Bu sekilde

elde edilen ekstrelerin stabilitesi ve muhafazasi saglanmistir.

3.2.3. Kimyasal kompozisyon analizleri

Bitkisel materyallerden elde edilen ekstreler, fenolik bilesiklerin varligini belirlemek ic¢in
spektrofotometrik yontemlerle ayrintili bir sekilde incelenmistir. Bu analizler sayesinde

bitkisel 6rneklerin fenolik bilesik icerigi hakkinda detayl bilgi elde edilmistir.

3.2.3.1. Toplam Fenol Miktar Tayini

Ekstrelerdeki toplam fenol miktari, Folin-Ciocalteu yontemi kullanilarak gallik asit esdegeri
olarak hesaplanmistir. Bu yontemle, ekstrelerin fenolik bilesik igerigi kantitatif olarak
belirlenmis ve sonuglar gallik asit esdegerinde ifade edilmistir. Bu analizler, fenolik
bilesiklerin varlig1 ve miktar1 hesaplanmistir (Singleton vd., 1999). Ornek ¢ozeltisi (100 pL)
ve Folin-Ciocalteu reaktifi (500 pL), 6 mL distile su igeren 10 mL'lik bir kap igerisine
eklenmistir. Bir dakika sonra, 1.5 MI %20'lik sulu Na,COj; ilave edilerek karisima
tamamlanmak tizere su (10 mL) eklenmistir. Kontrol olarak, ekstre icermeyen reaktif karisimi
kullanilmigtir. Karisim, 25 °C'de 2 saat boyunca inkiibe edildikten sonra, absorbansi 760
nm'de Ol¢iilmiistiir. Elde edilen sonuglar, gallik asit kalibrasyon egrisi ile karsilastirilmis ve
toplam fenolik madde miktar1 gallik asit esdegerine doniistiiriilmiistiir. Deneyler ii¢ paralel

olarak gergeklestirilmis ve sonuglar ortalama degerler olarak rapor edilmistir.

3.2.3.2. Toplam Flavonoit Miktar Tayini

Ekstrelerin igerisindeki toplam flavonoid analizi, Zhishen ve arkadaslari tarafindan (1999)
kullanilan yontemin modifiye edilmis haliyle gerceklestirilmistir (Singleton vd., 1999). Bu

modifikasyonlar sayesinde, flavonoid icerigi hassas bir sekilde belirlenmis ve mevcut
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ekstrelerin flavonoid profilini degerlendirmede kullanilmistir. Bu dogrultuda, 1 mL ekstre
ornegi t=0. dakikada 0.3 mL % 5'lik sodyum nitrit (NaNO,) ¢ozeltisiyle karistirilmis, t=5.
dakikada 0.3 mL %10'luk aliiminyum kloriir (AlCl3.6H,0) ¢ozeltisi eklenmis, t=6. dakikada 2
mL 1 M sodyum hidroksit (NaOH) ¢6zeltisi eklenerek homojen bir sekilde karistirilmis ve
sonrasinda 2.4 mL su ilave edilmistir. Bu islemler sayesinde, 6rnekteki flavonoid igerigi etkili
bir sekilde tespit edilmistir. Absorbans dlgiimleri, 510 nm dalga boyunda ger¢eklestirilmistir.
Ekstrelerin igerdikleri toplam flavonoid miktarlari, katesine esdeger olarak mg katesik asit
(CA) /g ekstre birimi iizerinden hesaplanmistir. Katesin kalibrasyon egrisi, ayni sekilde etanol
kullanilarak hazirlanmistir. Tiim Ol¢limler li¢ kez tekrarlanmis ve elde edilen degerlerin

ortalamasi alinmistir.

3.2.3.3. Yiiksek basin¢h sivi kromatografisi (YBSK - HPLC) ile sekonder metabolit
tayini

Liken ekstrelerine ait 6rnekler, %70 metanol ¢ozeltisi kullanilarak ¢oziilmiistiir. Analizler i¢in
Shimadzu LC-20AT HPLC sistemi kullanilmigtir. Analizlerde PDA spektrofotometrik
dedektor kullanilmis olup, ¢ozgen olarak metanol-su-fosforik asit (75:25:0.9, v/v/v)
kullanilmistir. Akis hizi 1 mL/dak olarak ayarlanmis ve usnik asit standardi DMSO
(Dimetilsiilfoksit) igerisinde ¢6ziilmiistiir (Tablo 3.2 )

Tablo 3. 2. YBSK gradient akis tablosu.

