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BEYAN
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OZET

BILECIK ILINDEN TOPLANAN LiKENLERIN TANILANMASI VE BU
TURLERDEN ELDE EDIiLEN OZUTLERIN ANTIMIKROBIYAL, ANTIOKSIDAN
VE SITOTOKSIK OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

Mevcut ilaglarin toksik etkili olmasi, antibiyotik direcinin giin gectikge artmasi nedeniyle dogal
ve sentetik olmayan biyoaktif maddelerin kesfi ve ilag sentezinde kullanilma potansiyellerinin
belirlenmesi gunumizde oldukg¢a 6nemli hale gelmistir. Bu baglamda likenler tarafindan
sentezlenen, biyoaktif Ozellikli sekonder bilesikler buyuk ilgi gérmektedir. Bu ¢alisma
kapsaminda Bilecik ilinden toplanan likenlerin molekiiler tanimlamas1 yapilarak likenlerden
elde edilen o6zitlerin antimikrobiyal, antioksidan ve antikanser aktiviteleri belirlenmistir.
Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi amaciyla Agar Disk Difiizyon ve Mikrodilusyon
yontemleri kullanilmistir. En yiiksek antimikrobiyal aktivite Pseudoevernia furfuracea olarak
tanimlanan liken tiiri ile ger¢eklesmistir ve kullanilan mikroorganizmalardan en duyarli olan
tir E. coli olarak belirlenmistir. Antioksidan kapasitenin belirlenmesi amaciyla DPPH giderme
aktivitesi test edilmistir. Antimikrobiyal aktivitede oldugu gibi Pseudoevernia furfuracea liken
tiirii en yiiksek antioksidan aktiviteyi gostermistir. Antikanser aktivitenin belirlenmesi amaciyla
(3,4,5-dimetiltiyazol-2-il) -2-5-difeniltetrazolyum bromir (MTT) yontemi kullanilmistir. En
yiiksek antikanser aktivite ise Evernia prunastri liken tiirii ile gergeklesmistir. Tez galigsmasi
kapsaminda elde edilen sonuglar gostermektedir ki liken 6zltleri antimikrobiyal, antioksidan
ve antikanser aktiviteye sahiptir. Sonug olarak, dogal ve segici toksisite gOsteren yeni

bilesiklerin sentezinde likenlerin kullanilma potansiyeli oldukga yiiksektir.

Anahtar Kelimeler: Liken, Oziit, Antimikrobiyal, Antioksidan, Sitotoksik aktivite



ABSTRACT

IDENTIFICATION OF LICHEN SAMPLES COLLECTED FROM BILECIK AND
DETERMINATION OF ANTIMICROBIAL, ANTIOXIDANT AND CYTOTOXIC
PROPERTIES OF THE EXTRACTS OBTAINED FROM THESE SPECIES

Due to the toxic effect of existing drugs and increasing antibiotic resistance, the discovery of
natural and non-synthetic bioactive substances and the determination of their potential for use
in drug synthesis have become very important today. In this context, secondary compounds that
bioactive properties synthesized by lichens are of great interest. In the scope of this study,
antimicrobial, antioxidant and anticancer activity of lichen extracts were determined by
molecular identification of lichens collected from Bilecik province. Agar disc diffusion and
microdilution methods were used to determine antimicrobial activity. The highest antimicrobial
activity occurred with the lichen species identified as Pseudoevernia furfuracea, and the species
most susceptible in used microorganisms has been identified as E. coli. DPPH removal activity
has been tested to determine antioxidant capacity. As with antimicrobial activity Pseudoevernia
furfuracea lichen species showed the highest antioxidant activity. For the purpose of
determining anticancer activity (3,4,5-dimethylthiazol-2-il) -2-5- diphenyltetrazolium bromide
(MTT) method was used. The highest anticancer activity occurred with the lichen species
Evernia prunastri. The results obtained within the scope of the thesis study show that lichen
extracts have antimicrobial, antioxidant and anticancer activity. As a result, lichens have a high

potential to be used in the synthesis of new compounds with natural and selective toxicity.

Key Words: Lichen, Extract, Antimicrobial, Antioxidant, Cytotoxic activity
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KISALTMALAR VE SIMGELER LISTESI
%: Yizde
pg: Mikrogram
ATCC: American Type Culture Collection
b¢: Baz cifti
BHT: Butil Hidroksi Toluen
°C: Santigrat derece
CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute
DMSO: Dimetil Sulfoksit
DPPH: 1,1-difenil-2-pikril hidrazil
g: Gram

ITS: Internal Transcribed Spacer

L: Litre
mg: Miligram
ml: Mililitre

mm: Milimetre

mM: Milimolar

MTT: (3,4,5-dimetiltiyazol-2-il) -2-5-difeniltetrazolyum bromur
nm: Nanometre

PCR: Polymerase Chain Reaction (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
ppm: parts per million

rDNA: Ribozomal Deoksiribo Nikleik Asit

rpm: Revolutions per minute

RPMI: Roswell Park Memorial Institute

TAE: Tris Asetikasit EDTA

UV: Ultraviyole

pl: Mikrolitre



1. GIRIS

Bir yesil alg (Chlorophyta) ya da mavi-yesil (Cyanophyta) alg tiiriiniin (fotobiyont) bir
fungus tiirii (mikobiyont) ile kurdugu simbiyotik iliski sonucunda, fizyolojik ve morfolojik
olarak her iki organizmadan da farkli ozellikler gosteren, liken adi verilen organizmalar
olusmustur (Oztiirk, 1995: 74; Gil vd., 2020: 1). Likenin meydana gelmesini saglayan
simbiyotik iligkinin, yaklasik olarak 600 milyon yil 6nce basladig1 diigiiniilmektedir (Oksanen,
2006: 725). ilk kez liken terimi, M. O. 4. yiizyilda Yunan botanik¢i Theophrastos tarafindan
kullanilmistir. Ancak likenlerin alg ve mantarlarin bir araya gelmesiyle ortaya ¢ikan yeni bir
organizma oldugu ilk kez, Alman botanik¢i Schwenderer tarafindan ifade edilmistir (OZtUrk,
1995: 74). En uygun liken siniflandirilmasi ise ilk kez, likenoloji biliminin 6nde gelen
isimlerinden biri olan Isvecli Eric Acharius tarafindan yapilmistir (Karamanoglu, 1971: 53).
Diinya iizerinde yaklasik olarak 20.000 liken tiirli, Tiirkiye florasinda ise literatiire kayith
1500’den fazla liken tiirii vardir (Aslan vd., 2006: 249; Rankovi¢ vd., 2007: 723; Glveng vd.,
2012: 727; Cobanoglu, 2012: 4).

Likenler, kendisini olusturan alg ve fungus tiirlerinin bile yasayamayacagi zorlu gevre
kosullarinda, tirettikleri sekonder metabolitler sayesinde yasayabilirler (Karamanoglu, 1971:
56; Negi, 2003: 53; Manojlovic vd., 2012: 3). Likenler tarafindan sentezlenen bilesikler primer
ve sekonder metabolit olarak dretilir ve likenler tarafindan sentezlenen yaklasik 1000 ¢esit
sekonder metabolit bulunmaktadir (Mitrovi¢ vd., 2011: 5428). Likenler tarafindan sentezlenen
bilesiklerin sitotoksik, antiprotozoal, antiviral, antifungal, antibakteriyal, antitiimdr, antipiretik,
antienflamatuvar, antialerjik ve analjezik gibi cok cesitli biyolojik aktiviteleri oldugu
bildirilmistir (Nash, 1996: 113; Rankovi¢ vd., 2007: 725; Kryukov vd., 2008: 321; Rankovi¢
vd., 2008: 1240; Paudel vd., 2008a: 1269; Muggia, 2009: 88; Mitrovi¢ vd., 2011: 5430; Gliveng
vd., 2012: 728; Manojlovic vd., 2012: 5).



Eski ¢aglardan beri ¢ok ¢esitli alanlarda kullanilan likenlerin biyolojik aktivitelerinin
belirlenmesi igin yiiriitiilen ¢aligmalar glinimazde blydk ilgi gérmektedir. Gerek toksik etkili
ilaglarin canli organizmalarda olusturdugu hasar gerekse antibiyotik direnci nedeniyle mevcut
ilaglarin yetersiz kalmasi gibi sebepler, yeni ilaglarin sentezinde kullanilabilecek potansiyele
sahip bilesiklerin kesfini olduk¢a 6nemli hale getirmistir. Likenler ise ¢ok sayida sekonder
metabolit liretme kapasiteleri sayesinde, biyoaktif maddelerin arastirildigi pek ¢ok ¢alismada

substrat olarak kullanilmaktadir.

Bu tez calismasinin amaci, Bilecik ilinden toplanan liken tirlerinin molekiler
tanimlamalarinin yapilmasi ve bu likenlerden elde edilen 6ziitlerin antimikrobiyal, antioksidan

ve antikanser aktivitelerinin belirlenmesidir.



2. LITERATUR OZETI
2.1. Likenlerin Ozellikleri

Fotobiyont ve mikobiyontlarin simbiyotik iligkisi sonucunda meydana gelen likenler
kok, govde, dal ya da yaprak gibi yapilardan olusmazlar ve bir likeni olusturan yapinin tamami
tallus olarak adlandirilir. Tallusun yapisi biiyiik oranda fungus (mantar) hifleri tarafindan
belirlenir ¢link genellikle dominant olan ortak mantarlardir (Tanker vd., 2007: 296). Likenler,
alg ve mantarlarin yapiya katilma bi¢imine gore homomerik ve heteromerik likenler olarak
adlandirilir (Handel-Mazetti, 1909: 19; Oztirk, 1995: 75). Homeomerik likenlerde alg ve
mantar yapiya tek tabaka halinde homojen olarak katilirken heteromerik likenlerin yapisinda
tabakalagma goriiliir. Heteromerik likenlerde algler, korteks ile orta tabaka arasinda yer alir ve
diger tabakalarda mantar hifleri siki ya da gevsek dizilmis halde bulunur. Likenlerde alg
hiicrelerinin olusturdugu yap1 Gonidia tabakasi, mantar hiflerinin olusturdugu yap1 ise Medulla
tabakas1 olarak adlandirilir (Oztiirk, 1995: 76). Simbiyotik iliskiye katilan alg hicreleri
fotosentetik organizmalardir ve fotosentez sonucu olusan Urlnleri mantar hicreleri ile
paylasirlar. Liken yapisini tamamlayan mantarlar ise bulundugu ortamdaki basit organik
molekulleri endositoz ile hiicre igine alabilen organizmalar olup ortamdan aldig1 besin tuzlarini
ve suyu alg hiicreleri ile paylasirlar. Bunun yan1 sira mantar hiicrelerinin, fotosentez iiriinleri
icin depo gorevi gordiigii ve liken tallusunu yasayacagi yere sabitleme islevi oldugu

diistintilmektedir (Karamanoglu, 1971: 61; Gl vd., 2020: 2).

Likenlere en ¢ok, ormanlar gibi temiz havanin bolca bulundugu boélgelerde rastlanir.
Temiz havanin yani sira likenler nem ve 15181n ¢ok oldugu ortamlarda iyi gelisim gosterirler.
Likenler -24 °C’de fotosentez yapabilmelerinin yan1 sira aylar boyunca susuz kalabilir ve 70
°C’de dahi yasamlarini siirdiirebilirler. Bu sayede kutuplarda ve ¢ollerde bile yasamlarinmi
stirdiirebilen tiirleri bulunmaktadir. Likenler bu zorlu ¢evre kosullarina dayanikli olmalarina
ragmen kirli hava sartlarina dayanikli degillerdir. Bu sebeple biiyiik sehirlerde ve endiistrinin

gelistigi bolgelerde liken florasi oldukga azdir (Tanker vd., 2007: 297).

Likenler, yapiya katilan mantarin tiirline gore, tallus morfolojisine gore, Ureme
sekillerine gore ve {izerinde gelistikleri substrata gore olmak Uzere 4 farkli sekilde

siniflandirilmaktadir. Likenlerin siniflandirilmas: Sekil 2.1.’de gosterilmistir.



LIKENLERIN SINIFLANDIRILMASI

Mantarmn Tiiriine Tallusun Morfolojisine| Ureme Sekline Gelistikleri Substrata
Gire Gire Gire Gire
1. Ascolichenes 1. Kabuksu likenler 1. Eseysiz iireme 1. Epifitik likenler
2. Basidiolichenes 2. Yapraks: likenler 2. Eseyli iireme 2. Saksikol likenler
3. Dalsi likenler 3. Terrikol likenler

Sekil 2.1. Likenlerin siniflandirilmasi

2.2. Liken Metabolitleri

Hiicre i¢i kokenli olarak da adlandirilan primer metabolitler, alg ya da fungus tarafindan
sentezlenen ve likenler igin spesifik olmayan maddelerdir (Shrestha ve Clair, 2013: 230).
Sitoplazmik proteinler, aminoasitler, polisakkaritler, vitaminler ve karotenoidler primer
metabolitlerdendir (Shrestha ve Clair, 2013: 230). Bu metabolitler genellikle suda ¢6zunur ve

ekstraksiyonlart kaynar su ile gerceklestirilir (Stocker-Worgotter, 2008: 188).

