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Bu çalıĢmada Türkiye‟de yayılıĢ gösteren Squamarina cartilaginea türünün 

metanol ektresi yapılarak antimikrobiyal, antioksidan aktiviteleri ve sitotoksik etkileri 

araĢtırılmıĢtır. Ayrıca DNA koruyucu etkileri çalıĢılmıĢtır. Usnik asit miktarı YBSK 

yöntemi ile tespit edilmiĢ olup 451,637±0,00 mg/gekstre bulunmuĢtur. En yüksek toplam 

fenol içeriği 44,72±4,67 mgGAE/gekstre, toplam flavonoit miktarı ise 30,10±3,28 

mgCAE/gekstre olarak tespit edilmiĢtir. Antioksidan aktivite için DPPH (1,1-difenil-2-

pikrilhidrazil) ve ABTS [2,2‟-azino-bis (3-etilbenzenotiyazolin-6-sülfonik asit)] yöntemleri 

kullanılmıĢ olup, Squamarina ekstresinin orta derecede antoksidan kapasiteye sahip olduğu 

belirlenmiĢtir. Antimikrobiyal aktivitenin araĢtırılmasında disk difüzyon yöntemi 

kullanılmıĢ, Squamarina ekstresi en yüksek antimikrobiyal aktiviteyi Micrococcus luteus 

ve Staphylococcus aureus suĢları için 17.5 mm olarak gösterirken, en düĢük aktiviteyi ise 

Proteus mirabilis ve Enterobacter aerogenes suĢları için 9.0 mm değeriyle göstermiĢtir. 

Sitotoksik aktivite ise DU 145 (Ġnsan Prostat Kanseri Hücre Serisi) ve COLO 285 (insan 

kolon kanseri hücre serisi) hücre hattı üzerine MTT testi ile saptanmıĢtır. Du-145 kanser 

hücre hattında en yüksek aktivite %12,837±0,71 canlılık oranı ile 1000 µg/ml 

konsantrasyonda gözlenmiĢtir. Ekstrenin Colo 285 hücre hattında en düĢük 

konsantrasyonda dahi yüksek toksisite gösterdiği belirlenmiĢtir. 1000 µg/ml 

konsantrasyonda %16,97±0,48 canlılık gözlenirken, 3,906 µg/ml konsantrasyonda 

%33,16±2,01 canlılık ölçülmüĢtür. Aynı zamanda çalıĢılan örneğin DNA koruyucu etkisi 

olduğu pBR322 plazmid DNA‟sı kullanılarak belirlenmiĢtir. 
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ABSTRACT 

 

INVESTIGATION OF SQUAMARINA CARTILAGINEA SPECIES 

DISTRIBUTED IN TURKEY IN TERMS OF BIOLOGICAL ACTIVITY 

 

BANU CEREN DEĞĠRMENCĠ 

 

YOZGAT BOZOK UNIVERSITY 

GRADUATE EDUCATION INSTITUTE 

DEPARTMENT OF BIOLOGY 

 

SUPERVISOR: Doç.Dr. MUSTAFA KOCAKAYA 

CO-SUPERVISOR: Dr. Öğr. Üyesi SELEN ĠLGÜN 

 

In this study, antimicrobial, antioxidant activities and cytotoxic effects of Squamarina 

cartilaginea species distributed in Turkey were investigated by methanol extract. In 

addition, the protective effects of DNA have been studied. The amount of usnic acid was 

determined by the HPLC method and was found to be 451.637±0,00 mg/gekstre. The 

highest total phenol content was determined as 44,72±4,67 mgGAE/gekstre, and the total 

flavonoid content was determined as 30,10±3,28 mgCAE/gekstre. DPPH (1,1-diphenyl-2-

picrylhydrazil) and ABTS [2,2'-azino-bis (3-ethylbenzenothiazoline-6-sulfonic acid)] 

methods were used for antioxidant activity, and it was determined that Squamarina extract 

had moderate antioxidant capacity. Disc diffusion method was used in the investigation of 

antimicrobial activity, Squamarina extract showed the highest antimicrobial activity as 

17.5 mm for Micrococcus luteus and Staphylococcus aureus strains, while the lowest 

activity was 9.0 mm for Proteus mirabilis and Enterobacter aerogenes strains. Cytotoxic 

activity was determined by MTT test on DU 145 (Human Prostate Cancer Cell Line) and 

COLO 285 (human colon cancer cell line) cell lines. The highest activity in Du 145 cancer 

cell line was observed at 1000 µg/ml concentration with 12,837±0.71% viability. It was 

determined that the extract showed high toxicity even at the lowest concentration in the 

Colo 285 cell line. While 16.97±0.48% viability was observed at 1000 µg/ml 

concentration, 33.16%±2.01% viability was measured at 3.906 µg/ml concentration. At the 

same time, the DNA protective effect of the studied sample was determined using pBR322 

plasmid DNA. 

 2023, 64 PAGE 

KEYWORDS: Squamarina, Antioxidant, Cytotoxicity, Antimicrobial, pBR322 
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1. GĠRĠġ 

Likenler bir mikobiyont (yani mantar) ve fotobiyont ortak (yani algler veya 

siyanobakteriler) içeren simbiyotik birliklerdir. Organizma tallus Ģeklindedir ve alg 

hücrelerinin olduğu mantar dokusu nedeniyle fotosentetik olarak büyüyebilir (Miao ve 

ark., 2001).  

Likenler ve fitokimyasallar geliĢmekte olan ülkelerde modern tıpta ilaçların 

geliĢtirilmesinde önemli bir çerçeve oluĢturmaktadır. Günümüzde bilim adamlarının 

hedeflerinden biri bitkiler ve diğer organizmalardan aktif bileĢikleri ortaya çıkarmaktır. 

Likenler de çeĢitli ikincil metabolitler üreten simbiyotik organizmalardır ve bu sebeple 

büyük liken sekonder metabolitlerinin kimyasal çeĢitliliği, onları tıbbi uygulamada 

kullanılabilecek güçlü bir doğal farmasötik reaktif kaynağı haline getirmektedir 

(Stanojkovic, 2015). Likenler bazı hastalıkları tedavi edici güçlü etkilere sahip 

olduklarından dolayı da ilgi alanı olmaktadır (Shukla ve ark., 2010).   

Hızla devam eden küresel iklim değiĢiklikleri ve çevre kirliliği gibi birçok faktör 

insan sağlığını olumsuz yönde etkilemektedir (Polat ve ark., 2017). Böylece insanlar 

beslenme, solunum, deri gibi yollarla vücutlarına birçok toksik madde alarak daha sık 

hastalanmakta ve bazı durumlarda kanser gibi ciddi istenmeyen durumlar geliĢebilmektedir 

(Gharibvand ve ark., 2017). Ayrıca insan sağlığını tehdit eden birçok virüs, bakteri ve 

mantar türü kendilerine karĢı kullanılan biyositlere (bakterisit, fungusit vb) karĢı direnç 

kazanarak, tedavi süreçlerinde zorluklar, çeĢitli yan etkiler ve bazı durumlarda 

baĢarısızlıklara neden olmaktadır. Günümüzde modern tıbbın sunduğu antimikrobiyallerin, 

özellikle antibiyotiklerin ve fungusitlerin birçoğuna karĢı çok yüksek seviyede direnç 

geliĢmiĢtir (WHO, 2014). Artık araĢtırmacılar, alternatif doğal antimikrobiyal kaynakları 

aramaya yönelmiĢlerdir. Doğal antimikrobiyal maddelerin sentetik ilaçlara göre çoğu 

zaman hiç yan etkisinin olmaması veya çok az yan etkisinin olması, doğadan elde 

edilebilecek antimikrobiyal madde arayıĢlarını hızlandırmıĢtır (Valle Jr ve ark., 2015). 

Doğada pek çok alg, bakteri, mantar, bitki ve liken türünün kendilerini savunma amacıyla 

antimikrobiyal etki gösteren bileĢikler sentezlediği bilinmektedir (Gyawali ve Ibrahim, 

2014). Antibiyotiklere direnç, bölgeden bölgeye veya kiĢiden kiĢiye değiĢmekle birlikte 

geniĢ alan ve kitlelere yayılması büyük bir problem oluĢturmaktadır. Bu yüzden biyosit 

etken maddelerinin yenikeĢifleri bu anlamda gün geçtikçe daha da önem kazanmaktadır. 

Genellikle mikrodilüsyon yöntemi ve disk difüzyon testleri ile yapılan antimikrobiyal 
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aktivite testleri, liken ekstretlarındaki sekonder metabolitler ve özellikle elde edilen 

asitlerin çok sayıda bakteri, virüs ve mantar türüne karĢı güçlü antimikrobiyal aktivite 

göstermesini sağlamıĢtır (Tufan-Çetin ve Çetin, 2021). 

Her geçen gün yeni araĢtırmalar yapılırken likenlerin tedavi edici yanlarına ek bazı 

bileĢiklerinin UV- B korumasında yardımcı olduğu, donmuĢ gıdaların biyoplastik bozunma 

kapasitesi ve çölleĢmenin önlenmesine yardımcı olabilecek antifiriz proteinleri, likenlerin 

benzersiz biyolojik profiline eklenen oldukça ilginç keĢifler olmuĢtur (Oksanen, 2006). 

Aynı zamanda likenlerin sentezlediği ikincil metabolitlerin birçoğu aromatik yapıda 

olduklarından dolayı antioksidan özellikte olma potansiyelindelerdir (Paudel ve ark., 2008; 

Behera ve ark., 2005). Serbest radikaller, antioksidanların homeostazının dengesizliğiyle 

oluĢan oldukça reaktif parçalardır (Rijhwani ve ark., 2016). AĢırı serbest radikal üretiminin 

neden olduğu oksidatif stres, çeĢitli kronik hastalıklarla ve hemen hemen birçok kanserle 

iliĢkilidir. Bu yüzden tümör ilerlemesinde, vücudun fizyolojik performansını korumak için 

doğal antioksidan bileĢiklerin araĢtırılması oldukça ilgi görmektedir (Useros ve ark., 2017). 

Birçok klinik öncesi ve klinik çalıĢmaya dayanarak, fitokimyasallar kanser hastalarında 

klinik durumun nasıl iyileĢtirileceğine dair mükemmel bir potansiyele sahiptir. Çünkü 

antikanser tedavisinde gözle görülür ilerlemelere rağmen kanser, hala dünya çapında en 

önemli hastalıklardan biridir (Ferlay ve ark., 2019). Günümüzde kanser tedavisinde yüksek 

toksisiteleri nedeniyle önemli yan etkileri olan birçok antikanser ilacı kullanılmaktadır. 

Ayrıca kemoterapinin kemik iliği üzerindeki toksik etkisinden kaynaklı sayıları azalan 

beyaz kan hücreleri (nötropeni) nedeniyle enfeksiyon riskleri de artmaktadır (Zimmer ve 

Freifeld, 2019).  

Özetle likenler metabolizması ve genomik özellikleri bakımından yeni ve 

uygulanılabilir biyoteknolojik süreçler geliĢtirmek için önemli bileĢikler sağlamaktadır 

(Boustie ve Grube, 2015). 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

Kutuplardan tropik bölgelere, ovalardan en yüksek dağlara kadar karasal yüzeylerin 

%10' unun üzerinde 25.000 farklı liken türü yaĢamaktadır (Muggia ve ark., 2009). Likenler 

oldukça önemli bir ekolojik role sahiptirler. Nem, enerji, karbon ve fosfor sağlayarak 

çevreyi zenginleĢtirmenin yanı sıra, siyanobakteriyel likenler durumunda nitrojen 

sağlamaları; toprak oluĢumuna ve stabilizasyonuna katılarak kayaların fiziko-kimyasal 

ayrıĢması ve toprak parçacıklarını bir araya toplama yetenekleri; omurgasızlar ve bazı 

omurgalılar için yiyecek kaynağı ve böcekler için yaĢam alanı ve barınak, kuĢlar için yuva 

inĢa malzemeleri olmalarıyla doğada birçok önemli görev yaparlar (Seaward, 1977). 

Birkaç liken türü böcekler tarafından ve hatta özel olarak bir liken türü de ren geyikleri 

tarafından besin olarak kullanılır (Brian ve ark., 1997). Likenler, çevresel göstergeler veya 

biyo-göstergeler olarak yaygın Ģekilde kullanılmaktadır. Hava, sülfür dioksit ile çok kötü 

bir Ģekilde kirlendiğinde orada liken bulunmayabilir. Sadece bazı yeĢil algler bu koĢullara 

tahammül edebilir. Hava temiz ise dalsı ve yapraklı likenler çoğalır. Ancak birkaç liken 

türü oldukça yüksek düzeyde kirliliği tolere edebilir ve genellikle kentsel alanlarda, 

kaldırımlarda, duvarlarda ve ağaç kabuğunda bulunur. En hassas likenler dalsı ve yapraklı 

türlerdir, en toleranslı likenlerin ise hepsi kabuksudur (Brian ve ark., 1997). Böylece hava 

kirliliği, ozon tükenmesi ve metal kirliliği likenlerin bu göstergeleriyle 

değerlendirilebilmektedir. Tarih boyunca geleneksel ilaçların yapımında, günümüzde de 

hala boya ve parfüm yapımında aktif bir Ģekilde kullanılmaktadırlar (Ferry ve ark., 1973; 

Hawksworth ve Rose, 1976, 1981). Likenler oldukça uzun ömürlülerdir. Hatta bazıları en 

yaĢlı canlılar arasında kabul edilirler. Heyelan gibi bir olaydan sonra ortaya çıkan taze 

kayaların üzerinde büyüyen ilk canlılardandır. Bazı likenlerin uzun ömrü, yavaĢ ve düzenli 

büyüme oranı, olayları tarihlendirmek için kullanılabilir (Brodo ve ark., 2001; Morris ve 

ark., 2007). 

Likenlerin dünyanın yüzey alanının %8' ini kapladığı tahmin edilmektedir. Ġsmi ilk 

kez milattan önce 300'de Theophrastus tarafından tanıtılmıĢtır. Liken türleri için geniĢ 

morfolojik renk ve boyut yelpazesi kaydedilmiĢtir. Yapraksı, dalsı, pulsu ve toz formlar 

veya daha farklı büyüme formlarına sahiptirler (Tembhurne ve ark., 2016). Oldukça çeĢitli 

ve canlı renk skalaları varken ve bu renklendirmenin fotosentetik bileĢenlerinden meydana 

geldiği bilinmektedir (Likenler ve Bryophytes, 2011; Sharnoff, 2014). Örneğin sarı gibi 

özel pigmentler usnik asitli likenlere renk verirken, açıkta ve kuru habitatlarda kırmızılar, 
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turuncular, sarılar ve kahverengiler dahil olmak üzere pigmentler likenlere birçok rengi 

sağlarlar (Saguaro-Juniper ġirketi, 2015) 

Geleneksel morfolojiye dayalı sınıflandırma, onları dal benzeri, yaprak benzeri ve 

kabuk benzeri olmak üzere üç ana gruba ayırır, ancak ara formlar da eklenebilir. 

Jelatinimsi, pulsu (squamulose) ve tüye benzer- ipliksi likenler diğerlerinden farklı iki ek 

grup olarak sınıflandırılırlar (Ahmadjian ve Hale, 1973). Kabuksu likenler, isimleriyle 

özdeĢleĢmiĢ olarak kabuk görünümleriyle, ağaçların kabukları, taĢ yüzeyleri gibi yerleri 

kendilerine substrat yaparak sıkıca tutunurlar. Yapraksı likenler, köke benzeyen 

uzantılarıyla substratlarına daha gevĢek tutunurken, dalsı likenler ise tek noktadan 

tutunarak dik çalımsı görünmeleri yanında Ģerit veya iplik Ģeklinde sarkarak substratlarında 

yaĢayabilirler (Ahmadjian, 1993). Yapılarına giren mantarların cinsine göre likenlerin 

sınıflandırılması ise, likenlerin çoğunluğunun yer aldığı ve yapısına askuslu mantarların 

katıldığı askolikenler ve genellikle tropikal bölgelerde yaĢayan, yapılarına bazidio 

mantarların katıldığı bazidiolikenler Ģeklinde olmaktadır (Altuner, 2004). Ayrıca birçok 

liken türü de taksonomistler tarafından sadece liken maddelerinin kimyasal özelliklerinden 

yararlanılarak sınıflandırılırlar (Frisvad ve ark., 2008). 

