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OZET
YUKSEK LiSANS TEZI

TURKIYEDE YAYILIS GOSTEREN SQUAMARINA CARTILAGINEA TURUNUN
BiYOLOJIK AKTiVITE YONUNDEN INCELENMESI

BANU CEREN DEGIRMENCI

YOZGAT BOZOK UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGIiTiM ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI

TEZ DANISMANI: Do¢.Dr. MUSTAFA KOCAKAYA
IKINCI DANISMAN: Dr. Ogr. Uyesi SELEN ILGUN

Bu c¢alismada Tirkiye’de yayilis gosteren Squamarina cartilaginea tiiriiniin
metanol ektresi yapilarak antimikrobiyal, antioksidan aktiviteleri ve sitotoksik etkileri
arastirilmistir. Ayrica DNA koruyucu etkileri calisilmigtir. Usnik asit miktart YBSK
yontemi ile tespit edilmis olup 451,637+0,00 mg/gekstre bulunmustur. En yiliksek toplam
fenol icerigi 44,72+4,67 mgcae/gekstre, toplam flavonoit miktar1 ise 30,10£3,28
mgcae/gekstre olarak tespit edilmistir. Antioksidan aktivite icin DPPH (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil) ve ABTS [2,2’-azino-bis (3-etilbenzenotiyazolin-6-siilfonik asit)] yontemleri
kullanilmis olup, Squamarina ekstresinin orta derecede antoksidan kapasiteye sahip oldugu
belirlenmistir. Antimikrobiyal aktivitenin arastirilmasinda disk diflizyon yontemi
kullanilmis, Squamarina ekstresi en yiiksek antimikrobiyal aktiviteyi Micrococcus luteus
ve Staphylococcus aureus suslari igin 17.5 mm olarak gosterirken, en diisiik aktiviteyi ise
Proteus mirabilis ve Enterobacter aerogenes suslari icin 9.0 mm degeriyle gostermistir.
Sitotoksik aktivite ise DU 145 (Insan Prostat Kanseri Hiicre Serisi) ve COLO 285 (insan
kolon kanseri hiicre serisi) hiicre hatt1 izerine MTT testi ile saptanmistir. Du-145 kanser
hiicre hattinda en yiiksek aktivite %12,8374+0,71 canlihik oran1 ile 1000 pg/ml
konsantrasyonda gozlenmistir. Ekstrenin  Colo 285 hiicre hattinda en diisiik
konsantrasyonda dahi yliksek toksisite gosterdigi  belirlenmistir. 1000 pg/ml
konsantrasyonda %16,97+0,48 canlilhik go6zlenirken, 3,906 pg/ml konsantrasyonda
%33,1642,01 canlilik 6l¢iilmiistiir. Ayn1 zamanda calisilan 6rnegin DNA koruyucu etkisi
oldugu pBR322 plazmid DNA’s1 kullanilarak belirlenmistir.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF SQUAMARINA CARTILAGINEA SPECIES
DISTRIBUTED IN TURKEY IN TERMS OF BIOLOGICAL ACTIVITY

BANU CEREN DEGIRMENCI

YOZGAT BOZOK UNIVERSITY
GRADUATE EDUCATION INSTITUTE
DEPARTMENT OF BIOLOGY

SUPERVISOR: Do¢.Dr. MUSTAFA KOCAKAYA
CO-SUPERVISOR: Dr. Ogr. Uyesi SELEN iLGUN

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 mgcag/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 pg/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 pg/ml
concentration, 33.16%+2.01% viability was measured at 3.906 pg/ml concentration. At the
same time, the DNA protective effect of the studied sample was determined using pBR322
plasmid DNA.
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1. GIRIS

Likenler bir mikobiyont (yani mantar) ve fotobiyont ortak (yani algler veya
siyanobakteriler) iceren simbiyotik birliklerdir. Organizma tallus seklindedir ve alg

hiicrelerinin oldugu mantar dokusu nedeniyle fotosentetik olarak biiyiiyebilir (Miao ve
ark., 2001).

Likenler ve fitokimyasallar gelismekte olan {ilkelerde modern tipta ilaclarin
gelistirilmesinde Onemli bir ¢erceve olusturmaktadir. Gilinlimiizde bilim adamlarinin
hedeflerinden biri bitkiler ve diger organizmalardan aktif bilesikleri ortaya ¢ikarmaktir.
Likenler de c¢esitli ikincil metabolitler iireten simbiyotik organizmalardir ve bu sebeple
biiyiikk liken sekonder metabolitlerinin kimyasal cesitliligi, onlar1 tibbi uygulamada
kullanilabilecek giiclii bir dogal farmasotik reaktif kaynagi haline getirmektedir
(Stanojkovic, 2015). Likenler bazi hastaliklar1 tedavi edici giiglii etkilere sahip
olduklarindan dolay1 da ilgi alan1 olmaktadir (Shukla ve ark., 2010).

Hizla devam eden kiiresel iklim degisiklikleri ve cevre kirliligi gibi bir¢cok faktor
insan sagligim1 olumsuz yonde etkilemektedir (Polat ve ark., 2017). Boylece insanlar
beslenme, solunum, deri gibi yollarla viicutlarina birgok toksik madde alarak daha sik
hastalanmakta ve baz1 durumlarda kanser gibi ciddi istenmeyen durumlar gelisebilmektedir
(Gharibvand ve ark., 2017). Ayrica insan sagligini tehdit eden birgok viriis, bakteri ve
mantar tiiri kendilerine kars1 kullanilan biyositlere (bakterisit, fungusit vb) karst direng
kazanarak, tedavi siireclerinde zorluklar, c¢esitli yan etkiler ve bazi durumlarda
basarisizliklara neden olmaktadir. Giinlimiizde modern tibbin sundugu antimikrobiyallerin,
Ozellikle antibiyotiklerin ve fungusitlerin bir¢oguna kars1 c¢ok yiiksek seviyede direng
gelismistir (WHO, 2014). Artik arastirmacilar, alternatif dogal antimikrobiyal kaynaklari
aramaya yonelmislerdir. Dogal antimikrobiyal maddelerin sentetik ilaglara gore cogu
zaman hi¢ yan etkisinin olmamasi veya ¢ok az yan etkisinin olmasi, dogadan elde
edilebilecek antimikrobiyal madde arayislarini hizlandirmistir (Valle Jr ve ark., 2015).
Dogada pek ¢ok alg, bakteri, mantar, bitki ve liken tiirliniin kendilerini savunma amaciyla
antimikrobiyal etki gOsteren bilesikler sentezledigi bilinmektedir (Gyawali ve Ibrahim,
2014). Antibiyotiklere direng, bdlgeden bolgeye veya kisiden kisiye degismekle birlikte
genis alan ve kitlelere yayilmasi biiyiik bir problem olusturmaktadir. Bu yiizden biyosit
etken maddelerinin yenikesifleri bu anlamda giin gectikce daha da 6nem kazanmaktadir.

Genellikle mikrodiliisyon yontemi ve disk diflizyon testleri ile yapilan antimikrobiyal



aktivite testleri, liken ekstretlarindaki sekonder metabolitler ve 06zellikle elde edilen
asitlerin cok sayida bakteri, viriis ve mantar tilirline karsi giiclii antimikrobiyal aktivite

gostermesini saglamistir (Tufan-Cetin ve Cetin, 2021).

Her gegen giin yeni arastirmalar yapilirken likenlerin tedavi edici yanlarina ek bazi
bilesiklerinin UV- B korumasinda yardimci oldugu, donmus gidalarin biyoplastik bozunma
kapasitesi ve ¢ollesmenin dnlenmesine yardimci olabilecek antifiriz proteinleri, likenlerin

benzersiz biyolojik profiline eklenen oldukga ilging kesifler olmustur (Oksanen, 2006).

Ayn1 zamanda likenlerin sentezledigi ikincil metabolitlerin birgogu aromatik yapida
olduklarindan dolay: antioksidan 6zellikte olma potansiyelindelerdir (Paudel ve ark., 2008;
Behera ve ark., 2005). Serbest radikaller, antioksidanlarin homeostazinin dengesizligiyle
olusan oldukga reaktif parcalardir (Rijhwani ve ark., 2016). Asir1 serbest radikal liretiminin
neden oldugu oksidatif stres, cesitli kronik hastaliklarla ve hemen hemen bir¢ok kanserle
iligkilidir. Bu yiizden tiimdr ilerlemesinde, viicudun fizyolojik performansini korumak igin
dogal antioksidan bilesiklerin arastirilmasi oldukea ilgi gormektedir (Useros ve ark., 2017).
Bircok klinik 6ncesi ve klinik calismaya dayanarak, fitokimyasallar kanser hastalarinda
klinik durumun nasil iyilestirilecegine dair milkemmel bir potansiyele sahiptir. Ciinkii
antikanser tedavisinde gozle goriiliir ilerlemelere ragmen kanser, hala diinya ¢apinda en
onemli hastaliklardan biridir (Ferlay ve ark., 2019). Giiniimiizde kanser tedavisinde yiiksek
toksisiteleri nedeniyle 6nemli yan etkileri olan bir¢ok antikanser ilaci kullanilmaktadir.
Ayrica kemoterapinin kemik iligi tizerindeki toksik etkisinden kaynakli sayilar1 azalan
beyaz kan hiicreleri (ndtropeni) nedeniyle enfeksiyon riskleri de artmaktadir (Zimmer ve
Freifeld, 2019).

Ozetle likenler metabolizmas1 ve genomik oOzellikleri bakimindan yeni ve
uygulanilabilir biyoteknolojik siiregler gelistirmek icin dnemli bilesikler saglamaktadir

(Boustie ve Grube, 2015).



2. GENEL BIiLGILER

Kutuplardan tropik bolgelere, ovalardan en yiiksek daglara kadar karasal yiizeylerin
%10' unun iizerinde 25.000 farkl: liken tiiri yagamaktadir (Muggia ve ark., 2009). Likenler
oldukca 6nemli bir ekolojik role sahiptirler. Nem, enerji, karbon ve fosfor saglayarak
cevreyl zenginlestirmenin yani sira, siyanobakteriyel likenler durumunda nitrojen
saglamalari; toprak olusumuna ve stabilizasyonuna katilarak kayalarin fiziko-Kimyasal
ayrigsmasi ve toprak pargaciklarini bir araya toplama yetenekleri; omurgasizlar ve bazi
omurgalilar i¢in yiyecek kaynagi ve bocekler icin yasam alani ve barinak, kuslar i¢in yuva
insa malzemeleri olmalariyla dogada bircok Onemli gorev yaparlar (Seaward, 1977).
Birkag liken tiirii bocekler tarafindan ve hatta 6zel olarak bir liken tiirii de ren geyikleri
tarafindan besin olarak kullanilir (Brian ve ark., 1997). Likenler, ¢evresel gostergeler veya
biyo-gostergeler olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Hava, siilfiir dioksit ile ¢ok kotii
bir sekilde kirlendiginde orada liken bulunmayabilir. Sadece bazi yesil algler bu kosullara
tahammil edebilir. Hava temiz ise dalsit ve yaprakli likenler cogalir. Ancak birkac liken
tiri oldukca yiiksek diizeyde kirliligi tolere edebilir ve genellikle kentsel alanlarda,
kaldirimlarda, duvarlarda ve aga¢ kabugunda bulunur. En hassas likenler dals1 ve yaprakl
tiirlerdir, en toleransh likenlerin ise hepsi kabuksudur (Brian ve ark., 1997). Boylece hava
kirliligi, ozon tilkkenmesi ve metal kirliligi likenlerin bu  gostergeleriyle
degerlendirilebilmektedir. Tarih boyunca geleneksel ilaglarin yapiminda, giiniimiizde de
hala boya ve parfiim yapiminda aktif bir sekilde kullanilmaktadirlar (Ferry ve ark., 1973;
Hawksworth ve Rose, 1976, 1981). Likenler olduk¢a uzun omiirliilerdir. Hatta bazilar1 en
yash canlilar arasinda kabul edilirler. Heyelan gibi bir olaydan sonra ortaya c¢ikan taze
kayalarin iizerinde biiyiiyen ilk canlilardandir. Bazi likenlerin uzun 6mri, yavas ve diizenli
biiylime orani, olaylar1 tarihlendirmek icin kullanilabilir (Brodo ve ark., 2001; Morris ve

ark., 2007).

Likenlerin diinyanin yiizey alaninin %8' ini kapladig1 tahmin edilmektedir. Ismi ilk
kez milattan 6nce 300'de Theophrastus tarafindan tanmitilmistir. Liken tiirleri i¢in genis
morfolojik renk ve boyut yelpazesi kaydedilmistir. Yapraksi, dalsi, pulsu ve toz formlar
veya daha farkli biiylime formlarina sahiptirler (Tembhurne ve ark., 2016). Oldukga ¢esitli
ve canli renk skalalar1 varken ve bu renklendirmenin fotosentetik bilesenlerinden meydana
geldigi bilinmektedir (Likenler ve Bryophytes, 2011; Sharnoff, 2014). Ornegin sar1 gibi

0zel pigmentler usnik asitli likenlere renk verirken, agikta ve kuru habitatlarda kirmizilar,



turuncular, sarilar ve kahverengiler dahil olmak iizere pigmentler likenlere bir¢cok rengi

saglarlar (Saguaro-Juniper Sirketi, 2015)

Geleneksel morfolojiye dayali siniflandirma, onlar1 dal benzeri, yaprak benzeri ve
kabuk benzeri olmak ilizere iic ana gruba ayirir, ancak ara formlar da eklenebilir.
Jelatinimsi, pulsu (squamulose) ve tiiye benzer- ipliksi likenler digerlerinden farkli iki ek
grup olarak smiflandirilirlar (Ahmadjian ve Hale, 1973). Kabuksu likenler, isimleriyle
0zdeslesmis olarak kabuk goriiniimleriyle, agaclarin kabuklari, tag yiizeyleri gibi yerleri
kendilerine substrat yaparak sikica tutunurlar. Yapraksi likenler, koke benzeyen
uzantilariyla substratlarina daha gevsek tutunurken, dalsi likenler ise tek noktadan
tutunarak dik ¢alims1 goriinmeleri yaninda serit veya iplik seklinde sarkarak substratlarinda
yasayabilirler (Ahmadjian, 1993). Yapilarina giren mantarlarin cinsine gore likenlerin
siiflandirilmasi ise, likenlerin ¢ogunlugunun yer aldigi ve yapisina askuslu mantarlarin
katildig1 askolikenler ve genellikle tropikal bolgelerde yasayan, yapilarina bazidio
mantarlarin katildig1 bazidiolikenler seklinde olmaktadir (Altuner, 2004). Ayrica bir¢ok
liken tiirii de taksonomistler tarafindan sadece liken maddelerinin kimyasal 6zelliklerinden

yararlanilarak siniflandirilirlar (Frisvad ve ark., 2008).

Likenler Fungi aleminde simiflandirilmaktadir. Olusumunda; mikobiyontunda
filamentli mantarlar igerirken, fotobiyont ise fotosentetik ortagidir ve 6karyotik algler ve /
veya siyanobakteri, bazi durumlarda ise fotosentetik olmayan bakterilerden olusmaktadir
(Shrestha ve Clair, 2013). Likenlerdeki simbiyoz o kadar dengelidir ki, adeta kendi
baslaria bagimsiz minyatiir ekosistemler olarak kabul edilirler (Honegger ve ark., 1991;
Casano ve ark., 2011). Tiim mantarlarin beste biri bu yagam tarzin1 benimseyip en az %40
askomycetes ve birkag¢ tanesini basidiomycetes icerir. Mikobiyontun egemen oldugu bu
gorliniiste bagsarili ortak yasam, geleneksel olarak mantar yasam formu olarak siniflandirilir
(Shukla ve ark., 2010). Liken yapisinda mantar hifleri ile olusturulmus tabakaya medulla,

alg hiicreleri tarafindan olusturulmus tabakaya ise gonidia ad1 verilir (Saygideger, 1999).