Sekonder metabolitler ise simbiyotik iliski sayesinde sentezlenen ve likenler igin
karakteristik olan maddelerdir (Muller, 2001: 11). Bu bilesiklerin ¢ogu ne yalniz algler ne de
yalniz mantarlar tarafindan {iretilebilir. Liken yapisi igerisinde bulunan organik maddelerin
cogunu sekonder metabolitler olusturur ve bu metabolitler yalnizca mikobiyontlar tarafindan
sentezlenmektedir (Oztiirk, 1995: 77; Mller, 2001:11; Shrestha ve Clair, 2013: 331). Usnik
asit, parietin, atranorin ve fungalmelanin gibi metabolitler kortekste lokalize olurken, fizodalik
asit, fizodik asit ve protoketrarik asit gibi metabolitler dis yiizeydeki modiiller tabakada
ekstraseliler kristaller olarak lokalize olurlar (Molnar ve Farkas, 2010: 160). Sekonder
metabolitlerin ekstraksiyonu genellikle organik c¢oziiciiler ile gerceklestirilir (Stocker-

Worgotter, 2008: 188).



Liken metabolitleri biyosentez yollarina gore de Poliketit yol ya da Asetil — polimalonat
yolu, Mevalonik asit yolu, Sikimik asit yolu, Fikobiyontlarin fotosentetik iiriinleri olmak iizere
dort grup altinda incelenmektedir (Elix ve Stocker-Worgotter, 2008: 106). Liken sekonder

metabolitlerinin biyosentez yolaklar1 Sekil 2.2.’de gosterilmistir.
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RiBiTOL
MANNiTOL
MONOSAKKARITLER «— MIKOBIYONT—————5 PENTOZ FOSFAT SIKLUSU
N3 ASETIL-CoA l
MEVALONIK ASIT YOLAGI ASETIL FOLIMALONIL YOLAGI SIKIMIK ASIT YOLAGI
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Sekil 2.2. Liken sekonder metabolitlerinin biyosentez yolaklari

Kaynak: (Elix ve Stocker-Worgotter, 2008: 106)

Liken tiirlerinin ¢ogu tallus kuru agirliklarinin %30’una kadar, diisiikk molekiil agirlikls,
aromatik ve alifatik sekonder metabolitler tretebilmektedir (Huneck, 1999; Stocker-Wargotter,
2008: 190). Ancak aymi tiir likenlerin bile farkli ekosistemlerde, mevsimlerde ve cografi
kosullarda iirettikleri sekonder matabolitlerin miktar1 ve tiirii degisiklik gdsterebilmektedir
(Aoussar vd., 2020: 1). Poliketit tiirevli aromatik bilesiklerden ksantonlar, depsitler,
dibenzofuranlar ve depsidonlarin yani sira steroitler, terpenler, esterler, pulvinik asit, laktonlar,
seker alkolleri, aminoasit tlirevleri ve karotenoidler gibi ¢ok ¢esitli diger bilesikler likenler
tarafindan sentezlenmektedir (Sekerli vd., 2017: 96). Baz1 liken tiirlerinin A, C ve D
vitaminlerini, lignin, pektin ve nisasta gibi polisakkaritleri, ¢esitli protein, yag, mineraller ile

liken asitlerini sentezledigi bildirilmistir (Oztiirk, 1995: 75).



Sekonder bilesiklerin tiirevi olarak sentezlenen liken asitleri sayisinin ise 200’e yakin
oldugu disiiniilmektedir. Pulvinik asit tirevleri, protolikesterinik asit, depsit grubu turevi olan
evernik asit, dibenzofuran tirevi olan usnik asit, depsidon tirevi olan lobarik, fisodik,
fumarprotosetrarik asitler ve tridepsid tirevi olan giroforik asit en énemli liken asitlerindendir
(Asahina, 1933: 64; Tanker vd., 2007: 299; Ozyigitoglu vd., 2017: 151; Luzina ve
Salakhutdinov, 2018: 478).

2.3. Likenlerin Kullammm Alanlar:

Metabolizmalari1 sonucunda olusturduklari bilesik cesitliligi nedeniyle likenler endiistri,

gida, tip ve ¢esitli diger alanlarda biiyiik 6neme sahiptir.
2.3.1. Endustri Alaminda Likenlerin Kullanilmasi

Likenlerden o0zellikle kozmetik sanayiinde olduk¢a faydalanilmaktadir. Makyaj
malzemesi, parfiim, sampuan ve cilt bakim {irtinleri yapiminda likenlerin énemli bir rolii vardir.
Ormegin; UVB 15181 absorbe etmeleri ve antioksidan aktiviteleri nedeniyle pek ¢ok koruyucu
bakim kremlerinde likenler kullanilmaktadir (Miiller, 2001: 13). Ayrica likenler, koku emici ve
tutucu 6zellikleri nedeniyle bir¢ok parfiimiin igerigine dahil edilmektedir (Schneider, 1898: 64).
Likenlerin parfiim endiistrisinde ¢ok sik kullanilmasinin bir diger 6nemli nedeni ise biiyiik
bilesenler icermeleri sayesinde kolay buharlasmamalari ve bdylece fiksator role sahip
olmalaridir (Cobanoglu, 2012: 6). Kozmetik ve 6zellikle parfiim endiistrisinde en ¢ok kullanilan
likenler Parmotrema chinense, Parmotrema kamtschadalis, Parmotrema perforatum, Rocella
fuciformis, Lobaria pulmonaria, Evernia prunastri, Evernia mesomorpha ve Pseudovernia
furfuracea’dir (Huneck, 1999; Cobanoglu vd., 2004: 86).

Tekstil endustrisinde ise Lobaria pulmonaria, Cetraria islandica ve Alectoria
sarmentosa liken tlrleri ile Bryoria, Xanthoria, Parmelia ve Alectoria liken cinsleri
kullanilmaktadir (Cobanoglu vd., 2004: 86).

Likenlerin endiistride kullanim alanlarindan bir digeri ise alkol {iretimi olmustur.
Cladonia rengiferina, Cetraria islandica, Lobaria pulmonaria tirleri ve g¢esitli diger
likenlerden alkol Uretiminde yararlanilmistir (Schneider, 1898: 135; Karamanoglu, 1971: 63).
Oncelikle likeninlerin glikoza doniismesi amaciyla likenler, hidroklorik asit ya da siilfiirik asit

ile karigtirilir ve sonra fermente edilerek alkol elde edilir (Schneider, 1904: 154).



Ayrica boya sanayiinde ve pH indikatorii olan turnusol kagidi iiretiminde de ¢esitli liken
tirleri kullanilmaktadir. Ornegin; Rocella ve Ochrolechia cinsine ait cesitli liken tiirleri ile
Parmelia ve Gysophora liken cinslerinin fermentasyonu sonucunda turnusol kagidi ve orsey

ad1 verilen boyar madde iiretilir (Karamanoglu, 1971: 63).
2.3.2. Gida Alaninda Likenlerin Kullamilmasi

Likenlerin kullanim alanlarindan bir digeri ise yiyecek ve icecek iiretimi olmustur. Eski
caglardan gilinlimiize kadar gesitli kiiltiirlerin likenleri gida olarak kullandigi bilinmektedir.
Insanlar tarafindan bilingli ya da bilingsiz olarak tiiketilmesinin yami sira bocekler,
salyangozlar, geyikler, develer, mandalar ve sincaplar gibi pek ¢cok hayvan da likenleri besin
kaynagi olarak kullanmistir (Oztiirk, 1995: 78). Bazi likenler hos bir aroma ve lezzete sahip
olsa da bircok liken tiirinde bulunan kompleks polisakkaritlerin sindirimi insanlar igin oldukga
zordur. Bunun yani sira vulpunik ve usnik asit gibi asidik metabolitler treten liken tlrlerinin
toksik etkilere sahip, lezzetlerinin aci, sindirimlerinin ise zor oldugu bilinmektedir.
Likenlerdeki bu aci tadin giderilmesi i¢in kiil ve suda yikandiktan sonra yag ile kaynatilmasi

gibi ¢esitli 6n islemler uygulanabilmektedir (Kuhnlein ve Turner, 1996: 418).

Cetraria islandica tarih boyunca gida kaynagi olarak en sik kullanilan liken tiirii
olmustur. Iskandinav iilkelerinde 6giitiilerek toz haline getirilen liken, patates piiresi ve cesitli
unlarla karigtirilarak ekmek yapiminda kullanilmistir (Schneider, 1898: 161). Bu liken tirinin
Fransa’da cikolata yapiminda, pastacilik sektoriinde ve diyabetik ekmek iiretiminde kullanildig1
bildirilmistir (Oztiirk, 1995: 78). Ayrica ekmek yapiminda Evernia prunastri, Pseudovernia
furfuracea, Lecanora esculenta turleri de uzun yillar boyunca lezzetli olmalar1 nedeniyle ¢okca
tercih edilmistir (Oztlrk, 1995: 79).

Bryoria fremontii likeni aroma katmasi amaciyla ¢orba, et, tavuk ve balik gibi temel
gidalarla birlikte pisirilirdi (Kuhnlein ve Turner, 1996: 417). Umbilicaria cinsi likenler
salatalarla karigtirilarak, Cladina rangiferina tiiri direkt olarak ya da meyvelerle karistirilarak
ve Parmelia perlatd turi baharat olarak kullanilmistir (Karamanoglu, 1971: 63; Cobanoglu vd.,
2004: 87).

Tiirkiye’de yaygin olarak goriilen Evernia prunastri, Pseudevernia furfuracea tirleri

pekmez yapiminda, Byroia capillaris tiirii ise un ve ¢ay yapiminda kullanilmaktadir (Oztiirk
vd., 2013: 18; Tas vd., 2017: 13).

Giliniimiizde gerek besin kaynaklarinin artmasi gerekse bazi liken tiirlerinin zehirli

etkilerinin kesfedilmesi nedeniyle likenlerin gida olarak kullanilmasi oldukca azalmistir.



2.3.3. Tip Alaminda Likenlerin Kullanilmasi

Likenler ¢ok eski zamanlardan giiniimiize kadar geleneksel tip alaninda da 6nemli bir
yer edinmistir. Geleneksel Cin Tibb1 ve Geleneksel Hint Tibbi incelendiginde, bagirsak ve
bobrek hastaliklarinda, ciizzam, tiiberkiiloz ve kuduz gibi enfeksiyon hastaliklarinda, yanik ve
egzama gibi cilt yaralarinda, astim ve benzeri solunum hastaliklarinda, geleneksel ilaglar olarak
cesitli liken tilirlerinden yararlanildigi gériilmektedir (Malhotra vd., 2008: 2; Bilgin S6kmen vd.,
2012: 558; Guveng vd., 2012: 728; Mitrovic vd., 2014: 938). Eski ¢aglarda likenlerin tallus
yapistyla benzer morfolojiye sahip hastalikli organin tedavisinin miimkiin olacagi
diisiiniilmiistiir. Ornegin; saclar1 uzatmak icin saga benzeyen dals1 tallusa sahip olmasi
nedeniyle Usnea cinsi, sarilik hastaliginda sar1 renkli oldugu i¢in Xanthoria parietina, akciger
hastaliklarinda tallus yapisi alveollii oldugu i¢in Lobaria pulmonaria (akciger likeni) ve
pamukguk hastaliginda sigil benzeri yumrulardan olusan tallus yapisi nedeniyle Peltigera
apthosa kullanilmistir (Karamanoglu, 1971: 64; Oztiirk, 1995: 79; Shukla vd., 2010: 304).
Modern tipta ise tedavi amaciyla kullanilacak olan likenlerin, tallus yapisindan ziyade ihtiva
ettigi metabolitlerin biyolojik aktiviteleri goz dniine alinmaktadir. Ornegin; Usnea cinslerinin
gergekte agri kesici ve ates diisiiriicti 6zelliklere sahip oldugu, Xanthoria parietina ve Lobaria
pulmonaria tiirlerinin antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu ve akciger hastaliklarina yol agan
tlberkilozun tedavisinde ise Cladonia cinsi likenlerin kullanilabilecegi bildirilmistir (Atalay
vd., 2015: 1756; Tas vd., 2017: 14).

Gilinlimiizde pek ¢ok liken cesidi hastaliklarin tedavisinde direkt olarak ya da ilag
sentezinde etken madde olarak kullanilmaktadir. Hindistan’daki aktarlarda ‘Chharila’ adi
altinda pek ¢ok liken tiiriiniin ikili veya daha fazla kombinasyonu ile hazirlanmis karigimlar,
ates diistiriicli, damar biiziici, karin ve bas agrilari i¢in iyilestirici olarak satilmaktadir (Shukla
vd., 2010: 304). ila¢ sentezinde ve kozmetik iiriinlerde ham madde olarak Usnea densirostra,
Usnea barbata, Ramalina thrausta tiirii liken 6ziitlerinden faydalanilmaktadir (Ingélfsdottir,
2002: 730). Cetraria ve Usnea cinslerinden bogaz pastili, ksiirik surubu ve haplarin
sentezinde ¢okca yararlanilmaktadir. Ozellikle izlanda Yosunu olarak da bilinen Cetraria
islandica 200 yili askin zamandir izlanda’da yaygin olarak ‘izlanda Scurvy’ hastaligmin
tedavisinde, Tiirkiye’de ise hemoroid, bronsit, dizanteri ve tiiberkiiloz tedavisinde ila¢ olarak
kullanilmaktadir (Schneider, 1898: 163; Colak vd., 2014: 879).