Likenler Fungi aleminde sınıflandırılmaktadır. OluĢumunda; mikobiyontunda 

filamentli mantarlar içerirken, fotobiyont ise fotosentetik ortağıdır ve ökaryotik algler ve / 

veya siyanobakteri, bazı durumlarda ise fotosentetik olmayan bakterilerden oluĢmaktadır 

(Shrestha ve Clair, 2013). Likenlerdeki simbiyoz o kadar dengelidir ki, adeta kendi 

baĢlarına bağımsız minyatür ekosistemler olarak kabul edilirler (Honegger ve ark., 1991; 

Casano ve ark., 2011). Tüm mantarların beĢte biri bu yaĢam tarzını benimseyip en az %40 

askomycetes ve birkaç tanesini basidiomycetes içerir. Mikobiyontun egemen olduğu bu 

görünüĢte baĢarılı ortak yaĢam, geleneksel olarak mantar yaĢam formu olarak sınıflandırılır 

(Shukla ve ark., 2010). Liken yapısında mantar hifleri ile oluĢturulmuĢ tabakaya medulla, 

alg hücreleri tarafından oluĢturulmuĢ tabakaya ise gonidia adı verilir (Saygıdeğer, 1999).  

Üretken olmayan dokulara veya vejetatif vücut kısımlarına tallus denilir ve 

genellikle likenin görsel olarak en belirgin kısmı olduğundan likenler tallus tipine göre 

gruplandırılır. Tallus büyüme formları tipik olarak birkaç temel içyapı tipine karĢılık 

gelir.  Tallus formu, mantar veya alglerin ayrı ayrı büyüdüğü herhangi bir formdan çok 

farklıdır. Tallus hif adı verilen mantar ipliklerinden oluĢur. Filamentler dallanarak büyür ve 

sonra yeniden birleĢerek bir ağ oluĢturur. Mantar filamentlerinin ağı yoğun veya gevĢek 
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olabilir. Tallus, sıklıkla ikinci bir mantar türü içeren, yoğun Ģekilde paketlenmiĢ mantar 

liflerinin koruyucu kısmına sahip korteks tabakası içerebilir. Likenler için ortak cins 

isimleri genellikle bir liken için tipik olan bir büyüme formundan veya renkten gelir. 

Üremeyle ilgili yapılar ise genellikle tallusun yüzeyinde diskler, çıkıntılar veya dalgalı 

çizgiler olarak görünebilirler. (Spribille ve ark., 2016). 

 

ġekil 2.1. Liken thallusu, enine kesit 1. Üst korteks, 2. Fotobiyont tabakası, 3. Medulla, 4. 

Alt korteks, 5. Rizinler 

Likenler üremelerinde iki strateji kullanırlar. Üreme organları liken sistematiğinde 

önemli bir ayırt edici özelliktir. Bunlar seksüel yolla mantar sporlarının yayılmasına ve 

aseksüel stratejiye dayalı isid ve soredlerden tüm simbiyozun kurulmasııyla minyatür 

likenlerin oluĢturulmasına dayanmaktadır (Seaward, 1977). Ġsid, tallus üzerinde bulunan 

parmak Ģeklinde yapılardır. Bu yapılar bir veya daha fazla alg hücresinin ve mantar 

hiflerinin bir araya gelerek korteks ile kaplanmasıyla oluĢmaktadır. Ġsidler, fotosentez için 

yüzey alanını arttırırlar. Tallus ayrılarak, uygun çevre Ģartları sağlandığında çimlenerek 

yeni tallus oluĢtururlar. Sored ise isidlerin üzerinin korteks tabakası ile kaplanmamıĢ 

formudur. Bunlar thallusun soral denilen bölgelerinden oluĢmaktadırlar. Soredler toz 

partikülleri halindedir ve rüzgârlarla etrafa yayılarak uygun Ģartlarda çimlenip yeni 

bireyleri oluĢtururlar. Ayrıca eĢeysiz üremeyle kopan thallus parçaları ile de oluĢabilirler. 

Kopan bu parçalar rüzgârlarla taĢınıp, uygun ortam bulduğunda çimlenmektedir 

(Saygıdeğer, 1999). 

2.1. Likenlerin Hayatımızdaki Yeri ve Sekonder Metabolitleri 

Likenler doğada bol miktarda ve genellikle her yerde çoğalmasıyla, yaĢam 
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alanlarına renkli bir görünüm katarlar. Bu renkli görünümü, çeĢitli ikincil bileĢiklerin yani 

liken maddelerinin yoğun birikimiyle sağlarlar. Bunlar nispeten küçük ama aynı zamanda 

kimyasal olarak karmaĢık moleküllerdir. Likenin vejetatif vücudunun üst katmanlarında 

dıĢarıdan görülebilen birikmiĢ kristalize ve kristalize olmayan pigmentlerin yanı sıra, 

ağırlıklı olarak liken tallsunun iç kısımlarında bulunan renksiz maddeler de yaygın olarak 

bulunmaktadır. Likenlerdeki kimyasal farklılıklar hakkında ilk raporlar 19. yüzyılın 

ortalarına kadar uzanmaktadır. Liken maddelerinin tanımlanması için faydalı olacak 

mikrokimyasal teknikler 1985‟te White ve James tarafından yayınlanmıĢtır (Huneck ve 

ark., 1996). Ancak liken kimyasına ilk katkılar, bir Alman kimyager olan Wilhelm Zopf‟un 

çalıĢmaları tarafından sağlanmıĢtır (Zopf, 1895). 

Likenler biyolojik güçlerinden dolayı yüzyıllardır çeĢitli medeniyetler tarafından 

halk hekimliğinde kullanılmıĢtır (Gonzales ve ark., 1995). Ġnsanlar tarafından kıtlık 

dönemlerinde yiyecek, boya kaynağı olarak kullanılmıĢlardır (Crawford, 2015). Likenlerin 

çok eski çağlardan beri tıp, ilaç ve kimya sanayinde çeĢitli amaçlarla kullanıldığı 

görülmektedir. Tıpta liken, saçkıran, artrit, kabızlık, enfeksiyonlar, böbrek hastalığı, 

cüzzam, farenjit, kuduz ve bağırsak kurdu temizliği için bir çare olarak yaygın olarak 

kullanılır. (Richardson, 1991). Türk halk tıbbında ise bitkilerin Ģifa verici özelliklerinden 

yararlanıldığı kadar çok sık rastlanmasa da tedavilerde likenlerin de kullanıldığı 

belirtilmiĢtir (Çobanoğlu ve Yavuz, 2003). Likenleri antik çağda soyulmuĢ cilde 

benzeterek cilt hastalıklarının tedavisinde, eski çağlarda ise tallus yapısına bakarak 

hastalıklı organın tedavisinin yapılabileceği düĢünülmüĢtür. Saça benzer dalsı tallusa sahip 

Usnea cinsi saçların uzaması için, sarı renkli Xanthoria parietina sarılığın tedavisi için, 

thallus yapısı alveollü görünen Lobaria pulmonaria (akciğer likeni) akciğer hastalıkları 

için ve siğil benzeri yumrulardan oluĢan tallus yapısına sahip Peltigera apthosa pamukçuk 

hastalığının tedavisi için yararlanılan likenler olmuĢlardır (Karamanoğlu, 1971; Öztürk, 

1995; Malhotra ve ark., 2008; Shukla ve ark). 

Liken metabolitleri birincil ve ikincil olarak ayrılabilir. Birincil metabolitler; 

proteinler, lipitler, karbonhidratlarla liken metabolizması ve yapısında yer alan diğer 

organik bileĢiklerdir. Hücre içi kaynaklar olarak da adlandırılan birincil metabolitler, algler 

veya mantarlar tarafından sentezlenen maddelerdir ve likenlere özgü değildir (Shrestha ve 

Clair, 2013). Bu metabolitler genelde suda çözünebilir ve kaynar su ile ekstrakte 

edilebilirler (Stocker-Wörgötter, 2008). Liken maddeleri olarak bilinen ikincil metabolitler 
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çoğunlukla küçük ama karmaĢık moleküllerdir (Molnar ve Farkas, 2010). 

Likenlerin spesifik, hatta olağanüstü habitat aralığı, yavaĢ büyümeleri ve uzun 

ömürlü olmaları, onların farklı fiziksel ve biyolojik etkilere karĢı çok sayıda koruyucu 

sekonder metabolit üretebilmelerini sağlamaktadır (Denton ve Karlen, 1973). Likenleri 

öncü türler yapan olağanüstü direnç kapasiteleri nedeniyle aĢırı çevresel koĢullarda hayatta 

kalabilen dünya çapında yaklaĢık 18.500 liken türü vardır. Likenlerin içsel direnci, esas 

olarak, kortekste veya medüller tabakada oluĢan mantar bileĢenlerinin ikincil 

metabolitlerinden tipik olarak türetilen çok çeĢitli bileĢiklerin üretiminden 

kaynaklanmaktadır (Dharmadhikari ve ark., 2010; Komaty ve ark., 2016). Bu durum da 

kültürlenmiĢ mikobiyontlarda ikincil bileĢiklerin varlığı ve alglerde bulunmaması, 

likenlerin ikincil ürünlerinin genellikle mantarlar tarafından oluĢturulğunu gösterir 

(Ahmadjian ve Reynolds, 1961). 

Yapılan birçok araĢtırmayla likenlerin biyolojik olarak bir veya birden fazla 

sekonder metabolite sahip oldukları ve günümüzde likenlerin bünyesinde 1050 kadar aktif 

metabolit bulundurdukları belirlenmiĢtir (Kosanic ve ark., 2014). Biyolojik öneme sahip 

birkaç sekonder metabolite örnek olarak; usnik asit, sekikaik asit, diffrataik asit, salazinik 

asit, nortistik asit, protosetrarik asit ve divarikatik asitler likenler tarafından üretilmektedir 

(Moreira ve ark., 2015).  

2.2. Liken Sekonder Metabolitlerinin Aktiviteleri 

Sekonder metabolitlere sahip likenler alifatik, sikloalifatik, aromatik ve terpenik 

bileĢikleri içerir ve farmakolojik olarak anti-inflamatuar, antiviral, antibakteriyel, anti-

proliferatif, antipiretik, analjezik ve sitotoksik etkiler göstermektedirler (Cardile ve ark., 

2017). Bu bileĢikler klinik öncesi araĢtırmalarda kanser hücrelerine karĢı antineoplastik 

aktiviteler de göstermiĢ ve önemli etkileri çalıĢmalarla ortaya çıkmıĢtır (White ve ark., 

2014; Tas ve ark., 2019). Likenlerin kanser hücrelerine karĢı güçlü sitotoksik kapasitesine, 

apoptoz, nekroz veya otofaji ve G2/M, S veya G0/G1 fazlarında hücre döngüsü durması 

gibi süreçler aracılık eder (Yurdacan ve ark., 2019). 

Antioksidanlar, normal hücresel metabolizmanın toksik yan ürünleri olan serbest 

radikalleri nötralize etmede önemli bir rol oynar (Sens ve ark., 2010). Antioksidanlar 

vücutta serbest radikalleri süpürücü rolleriyle savunma sisteminin etkinliğini artırarak 

oluĢabilecek hastalık risklerinin önüne geçerler (Shinde ve ark., 2012). Likenler yeni doğal 
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antioksidanlar ve bunların kronik hastalıklara karĢı potansiyel koruyucu etkilerini araĢtıran 

çeĢitli çalıĢmalarda da yer almıĢtır. Çoğu likenin antioksidan etkisi, yüksek serbest radikal 

süpürme yeteneği sergileyen fenolik bileĢiklerle iliĢkilidir. Buna göre likenlerin sitotoksik 

aktivitesi farklı kanser hücre hatlarında gözlenmiĢ ve likenlerin kanser hücrelerindeki 

sitotoksik yetenekleri kanser dıĢı hücrelerden daha yüksek olduğu fark edilmiĢtir (Nguyen 

ve ark., 2019; Zambare ve Christopher, 2012).  Liken metabolitleri ayrıca, sikline bağımlı 

kinazlar (CDK, CDK6) veya siklin D1'i içerenler gibi çeĢitli mekanizmalar aracılığıyla 

hücre döngüsü düzenleyicileri olarak iĢlev görür (Singh ve ark., 2013). 

2.3. Likenlerde Yapılan Aktivite Testlerinden Genel Bilgiler 

2.3.1. Serbest Radikaller 

Serbest radikaller hücredeki mitokondiride Ģeker ve yağ asitlerinin sindirilmesi 

sonucunda normal hücre metabolizmasının yan ürünü olarak ortaya çıkarlar. Fazla ya da 

eksik elektronu olan yüksek enerjili moleküllerdir. Bu radikaller, eksik elektronlarını hücre 

zarından yada DNA ve RNA‟ya zarar vererek tamamlamaya çalıĢırlar. Eğer hücre bu 

zararın önüne geçemezse mutasyona girerek kanser hücresi haline gelir. Alzheimerdan, 

vitiligoya kadar birçok hastalık ve hatta yaĢlanma, serbest radikallerle 

iliĢkilendirilmektedir. Eğer hücre sürekli olarak serbest radikallerin saldırısı altında 

kalmaya devam ederse oksidatif stres oluĢmaktadır ve bu durum sağlığımıza oldukça 

zararlıdır (Ramarathnam ve ark., 1995). Metabolizmanın normal bir parçası olarak 

meydana gelen serbest radikaller sigara, pestisit, radyasyon, ilaç, çevre kirleticileri ve ozon 

gibi dıĢ faktörlerin uyarımı nedeniyle gereğinden fazla üretilebilmektedir (Gago-

Dominguez ve Castelao, 2006). 

Serbest radikaller çoğunlukla biyolojik sistemlerde elektron transferi sonucunda 

oluĢur. Serbest radikaller üç gruba ayrılır; reaktif oksijen türleri (ROS), reaktif nitrojen 

türleri (RNS) ve diğer reaktanlar. 

Serbest radikallerin hidroksil radikali, süperoksit anyonu ve hidrojen peroksit gibi 

reaktif oksijen türleri ve peroksinitrit ve nitrik oksit gibi reaktif nitrojen türleri hücrelerdeki 

birçok kimyasal reaksiyonda önemli rol oynamaktadırlar. Radikal oluĢumu hem endojen 

(enzim reaksiyonları, mitokondrial sızıntı, otooksidasyon reaksiyonları) hem de ekzojen 

(çevresel faktörler) mekanizmalarla oluĢmaktadır (Valko ve ark., 2007). 
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2.3.1.1. Reaktif Oksijen Türleri (ROS) 

2.3.1.1.1. Radikal Oksijen Türleri 

Hücrelerde metabolik reaksiyonlar için gerekli olan oksijenin çoğu, oksidatif 

fosforilasyon sırasında mitokondride tüketilmekteedir (Cankurtaran, 2005). Üretilen bu 

oksijenden %1-3 kadarının mitokontride ROS‟a dönüĢtürümesi gerçekleĢir (Muller ve ark., 

2004). Reaktif oksijen türleri, özellikle mitokondride olmak üzere hücresel metabolizma 

sonucunda veya iskemi-reperfüzyon, yaĢlanma, radyasyon, yüksek oksijen basıncı, 

iltihaplanma ve kimyasal maddelere maruz kalma gibi çeĢitli nedenlerle üretilen yüksek 

oranda reaktif moleküllerdir (Yan, 2014; Dokuyucu ve ark., 2014). 

ROS'un hem toksik hem de yararlı etkileri vardır. Bu karĢıt etkiler arasındaki 

hassas dengeyi doğru kurmak çok önemlidir. DüĢük ve orta ROS konsantrasyonları, 

hücreleri enfeksiyöz ajanlardan korur, sinyal yollarını değiĢtirir ve mitojenik uyaranlara 

yanıt verir. AĢırı ROS üretimi sonucunda hücreler bu duruma dayanamaz ve oksidatif 

strese girerler. Dengesiz olduğunda, ROS hücre zarlarına, proteinler, lipitler, lipoproteinler 

ve DNA gibi birçok yapıya ciddi Ģekilde zarar verir. Böylece gen transkripsiyonunu 

değiĢtirerek normal proseslere etki edebilir ve hatta hücrede mutasyonlara sebep olabilir. 