Uretken olmayan dokulara veya vejetatif viicut kisimlarna tallus denilir ve
genellikle likenin gorsel olarak en belirgin kismi oldugundan likenler tallus tipine gore
gruplandirilir. Tallus biliylime formlar1 tipik olarak birkac temel igyap1 tipine karsilik
gelir. Tallus formu, mantar veya alglerin ayri ayr1 biiylidiigii herhangi bir formdan ¢ok
farklidir. Tallus hif ad1 verilen mantar ipliklerinden olusur. Filamentler dallanarak biiyiir ve

sonra yeniden birleserek bir ag olusturur. Mantar filamentlerinin ag1 yogun veya gevsek



olabilir. Tallus, siklikla ikinci bir mantar tiirii igeren, yogun sekilde paketlenmis mantar
liflerinin koruyucu kismina sahip korteks tabakasi icerebilir. Likenler ic¢in ortak cins
isimleri genellikle bir liken icin tipik olan bir biiylime formundan veya renkten gelir.
Uremeyle ilgili yapilar ise genellikle tallusun yiizeyinde diskler, ¢ikintilar veya dalgali
cizgiler olarak goriinebilirler. (Spribille ve ark., 2016).

Sekil 2.1. Liken thallusu, enine kesit 1. Ust korteks, 2. Fotobiyont tabakasi, 3. Medulla, 4.
Alt korteks, 5. Rizinler

Likenler iiremelerinde iki strateji kullanirlar. Ureme organlari liken sistematiginde
onemli bir ayirt edici 6zelliktir. Bunlar seksiiel yolla mantar sporlarinin yayilmasina ve
asekstiel stratejiye dayali isid ve soredlerden tiim simbiyozun kurulmasuyla minyatiir
likenlerin olusturulmasina dayanmaktadir (Seaward, 1977). Isid, tallus {izerinde bulunan
parmak seklinde yapilardir. Bu yapilar bir veya daha fazla alg hiicresinin ve mantar
hiflerinin bir araya gelerek korteks ile kaplanmasiyla olusmaktadir. Isidler, fotosentez icin
ylizey alanini arttirirlar. Tallus ayrilarak, uygun cevre sartlar1 saglandiginda ¢imlenerek
yeni tallus olustururlar. Sored ise isidlerin iizerinin korteks tabakasi ile kaplanmamisg
formudur. Bunlar thallusun soral denilen bolgelerinden olusmaktadirlar. Soredler toz
partikiilleri halindedir ve riizgarlarla etrafa yayilarak uygun sartlarda ¢imlenip yeni
bireyleri olustururlar. Ayrica eseysiz liremeyle kopan thallus pargalari ile de olusabilirler.
Kopan bu parcalar riizgarlarla tasimip, uygun ortam buldugunda c¢imlenmektedir

(Saygideger, 1999).

2.1. Likenlerin Hayatimizdaki Yeri ve Sekonder Metabolitleri

Likenler dogada bol miktarda ve genellikle her yerde c¢ogalmasiyla, yasam



alanlarina renkli bir goriiniim katarlar. Bu renkli goriiniimii, ¢esitli ikincil bilesiklerin yani
liken maddelerinin yogun birikimiyle saglarlar. Bunlar nispeten kiiciik ama ayn1 zamanda
kimyasal olarak karmasik molekiillerdir. Likenin vejetatif viicudunun iist katmanlarinda
disaridan goriilebilen birikmis kristalize ve kristalize olmayan pigmentlerin yam sira,
agirlikli olarak liken tallsunun i¢ kisimlarinda bulunan renksiz maddeler de yaygin olarak
bulunmaktadir. Likenlerdeki kimyasal farkliliklar hakkinda ilk raporlar 19. ylizyilin
ortalarina kadar uzanmaktadir. Liken maddelerinin tanimlanmasi i¢in faydali olacak
mikrokimyasal teknikler 1985’te White ve James tarafindan yayinlanmistir (Huneck ve
ark., 1996). Ancak liken kimyasina ilk katkilar, bir Alman kimyager olan Wilhelm Zopf un
calismalari tarafindan saglanmistir (Zopf, 1895).

Likenler biyolojik giiclerinden dolay1 yiizyillardir ¢esitli medeniyetler tarafindan
halk hekimliginde kullanilmistir (Gonzales ve ark., 1995). Insanlar tarafindan kitlik
donemlerinde yiyecek, boya kaynag olarak kullanilmislardir (Crawford, 2015). Likenlerin
cok eski caglardan beri tip, ilag ve kimya sanayinde c¢esitli amagclarla kullanildig
gorilmektedir. Tipta liken, sackiran, artrit, kabizlik, enfeksiyonlar, bobrek hastaligi,
clizzam, farenjit, kuduz ve bagirsak kurdu temizligi i¢in bir ¢are olarak yaygin olarak
kullanilir. (Richardson, 1991). Tiirk halk tibbinda ise bitkilerin sifa verici 6zelliklerinden
yararlanildigr kadar c¢ok sik rastlanmasa da tedavilerde likenlerin de kullanildigi
belirtilmistir (Cobanoglu ve Yavuz, 2003). Likenleri antik c¢agda soyulmus cilde
benzeterek cilt hastaliklarinin tedavisinde, eski caglarda ise tallus yapisina bakarak
hastalikli organin tedavisinin yapilabilecegi diistiniilmiistiir. Saga benzer dalsi tallusa sahip
Usnea cinsi saglarin uzamasi igin, sar1 renkli Xanthoria parietina sariligin tedavisi igin,
thallus yapisi alveollii goriinen Lobaria pulmonaria (akciger likeni) akciger hastaliklari
igin ve sigil benzeri yumrulardan olusan tallus yapisina sahip Peltigera apthosa pamukguk
hastaliginin tedavisi igin yararlanilan likenler olmuslardir (Karamanoglu, 1971; Oztiirk,

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

Liken metabolitleri birincil ve ikincil olarak ayrilabilir. Birincil metabolitler;
proteinler, lipitler, karbonhidratlarla liken metabolizmas1 ve yapisinda yer alan diger
organik bilesiklerdir. Hiicre i¢i kaynaklar olarak da adlandirilan birincil metabolitler, algler
veya mantarlar tarafindan sentezlenen maddelerdir ve likenlere 6zgii degildir (Shrestha ve
Clair, 2013). Bu metabolitler genelde suda ¢oziinebilir ve kaynar su ile ekstrakte

edilebilirler (Stocker-Worgoétter, 2008). Liken maddeleri olarak bilinen ikincil metabolitler



cogunlukla kiigiik ama karmasik molekiillerdir (Molnar ve Farkas, 2010).

Likenlerin spesifik, hatta olaganiistii habitat araligi, yavas biiylimeleri ve uzun
Oomirlii olmalari, onlarin farkli fiziksel ve biyolojik etkilere karsi ¢ok sayida koruyucu
sekonder metabolit liretebilmelerini saglamaktadir (Denton ve Karlen, 1973). Likenleri
oncii tiirler yapan olagantistii direng kapasiteleri nedeniyle asir1 ¢evresel kosullarda hayatta
kalabilen diinya ¢apinda yaklagik 18.500 liken tiirii vardir. Likenlerin igsel direnci, esas
olarak, kortekste veya mediiller tabakada olusan mantar bilesenlerinin ikincil
metabolitlerinden  tipik olarak tiiretilen c¢ok ¢esitli  bilesiklerin  iiretiminden
kaynaklanmaktadir (Dharmadhikari ve ark., 2010; Komaty ve ark., 2016). Bu durum da
kiiltiirlenmis mikobiyontlarda ikincil bilesiklerin varligi ve alglerde bulunmamasi,
likenlerin ikincil {triinlerinin genellikle mantarlar tarafindan olusturulgunu gosterir

(Ahmadjian ve Reynolds, 1961).

Yapilan birgok arastirmayla likenlerin biyolojik olarak bir veya birden fazla
sekonder metabolite sahip olduklari ve giinlimiizde likenlerin bilinyesinde 1050 kadar aktif
metabolit bulundurduklart belirlenmistir (Kosanic ve ark., 2014). Biyolojik 6neme sahip
birkag¢ sekonder metabolite ornek olarak; usnik asit, sekikaik asit, diffrataik asit, salazinik
asit, nortistik asit, protosetrarik asit ve divarikatik asitler likenler tarafindan tiretilmektedir

(Moreira ve ark., 2015).

2.2. Liken Sekonder Metabolitlerinin Aktiviteleri

Sekonder metabolitlere sahip likenler alifatik, sikloalifatik, aromatik ve terpenik
bilesikleri igerir ve farmakolojik olarak anti-inflamatuar, antiviral, antibakteriyel, anti-
proliferatif, antipiretik, analjezik ve sitotoksik etkiler gostermektedirler (Cardile ve ark.,
2017). Bu bilesikler klinik 6ncesi arastirmalarda kanser hiicrelerine karsi antineoplastik
aktiviteler de gostermis ve onemli etkileri calismalarla ortaya ¢ikmistir (White ve ark.,
2014; Tas ve ark., 2019). Likenlerin kanser hiicrelerine kars1 giiclii sitotoksik kapasitesine,
apoptoz, nekroz veya otofaji ve G2/M, S veya GO/G1 fazlarinda hiicre dongiisii durmasi

gibi siiregler aracilik eder (Yurdacan ve ark., 2019).

Antioksidanlar, normal hiicresel metabolizmanin toksik yan triinleri olan serbest
radikalleri notralize etmede Onemli bir rol oynar (Sens ve ark., 2010). Antioksidanlar
viicutta serbest radikalleri siipiiriicii rolleriyle savunma sisteminin etkinligini artirarak

olusabilecek hastalik risklerinin 6niine gecerler (Shinde ve ark., 2012). Likenler yeni dogal



antioksidanlar ve bunlarin kronik hastaliklara kars1 potansiyel koruyucu etkilerini aragtiran
cesitli caligmalarda da yer almigtir. Cogu likenin antioksidan etkisi, yiiksek serbest radikal
stiplirme yetenegi sergileyen fenolik bilesiklerle iliskilidir. Buna gore likenlerin sitotoksik
aktivitesi farkli kanser hiicre hatlarinda gozlenmis ve likenlerin kanser hiicrelerindeki
sitotoksik yetenekleri kanser dis1 hiicrelerden daha yiiksek oldugu fark edilmistir (Nguyen
ve ark., 2019; Zambare ve Christopher, 2012). Liken metabolitleri ayrica, sikline bagimli
kinazlar (CDK, CDK®6) veya siklin D1'i i¢erenler gibi ¢esitli mekanizmalar araciligiyla

hiicre dongiisii diizenleyicileri olarak iglev goriir (Singh ve ark., 2013).

2.3. Likenlerde Yapilan Aktivite Testlerinden Genel Bilgiler
2.3.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller hiicredeki mitokondiride seker ve yag asitlerinin sindirilmesi
sonucunda normal hiicre metabolizmasinin yan iirlinii olarak ortaya ¢ikarlar. Fazla ya da
eksik elektronu olan yiiksek enerjili molekiillerdir. Bu radikaller, eksik elektronlarini hiicre
zarindan yada DNA ve RNA’ya zarar vererek tamamlamaya calisirlar. Eger hiicre bu
zararin Oniine gecemezse mutasyona girerek kanser hiicresi haline gelir. Alzheimerdan,
vitiligoya kadar Dbirgok hastalilk ve hatta yaslanma, serbest radikallerle
iliskilendirilmektedir. Eger hiicre siirekli olarak serbest radikallerin saldiris1 altinda
kalmaya devam ederse oksidatif stres olusmaktadir ve bu durum sagligimiza oldukca
zararhidir (Ramarathnam ve ark., 1995). Metabolizmanin normal bir parcast olarak
meydana gelen serbest radikaller sigara, pestisit, radyasyon, ilag, ¢evre kirleticileri ve ozon
gibi dig faktorlerin uyarimi nedeniyle gereginden fazla {iretilebilmektedir (Gago-

Dominguez ve Castelao, 2006).

Serbest radikaller ¢ogunlukla biyolojik sistemlerde elektron transferi sonucunda
olusur. Serbest radikaller ii¢ gruba ayrilir; reaktif oksijen tiirleri (ROS), reaktif nitrojen
tiirleri (RNS) ve diger reaktanlar.

Serbest radikallerin hidroksil radikali, siiperoksit anyonu ve hidrojen peroksit gibi
reaktif oksijen tiirleri ve peroksinitrit ve nitrik oksit gibi reaktif nitrojen tiirleri hiicrelerdeki
bircok kimyasal reaksiyonda 6énemli rol oynamaktadirlar. Radikal olusumu hem endojen
(enzim reaksiyonlari, mitokondrial sizinti, otooksidasyon reaksiyonlar1) hem de ekzojen

(cevresel faktorler) mekanizmalarla olugsmaktadir (Valko ve ark., 2007).



2.3.1.1. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)
2.3.1.1.1. Radikal Oksijen Tiirleri

Hiicrelerde metabolik reaksiyonlar icin gerekli olan oksijenin ¢ogu, oksidatif
fosforilasyon sirasinda mitokondride tiiketilmekteedir (Cankurtaran, 2005). Uretilen bu
oksijenden %1-3 kadarinin mitokontride ROS’a doniistiiriimesi gergeklesir (Muller ve ark.,
2004). Reaktif oksijen tiirleri, 6zellikle mitokondride olmak iizere hiicresel metabolizma
sonucunda veya iskemi-reperfiizyon, yaslanma, radyasyon, yiiksek oksijen basinci,
iltihaplanma ve kimyasal maddelere maruz kalma gibi cesitli nedenlerle iiretilen yiiksek

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

ROS'un hem toksik hem de yararli etkileri vardir. Bu karsit etkiler arasindaki
hassas dengeyi dogru kurmak c¢ok Onemlidir. Diisiik ve orta ROS konsantrasyonlari,
hiicreleri enfeksiydz ajanlardan korur, sinyal yollarini degistirir ve mitojenik uyaranlara
yanit verir. Asirt ROS iretimi sonucunda hiicreler bu duruma dayanamaz ve oksidatif
strese girerler. Dengesiz oldugunda, ROS hiicre zarlarina, proteinler, lipitler, lipoproteinler
ve DNA gibi bircok yapiya ciddi sekilde zarar verir. Boylece gen transkripsiyonunu
degistirerek normal proseslere etki edebilir ve hatta hiicrede mutasyonlara sebep olabilir.
ROS’un noétralize edilememesiyle, kontrolsiiz hiicresel ve molekiiler degisikliklere kadar
giden bu siireg, kanserin ve diger ciddi hastaliklarin olusumunda oldukga biiylik bir paya

sahiptir (Marnett, 2002; Valko ve ark., 2004).