Eski ¢aglarda antibakteriyel olarak kullanilmis olan Bryoria Brodo-D.Hawksw. cinsi
giinimiizde sindirim sistemi diizenleyicisi ve siskinlik gidericisi olarak, Letharia vulpina,
iltihap kurutucu olarak, Lobaria quercizans Michx. akciger ve mide hastaliklar1 tedavisinde,
Parmelia cinsleri idrar yolu hastaliklar1 tedavisinde, Peltigera Willd. cinsi astim gibi akciger
hastaliklarinda, yara, yanik ve ciiriiklerin tedavisinde ayrica kuduz hastalig1 ilaglarinin

yapiminda kullanilmaktadir (Cobanoglu vd., 2004: 88).
2.3.4. Likenlerin Kullanildig1 Diger Alanlar

Likenler yiizyillar boyunca endiistri, gida ve tip alanlarinin yani sira farkli alanlarda da
substrat  olarak  kullamlmustir. Ornegin; biyoindikatér olarak, hava kirliliginin
degerlendirilmesinde kullanilmaktadir. Bu amagla likenler "siirekli kontrol sistemleri" olarak
tanimlanmaktadir (Loppi vd., 2004: 115). Ayrica yanici madde Uretiminde, sigara yapiminda
ve dekorasyon amaciyla gesitli liken tiirleri kullanilmaktadir (Cobanoglu vd., 2004: 88).

2.4. Likenlerin Antimikrobiyal Ozellikleri

Likenler tarafindan sentezlenen sekonder metabolitlerin pek ¢ogu biyolojik olarak aktif
maddelerdir. Liken sekonder metabolitlerinin biyolojik aktivite gosterdigi alanlardan biri
antimikrobiyal aktivitedir. Giiniimiizde hastalik etkeni mikroorganizmalarla miicadelede en
onemli sorunlardan bir tanesi antibiyotik direnci oldugundan arastirmacilar, alternatif dogal
antimikrobiyal kaynak bulmaya yonelmistir. Ayrica dogal antimikrobiyal maddelerin yan
etkilerinin genellikle olmamas1 ya da sentetik ilaglara oranla ¢ok az olmasi dogadan elde
edilebilecek antimikrobiyal madde arayislarini artirmigtir (Valle Jr vd., 2015: 533). Dogada pek
cok alg, bakteri, mantar, bitki ve liken tiriinin kendilerini savunma amaciyla antimikrobiyal
etkili bilesikler sentezledigi bilinmektedir (Gyawali ve Ibrahim, 2014: 413).

Likenler sentezledikleri sekonder metabolit ¢esitliligi sayesinde alternatif
antimikrobiyal kaynagi olarak degerlendirilmis ve pek cok caligmada substrat olarak
kullanilmistir. Likenlerle yapilan ¢alismalarda, depsitler, dibenzofuranlar ve depsidonlar gibi
fenolik bilesikler ve tiirevleri sayesinde antimikrobiyal aktivite gosterebildikleri bildirilmistir

(Rankovic¢ vd., 2008: 1240; Boustie vd., 2011: 289; Sekerli vd., 2017: 97).



Ornegin; depsid grubundan evernik asit ile dibenzofuran tiirevi olan usnik asitin
karistirilmasiyla evosin adi verilen, Mycobacterium tuberculosis ve Corynebacterium diphteria
patojenlerine kuvvetli etki gosterebilen antimikrobiyal madde elde edilmistir (Zeybek ve John,
1992: 39). Liken sekonder metabolitlerinden en cok antimikrobiyal aktivite gdsterenler
Ozellikle pulvinik asit, usnik asit, lobarik asit, fisodik asit, protolikesterinik asit ve
fumarprotosetrarik asit olarak bildirilmistir (Vartia, 1973: 550; Dilger vd., 1997: 104,
Ing6lfsdottir, 2002: 731; Boustie ve Grube, 2005: 273).

Ingdlfsdottir ve arkadaslar1 (1998) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada, Mycobacterium
tuberculosis’in inhibisyonu i¢in ¢esitli likenlerden elde edilen liken asitleri kullanilmis ve
Camptochaete arbuscula turinden elde edilen usnik asitin antibakteriyel etkisinin en ylksek
oldugu bildirilmistir (Ingolfsdottir vd., 1998: 143).

Yapilan bir calismada, Ramalina farinacea tiirtinden ¢esitli ¢oziiciilerle elde edilen liken
6zltlerinin Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum, Aspergillus niger ve Candida
albicans gibi funguslari, Escherichia coli, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus ve Salmonella typhi gibi bakterileri inhibe ettigi bildirilmistir (Esimone
ve Adikwu, 1999: 430).

Aseton ile ekstrakte edilen Hypogymnia physodes, Evernia prunastri ve Cladonia
portentosa tiirii likenlerin funguslara etkisinin arastirildig1 bir calismada, pek ¢ok ekstraktin
antifungal aktif oldugu belirlenmis ve 6zellikle evernik asitin Phytophthora infestans turi

patojen fungusu inhibe ettigi bildirilmistir (Halama ve Van Haluwin, 2004: 101).

Malhotra ve arkadaslari1 (2008), tarafindan yapilan bir ¢alismada, gesitli likenlerden elde
edilen evernik asit, usnik asit ve vulpinik asit maddelerinin Bacillus megaterium, Bacillus
subtilis ve Staphylococcus aureus gibi Gr (+) bakteri tiirlerinin gelisimini engelledigi
bildirilmistir (Malhotra vd., 2008: 4).

Cesitli patojen mikroorganizmalarin inhibisyonunun hedeflendigi bir baska ¢aligmada,
likenlerden elde edilen protosetrarik asit, fumarprotosetrarik asit, stiktik asit ve lekanorik asitin
aktiviteleri incelenmis ve on fungus tiirii ile on alt1 bakteri tiirlinde yiliksek antimikrobiyal

aktivite bildirilmistir (Rankovi¢ vd., 2008: 1241).
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Bagka bir ¢alismada Escherichia coli, Acinetobacter sp. ve Pseudomonas aeruginosa
bakterilerinin inhibisyonu i¢in ¢esitli liken tiirlerinin kloroform ve aseton ¢oziiciileri ile elde
edilen ozutleri kullanilmistir. Kullanilan 6zutlerin tamaminin, her mikroorganizmada farkli
oranlarda antimikrobiyal aktivite gosterdigi ve ¢6ziicli olarak kullanilan asetonun 0z(t elde
etmede daha etkin oldugu bildirilmistir (Cobanoglu vd., 2010: 156).

Mersin ilinden toplanan Squamarina lentigera liken tiirii ile yiiriitiilen bir ¢aligmada
liken 6zutlerinden usnik asit izole edilmis ve antibakteriyel kapasitesi aragtirilmistir. Bacillus
subtilis ve B. megaterium suslarinin kullanildig1 antimikrobiyal aktivite ¢alismalar1 sonucunda

usnik asit i¢in olumlu sonuglar elde edilmistir (Cansaran-Duman ve Halici, 2012: 132).

Yapilan bir bagka ¢alismada ise Bacilus subtilis, Bacillus mycoides, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus,
Penicillium verrucosum, Penicillium purpurascens, Candida albicans tlrlerinin tamaminin
Evernia prunastri liken tiiriinden elde edilen evernik asit ile inhibe oldugu bildirilmistir. Ayni
calismada Pseudoevernia furfuracea liken turtinden elde edilen fisodik asitin antimikrobiyal

aktivitesinin ise en giiglii oldugu tespit edilmistir (Kosani¢ vd., 2013: 116).

Kambar ve arkadaslar1 (2014), Ramalina conduplicans tirlnin etil asetat, petroleum
eter ve etanol 6zutlerini bes cesit fungus tiirii ve on bes ¢esit bakteri tiirii i¢in test etmislerdir.
Calisma sonucunda kullanilan bakterilerin en ¢ok etil asetat 6zitlerine duyarli oldugu, tiriner
sistem bakterilerinin tamaminin ise etanol Oziitleri ile inhibe oldugu, ayrica kullanilan
mikroorganizmalardan en az duyarli olanin Klebsiella pneumoniae oldugu bildirilmistir
(Kambar vd., 2014: 60).

Ramalina nervulosa tiirii ile yiirtitiilen benzer bir ¢alismada ¢oziicii olarak su, petroleum
eter ve etanol kullanilmistir. Oziitlerin, funguslar1 bakterilerden daha yiiksek oranda inhibe
ettigi, ancak en duyarl tiiriin Bacillus subtilis oldugu, ayrica su Ozutlnun Pseudomonas
aeruginosa bakteri tiirtinde higbir aktivite gostermedigi bildirilmistir (Sundararaj vd., 2015:
202).
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Sesal ve arkadaslar1 (2016), kloroform ve metanol ¢oziiciileri kullanarak Ramalina
canariensis, Ramalina fastigiata, Ramalina chondrina ve Ramalina fraxinea liken turlerinden
Ozltler elde etmisler ve bu 0Ozitlerin antimikrobiyal aktivitelerini Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli ve Candida albicans
tirlerine karsi test etmislerdir. Yapilan ¢alisma sonucunda Gr (-) bakterilerin (P. aeruginosa ve
E. coli) R. chondrina ve R. canariensis liken tirlerinin kloroform 6zitlerine, maya tirtnin (C.
albicans) ise R. canariensis tirt likenin metanol 6zltine kars1 duyarli oldugu bildirilmistir
(Sesal vd., 2016: 207).

Ramalina capitata tr( likenin aseton 0zitl ile yiriitiilen bir bagka ¢alismada ise
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella abony, Staphylococcus aureus ve
Bacillus spizizenii tiirleri test edilmistir. Gram (-) bakterilerde (P. aeruginosa, E. coli ve S.
abony) aseton Ozltunin antimikrobiyal etkinlik olusturamamasina ragmen Gram (+)
bakterilerde (B. spizizenii ve S. aureus) antimikrobiyal aktivite kontrol antibiyotiklere oranla

bile daha fazla gozlenmistir (Zrnzevic vd., 2017: 679).

Candelaria fibrosa, Parmelia aurulenta, Physcia millegrana, Cladonia scabriuscula,
Parmelia caroliniana, Parmelia tinctorum, Parmelia cetrata, Teloschistes flavicans ve
Parmelia dilatata liken tirlerinden elde edilen metanol ¢zitlerinin Pseudomonas aeruginosa
bakteri tiirline etkisinin arastirildig bir ¢aligmada, P. cetrata ve P. dilatata liken turlerinin P.
aeruginosa turuni sirasiyla % 37 ve % 50 oranlarinda inhibe edebildigi bildirilmistir (Nugraha
vd., 2019: 43).

Parmelia conspersa ve Parmelia perlata tiru likenlerin metanol ve aseton 6zitlerinin
antimikrobiyal aktiviteleri, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Proteus vulgaris, Proteus
mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Bacillus subtilis, Candida albicans ve Aspergillus niger
tiirleri tizerinde test edilmis ve en yiiksek aktivitenin A. niger fungus turinde P. perlata tird

likenin aseton 6zutu ile gergeklestigi bildirilmistir (Manojlovi¢ vd., 2020: 10).

Giil ve arkadaslar1 (2020), Pseuduevernia furfurace liken tlrinln etanol ve metanol
ozltlerinin antimikrobiyal aktivilerini Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus
ve Candida albicans tiirleri {izerinde test etmis ve etanol 0zt i¢in en duyarli susu S. aureus,

metanol 6zt i¢in ise en duyarli susu C. albicans olarak bildirmislerdir (Gtil vd., 2020: 7).
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2.5. Likenlerin Antioksidan Ozellikleri

Canli organizmalarin yasamsal faaliyetlerini sirddrebilmesi icin olmazsa olmaz
elementlerden bir tanesi oksijendir. Ancak organizmalarin hemen hepsi, metabolik aktiviteleri
sirasinda canli sisteme zarar veren bazi reaktif oksijen tiirlerini meydana getirmektedir (Koca
ve Karadeniz, 2003: 32). Reaktif oksijen tirleri (Reactive Oxygen Species: ROS); hidroksil
(OH)), stiperoksit (O ) gibi radikal ve singlet oksijen (*O.), hidrojen peroksit (H20) gibi
radikal olmayan molekullerdir ve kimyasal aktiviteleri, normal oksijen molekillerine oranla
oldukca ylksektir (Cavdar vd., 1997: 93; Koca ve Karadeniz, 2003: 32; Mohan vd., 2012: 245).

ROS’lar, yeni serbest radikallerin olusumu ile sonuglanan zincir reaksiyonlar baslatabilirler.

Serbest radikallerin yapisinda bulunan ortaklagmamis elektronlar niikleik asit, lipit ve
proteinler gibi biyomolekdllerle reaksiyona girerek hiicrenin yasam dongusune zarar
vermektedir (Koca ve Karadeniz, 2003: 33; Mohan vd., 2012: 245). Serbest radikallerin
biyomolekiillerle reaksiyona girmesini, onlar1 yakalayip stabilize ederek engelleyen bilesiklere
“antioksidan madde” adi1 verilir (Koca ve Karadeniz, 2003: 33). Antioksidan maddelerin

siniflandirilmast Tablo 2.1.’de gosterilmistir.