Zaman (dk.) Hareketli faz A (%) Hareketli faz B (%)
0.01 60 40

5.00 50 50

10.00 40 60

15.00 30 70

20.00 20 80

30.00 10 90

40.00 - 100

55.00
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3.2.4. Antioksidan aktivite tayini
3.2.4.1. DPPH* Radikalini Siipiiriicii Etki Tayini

Ekstrelerin DPPH radikalini siiptirme etkisi, Gyamfi ve digerleri tarafindan (1999) gelistirilen
yonteme gore incelenmistir (Gyamfi vd., 1999). 50 mMTris-HCI tamponu (pH 7.4) ve 1 mL
0.1 mM metanol igeren bir ¢dzelti hazirlanmis ve bu ¢o6zelti 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH?®) ile karigtirilmistir. Kontrol olarak, ekstre icermeyen reaktif karisimi kullanilmustir.
Ornekler oda sicakliginda karanlik bir ortamda 30 dakika boyunca inkiibe edildikten sonra,
absorbans degerleri 517 nm'de Olgiilmiistiir. Inhibisyon yiizdesi asagidaki denklem
kullanilarak hesaplanmis ve 1Cso degerleri, Sigma Plot 2001 versiyon 7.0 (SPSS Inc., Chicago
IL) programinda, Esitlik 3.2.6 6rneginde oldugu gibi nonlineer regresyon egrileri kullanilarak

hesaplanmistir. . Analizler 3 paralel olarak tekrarlanmistir ve ortalama degerler kullanilmstir.

% inhibisyon= [(AbSkontrol = AbSrmek) / AbSkontrot] X 100

3.2.4.2. ABTS™ Radikalini Siipiiriicii Etki Tayini

Ekstrelerin ABTSe+ radikalini stipiirme etkileri incelenmistir (Caniova & Brandsteterova,
2001). ABTS™ radikali sulu ¢ozeltisini hazirlamak icin ABTS™ (36 mg) ve K,S,0g(6,6 mg)
ile (10 pL) suda ¢oziilerek karanhikta 12-16 saat bekletilerek olusturulmustur. Oda
sicakliginda, absorbansi 734 nm'de 0.700 (£0.030) olarak ayarlanmistir. Bu sekilde hazirlanan
radikal ¢ozeltisi (900 pL) ile ekstre ¢ozeltileri (100 puL) karistirilmis ve 734 nm'de 30 dakika
boyunca 1 dakikalik araliklarla reaksiyon kinetigi Ol¢limleri gerceklestirilmistir.
Konsantrasyona bagli olarak dl¢iilen inhibisyon yiizdeleri Troloks'a esdeger olarak (TEAC)
hesaplanmistir. Deneyler li¢ ayr1 tekrarlamaya tabi tutulmus ve sonuglarin ortalamasi

hesaplanmustir.

3.2.5. Ekstrelerin MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-difeniltetrazoliumbromid) yontemi ile

sitotoksik etkilerinin belirlenmesi

Sitotoksisite degerlendirmesi i¢in, insan Meme Kanseri Hiicre Hatt1 kullanilmistir. Bu hiicre

hatlar, sitotoksik etkileri degerlendirmek amaciyla kullanilan yaygmn bir enzimatik test
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yontemi olan MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-difeniltetrazoliumbromid) yontemiyle analiz
edilmistir. Bu yontem, MTT boyasinin tetrazolium halkasinin metabolik aktif hiicrelerde
indirgenerek formazan kristallerine donligmesi prensibi lizerine kurulmustur. Bu yontemde,
MTT boyas aktif olarak canli hiicrelere alinir ve mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz enzimi
tarafindan katalizlenerek, mavi-mor renkte ve suda ¢6ziinmeyen bir formazan iirliniine
indirgenir (Sekil 3.1). Bu reaksiyon, hiicrelerin metabolik aktivitesiyle iliskilidir ve formazan
iriinii miktar1 sitotoksisite diizeyini yansitir. Bu yontemde, MTT boyas1 aktif olarak canli
hiicreler tarafindan almir ve mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz enzimi tarafindan
katalizlenerek, mavi-mor renkte ve suda ¢oziinmeyen bir formazan iiriiniine indirgenir. Bu
reaksiyon, hiicrelerin metabolik aktivitesiyle dogrudan iliskilidir ve formazan Tiriiniiniin
miktari sitotoksisite diizeyini yansitir. Yani, formazan olusumu sadece aktif mitokondri igeren
canli hiicrelerde gerceklesir ve bu nedenle sitotoksisite tayininde giivenilir bir ol¢iim
parametresi olarak kullanilir. Bu yontem, hiicrelerin canlilifini ve metabolik faaliyetlerini
degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. Ayrica, bu yontem hiicre
canliligmin bir belirteci olarak kabul edilir ve spektrofotometrik olarak belirlenen deger,
hiicre sayistyla iliskilendirilir. Yiiksek formazan miktari, daha fazla canl hiicre oldugunu
gosterirken, diisiik formazan miktar1 hiicrelerin sitotoksik etkiye maruz kaldigini veya hiicre
Olimiintin gerceklestigini isaret eder. Bu nedenle, MTT yoOntemi hiicrelerin sagligr ve
tedaviye tepkisi hakkinda o©nemli bilgiler saglar ve farmakolojik arastirmalarda, ilag

taramalarinda ve kanser tedavisi ¢aligmalarinda yaygin bir sekilde kullanilir.