Tablo 2.1. Reaktif oksijen tiirleri (ROS)

Radikaller Nonradikaller
Siiperoksit, Oy Hidrojen peroksit, H,O,
Hidroksil, OHe Hipokloroz asit, HOCI
Peroksil, RO2e Ozon, O3

Alkoksil, RO Singlet oksijen, 'Ag

Hidroperoksil, HO2¢

Lipid peroksil LOOs

Bilinen en énemli serbest radikal, serbest oksijen tiirevleridir. Ozellikle en gok
rastlanilanlart stiperoksit radikali ve hidroksil radikalidir. Siiperoksit radikali, oksijene bir
elektron eklendiginde olusmaktadir. Siiperoksit olusumunda farkli mekanizmalar so6z
konusudur (Halliwell, 1996). O;nin elektron alarak suya indirgenmesiyle olusan
stiperoksit radikali (O2e-), solunum zincirindeki ilk aracidir (Yu, 199 ). Elektron tagima
sisteminde, kompleks I ve kompleks III'te {iretilir. Bu enerji doniisiimii sirasinda elektron
kacaklariyla oksijen O,¢” serbest radikaline doniiserek cesitli hastaliklarin patofizyolojisini
olusturmaktadir (Kovacic, 2005). Anyon formundaki siiperoksit radikalleri, mitokondri i¢
zarin1 kolayca gegebilir. Kompleks I'e bagli O, - matrikse 6zel olarak birakildigi icin

bozulmamis mitokondriye sizint1 olmaz (Muller, 2004).

Hidroksil radikalleri biyomolekiillerle daha gii¢lii reaksiyona girebildikleri i¢in
biyolojik sistemlere diger ROS'lardan daha fazla zarar verebilirler. Gecis metalleri OHe
olusumunda 6nemli bir rol oynar. Fenton reaksiyonunda, Fe *? ve Cu* veya diger gecis
elementleri (Zn, Mn, Cr, Co, Ni, Mo), hidrojen peroksitin indirgenmesiyle OHe'ye
dontstiirtiliir. Stiperoksit radikalleri, Fenton reaksiyonu ile olusan metal iyonlarmi geri
doniistiirmeleri agisindan ¢ok onemlidir. Bu iki reaksiyona Haber-Weiss reaksiyonlari
denir (Halliwell, 1987, 1999; Lloyd,1997; Betteridge, 2000).

0,. +H,0, v OH +OH + 0, Haber- Weiss reaksiyonu

Fe? +H,0, Vv Fe*, OH* OH Fenton reaksiyonu
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Sekil 2.2. Haber- Weiss ve Fenton reaksiyonu

Hidroksil radikali ve peroksinitrit, olustuklar1 yerlerde triyoller ve yag asitleri gibi
molekiillerden bir proton koparip yeni radikaller olusturarak 6zellikle hiicre membranlarina
ve lipoproteinlere zarar verirler ve hiicre hasarina yol agarlar (Yin ve ark., 2011). Ayrica

bu radikalin DNA ile etkilesimi, karsinogenezde 6nemli rol oynamaktadir.

Sitotoksik ve mutajenik etkide olan malondialdehit (MDA)’i olusturarak kimyasal
zincir reaksiyonlarini baglatmaktadir. Oksidatif hasar ile olusan MDA, DNA bazlariyla
reaksiyona girerek DNA’ya yakin hidroksil radikalinin tretilmesi ile DNA bazlarinin
oksidatif hasarina veya kopmalarina neden olarak mutajenik etki gostermektedir (Marnett
ve ark., 2002; Valko ve ark., 2004). DNA bazlarinin ¢ift baglarina H atomu ekleyebilen veya 2-
deoksiribozdaki C—H baglarindan H atomunu ve timin yapilarindaki metil gruplarini ¢ikarabilen
hidroksil radikalleri, DNA ile reaksiyona girerek cesitli oksidasyon iiriinleri iiretirler. DNA'daki
baz kaynakli mutasyonlari arasinda en belirgin hidroksil radikali kaynakli mutasyon 8-OHdG (8-
hidroksi-2'-deoksiguanozin) mutasyonudur (Breen ve Murphy, 1995; Helbock ve ark., 1999).

2.3.1.1.2. Nonradikal Oksijen Tiirleri

Singlet Oksijen (' O,) biradikal O,'nin elektronlarindan birinin enerji kazanmasi ve
o yoriingenin zit yoniinde baska bir ydriingeye gegmesiyle olusmaktadir. Delta (* 0,A) ve
sigma ( . 0,%) olarak iki sekli bulunan 1 O,’, radikal olmayan ROS oldugu i¢in
eslesmemis elektronu yoktur. ! 0,%’nin radikal, * O,A’nin ise radikal olmadig1
bildirilmektedir. Singlet oksijen, hiicre zarlarinda coklu doymamis yag asitleri ile
reaksiyona girerek lipid peroksitlerin olusumuna neden olur. Mitokondriyal gecirgenlik
gecisinin diizenlenmesi gibi hiicresel islevlerde de yer alabilir (Halliwell ve Gutteridge,
1984; Yu, 1994; Tiirk, 2006).

Radikal olmayan oksijen tiirlerinden biri olan hidrojen peroksitin (H20,) dogrudan
meydana gelme reaksiyonu, O, ." ’ye bir elektron veya O;’ye iki elektron eklenmesiyle
gerceklesmektedir (Flora, 2007). Yine, dogrudan hidrojen peroksit iiretimi, hiicre igi
hidrojen peroksitin ¢cok dnemli kaynaklart olan hiicresel bolme igindeki peroksizomlardan
meydana gelir. Ayrica iirat oksidaz, glikoz oksidaz ve D-amino asit oksidaz gibi bir¢ok
enzim tarafindan iki elektronun oksijene aktarilmasiyla iiretilir. Siiperoksit radikalinden
farkli olarak, hidrojen peroksit yagda ¢oziiniir, bu nedenle Fe*? igeren hiicre zarlarina,

kaynaklandig1 yerden ¢ok uzakta bile zarar verebilir (Yin ve Porter, 2011). Biyolojik
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membranlara niifuz etme yetenegi sayesinde serbest radikal olmamasina ragmen olduk¢a
Oonemlidir. Hidrojen peroksit ayni zamanda hiicre i¢i sinyal molekiiliidiir. Notrofil
fagozomlarinda miyeloperoksidaz enzimi tarafindan hipokloréz aside (HOCI)
doniistiiriiliir. Ote yandan, gegis metallerinin oksidasyonu ile OHe olusumu yoluyla ROS
molekiillerinin olusumuna aracilik eder (Sundaresan ve ark., 1995; Rhee, 1999). Katalaz,
glutatyon peroksidaz ve peroksiredoksin gibi antioksidan enzim sistemleri tarafindan

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

2.3.1.2. Reaktif nitrojen tiirleri (RNS)

Tablo 2.2. Reaktif nitrojen tiirleri (RNS)

Radikaller Nonradikaller

Nitrik oksit, NOs Nitrik asit, HNO? Nitrodyum katyonu, NO, *
Nitrijen dioksit, NOye Dinitrojen tetraoksit, N,O4 Nitril klorid, NO,CI
Dinitrojen trioksid, N,O3 Alkil peroksinitrit, ROONO
Nitrosil katyonu, NO*
Nitroksil anyonu, NO
Peroksinitrit, ONOO

Peroksinitrik asit, ONOOH

2.3.1.2.1. Radikal Nitrojen tiirleri

Reaktif oksijen tiirlerine (ROS) benzer sekilde, reaktif nitrojen tiirleri (RNS), stres
kosullar1 altinda serbest radikallerin ve radikal olmayan molekiillerin olusumunda yer alir.
Bu amagla en ¢ok calisma NO- ile yapilmistir (Adams ve ark., 2015; Malerba ve Cerana,
2015). (NOe), RNA stres tolerans mekanizmalarinda 6nemli bir sinyal bileseni olan nitrik
oksitten tiiretilir. Bazilar bitkilerin azot dongiisiine katilir. RNA'nin iretildigi dokularda
oksidatif hasar gozlenmektedir (Kapoor ve ark., 2019). Ayrica cesitli hiicresel aktiviteleri
tetikler. Bunlar mitozla aktive olan protein kinaz (MAPK) ve siklik GMP (cGMP)
aktivitesidir (Lindermayr ve Durner, 2009; Saddhe ve ark., 2019).

12



2.3.1.2.2. Nonradikal Nitrojen Tiirleri

Gegis metallerinin varliginda nitrik oksit ve Oz “nin etkilesiminden ONOO
tiretilmesi sonucunda, nitrit ve nitratlar meydana gelerek radikal olmayan reaktif
azotlardan biri olan Peroksinitriti (ONOO~) olustururlar. Bu reaksiyonla proteinlerin

yapilar1 bozulur ve fonksiyonlarin1 kaybederler (Pryor ve Squadrito, 1995).

2.3.2. Serbest Radikallerin Yararlar

Diistik yogunlukta bulunmast ROS ve RNS’nin faydali olduklarini1 da gostermistir.
Hiicrede O,.", H,O;, ve NO iiretimi, bir¢ok hiicresel yanita kars1 normal fizyolojik bir islevi
olarak goriilmiistiir. Fagositoz yoluyla enfeksiyonlardan korunma, sitotoksik lenfositler ve
makrofajlar ile kanser hiicrelerinin dldiirmesi, sitokrom p450 tarafindan ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonu, mitokondrideki ATP iiretimi, hiicre bitylimesi ve diisiik konsantrasyonda
mitojenik yanitlara neden olmalariyla yararlarindan s6z edilebilir. Diisiik serbest radikal
seviyeleri, niikleer transkripsiyon faktorlerini aktive eder, hiicre i¢i depolardan Ca salinir,
tirozin amino asitleri fosforile eder, reseptor olmayan tirozin kinazlari aktive eder, birkag
sitokini aktive eder ve biiylime faktorii sinyalini aktive eder. ROS; prostaglandinler ve
tiroksin gibi molekiillerin biyosentezinde yer alarak bunlarin sentezini uyarir. Hiicre i¢inde
¢oziinlir olmasiyla guanilat siklaz aktivitesinin diizenlenmesi ve gen transkripsiyonu gibi
onemli hiicresel aktivitelere de katilir (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 Zararlari

Serbest radikallerden meydana gelen hasarlara son derece hassas olan
molekiillerden biri de hiicre i¢i organellerin membranlarinda bulunan lipitlerdir. Serbest
radikallerin, lipitler ile reaksiyonuyla birlikte lipit peroksidasyonu, hiicre membraninin
akiskanlik ve gecirgenliginin bozulmasi gibi son derece onemli zararlar olusabilir. Lipit
peroksidasyonu, ikincil haberciler olarak hareket edebilen ve bu yan {irlinlerin tiretildigi
yerlerden uzak bolgelerde etkinlik gosterebilen toksik yan tirlinlerin asirt liretimine neden

olur.

Serbest radikaller, amino asit iceriklerine bagli olarak proteinlere dogrudan saldirir.
Ornegin triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin ve sistein gibi amino asitler
iceren proteinler, doymamis baglar ve kiikiirt iceren molekiillerdir ve serbest radikallerle
daha reaktif olmalar1 onlar1 daha reaktif hale getirir (Devasagayam ve ark., 2003). Yapisal
proteinlerin fonksiyonlarini ve enzimatik aktivitelerini inhibe ederek hasara neden olurlar.
ROS ve RNS'nin neden oldugu protein oksidasyonu ile olusan zararli iiriinler iyonlarla
reaksiyona girerek radikaller olusturur. Oksitlenmis proteinlerin ¢ogu dogal olarak islevsel
olarak inaktiftir ve hizla temizlenir, ancak zamanla birikerek cesitli hastaliklara ve yasa

bagli hasara neden olurlar.

Ek olarak hidroksil gibi serbest radikaller de karbonhidratlarla da reaksiyona
girerek karbon atomlarinin birinden bir hidrojen atomu ¢ikarir ve karbon merkezli radikal
tiretirler. Olugan bu radikaller hyaluronik asit gibi 6nemli molekiillerde zincir kirilmalarina

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

OH. gibi serbest radikaller tarafindan kolaylikla zarar géren bir diger dnemli parca
ise DNA'dir. Ogzellikle, pirimidinlerin ve piirinlerin C -C5 ¢ift baglari, hidroksil
radikallerinin saldirisina karsi hassastir. Ek olarak, serbest radikal saldirisi, polisentetaz
enziminin (ADP-riboz) aktivasyonuna neden olarak programlanmis hiicre dlimiine ve

DNA pargalanmasina yol agar (Kuraoka ve ark., 2001; Fang ve ark., 2002).
2.3.4. Oksidatif Stres

Organizmalarda radikal oksijen tiirevleriyle olusturduklart enzimatik ve
nonenzimatik anti-oksidan savunma mekanizmalar1 arasinda bir denge s6z konusudur. Bu

dengenin ROS lehine bozulmasiyla oksidatif stres meydana gelerek canlilarda cesitli

patolojik degisikliklere yol a¢maktadir (Kahraman, 2003). Oksidatif stres, oksijen
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gerektiren tiim biyolojik sistemlerde cesitli asamalarda dogal bir siire¢ olarak ortaya c¢ikar.
Biyolojik sistemler, ortaya cikan stresi kontrol altinda tutmak i¢in 6zel mekanizmalar
icerir. Ancak kontrol mekanizmas: yetersiz ise oksidatif hasar olusur (Turna ve ark., 2011).
Viicudu oksidatif stres kaynakli hasardan korumak igin, serbest radikallerin etkisiz hale
getirilmesi 6onemlidir. ROS'nin zararh etkileri, sentetik antioksidanlar veya gida ile alinan
dogal antioksidanlar sayesinde dengelenmektedir (Valenzuela, 2003). Oksidatif hasarin ve
hiicre 6liimiiniin en yaygin nedeni olan oksidatif iiriinler, genellikle orta dereceli oksidatif

stresin sonucudur ve adaptif yanitin bir pargasidir (Bouzid ve ark., 2015).

Oksidatif stres; hiicrede lipid yapilardan olusan zarlarda meydana gelen
peroksidasyon zar akiskanligmin azalmasina neden olur. Sonug¢ olarak zar potansiyeli
azalirken, zar H* ve diger iyonlara kars1 daha gegirgen hale gelir ve zar yirtilarak organelin
igerigi sitoplazmaya salinir (Catala, 2006). Ayrica oksidatif stresin, DNA’da olusan baz
radikallerinin, proteinlerin aromatik aminoasitleri ile kombinasyonu sonucunda DNA-
protein ¢apraz baglari olusturma etkisi de vardir (Cooke, 2003). Boylece ayni zamanda
DNA tamir mekanizmalarim1 baskilayarak, replikasyon ve transkripsiyonu etkileyip DNA
hasarin1 artirmaktadir (Hu ve ark., 1995). Oksidatif DNA hasarinin en yaygin gostergesi
olan yiiksek 8-OH-dG (8-hidroksi-2'-deoksiguanozin) seviyeleri potansiyel olarak
mutajeniktir ve bu nedenle dokularda, plazmada ve idrarda saptanir. Reaktif radikal
kaynaklt DNA hasarindan kaynaklanan iiriinleri belirlemek i¢in gaz kromatografisi (GC),
NMR spektroskopisi ve yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) gibi ¢esitli
yontemler kullanilabilir. Immiinuassay yontemlerden ise baglica daha ekonomik ve kisa
analiz siiresiyle ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) diger yontemlere gore

oldukca avantajlidir (Hardie, 2000).