ROS‟un nötralize edilememesiyle, kontrolsüz hücresel ve moleküler değiĢikliklere kadar 

giden bu süreç, kanserin ve diğer ciddi hastalıkların oluĢumunda oldukça büyük bir paya 

sahiptir (Marnett, 2002; Valko ve ark., 2004). 
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Tablo 2.1. Reaktif oksijen türleri (ROS) 

Radikaller                                      Nonradikaller 

Süperoksit, O2
•-                                               

Hidrojen peroksit, H2O2
 

Hidroksil, OH•                                    Hipokloroz asit, HOCl 

Peroksil, RO2•                                    Ozon, O3 

Alkoksil, RO•                                     Singlet oksijen, 
1∆g 

Hidroperoksil, HO2•                               

Lipid peroksil LOO• 

 

Bilinen en önemli serbest radikal, serbest oksijen türevleridir. Özellikle en çok 

rastlanılanları süperoksit radikali ve hidroksil radikalidir. Süperoksit radikali, oksijene bir 

elektron eklendiğinde oluĢmaktadır. Süperoksit oluĢumunda farklı mekanizmalar söz 

konusudur (Halliwell, 1996). O2'nin elektron alarak suya indirgenmesiyle oluĢan 

süperoksit radikali (O2•-), solunum zincirindeki ilk aracıdır (Yu, 199 ). Elektron taĢıma 

sisteminde, kompleks I ve kompleks III'te üretilir. Bu enerji dönüĢümü sırasında elektron 

kaçaklarıyla oksijen O2•
- 
serbest radikaline dönüĢerek çeĢitli hastalıkların patofizyolojisini 

oluĢturmaktadır (Kovacic, 2005). Anyon formundaki süperoksit radikalleri, mitokondri iç 

zarını kolayca geçebilir. Kompleks I'e bağlı O2 - matrikse özel olarak bırakıldığı için 

bozulmamıĢ mitokondriye sızıntı olmaz (Muller, 2004). 

Hidroksil radikalleri biyomoleküllerle daha güçlü reaksiyona girebildikleri için 

biyolojik sistemlere diğer ROS'lardan daha fazla zarar verebilirler. GeçiĢ metalleri OH• 

oluĢumunda önemli bir rol oynar. Fenton reaksiyonunda, Fe 
+2

 ve Cu
+
 veya diğer geçiĢ 

elementleri (Zn, Mn, Cr, Co, Ni, Mo), hidrojen peroksitin indirgenmesiyle OH•'ye 

dönüĢtürülür. Süperoksit radikalleri, Fenton reaksiyonu ile oluĢan metal iyonlarını geri 

dönüĢtürmeleri açısından çok önemlidir. Bu iki reaksiyona Haber-Weiss reaksiyonları 

denir (Halliwell, 1987, 1999; Lloyd,1997; Betteridge, 2000). 

O2 .-
 + H2O2   OH

•
 + OH

-
 + O2              Haber- Weiss reaksiyonu 

Fe
+2

 + H2O2      Fe
+3 

+  OH
- + 

 OH
•              

Fenton reaksiyonu
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 ġekil 2.2. Haber- Weiss ve Fenton reaksiyonu 

Hidroksil radikali ve peroksinitrit, oluĢtukları yerlerde triyoller ve yağ asitleri gibi 

moleküllerden bir proton koparıp yeni radikaller oluĢturarak özellikle hücre membranlarına 

ve lipoproteinlere zarar verirler ve hücre hasarına yol açarlar (Yin ve ark., 2011). Ayrıca 

bu radikalin DNA ile etkileĢimi, karsinogenezde önemli rol oynamaktadır. 

Sitotoksik ve mutajenik etkide olan malondialdehit (MDA)‟i oluĢturarak kimyasal 

zincir reaksiyonlarını baĢlatmaktadır. Oksidatif hasar ile oluĢan MDA, DNA bazlarıyla 

reaksiyona girerek DNA‟ya yakın hidroksil radikalinin üretilmesi ile DNA bazlarının 

oksidatif hasarına veya kopmalarına neden olarak mutajenik etki göstermektedir (Marnett 

ve ark., 2002; Valko ve ark., 2004). DNA bazlarının çift bağlarına H atomu ekleyebilen veya 2-

deoksiribozdaki C–H bağlarından H atomunu ve timin yapılarındaki metil gruplarını çıkarabilen 

hidroksil radikalleri, DNA ile reaksiyona girerek çeĢitli oksidasyon ürünleri üretirler. DNA'daki 

baz kaynaklı mutasyonları arasında en belirgin hidroksil radikali kaynaklı mutasyon 8-OHdG (8-

hidroksi-2'-deoksiguanozin) mutasyonudur (Breen ve Murphy, 1995; Helbock ve ark., 1999). 

2.3.1.1.2. Nonradikal Oksijen Türleri 

Singlet Oksijen ( 
1
 O2) biradikal O2'nin elektronlarından birinin enerji kazanması ve 

o yörüngenin zıt yönünde baĢka bir yörüngeye geçmesiyle oluĢmaktadır. Delta (
1
 O2∆) ve 

sigma ( 1 
O2Σ) olarak iki Ģekli bulunan 

1
 O2‟, radikal olmayan ROS olduğu için 

eĢleĢmemiĢ elektronu yoktur. 
1 

O2Σ‟nin radikal, 
1 

O2∆‟nin ise radikal olmadığı 

bildirilmektedir. Singlet oksijen, hücre zarlarında çoklu doymamıĢ yağ asitleri ile 

reaksiyona girerek lipid peroksitlerin oluĢumuna neden olur. Mitokondriyal geçirgenlik 

geçiĢinin düzenlenmesi gibi hücresel iĢlevlerde de yer alabilir (Halliwell ve Gutteridge, 

1984; Yu, 1994; Türk, 2006). 

Radikal olmayan oksijen türlerinden biri olan hidrojen peroksitin (H2O2) doğrudan 

meydana gelme reaksiyonu, O2 .
- 
‟ye bir elektron veya O2‟ye iki elektron eklenmesiyle 

gerçekleĢmektedir (Flora, 2007). Yine, doğrudan hidrojen peroksit üretimi, hücre içi 

hidrojen peroksitin çok önemli kaynakları olan hücresel bölme içindeki peroksizomlardan 

meydana gelir. Ayrıca ürat oksidaz, glikoz oksidaz ve D-amino asit oksidaz gibi birçok 

enzim tarafından iki elektronun oksijene aktarılmasıyla üretilir. Süperoksit radikalinden 

farklı olarak, hidrojen peroksit yağda çözünür, bu nedenle Fe
+2

 içeren hücre zarlarına, 

kaynaklandığı yerden çok uzakta bile zarar verebilir (Yin ve Porter, 2011). Biyolojik 
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membranlara nüfuz etme yeteneği sayesinde serbest radikal olmamasına rağmen oldukça 

önemlidir. Hidrojen peroksit aynı zamanda hücre içi sinyal molekülüdür. Nötrofil 

fagozomlarında miyeloperoksidaz enzimi tarafından hipokloröz aside (HOCl) 

dönüĢtürülür. Öte yandan, geçiĢ metallerinin oksidasyonu ile OH• oluĢumu yoluyla ROS 

moleküllerinin oluĢumuna aracılık eder (Sundaresan ve ark., 1995; Rhee, 1999). Katalaz, 

glutatyon peroksidaz ve peroksiredoksin gibi antioksidan enzim sistemleri tarafından 

parçalanır (Chae ve ark., 1999; Mates ve ark., 1999). 

2.3.1.2. Reaktif nitrojen türleri (RNS) 

Tablo 2.2. Reaktif nitrojen türleri (RNS) 

Radikaller                                      Nonradikaller 

Nitrik oksit, NO•         Nitrik asit, HNO
2                                  

Nitrodyum katyonu,
 
NO2 

+  
 

Nitrijen dioksit, NO2•         Dinitrojen tetraoksit, N2O4             Nitril klorid, NO2Cl      

                                                                  Dinitrojen trioksid, N2O3                Alkil peroksinitrit, ROONO 

                                            Nitrosil katyonu, NO
+
 

                                            Nitroksil anyonu, NO
- 

 
                                            Peroksinitrit, ONOO

- 

                                                                   
Peroksinitrik asit, ONOOH 

 

2.3.1.2.1. Radikal Nitrojen türleri 

Reaktif oksijen türlerine (ROS) benzer Ģekilde, reaktif nitrojen türleri (RNS), stres 

koĢulları altında serbest radikallerin ve radikal olmayan moleküllerin oluĢumunda yer alır. 

Bu amaçla en çok çalıĢma NO· ile yapılmıĢtır (Adams ve ark., 2015; Malerba ve Cerana, 

2015). (NO•), RNA stres tolerans mekanizmalarında önemli bir sinyal bileĢeni olan nitrik 

oksitten türetilir. Bazıları bitkilerin azot döngüsüne katılır. RNA'nın üretildiği dokularda 

oksidatif hasar gözlenmektedir (Kapoor ve ark., 2019). Ayrıca çeĢitli hücresel aktiviteleri 

tetikler. Bunlar mitozla aktive olan protein kinaz (MAPK) ve siklik GMP (cGMP) 

aktivitesidir (Lindermayr ve Durner, 2009; Saddhe ve ark., 2019).  
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2.3.1.2.2. Nonradikal Nitrojen Türleri 

GeçiĢ metallerinin varlığında nitrik oksit ve O2• 
-
‟nin etkileĢiminden ONOO¯ 

üretilmesi sonucunda, nitrit ve nitratlar meydana gelerek radikal olmayan reaktif 

azotlardan biri olan Peroksinitriti (ONOOˉ) oluĢtururlar. Bu reaksiyonla proteinlerin 

yapıları bozulur ve fonksiyonlarını kaybederler (Pryor ve Squadrito, 1995). 

2.3.2. Serbest Radikallerin Yararları 

DüĢük yoğunlukta bulunması ROS ve RNS‟nin faydalı olduklarını da göstermiĢtir. 

Hücrede O2.
-
, H2O2 ve NO üretimi, birçok hücresel yanıta karĢı normal fizyolojik bir iĢlevi 

olarak görülmüĢtür. Fagositoz yoluyla enfeksiyonlardan korunma, sitotoksik lenfositler ve 

makrofajlar ile kanser hücrelerinin öldürmesi, sitokrom p450 tarafından ksenobiyotiklerin 

detoksifikasyonu, mitokondrideki ATP üretimi, hücre büyümesi ve düĢük konsantrasyonda 

mitojenik yanıtlara neden olmalarıyla yararlarından söz edilebilir. DüĢük serbest radikal 

seviyeleri, nükleer transkripsiyon faktörlerini aktive eder, hücre içi depolardan Ca salınır, 

tirozin amino asitleri fosforile eder, reseptör olmayan tirozin kinazları aktive eder, birkaç 

sitokini aktive eder ve büyüme faktörü sinyalini aktive eder. ROS; prostaglandinler ve 

tiroksin gibi moleküllerin biyosentezinde yer alarak bunların sentezini uyarır. Hücre içinde 

çözünür olmasıyla guanilat siklaz aktivitesinin düzenlenmesi ve gen transkripsiyonu gibi 

önemli hücresel aktivitelere de katılır (Schreck ve Baeuerle, 1991; Lander, 1997; Droge, 

2002; Fang ve ark., 2002; Devasagayam ve ark., 2004; Valko ve ark., 2007). 
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2.3.3. Serbest Radikallerin Zararları 

Serbest radikallerden meydana gelen hasarlara son derece hassas olan 

moleküllerden biri de hücre içi organellerin membranlarında bulunan lipitlerdir. Serbest 

radikallerin, lipitler ile reaksiyonuyla birlikte lipit peroksidasyonu, hücre membranının 

akıĢkanlık ve geçirgenliğinin bozulması gibi son derece önemli zararlar oluĢabilir. Lipit 

peroksidasyonu, ikincil haberciler olarak hareket edebilen ve bu yan ürünlerin üretildiği 

yerlerden uzak bölgelerde etkinlik gösterebilen toksik yan ürünlerin aĢırı üretimine neden 

olur. 

Serbest radikaller, amino asit içeriklerine bağlı olarak proteinlere doğrudan saldırır. 

Örneğin triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin ve sistein gibi amino asitler 

içeren proteinler, doymamıĢ bağlar ve kükürt içeren moleküllerdir ve serbest radikallerle 

daha reaktif olmaları onları daha reaktif hale getirir (Devasagayam ve ark., 2003). Yapısal 

proteinlerin fonksiyonlarını ve enzimatik aktivitelerini inhibe ederek hasara neden olurlar. 

ROS ve RNS'nin neden olduğu protein oksidasyonu ile oluĢan zararlı ürünler iyonlarla 

reaksiyona girerek radikaller oluĢturur. OksitlenmiĢ proteinlerin çoğu doğal olarak iĢlevsel 

olarak inaktiftir ve hızla temizlenir, ancak zamanla birikerek çeĢitli hastalıklara ve yaĢa 

bağlı hasara neden olurlar. 

Ek olarak hidroksil gibi serbest radikaller de karbonhidratlarla da reaksiyona 

girerek karbon atomlarının birinden bir hidrojen atomu çıkarır ve karbon merkezli radikal 

üretirler. OluĢan bu radikaller hyaluronik asit gibi önemli moleküllerde zincir kırılmalarına 

sebep olur (Devasagayam ve ark., 2004; Sarma ve ark., 2010). 

OH. gibi serbest radikaller tarafından kolaylıkla zarar gören bir diğer önemli parça 

ise DNA'dır. Özellikle, pirimidinlerin ve pürinlerin C -C5 çift bağları, hidroksil 

radikallerinin saldırısına karĢı hassastır. Ek olarak, serbest radikal saldırısı, polisentetaz 

enziminin (ADP-riboz) aktivasyonuna neden olarak programlanmıĢ hücre ölümüne ve 

DNA parçalanmasına yol açar (Kuraoka ve ark., 2001; Fang ve ark., 2002). 

2.3.4. Oksidatif Stres 

Organizmalarda radikal oksijen türevleriyle oluĢturdukları enzimatik ve 

nonenzimatik anti-oksidan savunma mekanizmaları arasında bir denge söz konusudur. Bu 

dengenin ROS lehine bozulmasıyla oksidatif stres meydana gelerek canlılarda çeĢitli 

patolojik değiĢikliklere yol açmaktadır (Kahraman, 2003). Oksidatif stres, oksijen 
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gerektiren tüm biyolojik sistemlerde çeĢitli aĢamalarda doğal bir süreç olarak ortaya çıkar. 

Biyolojik sistemler, ortaya çıkan stresi kontrol altında tutmak için özel mekanizmalar 

içerir. Ancak kontrol mekanizması yetersiz ise oksidatif hasar oluĢur (Turna ve ark., 2011). 

Vücudu oksidatif stres kaynaklı hasardan korumak için, serbest radikallerin etkisiz hale 

getirilmesi önemlidir. ROS'nin zararlı etkileri, sentetik antioksidanlar veya gıda ile alınan 

doğal antioksidanlar sayesinde dengelenmektedir (Valenzuela, 2003). Oksidatif hasarın ve 

hücre ölümünün en yaygın nedeni olan oksidatif ürünler, genellikle orta dereceli oksidatif 

stresin sonucudur ve adaptif yanıtın bir parçasıdır (Bouzid ve ark., 2015). 

Oksidatif stres; hücrede lipid yapılardan oluĢan zarlarda meydana gelen 

peroksidasyon zar akıĢkanlığının azalmasına neden olur. Sonuç olarak zar potansiyeli 

azalırken, zar H
+
 ve diğer iyonlara karĢı daha geçirgen hale gelir ve zar yırtılarak organelin 

içeriği sitoplazmaya salınır (Catala, 2006). Ayrıca oksidatif stresin, DNA‟da oluĢan baz 

radikallerinin, proteinlerin aromatik aminoasitleri ile kombinasyonu sonucunda DNA-

protein çapraz bağları oluĢturma etkisi de vardır (Cooke, 2003). Böylece aynı zamanda 

DNA tamir mekanizmalarını baskılayarak, replikasyon ve transkripsiyonu etkileyip DNA 

hasarını artırmaktadır (Hu ve ark., 1995). Oksidatif DNA hasarının en yaygın göstergesi 

olan yüksek 8-OH-dG (8-hidroksi-2'-deoksiguanozin) seviyeleri potansiyel olarak 

mutajeniktir ve bu nedenle dokularda, plazmada ve idrarda saptanır. Reaktif radikal 

kaynaklı DNA hasarından kaynaklanan ürünleri belirlemek için gaz kromatografisi (GC), 

NMR spektroskopisi ve yüksek performanslı sıvı kromatografisi (HPLC) gibi çeĢitli 

yöntemler kullanılabilir. Ġmmünuassay yöntemlerden ise baĢlıca daha ekonomik ve kısa 

analiz süresiyle ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) diğer yöntemlere göre 

oldukça avantajlıdır (Hardie, 2000). 