Tablo 2.1. Antioksidan maddelerin siiflandirilmasi

ENDOJEN ANTIOKSIiDAN MADDELER

ENZIMATIK ANTIOKSIDAN MADDELER | NONENZIMATIK ANTiIOKSIiDAN MADDELER

Glutatyon rediiktaz (GR) Bilirubin Transferrin
Glutatyon peroksidaz (GPx) Urik asit a-lipoik asit
Slperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon Koenzim Q 10
Katalaz (CAT) Melatonin Selenyum
Alblimin Seruloplazmin

EKSOJEN ANTIOKSIiDAN MADDELER
ILAC OLARAK KULLANILANLAR VITAMINLER
Vitamin A (B8-karoten)

Ksantin oksidaz inhibitorleri

Rekombinant siiperoksit dismutaz

NADPH oksidaz inhibitorleri

Trolox-C (Vitamin E analogu)

Endojen antioksidanlarin aktivitesini artiranlar
Demir redoks dongusu inhibitorleri

Serbest radikal toplayicilar

Sitokinler, Barbitiiratlar, Demir selatorleri

Vitamin B9 (Folik asit)
Vitamin C (Askorbik asit)
Vitamin E (a-Tokoferol)

Kaynak: (Karabulut ve Gilay, 2016: 66)
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Antioksidan o6zellikli bilesiklerin oksidanlara etki mekanizmasi; Supurme EtKisi
(Scavenging): Oksidanlari daha zayif yeni bir molekiile doniistiirerek, SOndirme etkisi
(Quenching): Oksidanlara bir hidrojen atomu ekleyerek, Zincir reaksiyonlarini kirma etkisi
(Chain Breaking): Sertiloplazmin, hemoglobin ve agir minerallerin oksidanlar1 kendilerine
baglamasiyla, Onarma etkisi (Repair): Oksidatif hasar gormiis biyomolekiilleri onararak olmak
tizere dort yolla gergeklesmektedir (GOkpinar vd., 2006: 86).

Ancak antioksidan maddeler, serbest radikallerin engellenmesinde, her zaman yeterli
olmamaktadir. Organizmalardaki bu oksidan/antioksidan dengesinin oksidan yoniine
kaymasiyla meydana gelen hasara “oksidatif stres” denir (Biiyliktuncel, 2013: 95). Bircok
kanser cesidi, kardiyovaskiiler hastaliklar, hipertansiyon, alzheimer, kronik ve dejeneratif
hastaliklarin ortaya ¢ikmasi ve ilerlemesinde oksidatif stresin rolii oldugu diistintilmektedir
(Akillioglu ve Yalgm, 2010: 228). Oksidatif stresten korunmak amaciyla dogal (fenolik
bilesikler, aminler, karotenler gibi) ya da sentetik antioksidan maddelerin kesfi veya
gelistirilmesi, arastirmalarin yogunlagsmas1 gereken konulardandir. Likenler tarafindan
sentezlenen sekonder metabolitlerin ¢ogu aromatik yapilart geregi antioksidan madde olma
potansiyeline sahiptir (Behera vd., 2005: 991; Paudel vd., 2008b: 605).

Umbilicaria nylanderiana, Picea glauca, Parmelia saxatilis, Ramalina polymorpha ve
Ramalina pollinaria liken turlerinin metanol 6z(tleri ile yiiriitiilen bir ¢alismada, DPPH teknigi
ile likenlerin antioksidan kapasiteleri incelenmis ve yalnizca U. nylanderiana liken turinin
antioksidan etkinlik gosterdigi bildirilmistir. Caligma kapsaminda toplam fenolik bilesik
miktarlar1 tayin edilmis ve en ¢ok fenolik bilesik igeren liken tiiriiniin U. nylanderiana oldugu
tespit edilmistir. Elde edilen veriler 15181nda antioksidan aktivite ile toplam fenolik madde

miktar1 arasinda baglant1 olabilecegi bildirilmistir (Gulluce vd., 2006: 518).

Kumar ve arkadaslar1 (2009), Ramalina conduplicans ve Ramalina hossei turlerinin
metanol 6zutlerinin farkli konsantrasyonlarinin antioksidan aktivitelerini yine DPPH yontemi
ile test etmisler ve her iki liken tiiriinde de farkli konsantrasyonlarda antioksidan etkinlik
gozlemlemisler, ancak R. hossei liken tiiriiniin radikal siipiiriicii etkisinin daha yiiksek oldugunu

belirlemislerdir (Kumar vd., 2009: 240).

Bir baska calismada ise Lethariella sernanderi, Lethariella sinensis ve Lethariella
cashmeriana liken tiirlerinden kirmizi ve sar1 renkli pigmentler elde edilerek antioksidan

kapasiteleri incelenmis ve pigmentlerin antioksidan aktivite gosterdikleri bildirilmistir

(Kinoshita vd., 2010: 85).
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Parmotrema tinctorum, Bulbothrix isidiza, Rondeletia peruviana ve Centaurea
aggregata liken tirlerinin metanol ve aseton 6zutlerinin antioksidan aktivite ve toplam fenolik
madde iceriklerinin arastirildig1 bir calismada, antioksidan aktivitesi en yiiksek olan 6rnegin B.
isidiza likeninin aseton 6zutl ve en yiiksek radikal stipiiriicti 6zellige sahip olan 6rnegin ise R.

peruviana liken tlriniin aseton 6zitl oldugu rapor edilmistir (Stanly vd., 2011: 2826).

Benzer bir ¢alismada, Ramalina fastigiata, Ramalina fraxinea ve Ramalina farinacea
liken tdrlerinin etanol, metanol ve aseton ekstraktlari antioksidan aktiviteleri bakimindan
incelenmistir. Calisma sonucunda, en yuksek aktivitenin metanol ile ekstrakte edilen R.

fastigiata liken tiiriinde gozlendigi bildirilmistir (Sahin vd., 2015: 474).

Sundararaj ve arkadaslar1 (2015), Ramalina nervulosa liken turinden etanol, su ve
petrol eteri ¢ozicileri ile ekstrakte ettikleri 6rneklerin antioksidan kapasitelerini incelemis ve
tim ekstraktlarda antioksidan aktivite gozlemlemislerdir. Sonug¢ olarak liken tiiriiniin dogal
antioksidan madde Uretimi igin potansiyel bir substrat oldugu rapor edilmistir (Sundararaj vd.,
2015: 203).

Zrnzevic ve arkadaglari (2017), Ramalina capitata liken tlrlinin aseton 6zUutunin
antioksidan kapasitesinin, ayn1 yontem ile test ettikleri Umbilicaria crustulosa liken tirinin

aseton 0zUtunun antioksidan kapasitesine oranla daha diisiik oldugunu bildirmislerdir (Zrnzevic
vd., 2017: 679).

Parmelia conspersa ve Parmelia perlata liken turlerinin metanol ve aseton 6ziitleri ile
antioksidan kapasitenin belirlenmesi amaciyla yiiriitiilen bir bagka ¢alismada, en yiiksek DPPH
stiplirme aktivitesi gosteren Ornegin P. conspersa liken tirinun metanol 6zuti oldugu

gosterilmistir (Manojlovi¢ vd., 2020: 10).

Aoussar ve arkadaglart (2020), yilin farkli mevsimlerinde topladiklar1 Evernia
prunastri, Pseudovernia furfuracea ve Ramalina farinacea liken tirlerinin aseton 6zutlerinin
antioksidan kapasitelerini incelemislerdir. En yliksek aktivitenin ilkbahar mevsiminde toplanan
likenlerde goriildiigii, P. furfuracea tlrindn diger tiirlere oranla daha yiiksek aktivite gosterdigi
ve toplam fenolik madde igerigi ile antioksidan aktivite arasinda anlamli bir iligki oldugu
bildirilmistir (Aoussar vd., 2020: 4).
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2.6. Likenlerin Antikanser Ozellikleri

Kanser, mitoz bolunmeyi ve hucre buytmesini kontrol eden genlerin anormal
aktivasyonuna yol acan mutasyonlar sonucu meydana gelmektedir. Kanserli hicrelerinin
saglikli hiicrelerin biiyiime simirina uymamasimin nedeni, hiicre biiylimesini aktive eden
blylme faktorlerine ihtiya¢c duymamasidir. Ayrica hiicre dongiistinii kontrol eden genlerde
meydana gelen mutasyonlar kanser olusumundaki 6nemli faktorlerden biridir. (Gutschner ve
Diederichs, 2012: 704).

Giiniimiizde kanser vakalarmin artmasiyla birlikte, tedavilerde alternatif olabilecek
ilaglarin kesfine yonelik ¢alismalar da artmustir. Likenlerin antikanser aktiviteleri ile ilgili
caligmalar, diinyada ve lilkemizde 2011 yilindan itibaren yer almaya baslamistir. Fakat
yiriitilen calismalarda kullanilan liken metabolitleri ve hiicre ¢esitleri oldukca smirlidir
(Ozenoglu vd., 2013: 216). Ancak cesitli liken sekonder metabolitlerinin, pek ¢ok farkli kanser
hiicre hatt1 tizerinde test edilmesi ve etki mekanizmalarinin arastirilmasi ile antikanser etkili

molekiillerin kesfi gergeklesebilir.

Likenlerin kanser hiicrelerine karsi sitotoksik kapasitesi, G2/M, S veya GO/G1
fazlarinda hiicre dongiisii tutuklamasiyla birlikte apoptoz, nekroz veya otofaji gibi siiregler
araciligryla saglanmaktadir (Yurdacan vd., 2019: 203). Likenler ayrica, sikline bagimli kinazlar
(CDK4, CDK6) veya siklin D1 ile iliskili olanlar gibi ¢esitli mekanizmalar araciligiyla hiicre

doéngusunin duzenleyicileri olarak goérev gorur (Singh vd., 2013: 38).

Evernia prunastri, Cladonia rangiformis, Cladonia convoluta, Flavoparmelia caperata,
Platismatia glauca, Parmotrema perlatum, Usnea rubicunda ve Ramalina cuspidata liken
tirlerinin sitotoksik aktiviteleri dort insan ve iki fare kanser hiicre hatlari ile test edilmis ve

liken tiirlerinin sitotoksik etki gosterdigi bildirilmistir (Bézivin vd., 2003: 501).

Triggiani ve arkadaslar1 (2009), Xanthoria parietina metanol dzitunin fare miyoloma

hlcrelerinin cogalmasini belirgin olarak azalttig1 bildirmistir (Triggiani ve ark., 2009: 61).

Koparal ve arkadaslar1 (2010), Pseudevernia furfuracea liken tirtinden aseton ile elde
edilen @zutlerin, kanserli hiicrelerin anjiyojenezini i¢in énemli bir basamak olan migrasyonu

engelledigini rapor etmistir (Koparal vd., 2010: 756).
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Evernia prunastri ve Pseudoevernia furfuraceae liken turlerinin aseton 6ztleri ve liken
sekonder metaboliti fizodik asitin FemX ve LS174 hicrelerindeki antikanser aktiviteleri MTT
yontemi ile test edilmis ve fizodik asit her iki hiicre tiiriine karst en iyi sitotoksik etkiyi

gostermistir (Kosani¢ vd., 2013: 116).

Flavocetraria cucullata liken tiirliniin bir aseton 6ziitii ve alt bileseni usnik asit ile
yiiriitiilen bir ¢alismada, 6ldiiriicii konsantrasyonlarda apoptozu indiikleyerek kanser hiicreleri
iizerinde segici bir sitotoksisite uygulanmis ve bu 06ziit ile usnik asitin Sliimciil olmayan
konsantrasyonlar1 kanser hiicrelerinin tiimor olusumunu ve hareketliligini inhibe ettigi, epitel
mezenkimal gec¢isi (EMT) bastirdigt ve Akt fosforilasyonunu inhibe ettigi belirlenmistir.
Ayrica, Oziitiin antikanser aktivitesinin usnik asitten daha etkili oldugu rapor edilmistir (Nguyen
vd., 2014: 11).

Cladonia convoluta ve Cladonia rangiformis liken tdrlerinin kloroform ve metanol
Oziitlerinin antiproliferatif, sitotoksik ve apoptotik etkileri insan go6giis kanseri hiicreleri
tizerinde test edilmis ve bu tiirlerin kanser tedavileri icin dnemli adaylar olabilecekleri
bildirilmistir (Coskun vd., 2015: 97).

Usnea strigosa liken tirtnun etanol 6ziti ve nortik asit bilesiginin MDA-MB-231,
MDA-MB-468, MCF-7, T-47D, BT-474 ve SK-BR-3 hiicrelerindeki antikanser etkilerinin
arastirildig1 bir ¢alismada, en iyi inhibisyon MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 hiicrelerinde
goriilmiis ve altt meme kanseri hiicre hattinin hepsinde anti-proliferatif etkiler gézlenmistir. Ote
yandan, insan tlmdrijenik olmayan MCF-10A hicrelerinde herhangi bir sitotoksik etki
goriilmemistir (Ebrahim vd., 2016: 563).

Roccella montagnei liken turiinden metanol ile elde edilen 6zitiin antikanser aktivitesi
test edilmis ve oziitlin MCF-7 ile FaDu kanser hiicre hatlarinin biiylimesini sirastyla % 56.55

ve % 64.05 oranda inhibe ettigi belirlenmistir (Mishra vd., 2017: 726).

Candelaria fibrosa, Parmelia aurulenta., Physcia millegrana, Cladonia scabriuscula,
Parmelia caroliniana, Parmelia tinctorum, Parmelia cetrata, Teloschistes flavicans ve
Parmelia dilatata liken tirlerinden elde edilen metanol 6zitlerinin MCF7, WiDr ve HelLa
kanser hiicre hatlar1 ile Vero saglikli hiicre hatlarma etkisinin arastirildigi bir ¢alismada,
Oziitlerin tamaminin en az iki kanser hiicre hatt1 lizerinde sitotoksik aktivite gosterdigi
bildirilmis ve en iyi antikanser aktivitenin, Hela kanser hiicre hattina kars1 Physcia millegrana

liken tlirinden elde edilen 6ziit ile gergeklestigi rapor edilmistir (Nugraha vd., 2019: 44).
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Ramalina leiodea liken tiriinden aseton ile elde edilen 6zltln antikanser aktivitesi

A549, HelLa ve FaDu kanser hiicre hatlar1 ile test edilmis ve tiim hiicre hatlarinda sitotoksik

aktivite goriildiigi bildirilmistir (Tatipamula vd., 2020: 382).