Insan viicudunda meydana gelen oksidatif stresin iltihaplanma, ateroskleroz ve
yaslanma dahil olmak iizere bir dizi hastalik ve saglik durumunun patofizyolojisi ile
baglantili yikict hiicresel etkiler uyguladig: diistiniilmektedir (Dalton ve ark., 1999; Davies,
2000; Floyd ve Hensley, 2002; Kruidenier ve Verspaget, 2012). Bu sorunlarin iistesinden
gelebilmek i¢in aragtirmacilar hizla antioksidan ve antikanser etkilere sahip biyomolekiiller

saglayan ¢ok 6nemli bir kaynak halindeki likenlere yonelmislerdir (Aoussar, 2020).

2.3.5. Antioksidanlar ve Likenlerde Antioksidan Aktiviteleri

Biyolojik sistemler, hiicresel yapilarin zarar gérmesini dnlemek i¢in antioksidan

sistemler veya kisaca antioksidanlar adi verilen savunma mekanizmalarina sahiptir. Bu
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sistemler serbest radikallerin ve daha spesifik olarak ROS’un hiicrelere zarar vermesini
engeller. Antioksidanlar, radikallerle olan hizli reaksiyonlariyla
otooksidasyon/peroksidasyonun gelismesinin Oniline gegerler. Endojen (antioksidan
enzimler gibi) ve eksojen (vitaminler gibi) olmak tizere iki gruba ayrilabilirler (Diindar ve
Aslan, 1999; Gupta ve ark., 2014).

Antioksidanlarin etki mekanizmasi, oksijeni ortamdan uzaklastirma veya oksijen
seviyelerini yerel olarak diisiirme mantigr ile ¢alisirlar. Bu mekanizmalar katalitik metal
iyonlarint ortamdan uzaklastirirlar. Yine olduk¢a Onemli rollere sahip ROS’lar olan
siiperoksit veya hidrojen peroksit gibi elemanlar1 da ortamdan uzaklastirir veya daha zayif
molekiillere ¢evirirler.  Boylelikle serbest radikal hasarina neden olan zincirleme
reaksiyonlarin baslamasi engellenir. Ayrica serbest radikallerin neden oldugu hasarlar
onarirlar (Gutteridge, 1995). Dogal antioksidanlar ile karsilagtirilmak suretiyle standart bir
antioksidan aktivite Olglim sistemine sahip olmak i¢in sentetik antioksidanlar
gelistirilmistir. Glinlimiizde islenmis gidalarin ¢ogu sentetik antioksidan igermektedir fakat
yapilan bircok bilimsel ¢alisma bu antioksidanlarin olduk¢a kararli ve ucuz olmasina
ragmen potansiyel yan etkilerinin ihmal edilemeyecek diizeyde oldugunu gostermektedir
(Ahmad, 2015). Bu nedenle, son yillarda gida ve tip sektoriinde dogal bitkisel
antioksidanlar lizerine yogun bir ilgi artis1 gozlenmektedir. Dogal olarak meydana gelen
birgok antioksidan bitkiler tarafindan {iiretilmektedir. Antioksidan bilesik grubu olan
flavonoidler en ¢ok yararlanilan bitkisel tiriinlerden biridir. Fenolik asitler, karotenoidler

ve vitaminler de diger 6nemli dogal antioksidan maddelerden bazilaridir (Moukette, 2015).

2.3.5.1. Ekzojen Antioksidanlar
Eksojen antioksidanlar, eksojen vitamin antioksidanlar1 ve ila¢ olarak kullanilan
eksojen antioksidanlar olarak ayrilabilir. Disaridan alinan a-Tokoferol (Vitamin E), -

karoten (Vitamin A), askorbik asit (Vitamin C) ve folik asit (Vitamin B9) vitamin kaynakli
antioksidanlardir (Diindar, 1999; Yegen Berrak, 2009; Aydemir ve Karadag Sar1 2009).
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Tablo 2.3. Ekzojen antioksidanlar

Antioksidan Etki mekanizmasi

Askorbik asit Hidroksil radikallerini (OHe¢) temizler

B -Karoten Yagda ¢6ziiniir radikaller ile singlet oksijeni temizler
Vitamin E Yagda ¢oziiniir, zincir kiric1 etki gosterir

E vitamini, yiiksek antioksidan giice sahip, yagda c¢oziinen bir vitamindir.
Insanlarda en biyoaktif formu a-tokoferoldiir. a-Tokoferol, serbest radikallerin neden
oldugu hiicre zar1 hasarina kars1 koruma saglar. Bir antioksidan olarak ana islevi, lipid
peroksidasyonuna kars1 koruma saglamaktir. E vitamini, antioksidan kapasitesi ¢ok yiiksek
olan genis spektrumlu bir vitamindir. Kolon kanseri, prostat kanseri, meme kanseri, bazi
kardiyovaskiiler hastaliklar, iskemi, katarakt, artrit ve norolojik bozukluklara karsi
korunmada 6nemli rol oynar (Pham-Huy ve ark., 2009). Radikal temizleme, zincir kesme,
inhibisyon, hasarli yapilarin onarimi ve viicudun savunma sisteminin giiglendirilmesi gibi
tiim mekanizmalar1 kullanarak antioksidan islevini ¢ok iyi yerine getirmektedir (Diindar ve

Aslan, 1999).

C vitamini, askorbik asit olarak da adlandirilan suda ¢oziinen bir vitamindir.
Kollajen, karnitin ve ndrotransmitterlerin biyosentezi ic¢in gerekli vitamindir (Li ve
Schellhorn, 2007). Siiperoksit, hidroperoksil, singlet oksijen, ozon, peroksinitrit, nitrojen
dioksit, hipoklor6z asit vb. ve reaktif nitrojen tiirleri. C vitamini, yagda ¢oziinen radikalleri
temizleyerek {iiretilen a-tokoferoksil radikallerinden a-tokoferolii yeniden iireterek bir

stiperantioksidan gorevi gorebilir (Carr ve Frei, 1999).

Karotenoid ailesinin yagda ¢oziinen bir iiyesi olan beta-karoten, A vitamininin aktif
formuna doniistiiriilebildigi i¢in bir provitamin olarak kabul edilir. Karanlikta goriis i¢in
retinada retinole déniisiir. Giiclii bir antioksidan ve en iyi * O, temizleyicidir (Pham-Huy
ve ark., 2008).

Folik asit (pteroilglutamat, vitamin B9 veya vitamin M) 6ncelikle DNA sentezi ve
kirmizi kan hiicresi liretimi i¢in gereklidir. Suda ¢oziinen bir B vitamini grubudur.
Dogurganlikta 6nemli bir rol oynar. Hamilelik, bebeklik ve biiylime sirasinda hiicre

boliinmesi gibi ¢esitli roller oynar. Erkek spermatogenezi i¢in de folik asit gereklidir
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(Hussein ve ark., 2012). ROS’u temizleyen ¢ok giiclii bir antioksidandir (Ebaid ve ark.,
2013). Folik asit tek basina veya diger B vitaminleri ile birlikte plazma homosistein
diizeylerini diistirmede c¢alisir. Folik asitin yani sira C vitamini ve E vitamini gibi
antioksidan 06zelligi olan 6nemli vitaminler de homosistein tarafidan gelisen oksidatif

damar hasarini 6nlemede rol oynar (Title ve ark., 2000).

2.3.5.2. Endojen Antioksidanlar

Endojen antioksidanlar enzim yapisinda olanlar ve enzim yapisinda olmayanlar seklinde

smiflandirilmaktadir.

Tablo 2.4. Endojen antioksidanlar

Enzim olmayanlar

Albiimin Bakir ve Hem grubu baglar, HOCI’u ortamdan temizler
Seruloplazmim Bakir iyonlarini baglar
H, O; ’1 kullanarak bakirin reoksidasyonunu saglar

Transferrin Ferrik haldeki demir iyonlarini (Fes+) baglar
Laktoferrin Ferrik iyonlarini diisiik pH degerlerinde baglar
Haptoglobin Hemoglobini baglar
Hemopeksin Hem grubunu baglar
Biliriibin Peroksil radikallerini temizler
Glikoz Hidroksil radikallerini (OHe*) temizler
Urat Radikalleri temizler ve metalleri baglar
Melatonin Hidroksil radikallerini (OHe*) temizler
Mukus Hidroksil radikallerini (OHe¢) temizler
Enzim yapida olanlar
Stiperoksit dismutaz Siiperoksit radikalini temizler

(SOD) 0, ~ +2H" > H,0, + O,
Katalaz (CAT) Yiiksek konsantrasyondaki hidrojen peroksiti ortamdan
uzaklastirir

2H;0, + O3 - 2H,0 + O,
Glutatyon peroksidaz Diisiik konsantrasyondaki hidrojen peroksiti ortamdan uzaklastirir
(GPX) H,0, +2 GSH = GSSG+2H, O
Sitokrom oksidaz Oksijenin suya indirgenmesi sirasinda aktif oksijenin ortama
salinimini engelleyerek ROS (H, O,, OHe, O, ) olusumunu engeller
GSH: Rediikte glutatyon GSSG: Okside glutatyon
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2.3.5.3. Nonenzimatik Antioksidanlar

Enzimatik olmayan antioksidanlar arasinda; glutatyon, melatonin, iirik asit,
bilurubin, albiimin, koenzim Q10, selenyum, a-lipoik asit, seruloplazmin ve transferrin yer
almaktadir (Droge, 2002; Sen ve Chakraborty, 2011). Glutatyon, neredeyse biitiin
Okaryotik hiicrelerde sentezlenmektedir. Bu sebeple yiiksek yogunluklarda bulunmaktadir.
Hiicrelerin redoks durumunun stabil kalmasina, detoksifikasyon sisteminin isleyisinde,
eikosonoidlerin  sentezlenmesinde, sinyal mekanizmalarinin diizenlenmesinde, gen
ekspresyonunda ve hiicrelerin apoptozunda bir antioksidan gorevi gérmektedir (Townsend
ve ark., 2003). Hiicrelerde bulunan glutatyon %85-90’1 oraninda sitoplazmadadir. GSH,
sitoplazmada sentezlendigi durumlarda mitokondri, ¢ekirdek, peroksizomlar ve
endoplazmik retikulumda da bulunabilir (Green ve ark., 2006; Kalinina ve ark., 2014).
Glutatyon, GPx’in katalizlemesiyle birlikte lipit peroksitleri ve H, O, ’yi detoksifiye
ederek ya da singlet oksijen ve OH" ’yi temizlerek radikallerle miicadele eder (Sen ve
Chakraborty, 2011).

Pineal (epifiz) bezden endojen olarak iiretilip dolasima salgilanan melatonin (N-
asetil-5-metoksi-triptamin), ayn1 zamanda organizmada bagka bircok yerde de
sentezlenmektedir. Karanlikta ise triptofandan sentezlenir (Hevia ve ark., 2014).
Melatonin, hiicre i¢i her boliimdeki makromolekiilleri, protein ve lipitlerin yani sira hem
niikleer hem de mitokondriyal DNA'y1 serbest radikal oksidatif hasarindan korur.
Dogrudan bir serbest radikal siipiiriiciisii ve dolayli yoldan da antioksidan olarak her yerde
rol almasiyla, olduk¢a genis yelpazede etki saglamaktadir. Bu sayede melatonin, singlet
oksijen, nitrik oksit, hidroksil radikalleri, hidrojen peroksit, peroksinitrit anyonlar1 ve
peroksinitratlar dahil olmak {izere bir¢ok reaktif tiirli ve ¢esitli serbest radikal formlarini
temizler. Melatonin, hiicre zarlarim1 giiglendirerek oksidatif hasara karsi direnmelerine
yardimct olur. Serbest radikal {iretimini ve elektron sizintisini azaltarak elektron tagima

sisteminin verimliligini arttirir (Reiter ve ark., 2006).

Urik asit insanda piirin katabolizmasinin son oksidasyon iiriiniidiir (Iliesiu, 2010).
Urik asit aslinda bir atik iiriin olarak da kabul edilerek yogunlugundaki yiikselmeyle
beraber kristalize olarak, bobrek taslart ve provoke gut artritise sebep olmaktadir. Kandaki

toplam antioksidan kapasitesinin yaklasik olarak yarisimi {irik asitin etkinlikleriyle
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olusturuldugu diisiiniilmektedir. Urik asit, peroksinitrit anyonu, peroksinitrik asit,
hidroksil, singlet oksijen ve siiperoksiti etkisizlestirerek geg¢is metallerini selatlar (Waring,
2002; Kumar ve ark., 2015).

Bilirubin, aslinda omriinii dolduran eritrositlerin pargalanmasiyla eritrositlerin
igerisindeki hemoproteinlerinin yikimiyla meydana gelmektedir. Kan dolasiminda
karaciger, bilirubini biyotransformasyona ugratarak safra veya idrarla disariya atar.
Oldukga etkili bir antioksidan oldugu icin peroksil radikallerini etkileyerek zincir kirici
etki gosterir (Gutteridge, 1995; Burtis ve Ashwood, 2005).

Albumin ise, yiiksek derecede c¢oziinebilme Ozelligindedir ve insan kani
plazmasinda 35-50 mg/ml civarinda bulunup, énemli fizyolojik ve farmakolojik etkilere
sahiptir. Viicut igerisindeki farkli boliimler arasindaki sivinin dagilimi ve hiicrelerdeki
ozmotik basicin diizenlenmesinde kilit bir protein olarak gorev yapmaktadir. Albiimin
olusan HOCI oksidanlarmi da siipiiriici 6zelliktedir (Roche ve ark., 2008). Genel olarak

albiimin plazmada 6nemli ve en etkili antioksidanlardan biri sayilmaktadir.

Koenzim Q10 (CoQ10, ubikinon, vitamin Q10, ubidekakinon, ubidekarenon),
ubikinonlar olarak taninan bilesiklerin bir iyesidir. Ubikinonlar1 hayvanlar ve insanlar
viicutlarinda  sentezleyebildiginden dolayr vitamin sayilmazlar. Koenzim Q10’un
insanlarda sentezi tirozinden dogal olarak olusturulan vitamin benzeri benzokinon
bilesigidir. Hiicrelere enerji saglanmasinda hayati dneme sahiptir. Aerobik solunum,
aerobik metabolizma ya da hiicre solunumu siire¢lerinde 6nemli gorevler iistlenir.
Koenzim Q10, neredeyse biitiin hiicre membranlarinda bulunmasinin yani sira
lipoproteinlerde de bulunmasiin sebebi lipitlerdeki ¢o6ziiniirliigiiniin oldukca yiiksek
olmasidir. Ayrica, mitokondri i¢ zarinda bulunan, en az lic mitokondri enzimi (Kompleks I,
II, TII) i¢in kofaktor etkidedir ve oksidatif fosforilasyonda gorev yapmaktadir. Lipit ve
protein peroksidasyonunu baskilayip, antioksidan olarak serbest radikalleri siipiiriir.
Lipofilik antioksidan seklindeki indirgenmis formu ubikinoldiir (CoQH2). Elektron tagima
sisteminde elektron ve proton taginmasina katilir. H, O, ve O, .” gibi toksik ROS’lara karsi
etkin bir koruma saglamaktadir. Koenzim Q10, E vitaminine benzer bir oranda lipid
peroksidasyonunu oOnler, aktif formunu yenilemek igin alfa-tokoferol ile sinerjik olarak
calisir ve C vitaminininkine benzer bir mekanizma ile ¢alisir (Glirkan ve Bozdag-Diindar,

2005).