Hiicrelerinin kiiltiire edilmesi igin; ticari olarak satin alinan hiicreler oncelikle +37 °C'de
coziilerek, 5 mL PBS (Fosfatli Salin Cozeltisi) eklenerek 1600 rpm'de 5 dakika boyunca 20
°C'de santrifiij edildi. Siipernatan (list sivi kismi1) dikkatlice atild1 ve hiicre pelleti (biriken
tabaka) lizerine 5 mL taze besiyeri eklenerek yavasca pipetle homojen hale getirildi.
Ardindan, delikli bir hiicre kiiltiir kabina aktarild1 ve CO;'li inkiibatdre yerlestirildi. Bu islem,
hiicrelerin saghikli bir ortamda biiyliimelerini ve c¢ogalmalarin1 saglamak amaciyla

gergeklestirilir.

Hiicrelerinin pasaji; flask icerisinde kiiltiire edilen hiicrelerin, iki giinliik inkiibasyon siiresinin
sonunda, 15 mL'likeppendorf tiiplere aktarilarak, +20 °C'de 5 dakika boyunca 800 g hizinda
santrifiij edilip siipernatant kisminin uzaklastirilmasi igslemidir. Elde edilen hiicre pelleti,

yaklasik 5 mL penisilin igeren PBS (pH 7.3) tamponunda hiicrelere zarar vermeyecek sekilde
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¢oOziiliip ayn1 kosullarda yeniden santriflij edilir. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra olusan
pellet, dnceden hazirlanmis besiyeri i¢inde ¢oziilerek hiicre kiiltiir kabina aktarilmistir. Pasaj
islemi, iki gilin arayla yapilmasi, potansiyel kontaminasyonlar1 ve 6lii hiicre kalintilarinin

zararh etkilerini 6nlemek amaciyla canli hiicrelerin etkilenmesini engellemeyi hedefler.

Hiicre dondurma ve saklama islemi; hiicreler besiyeri degistirildigi gibi santrifiij ve yikama
adimlarma tabi tutulmustur. Santrifiij edildikten sonra, silipernatant kismi uzaklastirilmistir.
Hiicreler, 1 mL PBS ile siispansiyon haline getirilerek steril bir tiipe aktarilmistir. Ardindan,
%10 DMSO igeren 1 mLkriyo ¢ozeltisi karisimi eklenmistir. Dondurma islemi, dncelikle +4
°C'de yarim saat, ardindan 20 °C'de 3 saat bekletildikten sonra -80 °C'ye kaldirilarak
gerceklestirilmistir. Bu yontemle hiicrelerin kademeli olarak donmalar1 saglanmis ve uzun

stire saklanabilen bir ortam elde edilmistir.

T \ Mutochondnal Reductase \
N*
O v

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (E,Z)-5-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-1,3-diphenylformazan
(MTT) (Formazan)

Sekil 3. 1. MTT boyasinin formazana doniistimii.

%80'lik metanol ekstresinin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicreleri lizerindeki sitotoksisitesi,
MTT kolorimetrik yontem kullanilarak belirlenmistir. Bu ¢aligma i¢in hiicreler uygun besiyeri
ortaminda ¢ogaltilmistir. Calismadan 24 saat 6nce, flask i¢indeki hiicreler sayilarak her bir
kuyucuga 10000 hiicre olacak sekilde 100 pL hacminde ekim yapilan 96 kuyucuklu bir
mikroplaga aktarilmistir. 24 saat sonra, plaga yapismis olan hiicrelerin lizerindeki besiyeri
atilmistir.  Ardindan, 3.9-1000 pg/mL araliginda farkli konsantrasyonlarda hazirlanan
ekstrelerden 100 pL alinarak plaga eklenmistir. Plaklar, 37 °C'lik karbondioksitli bir
inkiibatorde 48 saat boyunca inkiibe edilmistir. Steril PBS i¢inde hazirlanan stok MTT
soliisyonundan 0.5 mg/mL MTT ¢aligma soliisyonu hazirlanmis ve bu soliisyon 96 kuyucuklu
plaklara eklenmistir Inkiibatdrde 3 saat siireyle bekletilen hiicre plakasinin besiyeri dokiildii

ve yerine 100 p. DMSO (Dimetil siilfoksit) eklenerek karistirildi. Ardindan plakadaki
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hiicrelerin optik dansiteleri, Bio-Rad marka bir ELISA cihazinda (ABD) 540 nm dalga
boyunda oOlciildii. Kontrol kuyucuklart da okunarak absorbans degerlerinin ortalamasi
hesaplandi ve bu deger %100 canli hiicre olarak kabul edildi. Coziicii ve ekstre uygulanan

kuyucuklardan elde edilen absorbans degerleri kontrol absorbansina oranlandi ve ylizde

canlilik olarak ifade edildi.

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

4.1. Liken Ekstrelerinin Kimyasal Kompozisyon Analizleri

4.1.1.Toplam fenol miktar tayini

Deney asamasinda, ekstrelerin toplam fenol miktarlari, belirtilen yontem kullanilarak
spektrofotometrik olarak tespit edilmistir. Toplam fenol miktarlari, gallikasite esdeger olarak
hesaplanmistir. Sonuglar (Tablo 4.1.) verilmistir. Xanthoparmelia pulla ekstresinin iginde
bulunan toplam fenol igerigi hesaplanmis ve 172.77£10.50 mMQcae/QeksieOlarak tespit

edilmistir.