Tablo 2.2. Antikanser aktivite deneylerinde kullanilan liken tiirleri, hiicre hatlar1 ve uygulama

yontemleri
LiKEN TURU HUCRE HATTI YONTEM KAYNAKCA
Meme Kanseri
Evernia prunastri LS174 MTT Manojlovi¢ vd., 2012: 1168
Cetraria islandica SK-BR-3, T-47D Kristal viyole boyama Bessadottir vd., 2014: 1721
Usnea flammeastirt MCF-7 MTT Perico-Franco vd., 2015: 36

Xanthoria parietina

MCEF-7, MDA-MB-231

Kristal viyole boyama

Basile vd., 2015: 7873

Parmelia sulcata

MCEF-7, MDA-MB-231

MTT, ATP canlilik testi

Ari vd., 2015: 541

MDA-MB-231, T-47D

Kristal viyole boyama

Parmotrema tsavoense MCF-7 Sulforodamin B Duong vd., 2015: 9688
Lobaria orientalis MCF-7 Sulforodamin B Dung, 2016: 313
Hypogymnia physodes MCF-7, MTT, Studzinska-Sroka vd., 2016:

2483

Cetraria islandica,
Vulpicida canadensis

MCF-7

MTT

Fernandez-Moriano vd.,
2016: 9

Bryoria capillaris,
Cetrariaislandica

Anaptychia ciliaris, MCF-7 MTT Tas vd., 2017: 16
Bryoria capillaris,

Cetraria islandica

Roccella montagnei MCF-7 Sulforodamin B Mishra vd., 2017: 726
Roccella montagnei MCF-7 Sulforodamin B Mishra vd., 2017: 726
Cladonia salzmannii MCEF-7 MTT, CBPI Goncalves vd., 2018: 9
Kolon kanseri

Roccella montagnei DLD-1, SW-620 Siilforodamin B Mishra vd., 2017: 726
Evernia strumcirrhatum  HCT116 MTT Pol vd., 2017: 154
Platismatia glauca, HCT116 MTT Paluszczak vd., 2018: 120
Cladonia uncialis,

Parmelia sulcata,

Hypogymnia physodes,

Hypocenomyces calaris

Cilt kanseri

Evernia prunastri FemX MTT Manojlovi¢ vd., 2012: 1168
Bacidia stipata, A375 MTT Cardile vd., 2017: 43
Ochrolechia deceptionis,

Hypogymnia lugubris

Akciger kanseri

Cladonia aggregata NCI-H292 MTT Martins vd., 2016: 7
Lagotis brevitubaMaxim.  A549 MTT Xiang vd., 2017: 1516
Lobarientalones NCI-H460 Sulforodamin B Nguyen vd., 2017: 266
Karaciger kanseri

Lobaria orientalis HepG2 Sulforodamin B Nguyen vd., 2017: 266
Lagotis brevitubaMaxim. HepG2 MTT Xiang vd., 2017: 1516
Anaptychia ciliaris, HepG2/C3A MTT Tas vd., 2017: 16
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2.7. Likenlerin Tanimlanmasi

Taksonomi, tiim biyolojik varliklar i¢in referans bir sistemi saglayan temel bir
disiplindir ve organizmalar birbirinden farkli 6zellikler tasidiklarindan, ortak ozellikleri
incelenerek siniflandirilir ve gruplar halinde diizenlenir (Madigan vd., 2012). Prokaryot
taksonomisi genotipik ve fenotipik 6zellikleri birlestirmektedir. Genotipik 6zellikler, hiicre
yapisindaki niikleik asitlerden (DNA, RNA) elde edilirken, fenotipik oOzellikler ise

organizmanin fiziksel ve biyokimyasal karakterlerinden elde edilir.

Okaryotlarin filogenetik calismalarinda nuklear DNA ve mitokondriyal DNA
kullanilmaktadir. Molekiiler filogenetik c¢alismalarda kullanilmasi avantajli olan DNA
bolgeleri; cekirdek ve mitokondrial DNA ve protein kodlayan bolgelerdir (Bridge vd., 2005).
Bunlarin yani sira kloroplast DNA’s1 (cpDNA), ribozomal DNA (rDNA), Rubisco, tRNA gibi

canlilarda ortak gen bolgeleri olarak kabul edilen evrensel bolgeler de kullanilmaktadir.
2.7.1. Likenlerin ITS Dizi Analizi ile Tanimlanmasi

Okaryotik ribozomal DNA (rDNA) gen ailesi, birbiri ardma gelen tekrarli dizilerden
olugmaktadir. Her bir tekrar dizisi 18S, 5.8S ve 28S rRNA genlerini kodlamaktadir ve bu genler
birbirinden ITS (Internal Transcribed Spacer) 1, ITS2, ETS (External Transcribed Spacer) ve
IGS (Intergenic Spacer) olarak adlandirilan kodlanmayan dizilerle ayrilmistir. ITS1 bolgesi;
rDNA’nin alt birimlerinden kiiguk alt tnite (Small Subunit; SSU) ile 5.8S alt birim arasinda yer
alirken, ITS2 bolgesi; rDNA’nin blyik alt Gnite (Large Subunit; LSU) rRNA genleri ile 5.8S
alt birim arasinda yer almaktadir (Boysen vd., 1996: 175). Mantarlarin rDNA bélgesi Sekil

2.3.de gosterilmistir.

_ TTSIF ITS5 ITS1 T3 N
_"l —_— — — — 3
185 [151 585 II5] 188
ms2 s IS

Sekil 2.3. Mantarlarin ribozomal DNA bolgesi
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Mantarlara 6zgili bir primer olan ITS1F primeri tDNA’nin SSU geninin 3’ ucunda
bulunurken evrensel bir primer olan ITS4 primeri LSU geninin 5’ uzundan bulunmaktadir
(Gardes ve Bruns, 1993: 114). Evrensel primerler kullanilarak ITS bdlgesinin ¢ogaltilmasi ve
dizi analizine tabi tutulmasi ile yiiriitilen molekiiler tabanli g¢alismalar tiirlerin teshis
edilmesinde morfolojik verilere gore kolaylik saglamaktadir (Cerbah vd., 1998: 347; Eddie vd.,
2003: 556). Mantarlarin ITS boélgelerinin ¢ogaltilmasi amaci ile kullanilan primer dizileri Tablo

2.3.de gosterilmistir.

Tablo 2.3. ITS bolgelerinin ¢ogaltilmasindan kullanilan primer dizileri

ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
ITS1F CTTGGTCATTTAGAGAAGTAA
ITS2 GCTGCGTTCTTCATCGATGC
ITS3 GCATCGATGAAGAACGCAGC
ITSS GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG

Kaynak: (Innis vd., 1989: 317)

ITS bolgesinin filogenetik c¢aligmalarda tercih edilmesinin en temel nedenlerinden
bazilari, ITS bélgesinin kiigiik olmasi (~700 bp) ve bu bolgenin PCR ile ¢ogaltilma isleminde
evrensel tek primer ¢iftinin yeterli olmasi, rDNA’nin ¢ok tekrarli olmasi sayesinde pargalanmis
veya az miktarda DNA iceren drneklerden dahi ITS bdlgesinin amplifikasyonunun mimkin
olmasi, ITS dizilerinin yiiksek frekansli mutasyon gostermesi sayesinde morfolojik olarak
benzer olan tiirler arasinda veya bir tiirlin farkli suslarinda dahi degisiklik igcermesi ve boylece
cok cesitli tiirler i¢inden tek bir tiirtin bile ITS dizi analizi yontemi ile belirlenmesinin mimkin
olmasidir (White vd., 1990: 318; Bruns vd., 1991: 530; Lee ve Taylor, 1992: 637).

Likenlerin molekiiler tanimlanmasi, tDNA boélgesinin direkt olarak likenden izole
edilerek yapilabilecegi gibi likeni olusturan mantardan rDNA bdlgesinin izolasyonu ile de
mumkindir (Duman, 2008; Kranner vd., 2012: 44).

Peltigera aphthosa, Peltigera malacea, Peltigera leucophlebia, Peltigera britannica,
Nephroma arcticum ve Nephroma expallidum turlerinden izole edilen rDNA ITS bdlgelerinin
cogaltilmas1 amaciyla mantarlara 6zgii evrensel bir primer kullanilmis ve 5.8S bolgeleri
karsilastirilmigtir.  Likenlerin toplam DNA’sindan mantar DNA’sinin  segici  olarak

cogaltilmasinin, mantarlarin ITS bolgesine 6zgli primerlerle miimkiin oldugu bildirilmistir

(Goffinet ve Bayer, 1997: 233).
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Umbilicariaceae familyasina ait liken tiirlerinin filogenetik analizinin hedeflendigi bir
calismada, ITS1 ve ITS2 primerleri kullanilarak likenlerden rDNA’nin c¢ogaltilmasi
gerceklestirilmistir. Calisma sonucunda tiirler arasi benzerlik ve farkliliklarin belirlenmesi igin

ITS dizi analizi yonteminin uygun oldugu rapor edilmistir (Ivanova vd., 1999: 485).

Grube ve Arup (2001) tarafindan yiiriitiilen, niikleer ITS dizi analizi yontemine dayanan
bir calismada Physciaceae familyasi, Buellia ve Rinodina cinslerine ait bazi tiirlerin filogenetik

arastirtlmasi sonucunda cins isimleri basariyla belirlenmistir (Grube ve Arup, 2001: 67).

Diploicia ve Diplotomma cinsi likenlerin filogenetik olarak incelenmesi amaciyla rDNA
ITS bolgelerinin dizi analizi yapilmis ve tlirler aras1 gen farkliliklar ortaya koyulmustur. Tiirler
aras1 genetik uzakligin belirlenmesinin, farkli popiilasyonlarda varyasyon gdsteren 6rneklerin
molekdler filogenetik analizi yontemi ile miimkiin oldugu bildirilmistir (Molina vd., 2002:
516).

Xanthoria aureola ve Xanthoria parietina tiirleri arasindaki genetik farkliliklar
rDNA’nin IGS ve ITS boélgelerinin dizi analizi ile basartyla belirlenmistir (Lindblom ve Ekman,
2004: 196).

Cansaran ve arkadaglar1 (2006), Rhizoplaca cinsine ait liken turlerinin filogenetik

agacini, ITS dizi analizi ile olusturmus ve genetik akrabaliklar1 belirlemislerdir (Cansaran vd.,

2006: 410).

Benzer analizlerin Aspicilia cinsi igin gergeklestirildigi ve genetik akrabaliklarin

basariyla belirlendigi bir ¢alisma ise Aras ve arkadaglar1 (2007) tarafindan bildirilmistir (Aras
vd., 2007: 1156).

Hypogymnia ve Cavernularia cinslerinin filogenetik olarak incelenmesi amaciyla ITS

primerleri kullanilmis ve hedeflenen bolgenin bu primerler ile ¢ogaltilabildigi belirlenmistir

(Miadlikowska vd., 2011: 395).

Evernia divaricata ve Usnea longissima liken tiirlerinin genetik varyasyonlarinin
karsilastirildigr bir ¢alismada, benzerlik ve farkliliklar rDNA’nin ITS ve IGS dizi analizleri
yapilarak belirlenmistir (Rolstad vd., 2012: 78).

Kuzey Cin’de toplanan Peltigera cinsine ait likenlerin ITS dizi analizi ile
tanimlanmasimin hedeflendigi bir ¢aligmada Peltigera wulingensis isimli yeni bir tir
kesfedilmistir (Han vd., 2013: 329).
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Gasparyan ve arkadaslar1 (2017), ITS dizi analizi yontemini uyguladiklari likenlerden,
Ramalina europaea ve Ramalina labiosorediata turlerini, yeni liken tirleri olarak literatire
kaydetmislerdir (Gasparyan vd., 2017: 314)

Kistenich ve arkadaslar1 (2019), Cladonia, Nephroma, Peltigera ve Ramalina
cinslerinin her birinden iki adet tiirden, yaslar1 0 ile 155 arasinda degisen 56 liken ile ITS dizi
analizi yontemini ¢alismislar ve 56 ornekten 54’niin dizi analizinin basariyla gerceklestigini

bildirmislerdir (Kistenich vd., 2019: 12).

Bradshaw ve arkadaslar1 (2020), Rhizoplaca cinsine ait 9 tiriin rDNA’nin ITS, IGS, 28S
ve 18S bdlgelerinin dizi analizlerini gergeklestirerek filogenetik agaglarini olusturmus ve
genetik varyasyonlarinin belirlenmesinde rDNA’da bulunan bu bolgelerin, evrensel primerler

ile gogaltilmasinin uygun oldugunu rapor etmislerdir (Bradshaw vd., 2020: 8).
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal
3.1.1. Likenler

Tez calismasinda kullanilan liken 6rnekleri Bilecik Ili Kent Ormani1 (Enlem: 40.138386
Boylam: 29.989717)’ndan 27.06.2020 tarihinde toplanmistir. Likenlerin dogadaki goriintuleri
Sekil 3.1.’de gosterilmistir. Likenler morfolojik &zellikleri géz Oniine alinarak, molekiler
tanimlamasi yapilan Evernia prunastri liken tirleri ve izolat 4 olarak gruplara ayrilmistir (Senol
vd., 2021: 2).

Morfolojilerine gore siniflandirilan likenlerin laboratuvar ortamindaki goriintiileri Sekil

3.2.’de gosterilmistir.