Giiclii bir antioksidanlardan olan a-Lipoik asit (LA), hidroksil, hipoklor6z asit,
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peroksinitrit anyonu ve singlet oksijeni siipiirtr.

Selenyum ise antioksidan ve bagisiklik diizenleyici fonksiyona sahip temel bir
element olarak aminoasit sentezinde kullanilmaktadir. GPx aktivitesini artirarak ROS
olusumunu baskilamaktadir. Selenoproteinlerin fonksiyonunda ¢ok Onemlidir ve
selenosistein olarak isimlendirilir. Insan viicudunda antioksidan enzimler (glutatyon
peroksidaz), antioksidan proteinler (selenoproteinler P ve W) ve diger metabolik enzimler
olarak islevlerine gore siiflandirilan 25 tip selenoprotein vardir (Kim ve ark., 2014).
Beyinin de i¢inde bulundugu bir¢ok dokuda sentezlenen seruloplazmin ve transferrin

kiymetli antioksidan proteinlerdir.

Seruloplazmin bir serum glikoproteinidir ve kandaki Cu’nun %95’ini tasir.
Transferin ise bir tastyici proteindir ve hiicrelere Fe*® taginmasindan sorumludur. Ayni
zamanda bir biiylime faktoriidiir. Seruloplazmin, Cu metabolizmasinda kullanilmaktadir.
Ayrica eritrosit membranlarindaki ¢oklu doymamis yag asitlerini reaktif oksijen tiirlerinin
neden oldugu hasarlardan koruyarak bir antioksidan gorevi goriir. Transferin ise viicut
stvilarinda diisiik konsantrasyonlarda bulunurken esas olarak serumda yer almaktadir.

Antioksidan olarak gorevi ise serbest ferr6z iyonlarinin konsantrasyonundaki azalmay1

saglamaktir (Chauhan ve ark., 2004).
2.3.5.4. Enzimatik Antioksidanlar
Stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve

Glutatyon rediiktaz (GR) enzimatik savunma hattin1 olusturan antioksidanlardir (Valko ve

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

Stiperoksit dismutaz (SOD), siiperoksit radikalini (O»*") hidrojen peroksit (H, O)
ve molekiiler oksijene (O, ) katalize eden enzimatik bir antioksidandir. Hidrojen peroksit

daha sonra, CAT veya GPx kullanilarak uzaklastirilir.
SOD 202+ 2H - 20, + O3
Sekil 2.3: SOD’1n siiperoksit radikalini katalizlemesi

Insan viicudunda SOD; sitozolde bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) iceren siiperoksit
dismutaz (Cu/Zn SOD) seklinde, mitokondride manganez (Mn) igeren siiperoksit dismutaz
(Mn SOD) seklinde ve ekstraselliiler matrikste ekstraselliiler siiperoksit dismutaz (EC
SOD) seklinde bulunmaktadir (Young, 2001; Sen ve ark., 2011). Reaktif oksijen tiirlerine
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kars1 ilk savunma hattin1 olusturur (Sen ve ark., 2010). Ornegin ekstraselliiler siiperoksit
distimutaz, akciger dokusunda tip II epitel hiicrelerinin ve solunum yollar1 ile kan
damarlarin1 ¢evreleyen diiz kas hiicrelerinde yogunlasmistir ve hiicre dis1 diizeyde O, .
’leri enzimatik olarak etkisizlestirebilen tek antioksidan goérevindedir. Bu sebeple EC SOD
oksidan hasari, inflamasyon ve fibrozis gibi bir¢ok akciger hastaligin 6nlenmesinde énemli

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

Katalaz, peroksizomlar gibi hiicre i¢i organellerde ve daha az dlgiide mitokondri ve
endoplazmik retikulumda bulunmaktadir. Hidrojen peroksitin, H, O ve O; ’ye doniisiimiinii

katalize eder (Limon ve Gonsebatt, 2009).

Hidrojen peroksit ise bir radikal degildir ve biyolojik agidan 6nemli molekiillerin
cogu ile reaksiyona girmez ancak Fenton reaksiyonunda en reaktif oksijen tiirlind,
hidroksil radikalini (OH.) olusturan bir onciidiir. Cu ve Fe iyonlan tarafindan katalize
edilir (Larson, 1998; Cheung ve ark., 2001).

Glutatyon peroksidaz, hiicrelerin sitoplazmasindadir. H, O, sebebiyle olusan
oksidatif hasara karst H, O, ’den OH. ’nin olusmamasini saglar (Sen ve Chakraborty,
2011). H; O; ’yi ve lipit hidroperoksitler, DNA hidroperoksitler gibi organik
hidroperoksitleri metabolize eden bir enzimdir. Elektron kaynagi olarak glutatyonu (GSH)
kullanir. Glutatyon peroksidaz enziminin iki ana tipi mevcuttur. Bunlardan biri olan
selenyum bagimli glutatyon peroksidaz (Se-GPx), aktif bolgesinde selenyum igermektedir.
Bir digeri ise selenyumdan bagimsiz olan glutatyon peroksidazdir (GST). (Se-GPx), H, O,
ve organik hiperoksitlere kars1 etki gosterse de GST esas olarak organik hidroperoksitleri
metabolize etmek i¢in kullanilir (Guemouri ve ark., 1991; Reiter ve ark., 1995; Halliwell,

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

Glutatyon rediiktaz da flavin adenin diniikleotid (FAD) igeren bir flavoprotein
enzimidir. NADPH'den oksitlenmis glutatyonun disiilfit baglarina bir elektron aktararak
tekrar GSH'ye doniistiiriiliir. Bu NADPH, serbest radikal hasarinit 6nlemek i¢in gerekli bir
adimdir ve ana kaynag: heksoz monofosfat (pentoz fosfat) yoludur (Ozkan ve Fiskin, 2004;

Sen ve ark., 2010).

Likenlerde antioksidan aktivite i¢in yapilan ¢alismalarda, Bazi liken tiirlerinin
farkli konsantrasyonlardaki metanol ekstraktlarinin antioksidan aktivitesi DPPH ydntemi
ile test edilmis ve farkli konsantrasyonlarda liken tiirlerinin antioksidan aktivitesi

gozlenmistir (Kumar ve ark., 2009). Baska bir ¢alismada ise liken tiirlerinden kirmizi ve
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sar1 renkli pigmentler elde edilerek antioksidan kapasiteleri incelenmis ve pigmentlerin
antioksidan aktivite gosterdikleri bildirilmistir (Kinoshita ve ark., 2010). Ornegin
Ramalina nervulosa liken tiiriinden etanol, su ve petrol eteri ile ekstrakte edilen
numunelerin antioksidan kapasiteleri arastirilmis ve tiim ekstraktlarda antioksidan aktivite
gbzlenmistir. Sonug olarak liken tiirleri, dogal antioksidan ajanlarin iiretimi i¢in potansiyel

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

2.3.6. Antimikrobiyallerin Genel Ozellikleri ve Liken Sekonder Metabolitlerinin
Antimikrobiyal Aktivitesi

Antimikrobiyaller enfeksiyon sonucunda olusan hastaliklarin tedavisinde kullanilan
ve bakterilerde zamanla olusan dirence kars1 dikkatli dozlarda verilmesi gereken
maddelerdir. Antibiyotikler ise bazi bakteri ve mantarlarda onlara zarar veren diger
bakterilerin lirememelerini saglayan (bakteriostatik) veya oldiiren (bakteriosidal) dogal
maddelerdir. Sentetik olarak sentezlenen ve antibiyotiklerle ayn1 6zelliklere sahip kimyasal
bilesiklere de kemoterapotik ajanlar denir. Bazi antibiyotik ve tiirevleri semi-sentetik
antibiyotiklerdir ve antibiyotik ve kemoterapotik terimlerinin ikisini birden kapsamasindan

dolay1 antimikrobiyal seklinde adlandirilmistir (Khardori, 2006).

Antibiyotik kesiflerinin azalmasiyla ve evrensel bakteri direncinin ardindan bilim
adamlari, direngli bakteri suslarinin tehlikesiyle yiizlesmek igin bu gelisen soruna yeni
¢Ozlimler aramaya baslamiglardir. Likenler, antibiyotik etki mekanizmalarina gére bu krize
basvurulacak yerlerden birini olusturmaktadir. Burkholder ve ark., likenlerin antibiyotik
giiciinli inceleyen ilk ekip olmuslardir. Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis ve
Escherichia coli, 42 liken tiiriiniin 6ziitlerine duyarliliklarini test etmek igin kullanilan
suglardi. 27 likenin S. aureus ve / veya B. subtilis'i inhibe edebildigini ve E. coli' nin tiim
ekstretlara direng gosterdigini bulmuslardir (Burkholder ve ark, 1944). Likenler, antiviral,
antimikrobakteriyel, antitiimor, anti alerjik, bitkilerin biiylimesini inhibe edici aktiviteleri
vb. nedeniyle biiyiik ilgi géren ¢ok sayida ikincil metabolit iiretirler. Mikroorganizmalarin
mevcut antibiyotikler ilizerindeki artan direnci nedeniyle, antimikrobiyal aktiviteleri de
yogun bir sekilde arastirilmaktadir (Halama ve Haluwin, 2004; Giilliice ve ark., 2006;
Canden ve ark., 2006; Rankovic ve ark., 2007). Piyasaya yeni antibiyotikler sunmak i¢in
direncli oldugu kadar hassas bakteri suslar1 da test edilmis ve liken bilesiklerine duyarli
olduklar1 bulunmustur. Ornegin, Segatore ve ark. 2012'de bu konunun verimliligini test

etmislerdir. S. aureus'un 20 farkli metisiline diren¢li klinik izolatina karsit bilinen
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antibiyotiklerle bir liken bilesigi olan usnik asidin birka¢ kombinasyonuyla ¢alisarak, usnik
asidin tiim S. aureus suslarinin % 50 ve 90'mn1 sirastyla 2 ve 4 pg / mL ile inhibe
edebildigini bulmuslardir. Ek olarak, bununla gentamisin arasinda sinerji kaydedilmistir,
fakat levofloksin ile bir antagonizm bulunmus ve son olarak eritromisin ile bir fark
olmadig1 goriilmiistiir. Ancak usnik asidi klindamisin ve oksasilin ile birlestirerek degisken
sonuclar verdigi goriilmiistiir (Segatore ve ark., 2012). Cesitli patojen mikroorganizmalarin
inhibisyonuna yonelik baska bir calismada, likenlerden elde edilen protosetrarik asit,
fumarprotosetrarik asit, stiktik asit ve lekanorik asitin aktiviteleri arastirilmis ve on fungus
tirii ile on altt bakteri tiirlinde antimikrobiyal aktivitenin yiiksek diizeyde oldugu

bildirilmistir (Rankovic ve ark., 2008).

Likenlerin bu umut verici antibiyotik yoniiniin yani sira, bazi dezavantajlar
nedeniyle modern tipta sinirh bir sekilde kullanilmaktadirlar. Ancak, likenlerin yavas bir
biiylime hizina sahip olmasina ve bilim adamlarinin likenlerin in vitro ¢cogaltilmasiyla ilgili
zorluklarla karsilagsmasina ragmen, son teknolojik gelismeler bu zorluklari asmaktadir.
Likenlerin kiiltiire alinmasindaki gelismeler, likenlerdeki biyosentetik yollar1 arastirmak
icin alternatif molekiiler genetik teknikler, liken genlerini iyi fermente etme kabiliyetine
sahip bir vektor konakg¢iya sokmak ve biiylik miktarlarda liken metabolitleri vermek, liken
bilesiklerini sentezlemek igin E. coli gibi endojen kimyasal bir profili karakterize etmek ve
liken metabolitlerinin ¢6zlindiiriilmesine yonelik yontemlerin gii¢lendirilmesi, bu biyolojik

acidan 6nemli kaynaktan yararlanmanin etkili yollar1 olmustur (Shrestha ve Clair, 2013).

2.3.7. Liken Metabolitlerinin DNA Koruyucu Etkisi (DNA Cleavage)

Dogada likenlerin biyoaktif metabolitleri UV korumasi, yirticilara ve patojenik
mikroorganizmalara karsi savunma gibi ekolojik roller de {istlenirler (Oksanen, 2006;
Gomez-Serranillos ve ark., 2014). Daha bagka yapilan ¢alismalarda antioksidan gii¢lerine
gore Sili likenlerin ekstrelerinden edilen bazi bilesiklerin ultraviyole radyasyona (UV-R)
kars1  koruma  gosterdikleri  goriildiigiinde UV  emiliminden kaynakli liken
metabolitlerinden yola ¢ikilarak giines kremleri iiretilmistir (Rancan, 2002). Normal sartlar
altinda insan derisi, goriiniir ve UV 1sinlarinin zararh etkilerini azaltan mekanizmalara
sahiptir. Bununla birlikte, yiiksek seviyelerde UV i1smnlarmma maruz kalmak, hiicresel
antioksidanlarin tiikkenmesine ve nihayetinde reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu UV
kaynakl1 oksidatif DNA hasarina yol agabilir (Gutteridge, 1984). DNA’nin molekiiler

bitiinliigii ekzojen veya endojen faktorler tarafindan stirekli tehdidi altindadir. Bu
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faktorlerin etkisiyle genetik materyalde degisiklikler meydana gelir. Bu durum DNA hasari
olarak ifade edilmektedir (Kulaksiz ve Sancar, 2007). UV 1sinlarina kars: etkileri in vitro
kosullarda arastirilan liken metabolitlerinden UV-koruyucu etkisi tallusta oksidatif stres
olusturarak UV koruyucu etkisi en iyi olan usnik asit oldugu belirlenmistir. Béylece UV
15181na karsi serbest radikallerle koruma gerceklestirmistir (Rancan ve ark., 2002; Varol ve
ark., 2015; Rojas, 2015). UV' ye maruz kaldiktan ¢ok kisa bir siire sonra 1ginlanmis dokuda
stiperoksit anyonu ve hidroksil radikallerinin iiretildigi belgelenmistir. Asir1 kimyasal
reaktiviteleri nedeniyle, bu oksijen radikalleri hiicresel siirecleri, lipit peroksidasyonu,
DNA'nin béliinmesi, degistirilmis enzim aktivitesi, polisakkaritlerin polimerizasyonu ve

hiicre 6liimii gibi bir dizi mekanizmay1 bozabilmektedirler (Pentland, 1994).

2.3.8 Likenlerden Elde Edilen Sekonder Metabolitlerin Kanserli Hiicreler Uzerinde
Sitotoksik Etkilerinin Arastirilmasi

Kanser, dokular istila eden ve bu dokularin tahrip olmasina neden olan, hiicrelerin

anormal ¢ogalmasi ile karakterize olmus tehlikeli bir hastaliktir (Gennari ve ark., 2007).

Kanser tedavisi igin kullanilan yontemlere kemoterapi denilmektedir. Kanser
hiicrelerini yok eden veya bu hiicrelerin biiylimesini kontrol altina alan antikanser
ozellikteki ilaclar kullanilmaktadir. Kemoterapide kullanilan ilaglarin hedef hiicreleri
tizerinde etkili olmalar1 beklenmektedir. Ancak yapilan bir¢ok calismada, kullanilan
ilaglara kars1 kanser hiicrelerinin direng kazandigi gosterilmistir. Hatta bazi1 durumlarda
coklu ilag direnci ortaya ¢ikmis ve bu durum kanser farmakoterapisinde basariyr olumsuz

yonde etkilemistir (Housman ve ark., 2014).