Ġnsan vücudunda meydana gelen oksidatif stresin iltihaplanma, ateroskleroz ve 

yaĢlanma dahil olmak üzere bir dizi hastalık ve sağlık durumunun patofizyolojisi ile 

bağlantılı yıkıcı hücresel etkiler uyguladığı düĢünülmektedir (Dalton ve ark., 1999; Davies, 

2000; Floyd ve Hensley, 2002; Kruidenier ve Verspaget, 2012). Bu sorunların üstesinden 

gelebilmek için araĢtırmacılar hızla antioksidan ve antikanser etkilere sahip biyomoleküller 

sağlayan çok önemli bir kaynak halindeki likenlere yönelmiĢlerdir (Aoussar, 2020). 

2.3.5. Antioksidanlar ve Likenlerde Antioksidan Aktiviteleri 

Biyolojik sistemler, hücresel yapıların zarar görmesini önlemek için antioksidan 

sistemler veya kısaca antioksidanlar adı verilen savunma mekanizmalarına sahiptir. Bu 
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sistemler serbest radikallerin ve daha spesifik olarak ROS‟un hücrelere zarar vermesini 

engeller. Antioksidanlar, radikallerle olan hızlı reaksiyonlarıyla 

otooksidasyon/peroksidasyonun geliĢmesinin önüne geçerler. Endojen (antioksidan 

enzimler gibi) ve eksojen (vitaminler gibi) olmak üzere iki gruba ayrılabilirler (Dündar ve 

Aslan, 1999; Gupta ve ark., 2014). 

Antioksidanların etki mekanizması, oksijeni ortamdan uzaklaĢtırma veya oksijen 

seviyelerini yerel olarak düĢürme mantığı ile çalıĢırlar. Bu mekanizmalar katalitik metal 

iyonlarını ortamdan uzaklaĢtırırlar. Yine oldukça önemli rollere sahip ROS‟lar olan 

süperoksit veya hidrojen peroksit gibi elemanları da ortamdan uzaklaĢtırır veya daha zayıf 

moleküllere çevirirler.  Böylelikle serbest radikal hasarına neden olan zincirleme 

reaksiyonların baĢlaması engellenir. Ayrıca serbest radikallerin neden olduğu hasarları 

onarırlar (Gutteridge, 1995). Doğal antioksidanlar ile karĢılaĢtırılmak suretiyle standart bir 

antioksidan aktivite ölçüm sistemine sahip olmak için sentetik antioksidanlar 

geliĢtirilmiĢtir. Günümüzde iĢlenmiĢ gıdaların çoğu sentetik antioksidan içermektedir fakat 

yapılan birçok bilimsel çalıĢma bu antioksidanların oldukça kararlı ve ucuz olmasına 

rağmen potansiyel yan etkilerinin ihmal edilemeyecek düzeyde olduğunu göstermektedir 

(Ahmad, 2015). Bu nedenle, son yıllarda gıda ve tıp sektöründe doğal bitkisel 

antioksidanlar üzerine yoğun bir ilgi artıĢı gözlenmektedir. Doğal olarak meydana gelen 

birçok antioksidan bitkiler tarafından üretilmektedir. Antioksidan bileĢik grubu olan 

flavonoidler en çok yararlanılan bitkisel ürünlerden biridir. Fenolik asitler, karotenoidler 

ve vitaminler de diğer önemli doğal antioksidan maddelerden bazılarıdır (Moukette, 2015).   

2.3.5.1. Ekzojen Antioksidanlar 

Eksojen antioksidanlar, eksojen vitamin antioksidanları ve ilaç olarak kullanılan 

eksojen antioksidanlar olarak ayrılabilir. DıĢarıdan alınan α-Tokoferol (Vitamin E), β-

karoten (Vitamin A), askorbik asit (Vitamin C) ve folik asit (Vitamin B9) vitamin kaynaklı 

antioksidanlardır (Dündar, 1999; Yeğen Berrak, 2009; Aydemir ve Karadağ Sarı 2009). 
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Tablo 2.3. Ekzojen antioksidanlar 

Antioksidan                              Etki mekanizması 

Askorbik asit                            Hidroksil radikallerini (OH•) temizler 

β -Karoten                                Yağda çözünür radikaller ile singlet oksijeni temizler 

Vitamin E                                 Yağda çözünür, zincir kırıcı etki gösterir 

 

 E vitamini, yüksek antioksidan güce sahip, yağda çözünen bir vitamindir. 

Ġnsanlarda en biyoaktif formu a-tokoferoldür. α-Tokoferol, serbest radikallerin neden 

olduğu hücre zarı hasarına karĢı koruma sağlar. Bir antioksidan olarak ana iĢlevi, lipid 

peroksidasyonuna karĢı koruma sağlamaktır. E vitamini, antioksidan kapasitesi çok yüksek 

olan geniĢ spektrumlu bir vitamindir. Kolon kanseri, prostat kanseri, meme kanseri, bazı 

kardiyovasküler hastalıklar, iskemi, katarakt, artrit ve nörolojik bozukluklara karĢı 

korunmada önemli rol oynar (Pham-Huy ve ark., 2009). Radikal temizleme, zincir kesme, 

inhibisyon, hasarlı yapıların onarımı ve vücudun savunma sisteminin güçlendirilmesi gibi 

tüm mekanizmaları kullanarak antioksidan iĢlevini çok iyi yerine getirmektedir (Dündar ve 

Aslan, 1999). 

C vitamini, askorbik asit olarak da adlandırılan suda çözünen bir vitamindir. 

Kollajen, karnitin ve nörotransmitterlerin biyosentezi için gerekli vitamindir (Li ve 

Schellhorn, 2007). Süperoksit, hidroperoksil, singlet oksijen, ozon, peroksinitrit, nitrojen 

dioksit, hipokloröz asit vb. ve reaktif nitrojen türleri. C vitamini, yağda çözünen radikalleri 

temizleyerek üretilen a-tokoferoksil radikallerinden a-tokoferolü yeniden üreterek bir 

süperantioksidan görevi görebilir (Carr ve Frei, 1999).  

Karotenoid ailesinin yağda çözünen bir üyesi olan beta-karoten, A vitamininin aktif 

formuna dönüĢtürülebildiği için bir provitamin olarak kabul edilir. Karanlıkta görüĢ için 

retinada retinole dönüĢür. Güçlü bir antioksidan ve en iyi 
1
 O2 temizleyicidir (Pham-Huy 

ve ark., 2008). 

Folik asit (pteroilglutamat, vitamin B9 veya vitamin M) öncelikle DNA sentezi ve 

kırmızı kan hücresi üretimi için gereklidir. Suda çözünen bir B vitamini grubudur. 

Doğurganlıkta önemli bir rol oynar. Hamilelik, bebeklik ve büyüme sırasında hücre 

bölünmesi gibi çeĢitli roller oynar. Erkek spermatogenezi için de folik asit gereklidir 
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(Hussein ve ark., 2012). ROS‟u temizleyen çok güçlü bir antioksidandır (Ebaid ve ark., 

2013). Folik asit tek baĢına veya diğer B vitaminleri ile birlikte plazma homosistein 

düzeylerini düĢürmede çalıĢır. Folik asitin yanı sıra C vitamini ve E vitamini gibi 

antioksidan özelliği olan önemli vitaminler de homosistein tarafıdan geliĢen oksidatif 

damar hasarını önlemede rol oynar (Title ve ark., 2000). 

2.3.5.2. Endojen Antioksidanlar 

Endojen antioksidanlar enzim yapısında olanlar ve enzim yapısında olmayanlar Ģeklinde 

sınıflandırılmaktadır. 

Tablo 2.4. Endojen antioksidanlar 

Enzim olmayanlar 

Albümin                               Bakır ve Hem grubu bağlar, HOCl‟u ortamdan temizler 

Seruloplazmim                     Bakır iyonlarını bağlar 

                                              H2 O2 ‟i kullanarak bakırın reoksidasyonunu sağlar 

Transferrin                            Ferrik haldeki demir iyonlarını (Fe
3+
) bağlar 

Laktoferrin                            Ferrik iyonlarını düĢük pH değerlerinde bağlar 

Haptoglobin                          Hemoglobini bağlar 

Hemopeksin                          Hem grubunu bağlar 

Bilirübin                                Peroksil radikallerini temizler 

Glikoz                                   Hidroksil radikallerini (OH•) temizler 

Ürat                                       Radikalleri temizler ve metalleri bağlar 

Melatonin                              Hidroksil radikallerini (OH•) temizler 

Mukus                                   Hidroksil radikallerini (OH•) temizler 

Enzim yapıda olanlar 

Süperoksit dismutaz              Süperoksit radikalini temizler 

         (SOD)                            O2 
−

 + 2H
+ → H2O2 + O2 

Katalaz (CAT)               Yüksek konsantrasyondaki hidrojen peroksiti ortamdan 

uzaklaĢtırır 

                                                2H2O2 + O2 → 2H2O + O2 

Glutatyon peroksidaz   DüĢük konsantrasyondaki hidrojen peroksiti ortamdan uzaklaĢtırır 

         (GPx)                             H2O2 +2 GSH → GSSG+2H2 O 

Sitokrom oksidaz     Oksijenin suya indirgenmesi sırasında aktif oksijenin ortama 

salınımını engelleyerek ROS (H2 O2 , OH•, O2 
−
) oluĢumunu engeller 

GSH: Redükte glutatyon   GSSG: Okside glutatyon 
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2.3.5.3. Nonenzimatik Antioksidanlar 

Enzimatik olmayan antioksidanlar arasında; glutatyon, melatonin, ürik asit, 

bilurubin, albümin, koenzim Q10, selenyum, α-lipoik asit, seruloplazmin ve transferrin yer 

almaktadır (Droge, 2002; Sen ve Chakraborty, 2011). Glutatyon, neredeyse bütün 

ökaryotik hücrelerde sentezlenmektedir. Bu sebeple yüksek yoğunluklarda bulunmaktadır. 

Hücrelerin redoks durumunun stabil kalmasına, detoksifikasyon sisteminin iĢleyiĢinde, 

eikosonoidlerin sentezlenmesinde, sinyal mekanizmalarının düzenlenmesinde, gen 

ekspresyonunda ve hücrelerin apoptozunda bir antioksidan görevi görmektedir (Townsend 

ve ark., 2003). Hücrelerde bulunan glutatyon %85-90‟ı oranında sitoplazmadadır. GSH, 

sitoplazmada sentezlendiği durumlarda mitokondri, çekirdek, peroksizomlar ve 

endoplazmik retikulumda da bulunabilir (Green ve ark., 2006; Kalinina ve ark., 2014). 

Glutatyon, GPx‟in katalizlemesiyle birlikte lipit peroksitleri ve H2 O2 ‟yi detoksifiye 

ederek ya da singlet oksijen ve OH
.
 ‟yi temizlerek radikallerle mücadele eder (Sen ve 

Chakraborty, 2011). 

Pineal (epifiz) bezden endojen olarak üretilip dolaĢıma salgılanan melatonin (N-

asetil-5-metoksi-triptamin), aynı zamanda organizmada baĢka birçok yerde de 

sentezlenmektedir. Karanlıkta ise triptofandan sentezlenir (Hevia ve ark., 2014). 

Melatonin, hücre içi her bölümdeki makromolekülleri, protein ve lipitlerin yanı sıra hem 

nükleer hem de mitokondriyal DNA'yı serbest radikal oksidatif hasarından korur. 

Doğrudan bir serbest radikal süpürücüsü ve dolaylı yoldan da antioksidan olarak her yerde 

rol almasıyla, oldukça geniĢ yelpazede etki sağlamaktadır. Bu sayede melatonin, singlet 

oksijen, nitrik oksit, hidroksil radikalleri, hidrojen peroksit, peroksinitrit anyonları ve 

peroksinitratlar dahil olmak üzere birçok reaktif türü ve çeĢitli serbest radikal formlarını 

temizler. Melatonin, hücre zarlarını güçlendirerek oksidatif hasara karĢı direnmelerine 

yardımcı olur. Serbest radikal üretimini ve elektron sızıntısını azaltarak elektron taĢıma 

sisteminin verimliliğini arttırır (Reiter ve ark., 2006). 

Ürik asit insanda pürin katabolizmasının son oksidasyon ürünüdür (Iliesiu, 2010). 

Ürik asit aslında bir atık ürün olarak da kabul edilerek yoğunluğundaki yükselmeyle 

beraber kristalize olarak, böbrek taĢları ve provoke gut artritise sebep olmaktadır. Kandaki 

toplam antioksidan kapasitesinin yaklaĢık olarak yarısını ürik asitin etkinlikleriyle 
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oluĢturulduğu düĢünülmektedir. Ürik asit, peroksinitrit anyonu, peroksinitrik asit, 

hidroksil, singlet oksijen ve süperoksiti etkisizleĢtirerek geçiĢ metallerini Ģelatlar (Waring, 

2002; Kumar ve ark., 2015).  

Bilirubin, aslında ömrünü dolduran eritrositlerin parçalanmasıyla eritrositlerin 

içerisindeki hemoproteinlerinin yıkımıyla meydana gelmektedir. Kan dolaĢımında 

karaciğer, bilirubini biyotransformasyona uğratarak safra veya idrarla dıĢarıya atar. 

Oldukça etkili bir antioksidan olduğu için peroksil radikallerini etkileyerek zincir kırıcı 

etki gösterir (Gutteridge, 1995; Burtis ve Ashwood, 2005). 

Albumin ise, yüksek derecede çözünebilme özelliğindedir ve insan kanı 

plazmasında 35-50 mg/ml civarında bulunup, önemli fizyolojik ve farmakolojik etkilere 

sahiptir. Vücut içerisindeki farklı bölümler arasındaki sıvının dağılımı ve hücrelerdeki 

ozmotik basıncın düzenlenmesinde kilit bir protein olarak görev yapmaktadır. Albümin 

oluĢan HOCl oksidanlarını da süpürücü özelliktedir (Roche ve ark., 2008). Genel olarak 

albümin plazmada önemli ve en etkili antioksidanlardan biri sayılmaktadır. 

Koenzim Q10 (CoQ10, ubikinon, vitamin Q10, ubidekakinon, ubidekarenon), 

ubikinonlar olarak tanınan bileĢiklerin bir üyesidir. Ubikinonları hayvanlar ve insanlar 

vücutlarında sentezleyebildiğinden dolayı vitamin sayılmazlar. Koenzim Q10‟un 

insanlarda sentezi tirozinden doğal olarak oluĢturulan vitamin benzeri benzokinon 

bileĢiğidir. Hücrelere enerji sağlanmasında hayati öneme sahiptir. Aerobik solunum, 

aerobik metabolizma ya da hücre solunumu süreçlerinde önemli görevler üstlenir. 

Koenzim Q10, neredeyse bütün hücre membranlarında bulunmasının yanı sıra 

lipoproteinlerde de bulunmasının sebebi lipitlerdeki çözünürlüğünün oldukça yüksek 

olmasıdır. Ayrıca, mitokondri iç zarında bulunan, en az üç mitokondri enzimi (Kompleks I, 

II, III) için kofaktör etkidedir ve oksidatif fosforilasyonda görev yapmaktadır. Lipit ve 

protein peroksidasyonunu baskılayıp, antioksidan olarak serbest radikalleri süpürür. 

Lipofilik antioksidan Ģeklindeki indirgenmiĢ formu ubikinoldür (CoQH2). Elektron taĢıma 

sisteminde elektron ve proton taĢınmasına katılır. H2 O2 ve O2 .
-
 gibi toksik ROS‟lara karĢı 

etkin bir koruma sağlamaktadır. Koenzim Q10, E vitaminine benzer bir oranda lipid 

peroksidasyonunu önler, aktif formunu yenilemek için alfa-tokoferol ile sinerjik olarak 

çalıĢır ve C vitaminininkine benzer bir mekanizma ile çalıĢır (Gürkan ve Bozdağ-Dündar, 

2005). 

Güçlü bir antioksidanlardan olan α-Lipoik asit (LA), hidroksil, hipokloröz asit, 
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peroksinitrit anyonu ve singlet oksijeni süpürür. 

Selenyum ise antioksidan ve bağıĢıklık düzenleyici fonksiyona sahip temel bir 

element olarak aminoasit sentezinde kullanılmaktadır. GPx aktivitesini artırarak ROS 

oluĢumunu baskılamaktadır. Selenoproteinlerin fonksiyonunda çok önemlidir ve 

selenosistein olarak isimlendirilir. Ġnsan vücudunda antioksidan enzimler (glutatyon 

peroksidaz), antioksidan proteinler (selenoproteinler P ve W) ve diğer metabolik enzimler 

olarak iĢlevlerine göre sınıflandırılan 25 tip selenoprotein vardır (Kim ve ark., 2014). 