Sekil 3.1. Tez ¢alismasinda kullanilmak tizere toplanan likenlerin dogadaki goriintiisii (A.
1zolat 4, B. Evernia prunastri)

Sekil 3.2. Tez calismasinda kullanilan likenlerin laboratuvardaki gériintiisii (A. izolat 4, B.
Evernia prunastri)
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3.1.2. Kullamlan Kimyasallar

Liken oziitlerinin elde edilmesi amaciyla metanol, etil asetat ve hekzan kullanilmistir.
Elde edilen 6zltlerin ¢ozdirilmesi ve kontrol g¢ozeltilerin hazirlanmasi amaciyla Dimetil
stilfoksit (DMSO) kullanilmistir. Antimikrobiyal aktivite deneylerinde pozitif kontrol olarak
Tetrasiklin (TET) ve Flukonazol (FLU) kullanilmigtir. Antioksidan aktivite testinde serbest
radikal bilesik olarak 1,1-difenil-2-pikril hidrazil (DPPH), DPPH’1n ¢6zdiiriilmesi i¢in etanol
ve standart madde olarak Biitil hidroksi toliien (BHT) kullanilmigtir. Hiicre canliliginin test
edilmesi amaciyla (3,4,5-dimetiltiyazol-2-il) -2-5-difeniltetrazolyum bromur (MTT) ve pozitif

kontrol olarak Doksorubisin kullanilmistir.
3.1.3. Kullamilan Besiyerleri

Antimikrobiyal aktivite testlerinde ve bu testlerde kullanilan mikroorganizmalarin
gelismesinde bakteriler i¢in Mueller-Hinton Agar (MHA) ve Mueller-Hinton Broth (MHB),
mayalar i¢in ise Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) ve Sabouraud Dekstroz Broth (SDB)

besiyerleri kullanilmistir.

Antikanser aktivite testlerinde ve bu testlerde kullanilan hiicre hatlarinin
gelistirilmesinde 2 mM L-glutamin, % 10 fetal sigir serumu (FBS) ve % 1 penisilin/streptomisin

ile desteklenmis Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 besiyeri kullanilmistir.
Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan besiyerlerinin igerigi Ek 1°de gosterilmistir.
3.1.4. Kullamlan Hucreler

Antimikrobiyal aktivite testlerinde, 4 adet Gram (+) bakteri hiicresi [Enterococcus
faecalis ATCC (American Type Culture Collection) 2942 (E. faecalis), Bacillus subtilis ATCC
6633 (B. subtilis), Staphylococcus aureus ATCC 29213 (S. aureus), Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228 (S. epidermidis)], 4 adet Gram (—) bakteri hlcresi [Escherichia coli
ATCC 05922 (E. coli), Serratia marcescens ATCC 8100 (S. marcescens), Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883 (K. pneumoniae), Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (P.
aeruginosa)] ve 3 adet maya hucresi [Candida albicans ATCC 24433 (C. albicans), Candida
krusei ATCC 6258 (C. krusei), Candida parapsilosis ATCC 22019 (C. parapsilosis)]

kullanilmustir.

Antikanser aktivite testlerinde, fare saglikli fibroblast hiicreleri [NIH/3T3 saglikli hiicre
hatti (ATCC CRL-1658)] ve iki farkli meme kanseri hiicresi [MCF-7 (ATCC HTB-22) ve
MDA-MB-231 (ATCC HTB-26)] olmak iizere 3 adet hiicre hatt1 kullanilmistir.
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Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan hiicreler, ATCC kodlan, gelistikleri besiyerleri ve

optimum biiyiime sicakliklar1 Tablo 3.1.’de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Kullanilan hiicreler ve biiyiime 6zellikleri

Hiicre Ad1 Kodu Gelistigi Besiyeri Optimum Sicakhk
E. faecalis ATCC 2942 MHB, MHA 35°C
B. subtilis ATCC 6633 MHB, MHA 25-35°C
S. aureus ATCC 29213 MHB, MHA 37-40 °C
S. epidermidis ATCC 12228 MHB, MHA 30-37 °C
E. coli ATCC 05922 MHB, MHA 37°C
S. marcescens ATCC 8100 MHB, MHA 37°C
K. pneumoniae ATCC 13883 MHB, MHA 35-37 °C
P. aeruginosa ATCC 27853 MHB, MHA 37°C
C. albicans ATCC 24433 SDB, SDA 33°C
C. krusei ATCC 6258 SDB, SDA 33°C
C. parapsilosis ATCC 22019 SDB, SDA 33°C
NIH/3T3 ATCC CRL-1658 RPMI 1640 37°C
MCF-7 ATCC HTB-22 RPMI 1640 37°C
MDA-MB-231 ATCC HTB-26 RPMI 1640 37°C
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3.2. Metod
3.2.1. Likenlerin ITS Dizi Analizi ile Tanimlanmasi

izolat 4 kodlu liken érneklerinin tiir tanimlama deneyleri BM Laboratuvarinda (Ankara,

Tirkiye) yapilmstir.

Ilk olarak likenlerden DNA izolasyonu gerceklestirmek amaciyla EurX GeneMATRIX
Plant & Fungi DNA izolasyon kiti (Polonya) kullanilmistir. izole edilen DNA’larin miktar ve
saflik tayini i¢in Thermo Scientific Nanodrop 2000 (ABD) cihazinda spektrofotometrik 6lglim
gergeklestirilmistir. Tir tayini i¢in hedeflenen gen bolgeleri, PCR c¢alismalarinda universal
primer olan ileri (ITSF1l; 5-CGAAGCCAGTGGCCTAACCC-3) ve geri (ITS4; 5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") primerler kullanilarak ¢ogaltilmistir. Yaklagik 600 bazlik
bolgeyi ¢ogaltmak igin tek asamali PCR islemi gerceklestirilmistir. PCR reaksiyonu Solis
Biodyne (Estonya) FIREPol® DNA Polymerase Taq polimeraz enzimiyle ger¢eklestirilmistir.
PCR kosullart Tablo 3.2.’de gosterilmistir. PCR (kyratec thermocycler, Avusturalya) ile elde
edilen amplifikasyon sonuglari 1 x TAE tampon ile hazirlanan % 1,5 agaroz jelde 100 volt
akimda 90 dakika elektroforezde yiiriitiilmiis ve etidyim bromiir boyas: kullanilarak UV
1s1ginda goriintlisii alinmigtir. Liken 6rnekleri i¢cin PCR sonrasinda agaroz jelde tek bant elde
edilmis ve PCR isleminin basarili oldugu gézlemlenmistir. PCR {iriinii saflastirma asamasinda,
elde edilen tek bant 6rnekler icin MAGBIO "HighPrep™ PCR Clean-up System" (AC-60005)
saflagtirma kiti kullanilip, kitin prosediirlerine uyarak saflastirilmistir. Sanger Dizileme
ornekleri i¢in, Macrogen Hollanda laboratuvarinda, ABI 3730XL Sanger dizileme cihazi
(Applied Biosystems, Foster City, CA) ve BigDye Terminator v3.1 Cycle Dizileme Kiti
kullanilmistir (Applied Biosystems, Foster City, CA). ITSF1 ve ITS4 primerleriyle elde edilen
okumalar, bir konsensus dizi olusturmak amaciyla kontig haline getirilmistir. Bu islemin
gerceklestirilmesinde BioEdit yazilimi iginde CAP contig assembly algoritmasi kullanilmistir.

Elde edilen diziler NCBI lzerindeki en yakin tiirlere gore hazirlanmustir.

Tablo 3.2. Hedef gen bélgelerinin amplifikasyonu igin gergeklestirilen PCR kosullari

Bilesen Stok Kons. Reak. Kon. Miktar
PCR Buffer 10X 1X 35ul
MgCl; 25mM 1,5mM 2.1l
dNTP mix 20 mM 0,2mM 0.35 ul
fleri Primer 10 uM 0,3 uM 1.05 ul
Geri Primer 10 uM 0,3 uM 1.05 ul
Tag DNA Polymerase 50U/ ul 2U 0.21 pl
Kalip DNA 3ul
PCR grade su ile 35 pl’ye tamamlanur.
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3.2.2. Likenlerden Oziit Elde Edilmesi

Tanimlanmasi yapilan liken 6rnekleri 3 kez distile su ile yikandi ve 24 saat 50 °C’de
kurutuldu. Kuruyan likenler 6giitiicti yardimi ile toz haline getirildi. Her bir liken grubundan
10 gram tartilip ISOPAD marka Soxhlet ekstraksiyon cihazinda 250 ml metanol, etil asetat ve
n-hekzan kullanilarak 8 saat ekstrakte edildi. Soxhlet ile ektraksiyon deney diizenegi Sekil
3.3.’de gosterilmistir. Ekstraksiyon sonrasi ¢ozlculer vakum altinda Heidolph marka Rotary
evaporator cihazi ile uzaklastirildi (Mothana ve Lindequist, 2005: 179). Cozuculerin Rotary
Evaporator Cihazi ile buharlastirilmasi islemi Sekil 3.4.’de gosterilmistir. Elde edilen 6zutler

calismalarda kullanilmak tizere +4 °C’de muhafaza edildi.

- @ - @ - &

Sekil 3.3. Soxhlet cihazi ile gerceklestirilen ekstraksiyon isleminin goriintiisii
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Sekil 3.4. Rotary evaporator cihazi ile gergeklestirilen ¢oziiciiniin buharlastirilmasi isleminin
gorintasu

3.2.3. Antimikrobiyal Aktivite Testleri

Liken 6zdtlerinin her biri 5 mg tartilarak 1 ml % 20’luk DMSO igerisinde ¢oziildii ve 5
mg/ml (5000 ppm) konsantrasyonlu stok liken c¢ozeltileri hazirlandi. Liken Oziitlerinin
antimikrobiyal aktivitelerinin test edilmesi amaciyla oncellikle Agar Disk Diflizyon yontemi
(CLSI M02-A12, 2015: 18) uygulandi. Calismalarda kullanilan her mikroorganizma optimum
biliylime kosullarinda 18-24 saat inkiibe edildi. Absorbans degerleri spektrofotometrede 600
nm’de 6lciildii ve ODgoo degerleri 0,1 (107 CFU/mI) olacak sekilde diliie edildi. Diliie edilen
bakteriler MHA iceren petrilere, mayalar ise SDA iceren petrilere 100 pl damlatildi ve ekiivyon
cubuk kullanilarak yayma ekim metodu ile inokiile edildi. Bos steril diskler petrilere esit
araliklarla ve en fazla 4 adet olacak sekilde yerlestirildi. Stok liken ¢6zeltilerinden mikropipet
ile 20 pl alinarak 6 mm capindaki bos steril disklere emdirildi. Pozitif kontrol diskleri olarak
Gram (+) bakteriler icin Vankomisin (30 pg), Gram (-) bakteriler icin Gentamisin (10 pg) ve
maya hucreleri i¢in Flukonazol (5 pg) emdirilmis diskler kullanildi. Her mikroorganizma kendi
optimum biiyiime kosullarma uygun olarak 18-24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
disklerin etrafinda olusan zon caplar1t milimetrik cetvel yardimiyla 6lgiildii. Tiim ¢alismalar

aseptik sartlara uygun, 2 tekrar olarak yiiriitiildii ve aritmetik ortalamalari alindi.
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Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MiK) mikrodiliisyon metodu (CLSI MO07-A9,
2012: 17) ile 96 kuyucuklu mikroplakalar kullanarak belirlendi. Kuyucuklar son durumda 100
Ml hacim igerecek sekilde hazirlandi. 5000 ppm’lik stok liken ¢ozeltileri kullanilarak ilk
kuyucuktaki liken 6zitiu konsantrasyonu 1250 pg/ml olmasi igin hazirlandi. 1:2 oraninda seri
diltisyonlar yapilarak sonraki kuyucuklarin konsantrasyonlar1 sirasiyla 625, 312.50, 156.25,
78.13, 39.06, 19.53, 9.77 ve 4.88 pg/ml’ye ayarlandi. Kuyucuklara, son durumda 5x10°
CFU/ml mikroorganizma igerecek sekilde, 5 pul mikroorganizma kulttriinden inokdle edildi.
Ayni islemler pozitif kontrol olarak, bakteriler icin tetrasiklin ve maya hticreleri icin flukonazol
ile uygulandi. Her mikroorganizma optimum biiyliime kosullarina uygun olarak 24 saat inkiibe
edildi. Sistemler, cok kuyucuklu plaka okuyucu (Multiskan FC, Thermo Scientifc,
Massachusetts, ABD) ile ODsoo Nm dalgaboyunda 6lciildi. Inkiibasyon sonunda iiremenin
inhibe edildigi en diisiik 6ziit konsantrasyonu MIK degeri olarak belirlendi. 96 kuyucuklu
mikroplakalarin goriintiisii, GeneSys yazilmma sahip G: BOX (Syngene, Ingiltere)
goriintiileme sistemi kullanilarak alindi. Tiim ¢alismalar aseptik sartlara uygun, 2 tekrar olarak

ylriitiildi ve aritmetik ortalamalart alindu.
3.2.4. Antioksidan Aktivite Testleri

Liken oziitlerinin antioksidan aktivite ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla DPPH
serbest radikal soliisyonu kullanildi. Stok DPPH soliisyonu hazirlanirken 4 mg DPPH tartild1
ve 10 ml etanolde (10° M) 30 °C’de, karanlikta 1 gece boyunca manyetik karistirici ile
¢ozdiiriildii. Standart antioksidan bilesigi olarak BHT kullanildi. Standart antioksidan bilesik
ve stok liken ozdtleri son durumda 10 ve 20 pg/ml derisimlerde olacak bigimde hazirlandi ve
toplam hacimleri etanol ile 3 mlI’ye tamamlandi. Son olarak her bir gruba 1 ml stok DPPH
sollisyonu ilave edildi. Sistemler karanlik ortamda, oda sicakliginda, 30 dakika boyunca, 100
rpm calkalamali ortamda bekletildi ve AN degerleri spektrofotometrede 517 nm dalgaboyunda
olglldu (Seyhan, 2019: 126). Antioksidan maddelerin DPPH’a proton vermesi sonucunda 517
nm’de absorbans azalir ve bu dalga boyunda 6l¢iilen son absorbans degeri geriye kalan DPPH
serbest radikalinin miktarini1 verir (Blois, 1958: 1200). Esitlik 1 (E. 1) kullanilarak, 6rneklerin
DPPH giderme aktivitesi (%) hesapandi.