Mevcut antikanser ilaglarin %60’indan fazlas1 dogal kaynaklardan gelistirilmistir
(Cragg ve Newman, 2005). Kanserin olusmasina bir¢cok etki sebep olmaktadir. Bunlar;
ultraviyole 1sinlari, radyasyonlar, X-isinlari, kalitsal sebepler ve kimyasal maddelerdir.
Liken sekonder metabolitlerinin antikanser etkisi tizerine yapilmis birgok c¢alisma
mevcuttur (Hanahan ve Weinberg, 2000). Kanser kan dolasimi ve lenfatik damarlar
yoluyla uzak organlara yayilir. Iki tip gende rahatsizlik meydana geldiginde, yani kanser
hiicrelerinin biiylimesinden sorumlu onkogenler ve kanserin gelismesini engelleyen timor
baskilayic1 genler ortaya c¢iktiginda meydana gelir (Knudson, 2001). Kanser hiicresi
Olimiine apoptoz yolagi sebep olmaktadir. Apoptoz, DNA yogunlasmasi, hiicre kiiclilmesi
ve hiicre yiizeyinde hasarlara neden olur buna da apoptotik hiicre 6liimii denilmektedir

(Fink ve Cookson, 2005). Hiicre oliimiinii belirlemek i¢in uygun maliyetli, giivenilir ve
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tekrar edilebilir olan sitotoksisite deneyleri kullanilmaktadir. En yaygin kullanilan yontem
MTT yontemidir. Bu yontem hiicre canliligini, hiicre cogalmasini ve kimyasal maddelerin
sitotoksisite etkilerini belirlemek amaciyla kullanilan en yaygin yontemlerden birisidir.
MTT mavi formazan kristalleri olusturmaktadirlar. Sar1 renkli MTT boyas1 ile canli
hiicreler mor renge boyanmakta, 6lii hiicreler ise boyanmamaktadir. Bu islemlerden sonra,
mitokondri ve hiicre canliigimi degerlendirmek icin elde edilen kristallerin sayisi

kolorimetrik olarak belirlenir (Denizot ve Lang, 1986).

Karsinogenez, proliferasyon ve apoptoz arasindaki dengesizlik, uygunsuz aktivite
ile olusmaktadir. Epigenetik ve transkripsiyon faktorleri, anti-oksidatif savunma
mekanizmalarinin baskilanmasi ve artmasi anjiyogenezde nihayetinde artan invazivlige ve
metastaz olusumuna yol agarak kanserin yayilmasini gergeklestirir. Tiim bu karsinogenez
mekanizmalariin dogrudan bitki ikincil metabolitleri-fitokimyasallar i¢in molekiiler

hedefler oldugu belgelenmistir (Uramova ve ark., 2018).

Sekonder metabolitlerden usnik asit ve birgok liken asiti ilizerinde yapilan bir
calismada; MTT (3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) yontemi ile
liken asitlerinin insan kanser hiicresi tizerine sitotoksik etkisi degerlendirilmistir. Kanser
hiicreleri, oldiiriicii konsantrasyonlarda apoptozu indiikleyerek segici sitotoksisiteye tabi
tutulmus ve Oldiiriicii olmayan konsantrasyonlar, kanser hiicresi tiimorijenezi ve
motilitesinin inhibasyonunu, epitelyal-mezenkimal gec¢isin (EMT) inhibasyonu ve Akt
fosforilasyonunun inhibasyonu goriilmiistiir. Ayrica, antikanser aktivitesinin usnik asitten
daha etkili oldugu bildirilmistir. Sonu¢ olarak usnik asit i¢in belirlenen IC50 degerinde
apoptotik hiicre sayisinda artis oldugu belirlenmistir (Nguyen ve ark., 2014). Baska bir
calismada ise bazi liken tiirlerinin sitotoksik aktiviteleri dort insan ve iki fare kanser hiicre
hatlar1 lizerinde test edilerek, liken tiirleri i¢in sitotoksik aktivite bildirilmistir (Bezivin ve
ark., 2003). Yapilan ¢esitli kanser caligmalarinda birgok liken tiirlinlin antikanser etkileri
ortaya konulmustur. Bu ¢alismalarda; kanserli hiicrelerin anjiyojenezini i¢in 6nemli bir
basamak olan migrasyonu engelledigini rapor etmistir (Koparal ve ark., 2010). Fare
miyoloma hiicrelerinin ¢ogalmasini belirgin olarak azalttigi bildirmistir (Triggiani ve ark.,

2009).

Liken metabolitlerinin antiproliferatif, sitotoksik ve apoptotik etkileri insan meme
kanseri hiicreleri iizerindeki calismalarinda, kanser tedavisinde etkili adaylar olabilecegi

bildirilmistir (Coskun ve ark., 2015).
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Boylece yapilan calismalarla biyoaktif metabolitlerin biyosentezi, farkl
organizmalarla biyoreaktorlerde veya diger hiicre kiiltiirlerinde in vitro kosullarda yeni
teknolojiler kullanilarak arttirilnustir. Ornegin elisatdrlerin veya onciilerin kullanimi

sekonder metabolitlerin {iretimini arttirmaya olduk¢a yardimci olmustur (Almagro ve ark.,
2017).

2.3.9. Calisilan Liken Ornegi ve Botanik Ozellikleri

Squamarina cinsinin bilimsel siniflandiriimast;
ALEM: Fungi
SUBE: Ascomycota
SINIF: Lecanoromycetes
TAKIM: Lecanorales
FAMILYA: Stereocaulaceae
CINS: Squamarina

TUR: Squamarina cartilaginea (With.) P. James

Sekil 2.4. Squamarina cartilaginea (With) P. James.

Calismada kullanilan Squamarina cinsi, iyi gelismis bir ist ve alt korteks
igermeyen, yayilan loblar veya {ist iiste binen pullar olusturarak kiregli toprak ve kayalarda
kendilerini gosterirler (Sharnoff ve ark., 2001). Cins yaygin bir dagilima sahiptir ve 28 tiir
icermektedir (Kirk ve ark., 2008).

2.3.10. Squamarina Cinsi Uzerine Yapilan Aktivite Calismalar:
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Simdiye kadar ¢ok az ¢alismada Squamarina 'nin kimyasal bilesenleri rapor edilmis
ancak squamarone adli bir naftokinon izole edilmistir (Himmelreich ve ark., 1994).
Squamarina cinsi {izerinde yapilan gesitli calismalarda Squamarina lentigera tiiriiniin usnik
asit ekstresinin B. megaterium ve B. subtilis gibi bakterilere kars1 gii¢lii inhibitor aktiviteye
sahip oldugu bulunmus ve 6nemli antimikrobiyal etki belirlenmistir. Usnik asit miktar1 ile
antimikrobiyal aktivitenin iligkili oldugunu ve usnik asit konsantrasyonu arttik¢a
antimikrobiyal aktivitenin de arttig1 tespit edilmistir (Cansaran-Duman ve Halici, 2012).
Ayrica Squamarina lentigera tiiriinden sar1 boya yapmak i¢in kullanilabildigi belirtilmistir
(Brough, 1988).

2.3.11. Squamarina cartilaginea Uzerine Yapilan Aktivite Calismalari

Squamarina cartilaginea'dan elde edilen psoromik asit, Streptococcus gordonii ve
Porphyromonas gingivalis oral patojenlerine karsi gii¢lii antibakteriyel aktivite

gostermistir (Sweidan ve ark., 2017).

Aralarinda Squamarina cartilagine ve diger baska liken tiirlerinin de oldugu bir
calismada S. cartilaginea ’nin metanol ekstraktlarinin en yiiksek DPPH'ye sahip oldugunu
gosterilmistir. Antioksidan kapasitesi (ICse= 0.9 pg mL™) ve en yiiksek demir azaltic giig
bu tiirlin aseton ekstretinda goriilmiistiir. Fourier doniisiimii kizilotesi spektroskopisi (FT-
IR) ve niikleer rezonans spektroskopisi (NMR) ile tarandiginda sonuglar ekstrenin fenoller,
aromatik bilesikler ve yag asitleri bakimindan zengin oldugunu gostermistir. Genel olarak,
S. cartilaginea ’'nin degerli 6zelliklere sahip potansiyel olarak biyoaktif bilesiklerin zengin

bir kaynagi oldugu belirlenmistir (Mendili ve ark., 2021).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Cahismada Kullanilan Liken Tiirii

Calismada kullanilan liken Ornegi, arazi calismalar1 (Tablo 3.1) yapilarak taze
olarak toplanmistir. Arazi calismalar1 sirasinda; Orneklerin taginmasi icin sirt cantasi,
ozelliklerin not edilmesi i¢in arazi not defteri, kursun kalem, kese kagitlari, drneklerin
sarilmasi i¢in kagit ve toplanmasi icin ¢ekic, keski ve bicak gibi aletler kullanilmistir.
Arazi posetleri iizerine substrat ¢esidi, istasyonun yiiksekligi, lokalitesi ve ortamin 6zelligi

not edilmistir.

Tablo 3.1. Toplanan 6rnegin lokalite bilgileri.

Liken 6rnegi Koordinatlar

Squamarina Antalya, Ibradi, Uziimdere koyii yolu, Quercus sp. ve Pinus
cartilaginea (With.) | brutia karisik ormanlik alan, Kalker ana kayalar hakim, 37°
P. James 05'07.6" K, 31° 39'43.0" D., 550 m. 14/07/2020. Toplayan:
M. Kocakaya & M.U. Barak

3.1.2. Cahismada Kullanilan Test Mikroorganizma Suslar:

Squamarina liken orneklerinin antimikrobiyal aktivitesini belirlemek amaciyla,
asagidaki tabloda detaylar1 belirtilen 6 bakteri susu kullamilmistir (Tablo 3.2).
Antimikrobiyal aktivite ¢alisjmamizda kullanilan test mikroorganizmalar1 Erciyes
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Biyoteknoloji Anabilim Dali Laboratuvart

Kiiltiir Koleksiyonu’ndan temin edilmistir.
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Tablo 3.2. Antimikrobiyal ¢caligmada kullanilan mikroorganizmalar

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. Cahismada Kullanilan Bakterilerin Hazirlanmasi

Staphylococcus aureus, Enterobakter aerogenes, Bacillus subtilis, Proteus
mirabilis, Micrococcus luteus, Escherichia coli bakterileri steril halka uglu 6ze ile bir
inokulum alinarak Muller Hington Broth agar besiyeri iceren steril petrilere ekim
yapilmustir. Ekim yapilan petiler 37 °C ‘de 24 saat bekletildikten sonra koloni olusumu
incelenerek bakteriyel aktivasyon gergeklestirilmistir. Aktive olmus bakteri kiiltiirlerinden
steril Ozeyle alinan bakteriler Muller Hington Broth besiyerine alinmis geng kiiltiir
astlamasi1 yapilarak, UV-VIS spektrofotometre kullanilarak bakteri konsantrasyonlart 0.5

McFarland (1.5x10° cfu/ml) standardina gére ayarlanmustir.

3.1.4. Cahsmada Kullamlan Hiicre Kiiltiirii Ornekleri

Yapilan c¢aligmada ekstrenin kanserli hiicre hattinda sitotoksik etkilerinin
belirlenebilmesi i¢in DU-145 (Insan Prostat Kanseri Hiicre Serisi) ve COLO -285 (Insan
Kolon Kanseri Hiicre Serisi) hiicre hatlar1 kullanilmistir. Calisma boyunca kiiltirdeki
hiicreler +37°C’de CO; ‘li inkiibatorde delikli kapakli hiicre kiiltiir kaplar1 i¢inde tutulup
ve diizenli olarak takip edilerek kiiltiir ortamlar1 iki giin arayla yenilenerek siirdiirtilmiistiir.

Ureme gostermis hiicrelerin bir kism1 dondurularak -80°C’de saklanmistir.
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3.1.5. Kullanilan aletler

Rotavapor (Ilmvac vakum pompasi, Heidolph Laborat 4000 efficient)
Liyofilizator (Labconco Freezone 4.5)

Santrifiij cihaz1 (Thermo scientific SL 16R, Hettich mikro 200R)
Ultrasonik banyo (Elma S 100H Elmasonic)

Su banyosu (Memmert)

Calkalamali su banyosu (Niive ST 402)

Vorteks karistirict (Velp scientifica)

Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi Cihazi HPLC (SHIMADZU LC-20AT)
Dedektor PDA (SHIMADZU SPD-M20A)

Steril kabin (Safe Fast Elite)

Hiicre sayim cihazi (Roche Innovatis Cedex Xs)

Gergek zamanl hiicre analizorii (Roche)

Jel goriintiileme cihaz1 (Bio-Rad ChemiDoc™ XRS+)

PCR

Mikroskop

3.2. Yontem

3.2.1. Orneklerin Tayin Edilme Yontemleri

Toplanan liken 6rneginin tayininde “Flechten Flora” (Reiter ve ark., 2006) “The

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

makalelerde verilen tayin anahtarlarindan faydalanilmistir (Purvis ve ark., 2002). Tayinde

dis morfolojik karakterlerin belirlenmesinde stereomikroskop (Stereomikroskop Olympus

SZX16), anatomik ozellikler icin ise 151k mikroskopu (Olympus BX53 Isik mikroskobu)

kullanilmistir. Ayrica Stereomikroskop Olympus SZX16’ya ve Olympus BX53’e baglh

Olympus DP25 dijital kamera kullanilarak makroskobik ve mikroskobik dijital fotograflari

cekilmistir (Sekil 2.4). Tiir ve alt tiir kategorileri belirlemede olduk¢a 6nemli karakterler

olan spor boyutlari, askus boyutlari, himenyum yiikseklikleri, parafiz genislikleri okiiler
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mikrometre ile 6l¢iilmiistiir. Ek olarak kimyasal reaktifler kullanilmistir. Ornek herbaryum
materyali haline getirilen zarflar icerisinde, Yozgat Bozok Universitesi, Bogazliyan

Meslek Yiiksekokulu, Liken Herbaryumu’na kayit edilerek saklanmstir.

3.2.2. Ekstrelerin Hazirlanmasi

15 gram liken 6rnegi %80’lik metanol ile ¢alkalamali su banyosunda 37 °C’de 8’er
saat li¢ periyot seklinde tekrarlanarak ekstre edilmistir. Her metanolle muamele sonrasi
elde edilen siiziintiller birlestirilerek rotavaporda (37-38 °C) vakum altinda
yogunlastirilmistir. Elde edilen tiim ekstreler liyofilize edilerek kurutulmustur ve analiz

edilene kadar -20 °C’de saklanarak korunmustur.

3.2.3. Kimyasal kompozisyon analizleri

Elde edilen ekstrelerdeki fenolik bilesikler spektrofotometrik yontemlerle

incelenmistir.

3.2.3.1. Toplam Fenol Miktarmin Tayin Edilmesi

Ekstrelerdeki toplam fenol miktart Folin-Ciocalteu yontemi kullanilarak gallik
asitte esdeger olarak hesaplanmistir (Re ve ark., 1999). 6 mL distile su iceren 10 mL’lik
kap igerisine 100 pL 6rnek ¢ozeltisi ve 500 pL Folin-Ciocalteu reaktifi ilave edilmistir. 1
dakika sonra 1.5 mL %20’lik sulu Na2COs ilave edilip 10 mL’ye su ile tamamlanmustir.
Kontrol olarak ekstre olmayan reaktif karisimi kullamilmistir. 25 °C’de 2 saat inkiibe
edildikten sonra 760 nm’de absorbansi Ol¢lilmiistiir ve gallik asit kalibrasyon egrisi ile
karsilastirilmistir. Deneyler ii¢ paralel olacak sekilde gerceklestirilmis ve sonuglar

ortalama degerler olarak verilmistir.