Beyinin de içinde bulunduğu birçok dokuda sentezlenen seruloplazmin ve transferrin 

kıymetli antioksidan proteinlerdir. 

Seruloplazmin bir serum glikoproteinidir ve kandaki Cu‟nun %95‟ini taĢır. 

Transferin ise bir taĢıyıcı proteindir ve hücrelere Fe
+3

 taĢınmasından sorumludur. Aynı 

zamanda bir büyüme faktörüdür. Seruloplazmin, Cu metabolizmasında kullanılmaktadır. 

Ayrıca eritrosit membranlarındaki çoklu doymamıĢ yağ asitlerini reaktif oksijen türlerinin 

neden olduğu hasarlardan koruyarak bir antioksidan görevi görür. Transferin ise vücut 

sıvılarında düĢük konsantrasyonlarda bulunurken esas olarak serumda yer almaktadır. 

Antioksidan olarak görevi ise serbest ferröz iyonlarının konsantrasyonundaki azalmayı 

sağlamaktır (Chauhan ve ark., 2004). 

2.3.5.4. Enzimatik Antioksidanlar 

Süperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve 

Glutatyon redüktaz (GR) enzimatik savunma hattını oluĢturan antioksidanlardır (Valko ve 

ark., 2007; Pham-Huy ve ark., 2008; Sen ve ark., 2010, 2011). 

Süperoksit dismutaz (SOD), süperoksit radikalini (O2•
-
) hidrojen peroksit (H2 O2 ) 

ve moleküler oksijene (O2 ) katalize eden enzimatik bir antioksidandır. Hidrojen peroksit 

daha sonra, CAT veya GPx kullanılarak uzaklaĢtırılır.                      

     SOD                    2 O2+ 2H → 2O2 + O2 

ġekil 2.3: SOD‟ın süperoksit radikalini katalizlemesi 

Ġnsan vücudunda SOD; sitozolde bakır (Cu) ve çinko (Zn) içeren süperoksit 

dismutaz (Cu/Zn SOD) Ģeklinde, mitokondride manganez (Mn) içeren süperoksit dismutaz 

(Mn SOD) Ģeklinde ve ekstrasellüler matrikste ekstrasellüler süperoksit dismutaz (EC 

SOD) Ģeklinde bulunmaktadır (Young, 2001; Sen ve ark., 2011). Reaktif oksijen türlerine 
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karĢı ilk savunma hattını oluĢturur (Sen ve ark., 2010). Örneğin ekstrasellüler süperoksit 

distümutaz, akciğer dokusunda tip II epitel hücrelerinin ve solunum yolları ile kan 

damarlarını çevreleyen düz kas hücrelerinde yoğunlaĢmıĢtır ve hücre dıĢı düzeyde O2 .
- 

‟leri enzimatik olarak etkisizleĢtirebilen tek antioksidan görevindedir. Bu sebeple EC SOD 

oksidan hasarı, inflamasyon ve fibrozis gibi birçok akciğer hastalığın önlenmesinde önemli 

bir role sahiptir (Goa ve ark., 2008). 

Katalaz, peroksizomlar gibi hücre içi organellerde ve daha az ölçüde mitokondri ve 

endoplazmik retikulumda bulunmaktadır. Hidrojen peroksitin, H2 O ve O2 ‟ye dönüĢümünü 

katalize eder (Limon ve Gonsebatt, 2009). 

Hidrojen peroksit ise bir radikal değildir ve biyolojik açıdan önemli moleküllerin 

çoğu ile reaksiyona girmez ancak Fenton reaksiyonunda en reaktif oksijen türünü, 

hidroksil radikalini (OH.) oluĢturan bir öncüdür. Cu ve Fe iyonları tarafından katalize 

edilir (Larson, 1998; Cheung ve ark., 2001). 

Glutatyon peroksidaz, hücrelerin sitoplazmasındadır. H2 O2 sebebiyle oluĢan 

oksidatif hasara karĢı H2 O2 ‟den OH. ‟nin oluĢmamasını sağlar (Sen ve Chakraborty, 

2011). H2 O2 ‟yi ve lipit hidroperoksitler, DNA hidroperoksitler gibi organik 

hidroperoksitleri metabolize eden bir enzimdir. Elektron kaynağı olarak glutatyonu (GSH) 

kullanır. Glutatyon peroksidaz enziminin iki ana tipi mevcuttur. Bunlardan biri olan 

selenyum bağımlı glutatyon peroksidaz (Se-GPx), aktif bölgesinde selenyum içermektedir. 

Bir diğeri ise selenyumdan bağımsız olan glutatyon peroksidazdır (GST). (Se-GPx), H2 O2 

ve organik hiperoksitlere karĢı etki gösterse de GST esas olarak organik hidroperoksitleri 

metabolize etmek için kullanılır (Guemouri ve ark., 1991; Reiter ve ark., 1995; Halliwell, 

1999; Cnubben ve ark., 2001; Deaton ve ark., 2003). 

Glutatyon redüktaz da flavin adenin dinükleotid (FAD) içeren bir flavoprotein 

enzimidir. NADPH'den oksitlenmiĢ glutatyonun disülfit bağlarına bir elektron aktararak 

tekrar GSH'ye dönüĢtürülür. Bu NADPH, serbest radikal hasarını önlemek için gerekli bir 

adımdır ve ana kaynağı heksoz monofosfat (pentoz fosfat) yoludur (Özkan ve FıĢkın, 2004; 

Sen ve ark., 2010). 

Likenlerde antioksidan aktivite için yapılan çalıĢmalarda, Bazı liken türlerinin 

farklı konsantrasyonlardaki metanol ekstraktlarının antioksidan aktivitesi DPPH yöntemi 

ile test edilmiĢ ve farklı konsantrasyonlarda liken türlerinin antioksidan aktivitesi 

gözlenmiĢtir (Kumar ve ark., 2009). BaĢka bir çalıĢmada ise liken türlerinden kırmızı ve 
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sarı renkli pigmentler elde edilerek antioksidan kapasiteleri incelenmiĢ ve pigmentlerin 

antioksidan aktivite gösterdikleri bildirilmiĢtir (Kinoshita ve ark., 2010). Örneğin 

Ramalina nervulosa liken türünden etanol, su ve petrol eteri ile ekstrakte edilen 

numunelerin antioksidan kapasiteleri araĢtırılmıĢ ve tüm ekstraktlarda antioksidan aktivite 

gözlenmiĢtir. Sonuç olarak liken türleri, doğal antioksidan ajanların üretimi için potansiyel 

substratlar olarak raporlanmıĢtır (Sundararaj ve ark., 2015). 

2.3.6. Antimikrobiyallerin Genel Özellikleri ve Liken Sekonder Metabolitlerinin 

Antimikrobiyal Aktivitesi 

Antimikrobiyaller enfeksiyon sonucunda oluĢan hastalıkların tedavisinde kullanılan 

ve bakterilerde zamanla oluĢan dirence karĢı dikkatli dozlarda verilmesi gereken 

maddelerdir. Antibiyotikler ise bazı bakteri ve mantarlarda onlara zarar veren diğer 

bakterilerin ürememelerini sağlayan (bakteriostatik) veya öldüren (bakteriosidal) doğal 

maddelerdir. Sentetik olarak sentezlenen ve antibiyotiklerle aynı özelliklere sahip kimyasal 

bileĢiklere de kemoterapötik ajanlar denir. Bazı antibiyotik ve türevleri semi-sentetik 

antibiyotiklerdir ve antibiyotik ve kemoterapötik terimlerinin ikisini birden kapsamasından 

dolayı antimikrobiyal Ģeklinde adlandırılmıĢtır (Khardori, 2006).  

Antibiyotik keĢiflerinin azalmasıyla ve evrensel bakteri direncinin ardından bilim 

adamları, dirençli bakteri suĢlarının tehlikesiyle yüzleĢmek için bu geliĢen soruna yeni 

çözümler aramaya baĢlamıĢlardır. Likenler, antibiyotik etki mekanizmalarına göre bu krize 

baĢvurulacak yerlerden birini oluĢturmaktadır. Burkholder ve ark., likenlerin antibiyotik 

gücünü inceleyen ilk ekip olmuĢlardır. Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis ve 

Escherichia coli, 42 liken türünün özütlerine duyarlılıklarını test etmek için kullanılan 

suĢlardı. 27 likenin S. aureus ve / veya B. subtilis'i inhibe edebildiğini ve E. coli' nin tüm 

ekstretlara direnç gösterdiğini bulmuĢlardır (Burkholder ve ark, 1944). Likenler, antiviral, 

antimikrobakteriyel, antitümör, anti alerjik, bitkilerin büyümesini inhibe edici aktiviteleri 

vb. nedeniyle büyük ilgi gören çok sayıda ikincil metabolit üretirler. Mikroorganizmaların 

mevcut antibiyotikler üzerindeki artan direnci nedeniyle, antimikrobiyal aktiviteleri de 

yoğun bir Ģekilde araĢtırılmaktadır (Halama ve Haluwin, 2004; Güllüce ve ark., 2006; 

Canden ve ark., 2006; Rankovic ve ark., 2007). Piyasaya yeni antibiyotikler sunmak için 

dirençli olduğu kadar hassas bakteri suĢları da test edilmiĢ ve liken bileĢiklerine duyarlı 

oldukları bulunmuĢtur. Örneğin, Segatore ve ark. 2012'de bu konunun verimliliğini test 

etmiĢlerdir. S. aureus'un 20 farklı metisiline dirençli klinik izolatına karĢı bilinen 
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antibiyotiklerle bir liken bileĢiği olan usnik asidin birkaç kombinasyonuyla çalıĢarak, usnik 

asidin tüm S. aureus suĢlarının % 50 ve 90'ını sırasıyla 2 ve 4 µg / mL ile inhibe 

edebildiğini bulmuĢlardır. Ek olarak, bununla gentamisin arasında sinerji kaydedilmiĢtir, 

fakat levofloksin ile bir antagonizm bulunmuĢ ve son olarak eritromisin ile bir fark 

olmadığı görülmüĢtür. Ancak usnik asidi klindamisin ve oksasilin ile birleĢtirerek değiĢken 

sonuçlar verdiği görülmüĢtür (Segatore ve ark., 2012). ÇeĢitli patojen mikroorganizmaların 

inhibisyonuna yönelik baĢka bir çalıĢmada, likenlerden elde edilen protosetrarik asit, 

fumarprotosetrarik asit, stiktik asit ve lekanorik asitin aktiviteleri araĢtırılmıĢ ve on fungus 

türü ile on altı bakteri türünde antimikrobiyal aktivitenin yüksek düzeyde olduğu 

bildirilmiĢtir (Rankovic ve ark., 2008). 

Likenlerin bu umut verici antibiyotik yönünün yanı sıra, bazı dezavantajları 

nedeniyle modern tıpta sınırlı bir Ģekilde kullanılmaktadırlar. Ancak, likenlerin yavaĢ bir 

büyüme hızına sahip olmasına ve bilim adamlarının likenlerin in vitro çoğaltılmasıyla ilgili 

zorluklarla karĢılaĢmasına rağmen, son teknolojik geliĢmeler bu zorlukları aĢmaktadır. 

Likenlerin kültüre alınmasındaki geliĢmeler, likenlerdeki biyosentetik yolları araĢtırmak 

için alternatif moleküler genetik teknikler, liken genlerini iyi fermente etme kabiliyetine 

sahip bir vektör konakçıya sokmak ve büyük miktarlarda liken metabolitleri vermek, liken 

bileĢiklerini sentezlemek için E. coli gibi endojen kimyasal bir profili karakterize etmek ve 

liken metabolitlerinin çözündürülmesine yönelik yöntemlerin güçlendirilmesi, bu biyolojik 

açıdan önemli kaynaktan yararlanmanın etkili yolları olmuĢtur (Shrestha ve Clair, 2013). 

2.3.7. Liken Metabolitlerinin DNA Koruyucu Etkisi (DNA Cleavage) 

Doğada likenlerin biyoaktif metabolitleri UV koruması, yırtıcılara ve patojenik 

mikroorganizmalara karĢı savunma gibi ekolojik roller de üstlenirler (Oksanen, 2006; 

Gomez-Serranillos ve ark., 2014). Daha baĢka yapılan çalıĢmalarda antioksidan güçlerine 

göre ġili likenlerin ekstrelerinden edilen bazı bileĢiklerin ultraviyole radyasyona (UV-R) 

karĢı koruma gösterdikleri görüldüğünde UV emiliminden kaynaklı liken 

metabolitlerinden yola çıkılarak güneĢ kremleri üretilmiĢtir (Rancan, 2002). Normal Ģartlar 

altında insan derisi, görünür ve UV ıĢınlarının zararlı etkilerini azaltan mekanizmalara 

sahiptir. Bununla birlikte, yüksek seviyelerde UV ıĢınlarına maruz kalmak, hücresel 

antioksidanların tükenmesine ve nihayetinde reaktif oksijen türlerinin neden olduğu UV 

kaynaklı oksidatif DNA hasarına yol açabilir (Gutteridge, 1984). DNA‟nın moleküler 

bütünlüğü ekzojen veya endojen faktörler tarafından sürekli tehdidi altındadır. Bu 
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faktörlerin etkisiyle genetik materyalde değiĢiklikler meydana gelir. Bu durum DNA hasarı 

olarak ifade edilmektedir (Kulaksız ve Sancar, 2007). UV ıĢınlarına karĢı etkileri in vitro 

koĢullarda araĢtırılan liken metabolitlerinden UV-koruyucu etkisi tallusta oksidatif stres 

oluĢturarak UV koruyucu etkisi en iyi olan usnik asit olduğu belirlenmiĢtir. Böylece UV 

ıĢığına karĢı serbest radikallerle koruma gerçekleĢtirmiĢtir (Rancan ve ark., 2002; Varol ve 

ark., 2015; Rojas, 2015). UV' ye maruz kaldıktan çok kısa bir süre sonra ıĢınlanmıĢ dokuda 

süperoksit anyonu ve hidroksil radikallerinin üretildiği belgelenmiĢtir. AĢırı kimyasal 

reaktiviteleri nedeniyle, bu oksijen radikalleri hücresel süreçleri, lipit peroksidasyonu, 

DNA'nın bölünmesi, değiĢtirilmiĢ enzim aktivitesi, polisakkaritlerin polimerizasyonu ve 

hücre ölümü gibi bir dizi mekanizmayı bozabilmektedirler (Pentland, 1994). 

2.3.8 Likenlerden Elde Edilen Sekonder Metabolitlerin Kanserli Hücreler Üzerinde 

Sitotoksik Etkilerinin AraĢtırılması 

Kanser, dokuları istila eden ve bu dokuların tahrip olmasına neden olan, hücrelerin 

anormal çoğalması ile karakterize olmuĢ tehlikeli bir hastalıktır (Gennari ve ark., 2007). 

Kanser tedavisi için kullanılan yöntemlere kemoterapi denilmektedir. Kanser 

hücrelerini yok eden veya bu hücrelerin büyümesini kontrol altına alan antikanser 

özellikteki ilaçlar kullanılmaktadır. Kemoterapide kullanılan ilaçların hedef hücreleri 

üzerinde etkili olmaları beklenmektedir. Ancak yapılan birçok çalıĢmada, kullanılan 

ilaçlara karĢı kanser hücrelerinin direnç kazandığı gösterilmiĢtir. Hatta bazı durumlarda 

çoklu ilaç direnci ortaya çıkmıĢ ve bu durum kanser farmakoterapisinde baĢarıyı olumsuz 

yönde etkilemiĢtir (Housman ve ark., 2014). 

Mevcut antikanser ilaçların %60‟ından fazlası doğal kaynaklardan geliĢtirilmiĢtir 

(Cragg ve Newman, 2005). Kanserin oluĢmasına birçok etki sebep olmaktadır. Bunlar; 

ultraviyole ıĢınları, radyasyonlar, X-ıĢınları, kalıtsal sebepler ve kimyasal maddelerdir. 