% DPPH giderme = [(AK-AN) /AK]x100 E. 1

AK = Kontrol absorbans degeri

AN = Numune absorbans degeri

3 ml etanole 1 ml stok DPPH ¢6zeltisi ilave edilerek hazirlanan ¢6zelti kontrol olarak

kullanildi. Spektrofotometrik Slglimler yapilirken kor olarak ise etanol kullanildi.
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3.2.5. Antikanser Aktivite Testleri

Antikanser aktivite testleri Anadolu Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Farmasotik
Mikrobiyoloji, Hiicre Kiiltiirii Laboratuvari’nda yapilmistir. Liken ozitlerinin sitotoksik
etkisinin belirlenmesi amaciyla NIH3T3, MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlari, 2 mM L-
glutamin, % 10 FBS ve % 1 penisilin/streptomisin iceren RPMI 1640 besiyerinde, % 5 CO;,
%95 bagil nemde ve 37 °C'de inkiibatorde biiyiitiilmiistiir. Calismada kullanilan bilesikler
DMSO iginde ¢ozilmiis ve taze olarak hazirlandiktan sonra calisma konsantrasyonlarina
seyreltilmistir. Kontrol grubu (¢6ziicii kontrolii) % 0.1 DMSO igeren ortam ile hazirlanmistir.

Pozitif kontrol olarak doksorubisin kullanilmuistir.

Hiicrelerin canlilig1 MTT boyasi ([(3,4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2-5-
diphenyltetrazolium bromide]) ile test edilmistir. Bu yontem saglikli hiicrelerin mitokondriyal
dehidrojenazi ile MTT'nin mor bir formazan tuzu olusturmasi esasina dayanmaktadir. Bu
yontemde sar1 renkli MTT, canli hiicrelerin mitokondrilerinde mor formazana
indirgenmektedir. Bu indirgenme, yalnizca mitokondriyal rediiktaz enzimleri aktif oldugunda
gerceklesir. Bu nedenle, doniisiim dogrudan canli hiicrelerin sayisi ile iligkilidir (Mosmann,
1983: 58). Hiicreler, kuyucuk basina 5 x 10° hiicre yogunlugunda 96 kuyucuklu plakalara
ekilmistir ve farkli 6ziit konsantrasyonlar1 (500, 250, 125, 62.50 ve 31.25 pg/mL) ile birlikte
24 saat inkiibe edilmistir. 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda, 0.5 mg/mL'lik nihai
konsantrasyonda kuyucuklara 10 pL MTT boyasi ilave edilmistir. Hiicreler 4 saat daha inkiibe
edilmis ve daha sonra dokiilerek hiicre besiyerinden uzaklastirilmistir iizerilerine 100 pl DMSO
cozeltisi eklenmistir. Absorbans degerleri, Cytation 3 Hiicre Goriintiileme Cok Modlu Okuyucu
Cell Imaging Multi-Mode Reader (Bio-Tek) kullanilarak 540 nm dalga boyunda okunmustur.
Cozucu kontrolu icin DMSO % 0.1 oraninda kullanilmistir. Elde edilen absorbans degerleri
hiicre canliliklar1 olarak kabul edilmis olup, veriler Microsoft Office Excel programinda %
hesap seklinde olusturulmustur. Birbirinden bagimsiz 3 tekrarli yapilan deneylerin
sonuglarinda, kontrol grubu 100 olarak kabul edilmis olup diger biitiin konsantrasyonlarin %

degerleri bu degere gore hesaplanmustir.

% Canlilik = (AN/AK) X 100 E.2
AK = Kontrol absorbans degeri

AN = Numune absorbans degeri
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Istatistiksel degerlendirmeler ve grafiklerin ¢izimi GraphPad Prizm 6.0 analiz programi
kullanilarak yapilmigtir. Elde edilen veriler tek yonlti ANOVA ile post-hoc olarak Tukey testi

uygulanarak analiz edilmistir.

Istatistiksel anlamlilik degerleri p>0.5 fark yok, p<0.05 (*) fark var, p<0.01 (**) anlaml1
fark var, p<0.001 (***) onemli fark var, p<0.0001 (****) cok oOnemli fark var olarak

degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Likenlerin ITS Dizi Analizi ile Tanimlanmasi

Liken 6rneklerinin tanimlanmasi i¢in izolat 4 kodlu liken tirtine ITS dizi analiz yontemi
uygulanmigtir. ITS gen bolgesine ait primerler kullanilarak likenlerden elde edilen DNA’lar
PCR ile ¢cogaltilmis ve tirlinler agaroz jel elektroforezi ile yiiriitiilmiistiir. UV 15181nda goriintiisii
alinan jelde DNA izolasyonunun basariyla gercgeklestigi gézlenmistir. Sekil 4.1.de PCR

urunlerinin UV 1s1k altindaki agaroz jel goriintiileri verilmistir.

Sekil 4.1. ITS gen bolgelerinin PCR Urtnlerinin agaroz jel géruntusi (1: Marker 3000-100 b,
2: 14-L; izolat 4 kodlu likene ait ITS gen bolgesi, 3: Marker-Solis Biodyne 100 b¢ DNA Ladder)

ITS gen bolgeleri Sanger Dizileme yontemi ile okunmus ve sonrasinda konsensus dizi

olusturmak amaciyla kontig hale getirilerek NCBI {izerindeki en yakin tiire gore hizalanmistir.
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Izolat 4 kodlu liken tlriine ait 616 bazlik ITS gen dizisi;

‘TGGTCAATTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCG
GAAGGATCATTACCGAGAGAGGGGCCTCGCGCTCCCGGGGGTTTCGGCCCCCAA
CTCTTCACCCACTGTGTATCTACCTTTGTTGCTTTGGCGGGCCTCGCCTTCCCGGCT
TCCGGGCCGGCGGGCGCCCGTCGGAGGCCCATTAAATTCCGTTAAATCAGTGACG
TCCGAGCAAACTACACAATTAGTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCA
GCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCA
GTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTCGGTATTCCGGGGGGCAT
GCCTGTTCGAGCGTCATTACACCCCTCAAGCGTAGCTTGGTACTGGGTCCTCGTCC
CCGCGACGTGCCCGAAAAGCAGTGGCGGTCCGGTGGGACTTTAAGCGTAGTAAA
TCTTATCCCGCTTTGAAAGTTCGCCCGGCGACCGGCCAGATAACCCCATTTATTCA
ATGATTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAG
GCGGAGGAAA’ olarak belirlenmistir.

Dizi analizleri sonucunda izolat 4 kodlu 6rnegin Pseudevernia furfuracea liken turu ile

dizi eslesme oran1 % 95 ve benzerlik oran1 % 100 olarak belirlenmistir.
4.2. Likenlerden Ozt Elde Edilmesi

izolat 4 ve Evernia prunastri liken orneklerinden metanol, etil asetat ve hekzan
cozuculeri ile elde edilen 6 farkli 6ziitiin her biri % 20’lik DMSO ile ¢6zdiirtildii ve stok dzitler
etiketlenerek +4 °C’de muhafaza edildi. Etiketlenerek +4 °C’de stoklanan liken Oziitlerinin

kodlar1 ve miktarlar1 Tablo 4.1.”de verilmistir.

Tablo 4.1. Stok liken 6ziitlerinin kodlari

Liken 6rnegi Coziicu Ozut kodu | Miktar (g)
Izolat 4 Metanol 4aM 0,295
izolat 4 Etil asetat 4EA 0,213
izolat 4 Hekzan 4H 0,167
Evernia prunastri Metanol EM 0,263
Evernia prunastri Etil asetat EEA 0,205
Evernia prunastri Hekzan EH 0,102
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Izolat 4 kodlu liken tiiriinden metanol ¢oziiciisii ile 0.295 g 6ziit elde edilmistir ve 4M
olarak kodlanmustir. Izolat 4 kodlu liken turiinden etil asetat ¢oziiciisi ile 0.213 g 6zt elde
edilmistir ve 4EA olarak kodlanmistir. Izolat 4 kodlu liken tiiriinden hekzan ¢dziiciisii ile 0.167
g Oziit elde edilmistir ve 4H olarak kodlanmistir. Evernia prunastri liken tiriinden metanol
¢oziiciisii ile 0.263 g 6ziit elde edilmistir ve EM olarak kodlanmustir. Evernia prunastri liken
tiriinden etil asetat ¢oziiciisii ile 0.205 g 6ziit elde edilmistir ve EEA olarak kodlanmistir.
Evernia prunastri liken turiinden hekzan ¢ozucusu ile 0.102 g 6ziit elde edilmistir ve EH olarak
kodlanmistir. Veriler incelendiginde metanol ¢oziiclisii ile elde edilen 6ziitlerin miktarinin etil

asetat ve hekzan coziiciileri ile elde edilen Oziitlerden fazla oldugu goriilmektedir.

4.3. Likenlerin Antimikrobiyal Aktivitesi

Sekil 4.2. E. faecalis tiriine uygulanan agar disk diflizyon testi gortntusi (a. 4M, b. 4EA, c.
4H, d. Vankomisin, e. EM, f. EEA, g. EH, h. Vankomisin)

Steril bos disklere (Bioanalyse BLK) emdirilmis 6 gesit liken 6ziitii ve Vankomisin
(Bioanalyse VA 30) antibiyotik diski ile E. faecalis tiiriine karsi uygulanan agar disk difiizyon
testi sonucunda, E. faecalis bakteri tiiriiniin kullanilan 6ziitlerin tamamina direngli oldugu ve
bu sebeple inhibisyon zonu olusmadigi goriilmektedir (Sekil 4.2.). Pozitif kontrol olarak

kullanilan vankomisin (30 pg) diski ¢evresinde olusan zon ¢ap1 20.33 mm olarak 6l¢tilmiistiir.
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Sekil 4.3. B. subtilis tirtine uygulanan agar disk diflizyon testi gorintisu (a. 4M, b. 4EA, c. 4H,
d. Vankomisin, e. EM, f. EEA, g. EH, h. Vankomisin)

Steril bos disklere (Bioanalyse BLK) emdirilmis 6 gesit liken 6ziitii ve Vankomisin
(Bioanalyse VA 30) antibiyotik diski ile B. subtilis tiiriine kars1 uygulanan agar disk difuizyon
testi sonucunda, B. subtilis bakteri tiiriiniin kullanilan 6ziitlerin tamamina direngli oldugu ve bu
sebeple inhibisyon zonu olusmadig1 goriilmektedir (Sekil 4.3.). Pozitif kontrol olarak kullanilan

vankomisin (30 ug) diski gevresinde olusan zon ¢ap1 20.33 mm olarak Sl¢iilmiistiir.
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Sekil 4.4. S. aureus tlriine uygulanan agar disk diflizyon testi gorintisi (a. 4M, b. 4EA, c. 4H,
d. Vankomisin, e. EM, f. EEA, g. EH, h. Vankomisin)

Steril bos disklere (Bioanalyse BLK) emdirilmis 6 ¢esit liken 6ziitii ve Vankomisin
(Bioanalyse VA 30) antibiyotik diski ile S. aureus tiiriine kars1 uygulanan agar disk difiizyon
testi sonucunda, 4M, 4EA, EEA, 4H ve EH 0zitleri ¢evresinde sirasiyla 13 mm, 10.5 mm, 10
mm, 8 mm ve 7.5 mm zon ¢ap1 Ol¢iilmistiir. EM 6z0tlinin cevresinde ise inhibisyon zonu
olusturamadig goriilmektedir (Sekil 4.4.). Pozitif kontrol olarak kullanilan vankomisin (30 pg)
diski cevresinde olusan zon ¢ap1 16.83 mm olarak 6lciilmiistiir. izolat 4 kodlu liken tirtinden
elde edilen tiim Oziitlerin antimikrobiyal aktiviteye sahip olmasi nedeniyle S. aureus bakteri
tirtine karsi etkili olmasi hedeflenen bilesiklerin sentezinde substrat olarak kullanilma

potansiyelinin yiiksek oldugu goriilmektedir.