3.2.3.2. Toplam Flavonoit Miktarinin Tayin Edilmesi

Ekstrelerin icerigindeki toplam flavonoit iceriginin analizi Zhishen ve ark.
(1999)’nin ¢alismalarinda kullandiklar1 yontem modifiye edilerek yapilmistir (Singleton ve
ark., 1999). Buna gore 1 mL ekstre t=0. dakikada 0,3 mL %5’lik NaNO;, ¢ozeltisi ile
kanistirilmistir, t=5. dakika’da 0,3 mL % 10’luk AICl3.6H,0O ¢ozeltisi ilavesinden sonra,
t=6. dakika’da 2 mL 1 M NaOH ¢ozeltisi eklenmistir ve 2,4 mL su ilave edilerek
karnigtirmistir. 510 nm’de kore kars1 absorbans Olcililmiistiir. Ekstrelerin igerdikleri toplam

flavonoit miktarlar1 katesine karsilik gelen mg ca /g ekstre 0larak hesaplanmistir. Katesinin
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kalibrasyon egrisi etanol kullanilarak hazirlanmistir. Olgiimler 3 paralel olacak sekilde ve

degerler ortalamasi alinarak yapilmistir.

3.2.3.3. Yiiksek basin¢h sivi kromatografisi (YBSK- HPLC) ile usnik asit miktar

tayini

Liken ekstrelerine ait ornekler %80 metanolde ¢ozdiiriilerek analizler icin
Shimadzu LC-20AT YBSK sistemi kullanilmigtir. Dedektor olarak PDA spekrofotometrik
dedektdr, solvent olarak ise metanol-su-fosforik asit (75:25:0.9, v/v/v) kullanilmistir. Akis
hizi 1 mL/dak olarak ayarlanmis ve usnik asit standardt DMSO (Dimetilsiilfoksit)’de

¢Ozilmiistiir.
3.2.4. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesinde disk difiizyon yontemi uygulanmaistir.
Calismada kullanilan Squamarina ekstrenin 20 ul’lik miktarlar1 (Oxoid, blank disc) bos
steril disklere emdirilmistir. Squamarina ekstresi, DMSO ile 20 mg/mL konsantrasyon da
olacak sekilde hazirlanmistir. Hazirlanan ekstret 0.45 um c¢apindaki steril filtrelerden
gecirilmistir. Bakteriler i¢in Mueller-Hinton Broth (MHB) besiyeri kullanilarak {iretici
firmanin prosediirlerine uygun sartlarda mikroorganizmalar 37 °C ‘de 24 saat inkiibasyona
birakilarak c¢ogaltilmigtir. Gece kiiltiiriinden hazirlanan geng kiiltirler UV-VIS
Spektrofotometre kullanilarak bakteri konsantrasyonlari 1.5x10° cfu/ml olacak sekilde 0.5
McFarland’a gore ayarlanmistir. Bakteri kiiltiirlerinden 100’er pl sirasiyla Mueller-Hinton
Agar (MHA besiyeri lizerine yayma ekim yapilmistir. Liken ekstrelerini ¢eren diskler ve
kontrol gruplari, bakteri iceren besiyeri lizerine ilave edilmis 37 °C ‘de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Calismada pozitif kontrol amaciyla Ampisilin(amp) (Thermo
Scientific™, Oxoid™, Amerika) standart antibiyotik diskleri (10png/disk), negatif kontrol
amaciyla ise steril DMSO emdirilmis diskler kullanilmistir. inkiibasyon sonucunda olusan
inhibisyon zonlarinin ¢aplart milimetrik cetvelle dl¢iilmiistiir. Calismamiz 3 tekrarli olacak

sekilde yiiriitiilmiis ve sonuglarin degerlendirilmesinde aritmetik ortalamalar1 alinmistir.

3.2.5. DNA Koruyucu Aktivitenin Belirlenmesi

Squamarina ekstresinin, DNA’y1 UV ve oksidatif kaynakli hasarlardan koruma
etkinliklerinin tespiti i¢cin pBR322 plazmid DNA’si (Thermo Fisher Scientific)

kullanilmistir. Plazmid DNA’s1, liken ekstrelerinin varhiginda H,O, ve UV uygulanarak
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hasara ugratilmistir. Liken 6ziitleri 20 mg/ml %S5 seyreltilerek 5 pl, plamzid 3 pl, dH,0 6

ul, H,O7 1 pl olmak {izere numuneleri sirasiyla;

l. Tiipte: pPBR322

Il. Tipte: pPBR322 + UV

1. Tipte: pPBR322 + H,0;

V. Tipte: pPBR322 + UV + H,0,

V. Tiipte: pBR322 + Squamarina ekstret1 + UV + H,0, seklindedir.

Liken ekstrelerinin oldugu tiiplere 5dk siireyle UV 151k uygulandiktan sonra 3 saat
inkiibasyona tabi tutulmus ve 3 ul loading dye boyasi eklendikten sonra % 1’lik agaroz
jelde 80 V 3 saat kosturularak, jel goriintiileme sisteminde (Bio-Rad ChemiDoc™ XRS+)
fotografi ¢ekilmistir.

3.2.7. Ekstrelerin MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-difenil tetrazolium bromid) yontemi
ile sitotoksik etkilerinin belirlenmesi

Sitotoksik etkilerin belirlenebilmesi icin DU 145 (insan Prostat Kanseri) ve COLO
285 (Insan kolon kanseri) hiicre hatlari kullanilmistir. Sitotoksik etkinin belirlenmesinde
siklikla basvurulan enzimatik test yontemlerinden biri de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
difenil tetrazolium bromid) yontemidir. MTT boyast aktif olarak canli hiicrelerden
tarafindan emilir ve reaksiyon mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz enzimiyle katalize
edilir. Boylece mavi-mor renkli, suda ¢éziinmeyen formazana indirgenme gerceklesir.
Formazan sadece aktif mitokondrili canli hiicrelerde bulunur. Bu faktor, hiicre canliliginin
bir gostergesi olarak kabul edilir ve spektrofotometrik olarak belirlenen deger, canli hiicre

sayist ile iligkilidir.

Hiicrelerinin kiiltiire edilmesi icin; satin alinan hiicreler +37°C'de ¢o6ziildii ve
hiicre iistiine 5 ml PBS eklenerek 20°C'de 1600 rpm'de 5 dakika santrifiijlendi. Siipernatan
atildiktan sonra, hiicre pelletine 5 mL taze ortam ilave edildi, yavas¢a pipetlendi,
homojenize edildi ve delikli bir hiicre kiiltiirii kabina aktarildi ve bir CO; inkiibatoriine

aktarildi.

Hiicrelerinin pasaji; flask icerisinde Kkiiltiiri yapilan hiicreler iki giinliik
inkiibasyonun sonunda, 15 mL’lik ependorf tiiplere aktarilarak 800 g’de +20 °C’de 5

dakika santrifiijlenip siipernatan kismi ayrilmistir. Pellet, penisilin igeren yaklasik 5 mL
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PBS (pH;7.3) tamponu i¢inde hiicrelere zarar vermeyecek sekilde ¢oziiliip tekrar santrifiije
edilmistir. Siipernatant ayrildiktan sonra pellet 6nceden hazirlanmis besiyeri iginde
coziilerek kiiltiir kabina aktarildi. Pasajlama isleminin iki giin aralikli periyotla yapilmasi
kontaminasyon olasiligi ve oli hiicre kalintilarinin zararli etkilerinden canli hiicreleri

korumay1 amaglamistir.

Hiicre dondurma ve saklama; hiicreler besiyeri degistirirken oldugu gibi
santrifiijlenerek yikamaya tabi tutulmustur. Santrifiijlendikten sonra siipernatan atilmistir.
Hiicreler 1 mL PBS ile siispanse edilerek, steril tlipe aktarilmistir ve iizerine 1mL
kriosolvent ¢d6zeltisi karisimindan eklenmistir (%10 DMSO) ve hazirlanan kriolarin
kademeli olarak donmalarini saglamak i¢in ilk olarak +4 °C’de yarim saat,-20 °C’de 3 saat

bekletildikten sonra-80 °C’de dondurulmustur.

%80’lik metanol ekstresinin Du-145 ve Colo-285 hiicreleri {izerindeki
sitotoksisitesi MTT kolorimetrik yontemle belirlenmistir. Hiicreler uygun besi yerinde
cogaltilmigtir. Calismadan 24 saat 6nce flasktaki hiicre sayimiyla 96 kuyucuklu mikroplaga
kuyucuk basina 100 pL’de 10000 hiicre olarak ekilmistir. 24 saat bitiminde plaga yapisan
hiicrelerin iistiindeki besi yerleri atilmis ve besiyerinde seyreltilerek yapilan ekstreler 7.81-
2000 pg/mL araliginda diisiik konsantrasyondan yiiksek konsantrasyona dogru 100 puL
alinarak plaga eklenmistir ve 37 °C’de karbondioksitli etiivde 48 saat bekletilmistir. Steril
PBS’de hazirlanan stok MTT soliisyonundan, 0,5 mg/mL c¢alisma MTT’si hazirlanmistir
ve 96 kuyucuklu plaklara eklenmistir. Inkiibatérde 3 saat bekletildikten sonra plaktaki
besiyeri bosaltilarak 100 pL DMSO (Dimetil siilfoksit) eklenmistir. 5 dk calkalandiktan
sonra plakalardaki hiicrelerin optik dansiteleri ELISA cihazinda (Bio-Rad, ABD) 540 nm
dalga boyunda okutulmustur. Kontrol kuyucuklar1 okutularak elde edilen absorbans
degerlerinin ortalamasi alinmistir ve bu deger %100 canli hiicre olarak kabul edilmistir.
Coziicii ve ekstre uygulanan kuyucuklardan elde edilen absorbans degerleri kontrol

absorbans degerine oranlanmistir ve yiizde canlilik olarak kabul edilmistir.

% Hicre canlilk = (Konsantrasyon O.D. / Kontrol O.D.) *100 olarak

hesaplanmastir.

3.2.8. Antioksidan aktivitenin belirlenmesi

3.2.8.1. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) Radikalini Siipiiriicii Etki Tayini
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Liken ekstrelerinin ve standart maddelerin serbest radikali siipiiriicii aktiviteleri

DPPH serbest radikali kullanilarak belirlenmistir (Wirtz ve ark., 2006).

Tris-HCI tamponu (50 nM, pH 7,4) ve 1 mL 0,1 mM metanolde hazirlanmis 1,1-
difenil-2-pikrilhidrazil ¢ozeltisi (DPPHe) ile karistirilmistir. Kontrol olarak ekstre
icermeyen reaktif karisimi ve pozitif kontrol olarak butil hidroksi toluen (BHT)
kullanilmistir. Oda sicakliginda ve karanlikta 30 dakikalik inkiibasyonundan sonra
absorbanslar 517 nm’de okunmustur. Yiizde inkiibasyon asagidaki denklem kullanilarak
hesaplanmistir. IC50 degerleri dogrusal olmayan regregasyon egrileri kullanilarak (Sigma
Plot 2001 versiyon 7.0, SPSS Inc., Chicago IL) hesaplanmistir. Analizler 4 paralel olarak

tekrarlanip ve ortalama degerler kabul edilmistir.
% inhibisyon= [(Abskontrol- Abs 6rnek) / Abs kontrol] x 100

3.2.8.2. 2,2’-azino-bis (3- etilbenzathiazolin-6- sulfonik asit) (ABTS +e) Radikalini
Siipiiriicu Etki Tayini

Ekstrelerin  ABTS™ radikalini siipiiriicii 6zelligine bakilmistir (Caniova ve
Brandsteterova, 2001). ABTS+e radikali (7 mM) ABTS’in sulu ¢6zeltisi ile K2S,0g (2,45
mM, son konsantrasyon)’ un karanlikta 12-16 saat bekletilerek olusturulmus ve absorbansi
oda sicakliginda 734 nm’de 0,700 (£ 0,030) olarak belirlenmistir. Bu siirecle hazirlanan
radikal ¢ozeltisi (990 puL) ile ekstre cozeltileri (10 pL) karistirllmis ve 734 nm’de 1
dakikalik araliklarla 30 dakika boyunca reaksiyon kinetigi olcililmiistiir. Konsantrasyona
kars1 dlgiilen yiizde inkiibasyon degerleri Troloks’a esdeger olarak (TEAC) hesaplanmistir.

Caligma ii¢ paralel olarak tekrarlanip ve ortalama degerleri alinmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Squamarina cartilagine (With) P. James Tiirii i¢cin Kimyasal Kompozisyon
Analizleri

4.1.1. Toplam fenol ve flavonoit icerigi

Ekstrelerin toplam fenol ve toplam flavonoit miktarlar1 spektrofotometrik olarak
belirlenmistir. Toplam fenol miktarlar1 gallik asite esdeger olarak hesaplanmistir. Toplam

flavonoit ise miktar1 katesine esdeger olarak hesaplanmistir.

Tablo 4.1. Squamarina cartilaginea toplam fenol ve flavonoit miktari

Toplam Fenol Toplam Flavonoit
Ekstre
[mgGAE/ gekstre] [mgCA/ gekstre]
S. cartilaginea 44,72+4,67* 30,104+3,28*

*Ortalama + SD; n=3

Liken ekstresinin toplam fenol miktar1 44,72+4,67 mgcag/Jekstre Olarak ol¢tilmiistiir.
Toplam flavonoid miktari ise 30,10+3,28 mgca/Qekstre 0larak tespit edilmistir (Tablo 4.1).
4.1.1.2. Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisi (YBSK-HPLC) ile Usnik Asit Miktar
Tayini

Squamarina cartilaginea ekstrelerinde usnik asit miktarin1 tayini igin yiiksek
basingli sivi kromatografisi (YBSK) ile yapilan analizlerinde PDA (Photo Diode Array)
dedektor kullanilmistir. Kalibrasyon igin standartlar 10-50-100-250-750-1000 mg/L
konsantrasyon araliginda hazirlanmistir. Ekstreler ise 1 mg/mL konsantrasyonda
hazirlanmistir. Akis hiz1 0.5 mL/dk, enjeksiyon miktar1 10 pL, dalga boyu 280-320 nm,
mobil faz olarak A) % 0, 1’lik H3PO4 B) Metanol kullanilmigtir. Usnik asitin standart

olarak kullanildig1 yontemde tespit edilen usnik asit miktar1 Tablo 4.3’te verilmistir.
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Tablo 4.2. Usnik asit standardina ait kalibrasyon denklemi ve korelasyon katsayisi

Kalibrasyon Korelasyon Katsayisi
Madde Denklemi [y=ax+b] [r]
Usnik asit | y=23,68971x+94,49502 0,99970

Tablo 4.3. Squamarina cartilaginea ekstresinin igerdigi usnik asit miktari

Ekstre Usnik asit (Mg/Jekstre)

S. cartilaginea 451,637+0,00

Sekil 4.1. Squamarina cartilaginea (With) P. James i¢in usnik asit kromatogrami
4.1.2. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Squamarina ekstresinin 6 bakteri susuna karsi antimikrobiyal giicii test edilmis,

olusturdugu inhibisyon zonlar1 (Tablo 4.4) gosterilmistir Pozitif kontrol se¢ilen ampisilin
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dogal olarak liken ekstrelerinden daha yiiksek aktiviteye olustururken, negatif kontrol

olarak kullanilan DMSO ‘da ise aktivite gozlenmemistir.