Liken sekonder metabolitlerinin antikanser etkisi üzerine yapılmıĢ birçok çalıĢma 

mevcuttur (Hanahan ve Weinberg, 2000). Kanser kan dolaĢımı ve lenfatik damarlar 

yoluyla uzak organlara yayılır. Ġki tip gende rahatsızlık meydana geldiğinde, yani kanser 

hücrelerinin büyümesinden sorumlu onkogenler ve kanserin geliĢmesini engelleyen tümör 

baskılayıcı genler ortaya çıktığında meydana gelir (Knudson, 2001). Kanser hücresi 

ölümüne apoptoz yolağı sebep olmaktadır. Apoptoz, DNA yoğunlaĢması, hücre küçülmesi 

ve hücre yüzeyinde hasarlara neden olur buna da apoptotik hücre ölümü denilmektedir 

(Fink ve Cookson, 2005). Hücre ölümünü belirlemek için uygun maliyetli, güvenilir ve 
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tekrar edilebilir olan sitotoksisite deneyleri kullanılmaktadır. En yaygın kullanılan yöntem 

MTT yöntemidir. Bu yöntem hücre canlılığını, hücre çoğalmasını ve kimyasal maddelerin 

sitotoksisite etkilerini belirlemek amacıyla kullanılan en yaygın yöntemlerden birisidir. 

MTT mavi formazan kristalleri oluĢturmaktadırlar. Sarı renkli MTT boyası ile canlı 

hücreler mor renge boyanmakta, ölü hücreler ise boyanmamaktadır. Bu iĢlemlerden sonra, 

mitokondri ve hücre canlılığını değerlendirmek için elde edilen kristallerin sayısı 

kolorimetrik olarak belirlenir (Denizot ve Lang, 1986). 

Karsinogenez, proliferasyon ve apoptoz arasındaki dengesizlik, uygunsuz aktivite 

ile oluĢmaktadır. Epigenetik ve transkripsiyon faktörleri, anti-oksidatif savunma 

mekanizmalarının baskılanması ve artması anjiyogenezde nihayetinde artan invazivliğe ve 

metastaz oluĢumuna yol açarak kanserin yayılmasını gerçekleĢtirir. Tüm bu karsinogenez 

mekanizmalarının doğrudan bitki ikincil metabolitleri-fitokimyasallar için moleküler 

hedefler olduğu belgelenmiĢtir (Uramova ve ark., 2018). 

Sekonder metabolitlerden usnik asit ve birçok liken asiti üzerinde yapılan bir 

çalıĢmada; MTT (3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromür) yöntemi ile 

liken asitlerinin insan kanser hücresi üzerine sitotoksik etkisi değerlendirilmiĢtir. Kanser 

hücreleri, öldürücü konsantrasyonlarda apoptozu indükleyerek seçici sitotoksisiteye tabi 

tutulmuĢ ve öldürücü olmayan konsantrasyonlar, kanser hücresi tümörijenezi ve 

motilitesinin inhibasyonunu, epitelyal-mezenkimal geçiĢin (EMT) inhibasyonu ve Akt 

fosforilasyonunun inhibasyonu görülmüĢtür. Ayrıca, antikanser aktivitesinin usnik asitten 

daha etkili olduğu bildirilmiĢtir. Sonuç olarak usnik asit için belirlenen IC50 değerinde 

apoptotik hücre sayısında artıĢ olduğu belirlenmiĢtir (Nguyen ve ark., 2014). BaĢka bir 

çalıĢmada ise bazı liken türlerinin sitotoksik aktiviteleri dört insan ve iki fare kanser hücre 

hatları üzerinde test edilerek, liken türleri için sitotoksik aktivite bildirilmiĢtir (Bezivin ve 

ark., 2003). Yapılan çeĢitli kanser çalıĢmalarında birçok liken türünün antikanser etkileri 

ortaya konulmuĢtur. Bu çalıĢmalarda; kanserli hücrelerin anjiyojenezini için önemli bir 

basamak olan migrasyonu engellediğini rapor etmiĢtir (Koparal ve ark., 2010). Fare 

miyoloma hücrelerinin çoğalmasını belirgin olarak azalttığı bildirmiĢtir (Triggiani ve ark., 

2009).  

Liken metabolitlerinin antiproliferatif, sitotoksik ve apoptotik etkileri insan meme 

kanseri hücreleri üzerindeki çalıĢmalarında, kanser tedavisinde etkili adaylar olabileceği 

bildirilmiĢtir (Coskun ve ark., 2015).  
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Böylece yapılan çalıĢmalarla biyoaktif metabolitlerin biyosentezi, farklı 

organizmalarla biyoreaktörlerde veya diğer hücre kültürlerinde in vitro koĢullarda yeni 

teknolojiler kullanılarak arttırılmıĢtır. Örneğin elisatörlerin veya öncülerin kullanımı 

sekonder metabolitlerin üretimini arttırmaya oldukça yardımcı olmuĢtur (Almagro ve ark., 

2017). 

 

2.3.9. ÇalıĢılan Liken Örneği ve Botanik Özellikleri 

Squamarina cinsinin bilimsel sınıflandırılması; 

ALEM: Fungi 

ġUBE: Ascomycota 

SINIF: Lecanoromycetes 

TAKIM: Lecanorales 

FAMĠLYA: Stereocaulaceae  

CĠNS: Squamarina  

TÜR: Squamarina cartilaginea (With.) P. James 

 

ġekil 2.4. Squamarina cartilaginea (Wıth) P. James. 

ÇalıĢmada kullanılan Squamarina cinsi, iyi geliĢmiĢ bir üst ve alt korteks 

içermeyen, yayılan loblar veya üst üste binen pullar oluĢturarak kireçli toprak ve kayalarda 

kendilerini gösterirler (Sharnoff ve ark., 2001). Cins yaygın bir dağılıma sahiptir ve 28 tür 

içermektedir (Kirk ve ark., 2008).  

2.3.10. Squamarina Cinsi Üzerine Yapılan Aktivite ÇalıĢmaları 



 
 

28 
 

ġimdiye kadar çok az çalıĢmada Squamarina 'nın kimyasal bileĢenleri rapor edilmiĢ 

ancak squamarone adlı bir naftokinon izole edilmiĢtir (Himmelreich ve ark., 1994). 

Squamarina cinsi üzerinde yapılan çeĢitli çalıĢmalarda Squamarina lentigera türünün usnik 

asit ekstresinin B. megaterium ve B. subtilis gibi bakterilere karĢı güçlü inhibitör aktiviteye 

sahip olduğu bulunmuĢ ve önemli antimikrobiyal etki belirlenmiĢtir. Usnik asit miktarı ile 

antimikrobiyal aktivitenin iliĢkili olduğunu ve usnik asit konsantrasyonu arttıkça 

antimikrobiyal aktivitenin de arttığı tespit edilmiĢtir (Cansaran-Duman ve Halıcı, 2012). 

Ayrıca Squamarina lentigera türünden sarı boya yapmak için kullanılabildiği belirtilmiĢtir 

(Brough, 1988).  

2.3.11. Squamarina cartilaginea Üzerine Yapılan Aktivite ÇalıĢmaları 

Squamarina cartilaginea'dan elde edilen psoromik asit, Streptococcus gordonii ve 

Porphyromonas gingivalis oral patojenlerine karĢı güçlü antibakteriyel aktivite 

göstermiĢtir (Sweidan ve ark., 2017). 

Aralarında Squamarina cartilagine ve diğer baĢka liken türlerinin de olduğu bir 

çalıĢmada S. cartilaginea ‟nın metanol ekstraktlarının en yüksek DPPH'ye sahip olduğunu 

gösterilmiĢtir. Antioksidan kapasitesi (IC50= 0.9 µg mL
-1
) ve en yüksek demir azaltıcı güç 

bu türün aseton ekstretında görülmüĢtür. Fourier dönüĢümü kızılötesi spektroskopisi (FT-

IR) ve nükleer rezonans spektroskopisi (NMR) ile tarandığında sonuçlar ekstrenin fenoller, 

aromatik bileĢikler ve yağ asitleri bakımından zengin olduğunu göstermiĢtir. Genel olarak, 

S. cartilaginea ‟nın değerli özelliklere sahip potansiyel olarak biyoaktif bileĢiklerin zengin 

bir kaynağı olduğu belirlenmiĢtir (Mendili ve ark., 2021). 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1. Materyal 

3.1.1. ÇalıĢmada Kullanılan Liken Türü 

ÇalıĢmada kullanılan liken örneği, arazi çalıĢmaları (Tablo 3.1) yapılarak taze 

olarak toplanmıĢtır. Arazi çalıĢmaları sırasında; örneklerin taĢınması için sırt çantası, 

özelliklerin not edilmesi için arazi not defteri, kurĢun kalem, kese kâğıtları, örneklerin 

sarılması için kâğıt ve toplanması için çekiç, keski ve bıçak gibi aletler kullanılmıĢtır. 

Arazi poĢetleri üzerine substrat çeĢidi, istasyonun yüksekliği, lokalitesi ve ortamın özelliği 

not edilmiĢtir.  

Tablo 3.1. Toplanan örneğin lokalite bilgileri. 

Liken örneği Koordinatlar 

Squamarina 

cartilaginea (Wıth.) 

P. James 

Antalya, Ġbradı, Üzümdere köyü yolu, Quercus sp. ve Pinus 

brutia karıĢık ormanlık alan, Kalker ana kayalar hakim, 37° 

05' 07.6" K, 31° 39'43.0" D., 550 m. 14/07/2020. Toplayan: 

M. Kocakaya & M.Ü. Barak 

 

3.1.2. ÇalıĢmada Kullanılan Test Mikroorganizma SuĢları 

Squamarina liken örneklerinin antimikrobiyal aktivitesini belirlemek amacıyla, 

aĢağıdaki tabloda detayları belirtilen 6 bakteri suĢu kullanılmıĢtır (Tablo 3.2). 

Antimikrobiyal aktivite çalıĢmamızda kullanılan test mikroorganizmaları Erciyes 

Üniversitesi Eczacılık Fakültesi Farmasötik Biyoteknoloji Anabilim Dalı Laboratuvarı 

Kültür Koleksiyonu‟ndan temin edilmiĢtir. 
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Tablo 3.2. Antimikrobiyal çalıĢmada kullanılan mikroorganizmalar 

 Mikroorganizmalar SuĢ kodları Gram Boya 

1 Escherichia coli  ATCC 25922 Gram negatif (-) 

2 Proteus mirabilis  ATCC 25933 Gram negatif (-) 

3 Enterobacter aerogenes  ATCC 13048 Gram negatif (-) 

4 Micrococcus luteus  ATCC 10240 Gram pozitif (+) 

5 Staphylococcus aureus  ATCT 25923 Gram pozitif (+) 

6 Bacillus subtilis  ATCC 6633 Gram pozitif (+) 

 

3.1.3. ÇalıĢmada Kullanılan Bakterilerin Hazırlanması 

Staphylococcus aureus, Enterobakter aerogenes, Bacillus subtilis, Proteus 

mirabilis, Micrococcus luteus, Escherichia coli bakterileri steril halka uçlu öze ile bir 

inokulum alınarak Muller Hington Broth agar besiyeri içeren steril petrilere ekim 

yapılmıĢtır. Ekim yapılan petiler 37 °C „de 24 saat bekletildikten sonra koloni oluĢumu 

incelenerek bakteriyel aktivasyon gerçekleĢtirilmiĢtir. Aktive olmuĢ bakteri kültürlerinden 

steril özeyle alınan bakteriler Muller Hington Broth besiyerine alınmıĢ genç kültür 

aĢılaması yapılarak, UV-VIS spektrofotometre kullanılarak bakteri konsantrasyonları 0.5 

McFarland (1.5x10
8
 cfu/ml) standardına göre ayarlanmıĢtır.  

3.1.4. ÇalıĢmada Kullanılan Hücre Kültürü Örnekleri 

Yapılan çalıĢmada ekstrenin kanserli hücre hattında sitotoksik etkilerinin 

belirlenebilmesi için DU-145 (Ġnsan Prostat Kanseri Hücre Serisi) ve COLO -285 (Ġnsan 

Kolon Kanseri Hücre Serisi) hücre hatları kullanılmıĢtır.  ÇalıĢma boyunca kültürdeki 

hücreler +37°C‟de CO2 „li inkübatörde delikli kapaklı hücre kültür kapları içinde tutulup 

ve düzenli olarak takip edilerek kültür ortamları iki gün arayla yenilenerek sürdürülmüĢtür. 

Üreme göstermiĢ hücrelerin bir kısmı dondurularak -80°C‟de saklanmıĢtır. 
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3.1.5. Kullanılan aletler 

Rotavapor (Ilmvac vakum pompası, Heidolph Laborat 4000 efficient) 

Liyofilizatör (Labconco Freezone 4.5) 

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

Ultrasonik banyo (Elma S 100H Elmasonic) 

Su banyosu (Memmert) 

Çalkalamalı su banyosu (Nüve ST 402) 

Vorteks karıĢtırıcı (Velp scientifica) 

Yüksek Basınçlı Sıvı Kromatografisi Cihazı HPLC (SHIMADZU LC-20AT) 

Dedektör PDA (SHIMADZU SPD-M20A) 

Steril kabin (Safe Fast Elite) 

Hücre sayım cihazı (Roche Innovatis Cedex Xs) 

Gerçek zamanlı hücre analizörü (Roche) 

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

PCR 

Mikroskop 

3.2. Yöntem 

3.2.1. Örneklerin Tayin Edilme Yöntemleri 

Toplanan liken örneğinin tayininde “Flechten Flora” (Reiter ve ark., 2006) “The 

Lichen Flora of Great Britain and Ireland” (Wirth ve ark., 1995) gibi flora kitaplarından ve 

makalelerde verilen tayin anahtarlarından faydalanılmıĢtır (Purvis ve ark., 2002). Tayinde 

dıĢ morfolojik karakterlerin belirlenmesinde stereomikroskop (Stereomikroskop Olympus 

SZX16), anatomik özellikler için ise ıĢık mikroskopu (Olympus BX53 IĢık mikroskobu) 

kullanılmıĢtır. Ayrıca Stereomikroskop Olympus SZX16‟ya ve Olympus BX53‟e bağlı 

Olympus DP25 dijital kamera kullanılarak makroskobik ve mikroskobik dijital fotoğrafları 

çekilmiĢtir (ġekil 2.4). Tür ve alt tür kategorileri belirlemede oldukça önemli karakterler 

olan spor boyutları, askus boyutları, himenyum yükseklikleri, parafiz geniĢlikleri oküler 
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mikrometre ile ölçülmüĢtür. Ek olarak kimyasal reaktifler kullanılmıĢtır. Örnek herbaryum 

materyali haline getirilen zarflar içerisinde, Yozgat Bozok Üniversitesi, Boğazlıyan 

Meslek Yüksekokulu, Liken Herbaryumu‟na kayıt edilerek saklanmıĢtır. 

3.2.2. Ekstrelerin Hazırlanması 

15 gram liken örneği %80‟lik metanol ile çalkalamalı su banyosunda 37 ºC‟de 8‟er 

saat üç periyot Ģeklinde tekrarlanarak ekstre edilmiĢtir. Her metanolle muamele sonrası 

elde edilen süzüntüler birleĢtirilerek rotavaporda (37-38 ºC) vakum altında 

yoğunlaĢtırılmıĢtır. Elde edilen tüm ekstreler liyofilize edilerek kurutulmuĢtur ve analiz 

edilene kadar -20 ºC‟de saklanarak korunmuĢtur. 

3.2.3. Kimyasal kompozisyon analizleri 

Elde edilen ekstrelerdeki fenolik bileĢikler spektrofotometrik yöntemlerle 

incelenmiĢtir. 

3.2.3.1. Toplam Fenol Miktarının Tayin Edilmesi 

Ekstrelerdeki toplam fenol miktarı Folin-Ciocalteu yöntemi kullanılarak gallik 

asitte eĢdeğer olarak hesaplanmıĢtır (Re ve ark., 1999). 6 mL distile su içeren 10 mL‟lik 

kap içerisine 100 μL örnek çözeltisi ve 500 μL Folin-Ciocalteu reaktifi ilave edilmiĢtir. 1 

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

Kontrol olarak ekstre olmayan reaktif karıĢımı kullanılmıĢtır. 25 ºC‟de 2 saat inkübe 

edildikten sonra 760 nm‟de absorbansı ölçülmüĢtür ve gallik asit kalibrasyon eğrisi ile 

karĢılaĢtırılmıĢtır. Deneyler üç paralel olacak Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢ ve sonuçlar 

ortalama değerler olarak verilmiĢtir. 

 3.2.3.2. Toplam Flavonoit Miktarının Tayin Edilmesi 

Ekstrelerin içeriğindeki toplam flavonoit içeriğinin analizi Zhishen ve ark. 