ﬁﬂ(*“ M"; f'f'l ) -) -
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Sekil 4. 1. Toplam fenol miktar tayini.

4.1.2.Toplam flavonoit miktar tayini

Deneysel prosediirlerde belirtilen yontemler kullanilarak, ekstrelerin toplam flavonoit
miktarlar1 spektrofotometrik olarak belirlenmistir ve katesine esdeger olarak hesaplanmistir.

Bu analizler, ekstrelerin igerdikleri flavonoitlerinmiktarini ve potansiyel biyolojik etkilerini
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belirlemek i¢in kullanilan yaygin bir yontemdir. Sonuglar Tablo 4.1°de verilmistir.
Xanthoparmelia pulla ekstresinin iginde bulunan toplam flavonoit igerigi 9.25+1.32

MQca/Qekstre0larak tespit edilmistir.

Tablo 4. 1. Xanthoparmelia pulla ekstresinin toplam fenol ve flavonoit miktari.

Ekstre Toplam Fenol Toplam
[MOGAE/Jekstre] Flavonoit
[mgCA/ gekstre]
Xanthoparmelia pulla 172.77+10.50* 9.25+1.32*

*Qrtalama £+ SD; n=3

4.1.3. Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisi (YBSK) ile Miktar Tayini

Ekstrede olmasi muhtemel ¢esitli liiken asitlerinin miktarin1 tayin etmek amaciyla yiiksek
basingli sivi kromatografisi (YBSK) kullanilmistir. Yapilan analizlerde PDA (Photo
DiodeArray) dedektor kullanilmistir. Kalibrasyon i¢in kullanilan standartlar 10-50-100-250-
750-1000 mg/L. konsantrasyon araliginda hazirlanmigtir. Ekstreler ise 1 mg/mL
konsantrasyonda hazirlanmistir. Akis hizt 0.5 mL/dk, enjeksiyon miktar1 10 pL, dalgaboyu
280-320 nm, mobil faz olarak A) %0.1“lik H3PO4, B) metanol kullanilmistir.

Tablo 4. 2. Xanthoparmelia pulla ekstrelerin igerdigi asit miktarlari.

Xanthoparmelia pulla liken ektresinde bulunan liken asitlerinin (mg/l) ppm cinsinden

miktari
Usnik Girofik asit Psoromik Fumarprotocetrarik  Protocetrarik Stitik Norstistik  Salazinik
asit asit asit asit asit asit asit
2.42 9.42 4.29 - 2.49 - 3.58 37.23

X.pulla

Xanthoparmelia pulla igerdigi asit miktar1 tayini i¢in yapilan g¢alismada elde ettigimiz
sonuglara gore ekstrede en yiiksek salazinik asit (37.23 + 9.21mg/gekstreymiktarina sahipken, en
diisiik ise usnik asit (2.42 £9.21 mg/gekstre0larak tespit edilmistir (Tablo 4.2.).
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Sekil 4. 2. Xanthoparmelia pulla HPLC analiz kromatogrami.

4.3. Antioksidan Aktivite Calismalar:

4.3.1. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) Radikalini Siipiiriicii Etki Tayini

Viicutta zararli ve hastalik yapici radikallerin giderilmesi biiyilk 6nem tagimaktadir. Bu
nedenle, orneklerin antiradikal etkisinin dl¢iilmesi i¢in azot i¢eren stabil bir radikal olan 1,1-
difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) radikali kullanilmistir. DPPH® radikali, antiradikal aktivitesi

degerlendirmesi i¢in kullanilan bir yontemdir.
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Sekil 4. 3. DPPH*® Radikalini Siipiiriicii Etki Tayini.

Ekstreler, DPPH® radikalini fizyolojik pH degerinde, konsantrasyona bagl olarak etkili bir
sekilde stipirmiislerdir. Xanthoparmelia pulla ekstreler, 0.001953mg/mL, 0.003906 mg/mL,
0.007813 mg/mL, 0.015625 mg/mL, 0.03125mg/mL, 0.0625 mg/mL, 0.125 mg/mL, 0.25
mg/mL, 0.5 mg/mL, 1 mg/mL ve 2 mg/mL konsantrasyonlarinda incelenmis ve inhibisyon

yiizdesi degerleri hesaplanmastir.

Tablo 4.3. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) radikalini siipiiriicii etki sonucu.

mg/mL % inhibisyonu Standart
2 87.41159 1.32333

1 60.78946 9.543544

0.5 47.18733 1.509902
0.25 38.57383 6.353607
0.125 24.24622 5.754187
0.0625 22.30126 7.053877
0.03125 9.418333 0.741008
0.015625 8.703521 1.715648
0.007813 7.458951 1.987526
0.003906 12.50843 2.337561
0.001953 4.91304 0.923241

Sonuglar (Tablo 4.3.)’de verilmistir. Ekstrelerin DPPH® radikalini siipiiriicii etkisi 0.00195- 2
mg/mL konsantrasyon araliginda calisilmistir. Konsantrasyona bagli olarak fizyolojik pH’da

ekstre radikali siipiiriicii aktivite sergilemistir. Xanthoparmelia pulla ekstresi en yiiksek
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konsantrasyonda radikalin %87.41’ini siiplirebilirken 0.125 mg/mL konsantrasyonda bu

DPPH
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yiizde %24.24’e diigmiistiir.
Sekil 4. 4. Xanthoparmelia pulla ekstresinin DPPH radikalini siipiiriicii aktivitesi.