Tablo 4.4. Squamarina ekstraktlarinin olusturmus oldugu zon ¢aplari (mm)

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 9.5mm - 14.0 mm

Ekstrenin olusturduklar1 inhibisyon zonlarmin fotograflar1 Sekil 4.2.’de verilmistir.
Sonug olarak liken ekstresinin E. coli, M. Luteus, E. aerogenes, S. aureus, P. mirabilis ve
B. subtilis gibi bakteriler iizerinde antimikrobiyal etkinliginin varligi tespit edilmistir.
Pozitif kontrol olarak kullanilan ampisilin, beklenildigi gibi bakteriler i¢cin en yiiksek
aktivite degerlerini sunmustur. Squamarina ekstresi en yiiksek antimikrobiyal aktiviteyi M.
luteus ve S. aureus suslari i¢in 17.5 mm olarak gosterirken, en diisiik aktiviteyi ise P.

mirabilis ve E. aergenes suslari i¢in 9.0 mm degeriyle gostermistir.
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Sekil 4.2. Squamarina ekstraktinin 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’s1
kullanilarak analiz edilmistir. PBR322, form I ve form II formunda bulunmaktadir.
Supercoil yapiy1 form I, acik halkasal yapiyr form II temsil eder. Form III ise sadece
plazmit DNA da ¢ift zincirin kirilmasi sonucunda ortaya ¢ikan dogrusal yapidaki plazmit
DNA vya verilen isimdir.

Standart pBR322 1. kuyucukta yiiriitiilmiis ve markir olarak kullanilmistir. PBR322
plasmid DNA UV ve H202 ile isleme tabi tutuldugunda ise 4. kuyucukta goriindiigii gibi
hasara ugradigi form I ve form I yapilarinda degisiklikler meydana geldigi form III
yapisinin ortaya ¢iktigi tespit edilmistir. Sadece UV veya H,0; ya karsi test edildiginde
form I yapisinda bantlarin yogunlugunun azaldigi form II yapisinda olan bantlarin
yogunlugunun arttifi gézlenmistir. Reaksiyon karisimina Squamarina ekstraktinin
eklendigi 5. kuyucukta ise, lineer DNA olusumunun bastirildigi ve siiper sarmal DNA'nin
yapisinin korundugu belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore, liken 6ziitleri UV ve H,0;
‘ye karst DNA koruyucu aktivite saglamistir. Test sonucunda elde edilen veriler (Sekil 4.3)

verilmistir.
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Form 11
Form 11

Fmean s

Sekil 4.3. PBR322 DNA Cleavage agaroz jel elektroforezi goriintiisii.

1. pBR322, 2. pPBR322 + UV, 3. pBR322 + H,0,, 4. pBR322 + UV + H,0,, 5. pPBR322 +
Squamarina ekstrett + UV + H,0,

414. MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-difenil tetrazolium bromid) yoéntemi ile

sitotoksik etkilerinin belirlenmesi

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir testi in vitro
toksisite taramasinda yaygin olarak bagvurulan yontemlerdendir. MTT, sar1 renklidir ve
canli hiicrelerin mitokondrilerindeki siiksinat-dehidrojenaz enzimine spesifik olarak
baglanmaktadir. Bu baglanmayla suda ¢oziinmeyen koyu mavi renkte kristaller meydana
gelmektedir. Kristaller, dimetilsiilfoksit (DMSO) ve izopropanol gibi organik ¢oziiclilerde
kolayca c¢oziinmektedir. Coziinen boya konsantrasyona bagli spektrofotometrik olarak
goriiniir dalga boylarinda odlgiilebilen bir absorbans saglamaktadir. (Deniot ve Lang, 1986;

Balasundram ve ark., 2006).

Bu tez kapsaminda bitkiye ait ekstrenin Du-145 kanser hiicre hattinda sitotoksik
etkilerine bakilmistir. Ekstre kontrolle kiyaslandiginda 31,25- 1000 pg/ml konsantrasyon
araliginda kanserli hiicre hattinda canlilig1r %50°nin altina diisiirmiis (Sekil 3,4) ve oldukca
toksik etkili oldugu gozlenmistir. En yliksek aktivite %12,837+0,71 canlilik oran1 ile 1000

ng/ml konsantrasyonda gozlenmistir.
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Sekil 4.4. Squamarina cartilaginea ekstresinin DU 145 hiicreleri tizerine canlilik etkileri

Ekstrenin Colo-285 hiicre hattinda da sitotoksik etkileri degerlendirilmis ve Du-145
ile kiyaslandiginda, bu hiicre hattinda daha toksik etkili oldugu tespit edilmistir. Ekstre en
diisiik konsantrasyonda dahi yiiksek toksisite gosterdigi belirlenmistir. 1000 pg/ml
konsantrasyonda %16,97+0,48 canlilik go6zlenirken, 3,906 pg/ml konsantrasyonda %
33,16£2,01 canlilik 6l¢lilmiistiir.
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Sekil 4.5. Squamarina cartilaginea ekstresinin COLO 285 hiicreleri lizerine canlilik
etkileri

4.1.5. Antioksidan Aktivite Calismalari

4.1.5.1. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH®) Radikalini Siipiiriicii Etki Tayini

Kararli bir nitrojen merkezli radikal olan DPPHe radikali, numunelerin antiradikal

etkisini Olgmek i¢in kullanildi. Ekstreler, DPPHe radikalini fizyolojik pH'da
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konsantrasyona bagli bir sekilde siipiirmiislerdir. Ekstreler 0.125 mg/mL, 0,25 mg/mL, 0.5
mg/mL, 1 mg/mL, 2 mg/mL ve 4 mg/mL konsantrasyonlarda ¢alisilmis ve yiizde
inhibisyon degerleri hesaplanmistir. Sentetik bir antioksidan olan BHT standart olarak
kullanilip ekstrenin antioksidan kapasitesi DPPH radikalini siiplirme yetenegine bagl
olarak degerlendirilmistir. %inhibisyon degerleri Tablo 4.5.’de verilmistir. EKkstre
arastirilan konsantrasyonlarda BHT kadar etkili bulunamamistir. Squamarina ekstresinin

orta derecede antioksidan kapasiteye sahip oldugu belirlenmistir.

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

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
Siipiiriicii Etki Tayini

Mavi/yesil renkli bilesik olan ABTS™ radikali katyonunu siipiiren antioksidatif
maddelerin miktarinin spektroskopik olarak ol¢iilmesi esasina dayanmaktadir. Bu yontem
ile flavonoitler, hidroksisinnamik asitler, karotenoitler gibi hidrofilik ve lipofilik
antioksidanlar oSlgiilebilmektedir. Ekstreler 4 mg/mL, 2 mg/mL, 1 mg/mL ve 0,5 mg/mL

konsantrasyonlarda c¢aligilmistir.

Tablo 4.6. Azino-bis (3- etilbenztiazolin-6- sulfonik asit) (ABTS™) radikalini siipiiriicii
etki sonucu

TEAC (mmol/L/Trolox)
Ornek 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 siipiiriicii etkisi degerlendirildiginde; 2 mg/mL

ve 4 mg/mL konsantarasyonda yiiksek antioksidan etki gosterdigi tespit edilmistir. Ancak
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diisiik konsantrasyonlarda (0,5 mg/mL ve Img/mL) standartin BHT kadar etkili olmadigi

belirlenmistir.
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5. TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Likenler, esas olarak iki ayri canlidan olusan simbiyotik organizmalardir. Cogu
likenlere 6zgii olan ¢ok cesitli ikincil metabolitler {iretirler. Bu metabolitlerin birgogu
antibiyotik, antiviral, antiinflamatuar, antioksidan ve sitotoksik etkiler gibi c¢oklu
farmakolojik aktivitelere sahiptir. Bu sebeple son yillarda liken metabolitleri iizerine

yapilan ¢alismalar oldukga popiilerdir (M. Mendili ve ark., 2021)

Squamarina cartilaginea tiirii Squamarina cinsine ait yaygin yayilis gosteren bir
cinstir. Cinse ait tiirlerin biyolojik aktivitelerini belirlemek tizere yapilan c¢alismalar
oldukca simirlidir. Ancak yapilan literatiir taramalarinda bu cinse ait tiirler antioksidan
aktivite ve antimikrobiyal aktivite bakimindan degerlendirilmistir. Ayrica bu aktivitelerden
sorumlu sekonder metabolitleri belirlemek adina gesitli aragtirmalar gerceklestirilmistir. Bu
tez kapsaminda ise Squamarina cartilaginea tiiriinden hazirlanan metanol ekstresi, toplam
fenol ve flavonoit icerigi bakimindan degerlendirilmistir. Likenlerde yaygin bir liken asidi
olan usnik asitin bu liken tiirii icin YBSK’da miktar tayini gerceklestirilmistir. Ayrica
antioksidan, antimikrobiyal ve sitotoksik etkisi arastirilmis ve DNA koruyucu etkisine

bakilmaistir.

Giicli antioksidan o6zellikleri oldugu bilinen 6nemli sekonder metabolitler fenolik
yapidaki bilesiklerdir. (Shahidi ve Naczk, 1995). Bu sebeple likenler yeni antioksidan
kaynaklarin kesfedilmesi bakimindan onemli bir firsat olarak goriilmektedir. Bizim
caligmamizda kullandigimiz Squamarina cartilaginea metanol ekstresi toplam fenol
miktart 44,72+4,67 mgeae/Qekstre Olarak, toplam flavonoit miktar1 ise 30,10+3,28
MOcae/Uekstre  Olarak Olgiilmiistiir. Cesitli liken Orneklerinin fenolik madde miktarinin
belirlendigi ¢alismalar incelendiginde, fenolik madde igeriginin farkl tiirler icin gesitlilik
gosterdigi gozlenmistir (Violeta Popovici ve ark., 2022, Gandhi ve ark., 2022, Kocovic ve
ark., 2022). Yapilan diger ¢alismalarda kullanilan liken drnekleri ile kiyaslandiginda bizim

liken 6rnegimizin toplam fenol ve flavonoid igerginin diisiik oldugu belirlenmistir.

1844 yilindaki ilk izolasyonundan bu yana usnik asit, likenlerde sik olarak ¢aligilan
bir sekonder metabolit olmustur. Farmakolojide ve klinikte oldukga ilgi ¢ekici farklilikta
biyolojik ve fizyolojik aktivitesi belirlenmistir (Manojlovic ve ark., 2012, Campenella ve
ark., 2002). Calismamizda kullanilan Squamarina cartilaginea ekstresinin usnik asit igerigi

451,637 mg/Qekstre Olarak hesaplanmistir. Literatiire bakildiginda cinse ait baska bir tiir olan
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Squamarina lentigera’nin aseton ekstresinin usnik asit miktar1 %2,47+0,01 olarak tespit

edilmistir.

Yapilan ¢aligmalarda Squamarina cartilaginea metanol ekstresinin Enterobacter
cloacae’ye kars1 2000 ug mL ™" ‘e kadar aktif oldugu ve mantar hiflerini morfolojik olarak
Staphylococcus aureus’a karst lizozom aktivitesini etkiledigi saptanmistir. Boylece bu
tiiriin antibakteriyel ajanlar olan bilesiklerle potansiyel olarak biyoaktif bir kaynak oldugu
goriilmiistiir. Bizim ¢alismamizda Squamarina ekstresi E. coli, M. luteus, E. aerogenes, S.
aureus, P. mirabilis ve B. subtilis gibi bakteriler {izerinde antimikrobiyal etkinliginin
varlig1 tespit edilmistir. Squamarina ekstresi en yiiksek antimikrobiyal aktiviteyi M. luteus
ve S. aureus suglart igin 17.5 mm olarak gosterirken, en diisiik aktiviteyi ise P. mirabilis ve
E. aergenes suslari i¢in 9.0 mm degeriyle gostermistir. Ayrica yapilan ¢alismalarda usnik
asit miktar1 ile antimikrobiyal aktivite arasinda bir korelasyon oldugu ve usnik asit
konsantrasyonun artmasi antimikrobiyal aktivitenin de arttigini gostermistir. Bdylece
likenlerin tibbi 6neme sahip tiirler olarak arastirilmasi gerektigi kanitlanmistir (Cansaran

Duman ve Halic1 2012, Ivanova ve ark., 2010).

S. cartilagine tiiriine ait ekstrenin DNA korucu etkisi ilk defa tarafimizca

degerlendirilmis olup literatiirde herhangi bir veriye rastlanmamaistir.

S. cartilagine tiirtiniin DU 145 ve COLO 285 hiicre hatlarinda sitotoksik etkilerinin
belirlenmesi amaciyla yapilan ¢aligmalar sonucunda ekstrenin her iki hiicre hattinda da
yiiksek sitotoksik etki goOsterdigi belirlenmistir. Yapilan ¢aligmalarda 6zellikle
dibenzofuran tlirevi olan wusnik asitin 6nemli farmakolojik aktiviteler sergiledigi
belirlenmistir (Ingo6lfsdottir, 2002). Antiproliferatif aktivite ile ilgili olarak ise, usnik asidin
hem (-) hem de (+) izomerlerinin, ¢ok ¢esitli murin ve insan kanser hiicre hatlarina kars1 in
vitro orta ila gii¢clii sitotoksisite gosterdigi belirtilmistir (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 ¢alisma kapsaminda kanserli hiicre hatlarinda antiproliferatif
etki degerlendirildiginde, yiiksek sitotoksik aktivitenin likendeki usnik asit igerigi ile
baglantili oldugu disiiniilebilir. Ancak bu etkiden sorumlu baska bilesiklerin varlig1 ya da
bircok bilesigin sinerjik etkili olarak bu etkiden sorumlu olmasi da miimkiindiir. Bu liken
tiirti icin DU 145 ve COLO 285 hiicre hatlarinda sitotoksik etki ilk defa tarafimizca

calisiimustir.
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S. cartilagine ve farkli liken ekstreleriyle ¢alisildiginda S. cartilaginea *nin metanol
ekstrelerinin yiiksek DPPH radikalini stipiiriiciiligii gosterilmistir (M. Mendili, B.
Essghaier ve ark. 2021). Bizim c¢alismamizdaki S. cartilaginea ekstresinin DPPH®
radikalini siiptiriici etkisi (fizyolojik pH’da konsantrasyona bagli olarak) disik
bulunurken, ABTS radikalini siipiiriicii etkileri degerlendirildiginde, Ozellikle 4 ve

2mg/mL konsantrasyonda oldukga yiliksek bulunmustur.

Yaptigimiz bu ¢aligma ile S. cartilagine tiiriiniin antioksidan antimikrobiyal, DNA
koruyucu ve DU 145 ve COLO 285 hiicreleri iizerine sitotoksik etkisi belirlenmistir. Usnik
asit miktar1 Olgllerek toplam fenol ve flavonoit miktar1 tarafimizca arastirilmustir.
Calismamizla ulasilan neticelerin literatiire katki saglayacagi umut edilmektedir. Ayrica
yapilan ¢alismalarin detaylandirilmasi, yeni ila¢ etken madde kesfi ¢aligmalarina da katki

saglayacaktir.
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