(1999)‟nın çalıĢmalarında kullandıkları yöntem modifiye edilerek yapılmıĢtır (Singleton ve 

ark., 1999). Buna göre 1 mL ekstre t=0. dakikada 0,3 mL %5‟lik NaNO2 çözeltisi ile 

karıĢtırılmıĢtır, t=5. dakika‟da 0,3 mL % 10‟luk AlCl3.6H2O çözeltisi ilavesinden sonra, 

t=6. dakika‟da 2 mL 1 M NaOH çözeltisi eklenmiĢtir ve 2,4 mL su ilave edilerek 

karıĢtırmıĢtır. 510 nm‟de köre karĢı absorbans ölçülmüĢtür. Ekstrelerin içerdikleri toplam 

flavonoit miktarları kateĢine karĢılık gelen mg CA /g ekstre olarak hesaplanmıĢtır. KateĢinin 
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kalibrasyon eğrisi etanol kullanılarak hazırlanmıĢtır. Ölçümler 3 paralel olacak Ģekilde ve 

değerler ortalaması alınarak yapılmıĢtır. 

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

tayini 

Liken ekstrelerine ait örnekler %80 metanolde çözdürülerek analizler için 

Shimadzu LC-20AT YBSK sistemi kullanılmıĢtır. Dedektör olarak PDA spekrofotometrik 

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

hızı 1 mL/dak olarak ayarlanmıĢ ve usnik asit standardı DMSO (Dimetilsülfoksit)‟de 

çözülmüĢtür. 

3.2.4. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi 

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesinde disk difüzyon yöntemi uygulanmıĢtır. 

ÇalıĢmada kullanılan Squamarina ekstrenın 20 μl‟lik miktarları (Oxoid, blank disc) boĢ 

steril disklere emdirilmiĢtir. Squamarina ekstresi, DMSO ile 20 mg/mL konsantrasyon da 

olacak Ģekilde hazırlanmıĢtır. Hazırlanan ekstret 0.45 μm çapındaki steril filtrelerden 

geçirilmiĢtir.  Bakteriler için Mueller-Hınton Broth (MHB) besiyeri kullanılarak üretici 

firmanın prosedürlerine uygun Ģartlarda mikroorganizmalar 37 °C „de 24 saat inkübasyona 

bırakılarak çoğaltılmıĢtır. Gece kültüründen hazırlanan genç kültürler UV-VIS 

Spektrofotometre kullanılarak bakteri konsantrasyonları 1.5x10
8
 cfu/ml olacak Ģekilde 0.5 

McFarland‟a göre ayarlanmıĢtır. Bakteri kültürlerinden 100‟er µl sırasıyla Mueller-Hınton 

Agar (MHA besiyeri üzerine yayma ekim yapılmıĢtır. Liken ekstrelerini çeren diskler ve 

kontrol grupları, bakteri içeren besiyeri üzerine ilave edilmiĢ 37 °C „de 24 saat 

inkübasyona bırakılmıĢtır. ÇalıĢmada pozitif kontrol amacıyla Ampisilin(amp) (Thermo 

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

amacıyla ise steril DMSO emdirilmiĢ diskler kullanılmıĢtır. Ġnkübasyon sonucunda oluĢan 

inhibisyon zonlarının çapları milimetrik cetvelle ölçülmüĢtür. ÇalıĢmamız 3 tekrarlı olacak 

Ģekilde yürütülmüĢ ve sonuçların değerlendirilmesinde aritmetik ortalamaları alınmıĢtır. 

3.2.5. DNA Koruyucu Aktivitenin Belirlenmesi 

Squamarina ekstresinin, DNA‟yı UV ve oksidatif kaynaklı hasarlardan koruma 

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

kullanılmıĢtır. Plazmid DNA‟sı, liken ekstrelerinin varlığında H2O2 ve UV uygulanarak 
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hasara uğratılmıĢtır. Liken özütleri 20 mg/ml %5 seyreltilerek 5 µl, plamzid 3 µl, dH2O 6 

µl, H2O2 1 µl olmak üzere numuneleri sırasıyla; 

 

I. Tüpte: pBR322   

II. Tüpte: pBR322 + UV  

III. Tüpte: pBR322 + H2O2  

IV. Tüpte: pBR322 + UV + H2O2  

V. Tüpte: pBR322 + Squamarina ekstretı + UV + H2O2 Ģeklindedir. 

Liken ekstrelerinin olduğu tüplere 5dk süreyle UV ıĢık uygulandıktan sonra 3 saat 

inkübasyona tabi tutulmuĢ ve 3 µl loading dye boyası eklendikten sonra % 1‟lik agaroz 

jelde 80 V 3 saat koĢturularak, jel görüntüleme sisteminde (Bio-Rad ChemiDoc™ XRS+) 

fotoğrafı çekilmiĢtir. 

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

ile sitotoksik etkilerinin belirlenmesi  

Sitotoksik etkilerin belirlenebilmesi için DU 145 (Ġnsan Prostat Kanseri) ve COLO 

285 (Ġnsan kolon kanseri) hücre hatları kullanılmıĢtır. Sitotoksik etkinin belirlenmesinde 

sıklıkla baĢvurulan enzimatik test yöntemlerinden biri de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol–2-il)-

difenil tetrazolium bromid) yöntemidir. MTT boyası aktif olarak canlı hücrelerden 

tarafından emilir ve reaksiyon mitokondriyal süksinat dehidrogenaz enzimiyle katalize 

edilir. Böylece mavi-mor renkli, suda çözünmeyen formazana indirgenme gerçekleĢir. 

Formazan sadece aktif mitokondrili canlı hücrelerde bulunur. Bu faktör, hücre canlılığının 

bir göstergesi olarak kabul edilir ve spektrofotometrik olarak belirlenen değer, canlı hücre 

sayısı ile iliĢkilidir. 

Hücrelerinin kültüre edilmesi için; satın alınan hücreler +37°C'de çözüldü ve 

hücre üstüne 5 ml PBS eklenerek 20°C'de 1600 rpm'de 5 dakika santrifüjlendi. Süpernatan 

atıldıktan sonra, hücre pelletine 5 mL taze ortam ilave edildi, yavaĢça pipetlendi, 

homojenize edildi ve delikli bir hücre kültürü kabına aktarıldı ve bir CO2 inkübatörüne 

aktarıldı. 

Hücrelerinin pasajı; flask içerisinde kültürü yapılan hücreler iki günlük 

inkübasyonun sonunda, 15 mL‟lik ependorf tüplere aktarılarak 800 g‟de +20 ºC‟de 5 

dakika santrifüjlenip süpernatan kısmı ayrılmıĢtır. Pellet, penisilin içeren yaklaĢık 5 mL 
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PBS (pH;7.3) tamponu içinde hücrelere zarar vermeyecek Ģekilde çözülüp tekrar santrifüje 

edilmiĢtir. Süpernatant ayrıldıktan sonra pellet önceden hazırlanmıĢ besiyeri içinde 

çözülerek kültür kabına aktarıldı. Pasajlama iĢleminin iki gün aralıklı periyotla yapılması 

kontaminasyon olasılığı ve ölü hücre kalıntılarının zararlı etkilerinden canlı hücreleri 

korumayı amaçlamıĢtır. 

Hücre dondurma ve saklama; hücreler besiyeri değiĢtirirken olduğu gibi 

santrifüjlenerek yıkamaya tabi tutulmuĢtur. Santrifüjlendikten sonra süpernatan atılmıĢtır. 

Hücreler 1 mL PBS ile süspanse edilerek, steril tüpe aktarılmıĢtır ve üzerine 1mL 

kriosolvent çözeltisi karıĢımından eklenmiĢtir (%10 DMSO) ve hazırlanan krioların 

kademeli olarak donmalarını sağlamak için ilk olarak +4 ºC‟de yarım saat,   20 ºC‟de 3 saat 

bekletildikten sonra   80 ºC‟de dondurulmuĢtur. 

%80‟lik metanol ekstresinin Du-145 ve Colo-285 hücreleri üzerindeki 

sitotoksisitesi MTT kolorimetrik yöntemle belirlenmiĢtir. Hücreler uygun besi yerinde 

çoğaltılmıĢtır. ÇalıĢmadan 24 saat önce flasktaki hücre sayımıyla 96 kuyucuklu mikroplağa 

kuyucuk baĢına 100 µL‟de 10000 hücre olarak ekilmiĢtir. 24 saat bitiminde plağa yapıĢan 

hücrelerin üstündeki besi yerleri atılmıĢ ve besiyerinde seyreltilerek yapılan ekstreler 7.81-

2000 µg/mL aralığında düĢük konsantrasyondan yüksek konsantrasyona doğru 100 µL 

alınarak plağa eklenmiĢtir ve 37 °C‟de karbondioksitli etüvde 48 saat bekletilmiĢtir. Steril 

PBS‟de hazırlanan stok MTT solüsyonundan, 0,5 mg/mL çalıĢma MTT‟si hazırlanmıĢtır 

ve 96 kuyucuklu plaklara eklenmiĢtir. Ġnkübatörde 3 saat bekletildikten sonra plaktaki 

besiyeri boĢaltılarak 100 µL DMSO (Dimetil sülfoksit) eklenmiĢtir. 5 dk çalkalandıktan 

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

dalga boyunda okutulmuĢtur. Kontrol kuyucukları okutularak elde edilen absorbans 

değerlerinin ortalaması alınmıĢtır ve bu değer %100 canlı hücre olarak kabul edilmiĢtir. 

Çözücü ve ekstre uygulanan kuyucuklardan elde edilen absorbans değerleri kontrol 

absorbans değerine oranlanmıĢtır ve yüzde canlılık olarak kabul edilmiĢtir.  

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

hesaplanmıĢtır. 

3.2.8. Antioksidan aktivitenin belirlenmesi 

3.2.8.1. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH
●
) Radikalini Süpürücü Etki Tayini 
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Liken ekstrelerinin ve standart maddelerin serbest radikali süpürücü aktiviteleri 

DPPH serbest radikali kullanılarak belirlenmiĢtir (Wirtz ve ark., 2006). 

Tris-HCI tamponu (50 nM, pH 7,4) ve 1 mL 0,1 mM metanolde hazırlanmıĢ 1,1-

difenil-2-pikrilhidrazil çözeltisi (DPPH●) ile karıĢtırılmıĢtır. Kontrol olarak ekstre 

içermeyen reaktif karıĢımı ve pozitif kontrol olarak butil hidroksi toluen (BHT) 

kullanılmıĢtır. Oda sıcaklığında ve karanlıkta 30 dakikalık inkübasyonundan sonra 

absorbanslar 517 nm‟de okunmuĢtur. Yüzde inkübasyon aĢağıdaki denklem kullanılarak 

hesaplanmıĢtır. IC50 değerleri doğrusal olmayan regregasyon eğrileri kullanılarak (Sigma 

Plot 2001 versiyon 7.0, SPSS Inc., Chicago IL) hesaplanmıĢtır. Analizler 4 paralel olarak 

tekrarlanıp ve ortalama değerler kabul edilmiĢtir. 

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

3.2.8.2. 2,2’-azino-bis (3- etilbenzathiazolin-6- sulfonik asit) (ABTS +●) Radikalini 

Süpürücü Etki Tayini 

Ekstrelerin ABTS
+●

 radikalini süpürücü özelliğine bakılmıĢtır (Caniova ve 

Brandsteterova, 2001). ABTS+● radikali (7 mM) ABTS‟in sulu çözeltisi ile K2S2O8 (2,45 

mM, son konsantrasyon)‟ un karanlıkta 12-16 saat bekletilerek oluĢturulmuĢ ve absorbansı 

oda sıcaklığında 734 nm‟de 0,700 (± 0,030) olarak belirlenmiĢtir. Bu süreçle hazırlanan 

radikal çözeltisi (990 µL) ile ekstre çözeltileri (10 µL) karıĢtırılmıĢ ve 734 nm‟de 1 

dakikalık aralıklarla 30 dakika boyunca reaksiyon kinetiği ölçülmüĢtür. Konsantrasyona 

karĢı ölçülen yüzde inkübasyon değerleri Troloks‟a eĢdeğer olarak (TEAC) hesaplanmıĢtır. 

ÇalıĢma üç paralel olarak tekrarlanıp ve ortalama değerleri alınmıĢtır. 
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4. BULGULAR 

4.1. Squamarina cartilagine (With) P. James Türü Ġçin Kimyasal Kompozisyon 

Analizleri 

4.1.1. Toplam fenol ve flavonoit içeriği 

Ekstrelerin toplam fenol ve toplam flavonoit miktarları spektrofotometrik olarak 

belirlenmiĢtir. Toplam fenol miktarları gallik asite eĢdeğer olarak hesaplanmıĢtır. Toplam 

flavonoit ise miktarı kateĢine eĢdeğer olarak hesaplanmıĢtır. 

Tablo 4.1. Squamarına cartılagınea toplam fenol ve flavonoit miktarı 

Ekstre 

   Toplam Fenol Toplam Flavonoit 

[mgGAE/gekstre] [mgCA/gekstre] 

S. cartilaginea 44,72±4,67* 30,10±3,28* 

  

 

*Ortalama ± SD; n=3 

Liken ekstresinin toplam fenol miktarı 44,72±4,67 mgGAE/gekstre olarak ölçülmüĢtür. 

Toplam flavonoid miktarı ise 30,10±3,28 mgCA/gekstre olarak tespit edilmiĢtir (Tablo 4.1).  

4.1.1.2. Yüksek Basınçlı Sıvı Kromatografisi (YBSK-HPLC) ile Usnik Asit Miktar 

Tayini 

Squamarina cartilaginea ekstrelerinde usnik asit miktarını tayini için yüksek 

basınçlı sıvı kromatografisi (YBSK) ile yapılan analizlerinde PDA (Photo Diode Array) 

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

konsantrasyon aralığında hazırlanmıĢtır. Ekstreler ise 1 mg/mL konsantrasyonda 

hazırlanmıĢtır. AkıĢ hızı 0.5 mL/dk, enjeksiyon miktarı 10 μL, dalga boyu 280-320 nm, 

mobil faz olarak A) % 0, 1‟lik H3PO4, B) Metanol kullanılmıĢtır. Usnik asitin standart 

olarak kullanıldığı yöntemde tespit edilen usnik asit miktarı Tablo 4.3‟te verilmiĢtir.  
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Tablo 4.2. Usnik asit standardına ait kalibrasyon denklemi ve korelasyon katsayısı 

 

Madde 
Kalibrasyon 

Denklemi [y=ax+b] 

Korelasyon Katsayısı 

[r
2
] 

Usnik asit y=23,68971x+94,49502 0,99970 

 

 

 

 

Tablo 4.3. Squamarina cartilaginea ekstresinin içerdiği usnik asit miktarı 

 

 

Ekstre Usnik asit (mg/gekstre) 

S. cartilaginea 451,637±0,00 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

        ġekil 4.1. Squamarina cartilaginea (With) P. James için usnik asit kromatogramı 

4.1.2. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi 

Squamarina ekstresinin 6 bakteri suĢuna karĢı antimikrobiyal gücü test edilmiĢ, 

oluĢturduğu inhibisyon zonları (Tablo 4.4) gösterilmiĢtir Pozitif kontrol seçilen ampisilin 
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doğal olarak liken ekstrelerinden daha yüksek aktiviteye oluĢtururken, negatif kontrol 

olarak kullanılan DMSO „da ise aktivite gözlenmemiĢtir.  

 

 

Tablo 4.4. Squamarina ekstraktlarının oluĢturmuĢ olduğu zon çapları (mm) 

 

Mikroorganizma 

 

Squamarina 

 

(-) Kontrol 

BoĢ disk 

 

(+) Kontrol 

(ampisilin) 

E. coli 10.0 mm - 16.0 mm 

P. mirabilis 9.0 mm - 24.0 mm 

M. luteus 17.5 mm - 30.0 mm 

E. aerogenes 9.0 mm - 12.0 mm 

S. aureus 17.5 mm - 22.0 mm 

B. subtilis 9.5 mm - 14.0 mm 

 

Ekstrenin oluĢturdukları inhibisyon zonlarının fotoğrafları ġekil 4.2.‟de verilmiĢtir. 