Ortalama =+ sd olarak verilen degerler + %95 giiven araliginda belirtilmistir (n=3).

4.3.2. 2,2- Azino-bis (3-etilbenztiazolin-6-sulfonik asit) (ABTS"™®) Radikalini Siipiiriicii
Etki Tayini

Bu ydéntem, mavi/yesil renkli bir bilesik olan ABTS *radikal katyonunu etkisiz hale getiren
antioksidan maddelerin miktarini spektroskopik olarak 6lgme prensibine dayanmaktadir. Bu
yontem, hidrofilik ve lipofilik antioksidanlar arasinda yer alan flavonoitler, hidroksisinnamik
asitler, karotenoitler gibi ¢esitli bilesiklerin Olgiilmesine olanak saglamaktadir. Calismada
ekstrelerin farkli konsantrasyonlart olan 2 mg/mL, 1 mg/mL ve 0.5 mg/mL kullanilmistir. Bu
konsantrasyonlarda yapilan analizler, ekstrelerin etkinliklerini belirlemek amaciyla
gerceklestirilmigtir. Sonuglar (Sekil 4.6)’de verilmistir. Xanthoparmelia pulla ekstresinin
ABTS"™ radikalini siipiiriicii aktivitesi 0.5-4 mg/mL konsantrasyonda ¢alisilmistir. 1-4 mg/mL
araliginda benzer aktivite sergilenirken 0.5 mg/mL konsantrasyonda TEAC degeri 2.29+0.31

mmol/L Trolox’a diismiistir.
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Sekil 4.5. Xanthoparmelia pulla ekstresinin ABTS™ radikalini siipiiriicii aktivitesi.

Ortalama =+ standart olarak verilen degerler = %95 giiven araliginda belirtilmistir (n=3).

4.4. Ekstrelerin MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-difeniltetrazoliumbromid) yontemi ile

sitotoksik etkilerinin belirlenmesi

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) testi, in vitro toksisite
taramalarinda yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Bu yontem, hiicrelerin canliligim1 ve
hiicre oliimiinii belirlemek amaciyla kullanilan bir testtir. Bu yontem, hiicrelerin hayatta
kalma ve 6lim oranlarini hizli, pratik ve yiiksek hassasiyetle belirlemek i¢in kullanilan bir
testtir. MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir), bir tetrazolyum tuzu
olarak bilinir ve sar1 renklidir. Bu bilesik, yasayan hiicrelerin mitokondrilerinde bulunan
spesifik bir enzim olan siiksinat-dehidrojenaz ile 6zgiil bir etkilesime girer (Sekil 4.7). Soz
konusu etkilesimin ardindan, ¢oziinmeyen koyu mavi renkte kristaller meydana gelir. Bu
kristaller, dimetilsiilfoksit (DMSO) ve izopropanol gibi organik ¢oziiciilerde hizli bir sekilde

¢Oziinme yetenegine sahiptir (Sekil 4.7).

Bu ¢oziinmiis boya, konsantrasyona bagli olarak spektrofotometrik yontemle goriiniir dalga
boylarinda Olgiilebilir bir absorbans degeri saglar. Bu sayede, hiicrelerin metabolik
aktivitelerini dolayli olarak 6lgmek miimkiindiir. Ayrica, 6l¢iilen deger yasayan hiicre sayisi

ile iligkilendirilir ve bu deger hiicrelerin canliligini yansitir.
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Sekil 4. 6. Xanthoparmelia pulla ekstresinin MCF-7 hiicre hatt1 iizerinde yapilan MTT testi.

Xanthoparmelia pulla tiirlerinden elde edilen ekstrelerin kanserli hiicre hattinda sitotoksisitesi
MTT yontemiyle degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar yiizde (%) olarak ifade edilmis ve
hiicre kontrol grubunun canlilig1 %100 olarak kabul edilerek diger gruplarla karsilastirilmigtir.
Ekstreler 3.9- 1000 pg/mL araliginda ¢alisilmigtir. Sonuglar yiizde (%) olarak verilmis ve
hiicre kontrol grubu canliligi %100 kabul edilerek diger gruplar hesaplanmistir. Genel olarak
bakildiginda, yiiksek konsantrasyonlarda tiim ekstreler canliligi istatistiksel olarak anlamli

sekilde inhibe etmiglerdir (p<0.001). (Sekil 4.8).

Ortalama + SS olarak verilen degerler + %95 giiven aralifinda belirtilmistir (n=3).
Istatistiksel olarak belirgin farkliliklar *p<0.001; ** p<0.01; *** p<0.05 olarak belirtilmistir
(Sekild.7).
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Sekil 4. 7. Xanthoparmelia pulla tiiriiniin MCF-7 hiicre hattinin canlilig1 {izerine olan etkisi.

Xanthoparmelia pulla ekstresi MCF-7 hiicre hattinda 125, 250, 500 ve 1000 pg/mL
konsantrasyonlarda canlilik iizerine giiglii inhibisyon sergilemislerdir (p<0.001). 125 pg/mL
konsantrasyonda canlilik %33.16 olarak bulunmustur. 7.81-62.5 pg/mL konsantrasyon
araliginda ise kontrole gore anlamlilik p<0.05 bulunmustur. 3.9 pg/mL konsantrasyonda

canlilik kontrole gore anlamli bir fark gézlemlenmemistir.

Tez kapsaminda, MDA-MB-231 hiicre hattindaekstreler 3.9- 1000 pg/mL araliginda
calisilmistir. Sonuglar ylizde (%) olarak verilmis ve hiicre kontrol grubu canlilig1 % 100 kabul
edilerek diger gruplar hesaplanmistir. Genel olarak bakildiginda, yiiksek konsantrasyonlarda
tiim ekstreler canlilig istatistiksel olarak anlamli sekilde inhibe etmislerdir (p<0.06701).
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Sekil 4. 8. Xanthoparmeliapulla tiiriiniin MDA-MB-231 hiicre hattinin canlilig1 tizerine olan
etkisi.

Ortalama + SS olarak verilen degerler + %95 giiven araliginda belirtilmistir (n=3).
Istatistiksel olarak belirgin farkliliklar *p<0.001; ** p<0.01; *** p<0.05 olarak belirtilmistir.

Xanthoparmelia pulla ekstresi MDA-MB-231hiicre hattinda 500 ve 1000 pg/mL
konsantrasyonlarda canlilik tizerine giiglii inhibisyon sergilemistir (p<0.001). 250 pg/mL
konsantrasyonda canlilik %60.58 olup kontrole gére anlamlilik p<0.05 bulunmugtur. 3.9-62.5

pg/mL konsantrasyon araliginda canlilik kontrole gore anlamli bir fark sergilememistir.
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5. TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Likenler, cok eski zamanlardan bu yana c¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Bu
sekilde tedavi amagli kullanimlar1 ise mikobiyont metabolizmadan elde edilen sekonder
metabolitlerinden kaynaklanmaktadir (Pala & Gurkan, 2008; Halliwell ve Gutteridge, 1989).
Bu ¢alisma, Xanthoparmelia pulla tiiriinden hazirlanan metanol eskteresinin toplam fenol ve
toplam flavonoit igerigi agisindan incelenmesini ve likenlerde yaygin olarak bulunan liken
asitlerinin YBSK ile kantitatif ve kalitatif olarak degerlendirilmesini amaglamistir. Ayrica, bu
tirtin in vitro testlerle antioksidan ve sitotoksik etkileri degerlendirilmistir. Mevcut
literatiirlere gore, aragtirmada kullandigimiz Xanthoparmelia pulla likeninin antimikrobiyal
aktiviteleri, antioksidan ve sitotoksik etkileri ile ilgili yeterli bilgilere erisilememistir.
Ekstrelerin toplam fenol miktarini belirlemek i¢in Folin-Ciocalteu reaktifi olarak adlandirilan
fosfomolibdat ve fosfotungstat karisimi bir reaktif kullanilmistir. Ekstrelerin fenolik igerigi
kolorimetrik yontemle 6l¢iilmiis ve gallikasite esdeger olarak hesaplanmistir. Xanthoparmelia
pulla liken tiirii igin toplam fenol miktar1 172.77+£10.50 Mgcag/Qekstre0larak hesaplanmustir.
Xanthoparmelia pulla liken tiirii i¢in toplam flavonoit miktar1 9.25+1.32 mgca/QekstreOlarak
hesaplanmistir. Xanthoparmelia stenophylla tiiriiniin aseton ve kloroform ekstreleri fenolik ve
flavonoit miktarlar1 agisindan incelenmistir. Aseton ekstrelerinin fenolik igerigi 32.15+0.85
ug/mLgag, kloroform ekstresinin toplam fenolik igerigi ise 42.58+0.47 ug/mLgag oOlarak
hesaplanmistir. Aseton ve kloroform ekstrelerinin toplam flavonoit igerikleri sirasiyla
113.56+1.02 ve 24.53+1.15 pg/mLgagkatesin esdegeri olarak bulunmustur (Kocovic vd.,
2022). Xanthoparmelia stenophylla tiiriiyle karsilastirildiginda, Xanthoparmelia pulla tiiriiniin
toplam fenol miktar1 daha yiiksek oldugu, ancak flavonoit miktarmin daha diisiik degere sahip
oldugu belirlenmistir. Xanthoparmelia conspersa tiiriiniin etanol ve aseton ekstreleri toplam
fenol ve flavonoitigerikleri agisindan incelenmistir. Etanol ekstresinin fenolik igerigi
67.72+0.01 pg/mLgag, aseton ekstraktinin toplam fenolik igerigi ise 209.92+0.01 ug/mLgae
olarak hesaplanmistir. Etanol ekstresininflavanoit igerigi 68.68+0.03 pg/mLgag, aseton
ekstresinin  toplam flavanoit igerigi ise 83.60+0.02 pg/mLgae olarak hesaplanmistir
(Karaahmet vd., 2019). Elde edilen sonuglar karsilastirildiginda, Xanthoparmelia pulla
tiiriniin toplam fenol miktar1 daha yiiksek oldugu, ancak flavonoit miktarinin daha diisiik
degere sahip oldugu belirlenmistir. Farkl: tiirlerle yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglar

degerlendirildiginde ayni1 cinse dahil olan farkli tiirlerin kimyasal kompozisyonlarinin
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farkliliklar gosterebilecegi, ve bu da farkli biyolojik aktivitelere sahip olabilecegini

kanitlamaktadir.

Ayn1 zamanda Xanthoparmelia pulla tiiriiniin ekstrelerindeki ana bilesenlerin belirlenmesi
amaciyla YBSK analizleri yapilmistir. Bu analizler, ekstrelerdeki bilesiklerin miktarlarinin
tayin edilmesini saglamistir. YBSK analizlerinden elde edilen sonuglara gore,
Xanthoparmelia pulla tiiriiniin ekstresindeki bilesiklerin miktarlar1 belirlenmistir. Usnik asit
miktar1 2.42 mg/Qeksre, Gyrophorik asit miktari 9.42 mg/Qekse, Psoromik asit miktar1 4.29
MQ/Qekstre, Protocetrarik asit miktart 33.06 g/Qekstre, Norstistik asit miktart 3.58 M@/Qekstre VE
Salazinik asit miktar1 37.23 mMQ/Qekse Olarak tespit edilmistir. Culbersonve ark.
Xanthoparmelia pulla tiiriiniin igerik analizlerini gergeklestirmislerdir. Sinonimi Parmelia
pulla olarak bilinen bu liken tiirtinde divaricatik asit, gyrophorik asit, jiroforik asit,
glomelliferik asit, glomelik asit, loksodelik asit, 4-O-metilolivetorik asit, microfilinik asit,
oksostenosporik asit, perlatolik asit ve stenosporik asit gibi bilesiklerin varlig: tespit edilmistir
(Culberson vd., 1997). Ancak, liken 6rneklerinin farkli bolgelerden alinmasi likenin kimyasal
icerigini biiyiik Ol¢lide degistirmektedir ve kullanilan ekstraksiyon yontemlerinin farkli olmasi

nedeniyle sekonder metabolitlerin ¢esitlilik gosterdigi gozlemlenmistir.

Ekstrelerin DPPH "radikalini siiplirme kapasiteleri fizyolojik pH’da incelenmis ve sonuglar %
inhibisyon degerleri seklinde verilmistir. Ekstreler 0.001953125 mg/mL, 0.00390625 mg/mL,
0.0078125 mg/mL, 0.015625 mg/mL, 0.03125 mg/mL, 0.0625 mg/mL, 0.125 mg/mL, 0.25
mg/mL, 0.5 mg/mL,1 mg/mL, 2 mg/mL olarak on bir farkli konsantrasyonda incelenmistir.
Konsantrasyona bagli olarak ekstrelerin DPPHe radikalini siipiiriicii etkisi artmis oldugu
tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda en yiiksek aktiviteyr gosteren
Xanthoparmelia pulla ekstresi en yiiksek konsantrasyonu olan 2 mg/mL radikalin % 87.41’ini
stipiirebilirken 0.125 mg/mL konsantrasyonda bu yiizde %24.24’¢ diismiistiir (Tablo 4.5).
Xanthoparmelia pulla tiriiniin sinonimi olan Neofuscellapulla'nin metanol ekstresinin,

DPPH?* radikalini siipiirme etkisi gostermedigi gozlemlenmistir (Aslan vd., 2006).

ABTS™/TEAC yontemi en ¢ok kullanilan antioksidan aktivite tayin yontemlerinden biridir
(Okan vd., 2013). Bu yontemde, deney ABTS™ radikal ¢ozeltisi iizerine, antioksidan iceren
ornegin 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, 2 ve 4 mg/mL dort farkli konsantrasyonda
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incelenmistir. Elde edilen veriler sonucunda en yiiksek aktiviteyi gosteren 0,5 mg/mL
konsantrasyonda Xanthoparmelia pulla ekstresinin TEAC degeri 2.29+0.31 mmol/L Trolox'a
diiserken, 1-4 mg/mL araliginda benzer aktivite sergilemistir (Tablo 4.6). Konsantrasyon
arttikca ekstrelerin ABTS radikalini siipiircti etkilerinde artis gézlenmistir. Xanthoparmelia
conspersa tiriiniin etanol ve aseton ektrelerinintoplam ABTS antioksidan aktivite tayin
yontemi kullanilarak incelenmistir. Aseton ekstresindeantioksidan etkisi gozlenmemisken,
etanol ekstresi 209.00+5.55 pgeag/mL radikal siiplirme kapasitesine sahip oldugu
belirlenmistir (Karaahmet vd., 2019).