Sonuç olarak liken ekstresinin E. coli, M. Luteus, E. aerogenes, S. aureus, P. mirabilis ve 

B. subtilis gibi bakteriler üzerinde antimikrobiyal etkinliğinin varlığı tespit edilmiĢtir. 

Pozitif kontrol olarak kullanılan ampisilin, beklenildiği gibi bakteriler için en yüksek 

aktivite değerlerini sunmuĢtur. Squamarina ekstresi en yüksek antimikrobiyal aktiviteyi M. 

luteus ve S. aureus suĢları için 17.5 mm olarak gösterirken, en düĢük aktiviteyi ise P. 

mirabilis ve E. aergenes suĢları için 9.0 mm değeriyle göstermiĢtir.  
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ġekil 4.2. Squamarina ekstraktının antimikrobiyal aktiviteleri 1. Escherichia coli, 2. P. 

mirabilis, 3. B. subtilis, 4. E. aerogenes, 5. M. luteus, 6.  S. aureus 

4.1.3. DNA Koruyucu Aktivitenin Belirlenmesi 

Squamarina ekstresinin DNA koruyucu aktivitesi, pBR322 plazmid DNA‟sı 

kullanılarak analiz edilmiĢtir. PBR322, form I ve form II formunda bulunmaktadır. 

Supercoil yapıyı form I, açık halkasal yapıyı form II temsil eder. Form III ise sadece 

plazmit DNA da çift zincirin kırılması sonucunda ortaya çıkan doğrusal yapıdaki plazmit 

DNA ya verilen isimdir. 

Standart pBR322 1. kuyucukta yürütülmüĢ ve markır olarak kullanılmıĢtır. PBR322 

plasmid DNA UV ve H2O2 ile iĢleme tabi tutulduğunda ise 4. kuyucukta göründüğü gibi 

hasara uğradığı form I ve form I yapılarında değiĢiklikler meydana geldiği form III 

yapısının ortaya çıktığı tespit edilmiĢtir. Sadece UV veya H2O2 ya karĢı test edildiğinde 

form I yapısında bantların yoğunluğunun azaldığı form II yapısında olan bantların 

yoğunluğunun arttığı gözlenmiĢtir. Reaksiyon karıĢımına Squamarina ekstraktının 

eklendiği 5. kuyucukta ise, lineer DNA oluĢumunun bastırıldığı ve süper sarmal DNA'nın 

yapısının korunduğu belirlenmiĢtir. Elde edilen sonuçlara göre, liken özütleri UV ve H2O2 

„ye karĢı DNA koruyucu aktivite sağlamıĢtır. Test sonucunda elde edilen veriler (ġekil 4.3) 

verilmiĢtir. 
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    ġekil 4.3. PBR322 DNA Cleavage agaroz jel elektroforezi görüntüsü.  

1. pBR322, 2. pBR322 + UV, 3. pBR322 + H2O2, 4. pBR322 + UV + H2O2, 5. pBR322 + 

Squamarina ekstretı + UV + H2O2 

 

4.1.4. MTT (3-(4,5-dimetiltiazol–2-il)-difenil tetrazolium bromid) yöntemi ile 

sitotoksik etkilerinin belirlenmesi  

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

toksisite taramasında yaygın olarak baĢvurulan yöntemlerdendir. MTT, sarı renklidir ve 

canlı hücrelerin mitokondrilerindeki süksinat-dehidrojenaz enzimine spesifik olarak 

bağlanmaktadır. Bu bağlanmayla suda çözünmeyen koyu mavi renkte kristaller meydana 

gelmektedir. Kristaller, dimetilsülfoksit (DMSO) ve izopropanol gibi organik çözücülerde 

kolayca çözünmektedir. Çözünen boya konsantrasyona bağlı spektrofotometrik olarak 

görünür dalga boylarında ölçülebilen bir absorbans sağlamaktadır. (Deniot ve Lang, 1986; 

Balasundram ve ark., 2006). 

Bu tez kapsamında bitkiye ait ekstrenin Du-145 kanser hücre hattında sitotoksik 

etkilerine bakılmıĢtır. Ekstre kontrolle kıyaslandığında 31,25- 1000 µg/ml konsantrasyon 

aralığında kanserli hücre hattında canlılığı %50‟nin altına düĢürmüĢ (ġekil 3,4) ve oldukça 

toksik etkili olduğu gözlenmiĢtir. En yüksek aktivite %12,837±0,71 canlılık oranı ile 1000 

µg/ml konsantrasyonda gözlenmiĢtir. 

 

 

  1                    2                3                  4                5    

  1                    2                3                  4                5    

Form II 
Form III 
Form I  
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ġekil 4.4. Squamarina cartilaginea ekstresinin DU 145 hücreleri üzerine canlılık etkileri 

Ekstrenin Colo-285 hücre hattında da sitotoksik etkileri değerlendirilmiĢ ve Du-145 

ile kıyaslandığında, bu hücre hattında daha toksik etkili olduğu tespit edilmiĢtir. Ekstre en 

düĢük konsantrasyonda dahi yüksek toksisite gösterdiği belirlenmiĢtir. 1000 µg/ml 

konsantrasyonda %16,97±0,48 canlılık gözlenirken, 3,906 µg/ml konsantrasyonda % 

33,16±2,01 canlılık ölçülmüĢtür.  

 

ġekil 4.5. Squamarina cartilaginea ekstresinin COLO 285 hücreleri üzerine canlılık 

etkileri 

4.1.5. Antioksidan Aktivite ÇalıĢmaları 

4.1.5.1. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH
●
) Radikalini Süpürücü Etki Tayini 

Kararlı bir nitrojen merkezli radikal olan DPPH• radikali, numunelerin antiradikal 

etkisini ölçmek için kullanıldı. Ekstreler, DPPH• radikalini fizyolojik pH'da 
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konsantrasyona bağlı bir Ģekilde süpürmüĢlerdir. Ekstreler 0.125 mg/mL, 0,25 mg/mL, 0.5 

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

inhibisyon değerleri hesaplanmıĢtır. Sentetik bir antioksidan olan BHT standart olarak 

kullanılıp ekstrenin antioksidan kapasitesi DPPH radikalini süpürme yeteneğine bağlı 

olarak değerlendirilmiĢtir. %inhibisyon değerleri Tablo 4.5.‟de verilmiĢtir. Ekstre 

araĢtırılan konsantrasyonlarda BHT kadar etkili bulunamamıĢtır. Squamarina ekstresinin 

orta derecede antioksidan kapasiteye sahip olduğu belirlenmiĢtir.  

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

% Ġnhibisyon 

 4 mg/mL 2 mg/mL 1 mg/mL 0,5 mg/mL 

S. cartilaginea 44,99±0,98 22,27±1,01 12,46±0,55 8,42±0,68 

BHT 86,9±0,1 81,0±0,3 79,17±0,1 73,69±0,2 

 

 

 

 

 

4.1.5.2. 2,2’-azino-bis (3-etilbenzatiyazolin-6-sulfonik asit) (ABTS
●+

) Radikalini 

Süpürücü Etki Tayini 

Mavi/yeĢil renkli bileĢik olan ABTS
•+

 radikali katyonunu süpüren antioksidatif 

maddelerin miktarının spektroskopik olarak ölçülmesi esasına dayanmaktadır. Bu yöntem 

ile flavonoitler, hidroksisinnamik asitler, karotenoitler gibi hidrofilik ve lipofilik 

antioksidanlar ölçülebilmektedir. Ekstreler 4 mg/mL, 2 mg/mL, 1 mg/mL ve 0,5 mg/mL 

konsantrasyonlarda çalıĢılmıĢtır. 

Tablo 4.6. Azino-bis (3- etilbenztiazolin-6- sulfonik asit) (ABTS
•+
) radikalini süpürücü 

etki sonucu 

TEAC (mmol/L/Trolox) 

Örnek 0,5 mg/mL 1 mg/mL 2 mg/mL 4mg/mL 

S. cartilaginea 0,79±0,16 1,18±0,25 2,10±0,28 2,54±0,25 

BHT 2,50±0,1 2,51±0,8 2,54±0,9 2,55±0,9 

Liken ekstresinin ABTS radikalini süpürücü etkisi değerlendirildiğinde; 2 mg/mL 

ve 4 mg/mL konsantarasyonda yüksek antioksidan etki gösterdiği tespit edilmiĢtir. Ancak 
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düĢük konsantrasyonlarda (0,5 mg/mL ve 1mg/mL) standartın BHT kadar etkili olmadığı 

belirlenmiĢtir.  
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5. TARTIġMA, SONUÇ VE ÖNERĠLER 

Likenler, esas olarak iki ayrı canlıdan oluĢan simbiyotik organizmalardır. Çoğu 

likenlere özgü olan çok çeĢitli ikincil metabolitler üretirler. Bu metabolitlerin birçoğu 

antibiyotik, antiviral, antiinflamatuar, antioksidan ve sitotoksik etkiler gibi çoklu 

farmakolojik aktivitelere sahiptir. Bu sebeple son yıllarda liken metabolitleri üzerine 

yapılan çalıĢmalar oldukça popülerdir (M. Mendili ve ark., 2021)  

Squamarina cartilaginea türü Squamarina cinsine ait yaygın yayılıĢ gösteren bir 

cinstir. Cinse ait türlerin biyolojik aktivitelerini belirlemek üzere yapılan çalıĢmalar 

oldukça sınırlıdır. Ancak yapılan literatür taramalarında bu cinse ait türler antioksidan 

aktivite ve antimikrobiyal aktivite bakımından değerlendirilmiĢtir. Ayrıca bu aktivitelerden 

sorumlu sekonder metabolitleri belirlemek adına çeĢitli araĢtırmalar gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu 

tez kapsamında ise Squamarina cartilaginea türünden hazırlanan metanol ekstresi, toplam 

fenol ve flavonoit içeriği bakımından değerlendirilmiĢtir. Likenlerde yaygın bir liken asidi 

olan usnik asitin bu liken türü için YBSK‟da miktar tayini gerçekleĢtirilmiĢtir. Ayrıca 

antioksidan, antimikrobiyal ve sitotoksik etkisi araĢtırılmıĢ ve DNA koruyucu etkisine 

bakılmıĢtır. 

Güçlü antioksidan özellikleri olduğu bilinen önemli sekonder metabolitler fenolik 

yapıdaki bileĢiklerdir. (Shahidi ve Naczk, 1995). Bu sebeple likenler yeni antioksidan 

kaynakların keĢfedilmesi bakımından önemli bir fırsat olarak görülmektedir. Bizim 

çalıĢmamızda kullandığımız Squamarina cartilaginea metanol ekstresi toplam fenol 

miktarı 44,72±4,67 mgGAE/gekstre olarak, toplam flavonoit miktarı ise 30,10±3,28 

mgGAE/gekstre olarak ölçülmüĢtür. ÇeĢitli liken örneklerinin fenolik madde miktarının 

belirlendiği çalıĢmalar incelendiğinde, fenolik madde içeriğinin farklı türler için çeĢitlilik 

gösterdiği gözlenmiĢtir (Violeta Popovici ve ark., 2022, Gandhi ve ark., 2022, Kocovic ve 

ark., 2022). Yapılan diğer çalıĢmalarda kullanılan liken örnekleri ile kıyaslandığında bizim 

liken örneğimizin toplam fenol ve flavonoid içerğinin düĢük olduğu belirlenmiĢtir.  

1844 yılındaki ilk izolasyonundan bu yana usnik asit, likenlerde sık olarak çalıĢılan 

bir sekonder metabolit olmuĢtur. Farmakolojide ve klinikte oldukça ilgi çekici farklılıkta 

biyolojik ve fizyolojik aktivitesi belirlenmiĢtir (Manojlovic ve ark., 2012, Campenella ve 

ark., 2002). ÇalıĢmamızda kullanılan Squamarina cartilaginea ekstresinin usnik asit içeriği 

451,637 mg/gekstre olarak hesaplanmıĢtır. Literatüre bakıldığında cinse ait baĢka bir tür olan 
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Squamarina lentigera’nın aseton ekstresinin usnik asit miktarı %2,47±0,01 olarak tespit 

edilmiĢtir.  

Yapılan çalıĢmalarda Squamarina cartilaginea metanol ekstresinin Enterobacter 

cloacae’ye karĢı 2000 μg mL
−1 

„e kadar aktif olduğu ve mantar hiflerini morfolojik olarak 

Staphylococcus aureus’a karĢı lizozom aktivitesini etkilediği saptanmıĢtır. Böylece bu 

türün antibakteriyel ajanlar olan bileĢiklerle potansiyel olarak biyoaktif bir kaynak olduğu 

görülmüĢtür. Bizim çalıĢmamızda Squamarina ekstresi E. coli, M. luteus, E. aerogenes, S. 

aureus, P. mirabilis ve B. subtilis gibi bakteriler üzerinde antimikrobiyal etkinliğinin 

varlığı tespit edilmiĢtir. Squamarina ekstresi en yüksek antimikrobiyal aktiviteyi M. luteus 

ve S. aureus suşları için 17.5 mm olarak gösterirken, en düĢük aktiviteyi ise P. mirabilis ve 

E. aergenes suĢları için 9.0 mm değeriyle göstermiĢtir. Ayrıca yapılan çalıĢmalarda usnik 

asit miktarı ile antimikrobiyal aktivite arasında bir korelasyon olduğu ve usnik asit 

konsantrasyonun artması antimikrobiyal aktivitenin de arttığını göstermiĢtir. Böylece 

likenlerin tıbbi öneme sahip türler olarak araĢtırılması gerektiği kanıtlanmıĢtır (Cansaran 

Duman ve Halıcı 2012, Ivanova ve ark., 2010). 

S. cartilagine türüne ait ekstrenin DNA korucu etkisi ilk defa tarafımızca 

değerlendirilmiĢ olup literatürde herhangi bir veriye rastlanmamıĢtır. 

S. cartilagine türünün DU 145 ve COLO 285 hücre hatlarında sitotoksik etkilerinin 

belirlenmesi amacıyla yapılan çalıĢmalar sonucunda ekstrenin her iki hücre hattında da 

yüksek sitotoksik etki gösterdiği belirlenmiĢtir. Yapılan çalıĢmalarda özellikle 

dibenzofuran türevi olan usnik asitin önemli farmakolojik aktiviteler sergilediği 

belirlenmiĢtir (Ingólfsdóttir, 2002). Antiproliferatif aktivite ile ilgili olarak ise, usnik asidin 

hem (-) hem de (+) izomerlerinin, çok çeĢitli murin ve insan kanser hücre hatlarına karĢı in 

vitro orta ila güçlü sitotoksisite gösterdiği belirtilmiĢtir (Takai ve ark., 1979, Bezevin ve 

ark., 2004, Kupchan ve Kopperman., 1975, Cardarelli ve ark., 1997, Kumar ve ark., 1999, 

Kumar ve Muller, 1999). Bu çalıĢma kapsamında kanserli hücre hatlarında antiproliferatif 

etki değerlendirildiğinde, yüksek sitotoksik aktivitenin likendeki usnik asit içeriği ile 

bağlantılı olduğu düĢünülebilir. Ancak bu etkiden sorumlu baĢka bileĢiklerin varlığı ya da 

birçok bileĢiğin sinerjik etkili olarak bu etkiden sorumlu olması da mümkündür. Bu liken 

türü için DU 145 ve COLO 285 hücre hatlarında sitotoksik etki ilk defa tarafımızca 

çalıĢılmıĢtır. 
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S. cartilagine ve farklı liken ekstreleriyle çalıĢıldığında S. cartilaginea ‟nın metanol 

ekstrelerinin yüksek DPPH radikalini süpürücülüğü gösterilmiĢtir (M. Mendili, B. 

Essghaier ve ark. 2021). Bizim çalıĢmamızdaki S. cartilaginea ekstresinin DPPH
●
 

radikalini süpürücü etkisi (fizyolojik pH‟da konsantrasyona bağlı olarak) düĢük 

bulunurken, ABTS radikalini süpürücü etkileri değerlendirildiğinde, özellikle 4 ve 

2mg/mL konsantrasyonda oldukça yüksek bulunmuĢtur. 

Yaptığımız bu çalıĢma ile S. cartilagine türünün antioksidan antimikrobiyal, DNA 

koruyucu ve DU 145 ve COLO 285 hücreleri üzerine sitotoksik etkisi belirlenmiĢtir. Usnik 

asit miktarı ölçülerek toplam fenol ve flavonoit miktarı tarafımızca araĢtırılmıĢtır. 

ÇalıĢmamızla ulaĢılan neticelerin literatüre katkı sağlayacağı umut edilmektedir. Ayrıca 

yapılan çalıĢmaların detaylandırılması, yeni ilaç etken madde keĢfi çalıĢmalarına da katkı 

sağlayacaktır. 
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