Son zamanlarda, kanser tedavisi i¢in yeni ila¢ arastirmalarinda, tedavi edici potansiyel etkileri
ve halk arasinda tedavi amagh kullanilan bitkiler ve aktif bilesenleri 6nemli bir odak noktas1
olmustur. Hiicre kiiltlirii ¢alismalarinda bitkisel ekstrelerin veya bitkilerden elde edilen
bilesiklerin hiicre canliligt ve c¢ogalmasini belirlemek i¢in kullanilmast da giderek
yayginlagmistir. Bu amagla birgok yontem gelistirilmistir ve en kullanigh yontemlerden biri,
96 kuyucuklu plakalarin kullanildig1 deney diizenekleridir. Bu yontemler, bircok 6rnegin ayni

anda ve hizli bir sekilde analiz edilmesine imkan saglamaktadir.

Sitotoksisite deneyleri, hiicre Slimiinii ve ¢ogalmasini belirlemek icin farkli parametreler
kullanilarak gergeklestirilmektedir. Bu ¢alisma kapsaminda, liken ekstrelerinin sitotoksik
aktiviteleri akciger kanseri hiicre hatti olan MDA-MB-231 ve meme kanseri hiicre hatt1 olan
MCF-7 iizerinde test edilmistir. MCF-7 hiicre hattinda Xanthoparmelia pulla ekstresi 125
pg/mL’de %33.16 canlilik seviyesi ile sitotoksik etki gdstermistir. Diger konsantrasyonlarda
ise canlilk oram1 kontrol grubuna gore anlamli bir fark  gorlilmemistir.
Xanthoparmeliascabrosa tiiriinden elde edilen skabrosin esterleri, MTT tahlili ile insan
meme MCF-7 hiicre hattina karsi gliglii sitotoksik aktivitesi incelenmis. Bu bilesiklerin
aktivite gosterdigi IC50 degeri yaklagik olarak 1 uM olarak belirlenmistir (Ernst-Russel vd.,
1999).

MDA-MB-231 hiicre hattinda c¢alisilan liken ekstrelerinin sitotoksik aktivitelerinin
sonuglara gore. MDA-MB-231 hiicrelerine kars1 giiclii toksisite inhibisyon sergilemistir
Xanthoparmelia pulla ekstresinde 250 pg/mL“de %60.58 canlilik degeri ile belirlenmis olup
ayn1 konsantrasyonda diger konsantrasyonlarda benzer toksik etki gOriilmemistir.
Xanthoparmelia somloensis tiriinden elde edilen liyofilize ekstreler, MTT yontemiyle
degerlendirilmistir. Insan meme hiicre hatlar1 olan MCF-7'de 58.8 + 0.23 IC50 (ug/mL)
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dozunda etki gosterirken, MDA-MB-231'de 45.8+10.68 IC50 (pug/mL) dozunda etki
gostermistir (Ozturk vd., 2021).

Yirittigimiiz ¢alisma, Xanthoparmelia pulla tiriinden elde edilen metanol ekstresinin,
MDA-MB-231 hiicre hattinda daha giiclii toksisite gosterdigini ortaya koymustur. Bu
bulgular, s6z konusu etkinin kaynagi olan bilesiklerin daha detayl1 bir sekilde belirlenmesini
amagclayan ileri caligmalarin yapilmasini hedeflemektedir. Xanthoparmelia pulla tiirleri
lizerinde ylriittiiglimiiz c¢alismalarda, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlarina kars1
sitotoksik etki ve antioksidan aktivite arasinda dogrusal bir iliski tespit edilememistir. Yapilan
degerlendirmeler sonucunda, Xanthoparmelia pulla tiiriinde bulunan sekonder metabolitlerin

aktiviteye katki saglayan faktorler oldugu yorumlanmistir.

Parmelia liken tiirleriyle ilgili literatiirde birgok c¢alisma bulunmasina ragmen,
Xanthoparmelia pulla tiiriiniin biyolojik aktiviteleri iizerine yapilan arastirmalar literatiirde
mevcut degildir. Bu galigmada, bu tiire ait sekonder metabolitlerin, toplam fenol ve toplam
flavonoid miktarinin belirlenmesi yan1 sira antioksidan 6zelliklerine ve 2 farkli meme kanseri
hiicre hatlar {izerindeki sitotoksik etkisi de incelenmistir. Bu arastirma, s6z konusu tiiriin
biyolojik 6zelliklerinin ilk kez detayli bir sekilde incelenmesini saglamis ve literatiire katki
sunmay1 amaglamaktadir. Bu elde edilen sonucunda etkiden sorumlu bilesiklerin tespit
edilmesi ve degerlendirilmesi i¢in daha ileri adimlarin atilmasi gerektigini gdstermektedir.
Ayrica, daha kapsamli ¢alismalarin yapilmasi ve bu arastirmalarin yonlendirilmesi amaciyla
planlamalar yapilmaktadir. Bu sekilde, elde edilen bulgularin daha ayrintili ve kapsamli bir

sekilde degerlendirilmesi ve gelecekteki arastirmalara rehberlik etmesi hedeflenmektedir.
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