36



Sekil 4.5. S. epidermidis tlrline uygulanan agar disk diftizyon testi gorintisu (a. 4M, b. 4EA,
c. 4H, d. Vankomisin, e. EM, f. EEA, g. EH, h. Vankomisin)

Steril bos disklere (Bioanalyse BLK) emdirilmis 6 ¢esit liken 6ziitii ve Vankomisin
(Bioanalyse VA 30) antibiyotik diski ile S. epidermidis tiiriine kars1 uygulanan agar disk
diflizyon testi sonucunda, 4EA ve 4H 6zitleri cevresinde 7.5 mm, EEA 6zutl ¢evresinde 7 mm,
EH 6ztl cevresinde 6.5 mm ve pozitif kontrol olarak kullanilan vankomisin (30 ug) diski
cevresinde ise 7 mm zon cap1 olglilmiistiir (Sekil 4.5.). 4M ve EM kodlu 6zitlerin emdirildigi
disklerin gevresinde inhibisyon zonu olusmamistir. Verilere bakildiginda 4EA ve 4H kodlu
Ozutlerin, kontrol diskinin olusturdugundan daha fazla inhibisyon zonu olusturdugu yani izolat
4 kodlu liken tiirlinlin antibakteriyel madde iiretiminde substrat olarak kullanilabilecegi
gorilmektedir. Sonug olarak S. epidermidis bakteri tiiriine kars1 tiretilebilecek antimikrobiyal
maddelerde etken madde olarak, 4EA ve 4H ozitlerinin kullanilma potansiyelleri oldukca
yuksektir.
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Sekil 4.6. E. coli turiine uygulanan agar disk diflizyon testi goruntiisu (a. 4M, b. 4EA, c. 4H, d.
Gentamisin, e. EM, f. EEA, g. EH, h. Gentamisin)

Steril bos disklere (Bioanalyse BLK) emdirilmis 6 gesit liken 6ziitii ve Gentamisin
(Bioanalyse CN 10) antibiyotik diski ile E. coli tiiriine kars1 uygulanan agar disk difiizyon testi
sonucunda, 4M, EEA ve EH o6zitleri cevresinde 10 mm, 4EA 06zutl cevresinde 9 mm, 4H
Ozltindn gevresinde 6.5 mm ve pozitif kontrol olarak kullanilan gentamisin (10 pg) gevresinde
ise 23.50 mm zon ¢api Ol¢lilmiistiir (Sekil 4.6.). 4H ve EM kodlu 6zitlerin emdirildigi disklerin
¢evresinde inhibisyon zonu olusmamustir. E. coli bakteri tiirtiniin kullanilan liken 6zutlerinin
tamamina duyarli oldugu ancak higbir 6ziitiin kontrol diski kadar etkili olmadig1 goriilmektedir.
Verilere bakildiginda izolat 4 kodlu liken ve Evernia prunastri liken turlerinin antibakteriyel
madde sentezinde kullanilma potansiyeline sahip olduklari, E. coli bakteri turinin
inhibisyonunu saglayabilen liken metabolitlerinin en verimli sekilde etil asetat ¢ozucusu ile

ekstrakte edilebildigi goriilmektedir.
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Sekil 4.7. S. marcescens turiine uygulanan agar disk diflizyon testi goruntusi (a. 4M, b. 4EA,
c. 4H, d. Gentamisin, e. EM, f. EEA, g. EH, h. Gentamisin)

Steril bos disklere (Bioanalyse BLK) emdirilmis 6 ¢esit liken oziitii ve Gentamisin
(Bioanalyse CN 10) antibiyotik diski ile S. marcescens tiiriine karsi uygulanan agar disk
difiizyon testi sonucunda, S. marcescens bakteri tiiriiniin kullanilan 6ziitlerden yalnizca bir
tanesine duyarli oldugu, diger 6ziitlerin tamamina direngli oldugu ve bu sebeple inhibisyon
zonu olusmadig1 goriilmektedir (Sekil 4.7.). 4M 06ziitii cevresinde 7 mm zon ¢ap1 gozlenirken,
pozitif kontrol olarak kullanilan gentamisin (10 pg) diski cevresinde ise 25.50 mm zon ¢api

Olclilmiistiir.
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Sekil 4.8. K. pneumoniae turine uygulanan agar disk diflizyon testi gorintisu (a. 4M, b. 4EA,
c. 4H, d. Gentamisin, e. EM, f. EEA, g. EH, h. Gentamisin)

Steril bos disklere (Bioanalyse BLK) emdirilmis 6 ¢esit liken oziitii ve Gentamisin
(Bioanalyse CN 10) antibiyotik diski ile K. pneumoniae tiirline karsi uygulanan agar disk
diflizyon testi sonucunda, EH 6ziitl gevresinde 8 mm, 4H 0zitl cevresinde 7.5 mm, 4M, 4EA,
EM ve EEA oziitleri ¢evresinde 7 mm, pozitif kontrol olarak kullanilan gentamisin (10 ug)
diski ¢evresinde ise 21.83 mm zon ¢ap1 Olcllmistiir (Sekil 4.8.). K. pneumoniae bakteri tirtinin
kullanilan 6ziitlerin tamamina duyarli oldugu, ayrica 7 mm’den fazla zon c¢api olusturan
oziitlerin tamaminin hekzan ¢oziiciisii ile ekstrakte edildigi ve boylece K. pneumoniae tiriine
kars1 sentezlenmesi hedeflenen antibakteriyel bir madde likenlerden izolasyonunda hekzan

¢oziiclislinlin avantaj saglayacagi gortilmektedir.
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Sekil 4.9. P. aeruginosa tlriine uygulanan agar disk diflizyon testi géruntusi (a. 4M, b. 4EA,
c. 4H, d. Gentamisin, e. EM, f. EEA, g. EH, h. Gentamisin)

Steril bos disklere (Bioanalyse BLK) emdirilmis 6 ¢esit liken oziitii ve Gentamisin
(Bioanalyse CN 10) antibiyotik diski ile P. aeruginosa tiiriine karsi uygulanan agar disk
difiizyon testi sonucunda, 4M ve EEA ozutleri gevresinde 6.5 mm, pozitif kontrol olarak
kullanilan gentamisin (10 pg) diski ¢evresinde ise 19.67 mm zon ¢api Ol¢iilmiistiir. P.
aeruginosa bakteri tiiriinin 4EA, 4H, EM ve EH o6ziitlerine duyarli oldugu ve bu sebeple
inhibisyon zonu olusmadig1 goriilmektedir (Sekil 4.9.). Oziit emdirilmis disklerin etrafinda
iireyen bakterilerinde yesil pigmetasyon gozlenmistir ve bu durum P. aeruginosa’nin biyofilm
olusturdugunu isaret ediyor olabilir. Pigmentasyonun sebebinin anlasilmasi i¢in biyofilm
testlerinin uygulanmasi ve eger biyofilm olusumu tesvik edilmisse etki mekanizmalarinin

aydinlatilmasi literatiire olduk¢a 6nemli katkida bulunacaktir.

Liken 6zitlerinden en az bir tanesi ile 7 mm’den fazla inhibisyon zonu gozlenen bakteri
turleri (S. aureus, S. epidermidis, E. coli, K. pneumoniae), tim 6zitlerin MiK degerlerinin

belirlenmesi amaciyla se¢ilmistir.
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Sekil 4.10. C. albicans turline uygulanan agar disk diftizyon testi géruntisi (a. 4M, b. 4EA, c.
4H, d. Flukonazol, e. EM, f. EEA, g. EH, h. Flukonazol)

Flukonazol ve 6 ¢esit liken 6ziitii emdirilmis diskler (Bioanalyse BLK) ile C. albicans
tiiriine kars1 uygulanan agar disk diflizyon testi sonucunda higbir disk ¢evresinde zon ¢api

belirlenemedi (Sekil 4.10.).

Sekil 4.11. C. krusei turtine uygulanan agar disk diflizyon testi géruntisii (a. 4M, b. 4EA, c.
4H, d. Flukonazol, e. EM, f. EEA, g. EH, h. Flukonazol)

Flukonazol ve 6 gesit liken 6ziitii emdirilmis diskler (Bioanalyse BLK) ile C. krusei
tiiriine kars1 uygulanan agar disk diflizyon testi sonucunda higbir disk c¢evresinde zon g¢api

belirlenemedi (Sekil 4.11.).
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Sekil 4.12. C. parapsilosis turiine uygulanan agar disk diftizyon testi géruntusi (a. 4M, b. 4EA,
c. 4H, d. Flukonazol, e. EM, f. EEA, g. EH, h. Flukonazol)

Flukonazol ve 6 cesit liken Oziitii emdirilmis diskler (Bioanalyse BLK) ile C.
parapsilosis tiirine karsi uygulanan agar disk diflizyon testi sonucunda, liken Ozltlerinin
emdirildigi disklerin ¢evresinde zon g¢ap1 belirlenemezken, pozitif kontrol olarak kullanilan

Flukonazol (pg) diski ¢cevresinde 32.83 mm zon ¢api Ol¢iilmiistiir (Sekil 4.12.).

Candida cinsine ait tiirlerin kat1 besiyerinde tireme morfolojileri nedeniyle zon ¢aplari
net olarak belirlenememistir. Bu nedenle MIK belirleme deneyleri tiim Candida tirleri igin

uygulanmuistir.

Agar disk difiizyon yontemi ile elde edilen zon ¢aplart mm cinsinden Tablo 4.2.°de

verilmistir.

Tablo 4.2. Agar disk difiizyon yontemi ile elde edilen zon ¢aplari (mm)

Mikroorganizma | 4M | 4EA | 4H | EM | EEA | EH K*

E. faecalis 0 0 0 0 0 0 |20.33
B. subtilis 0 0 0 0 0 0 |2333
S. aureus 13 | 105 | 8 0 10 | 7.5 | 16.83
S. epidermidis 0 75 |75 0 7 6.5 7

E. coli 10 9 0 0 10 10 | 23.50
S. marcescens 7 0 0 0 0 0 | 2550
K. pneumoniae 7 7 75| 7 7 8 |21.83
P. aeruginosa 6.5 0 0 0 6.5 0 | 19.67

K": Pozitif kontrol olarak kullanilan antibakteriyel madde
(Gr + bakteriler igin: Vankomisin, Gr — bakteriler i¢in Gentamisin)
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S. aureus bakteri tiiriine uygulanan MiK testinin goriintiisii Sekil 4.13.’de ve elde edilen

absorbans degerleri Sekil 4.14.’de gosterilmistir.
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Sekil 4.13. S. aureus tiiriine uygulanan MIK testinin goriintiisii

A 138 aureus B ™1 §. aureus
L5 4 A___.A L§ 1
] : —
4 124
S 6
B0 g
g e
0 -
JE‘] 0.6 :En 4
X Z
2 =]
S" 0d S" 0
IS0 65 3LF 16X I W06 1R 0T 48 0 DR 615 3DF 165 MU 006 DR AN 4B 0
Consantrasyon (ppm) Konsantrasyon {ppm)
== =gedEA <=l ==TET =#=E)[ ==[EA ==EH ==TET

Sekil 4.14. Liken ozUtleri ve tetrasiklinin S. aureus tiiriine kars1 antimikrobiyal aktivitesi (A.
Izolat 4 liken turinden elde edilen 6zitler ve tetrasiklin B. Evernia prunastri liken tlriinden
elde edilen oOziitler ve tetrasiklin)

6 ¢esit liken oziitii ve pozitif kontrol olarak tetrasiklin antimikrobiyal bilesigin S. aureus
bakteri tiiriine kars1 kullanildign MIK belirleme testinin sonucunda, en iyi antimikrobiyal
aktiviteyi gosteren dziit 4M olarak belirlenmistir. 4M, 4EA, 4H, EM, EEA, EH &ziitlerinin MIK
degerleri sirasiyla 39.06, 78.13, 625, 312.5, 312.5, 156.25 ppm olarak belirlenmistir. Pozitif

kontrol tetrasiklinin ise MiK degerinin 4.88 ppm’den az oldugu belirlenmistir.
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S. epidermidis bakteri tiiriine uygulanan MiK testinin goriintiisii Sekil 4.15.’de ve elde

edilen absorbans degerleri Sekil 4.16.’de gosterilmistir.

Sekil 4.15. S. epidermidis tiiriine uygulanan MIK testinin goriintiisii
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Sekil 4.16. Liken Ozutleri ve tetrasiklinin S. epidermidis tiirine kars1 antimikrobiyal aktivitesi

(A. Izolat 4 liken tiiriinden elde edilen 6ziitler ve tetrasiklin B. Evernia prunastri liken tiiriinden
elde edilen oOziitler ve tetrasiklin)

6 gesit liken oziitii ile S. epidermidis bakteri tiiriine uygulanan MIK belirleme testinin
sonucunda, 4M, 4EA, 4H, EM, EEA, EH oziitlerinin MiK degerleri sirasiyla 625, 625, 625,
1250, 625, 1250 ppm olarak belirlenmistir. Pozitif kontrol olarak tetrasiklin antibiyotigi
kullanilmistir ve MiK degeri 9.77 ppm’dir. Sonuglara bakildiginda en etkili liken tiiriiniin izolat
4, en iyi ¢6zicunln ise etil asetat oldugunu gorulmektedir.
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E. coli bakteri tiiriine uygulanan MiK testinin goriintiisii Sekil 4.17.’de ve elde edilen
absorbans degerleri Sekil 4.18.’de gosterilmistir.
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Sekil 4.17. E. coli tiiriine uygulanan MIK testinin goriintiisii
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Sekil 4.18. Liken oziitleri ve tetrasiklinin E. coli tiiriine kars1 antimikrobiyal aktivitesi (A. Izolat
4 liken turiinden elde edilen 6zitler ve tetrasiklin B. Evernia prunastri liken turinden elde
edilen ozutler ve tetrasiklin)

6 cesit liken oziitii ile E. coli bakteri tiiriine uygulanan MIK belirleme testinin
sonucunda, 4M, 4EA, 4H, EM, EEA, EH o6ziitlerinin MIK degerleri sirastyla 78.13, 78.13,
312.5, 156.25, 156.25, 78.13 ppm olarak belirlenmistir. Pozitif kontrol olarak tetrasiklin
antibiyotigi kullanilmistir ve MIK degerinin 4.88 ppm’den kiiciik oldugu belirlenmistir.
Sonuglara bakildiginda en etkili liken tiiriiniin izolat 4 oldugu goérulmektedir.
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K. pneumoniae bakteri tiiriine uygulanan MIK testinin goriintiisii Sekil 4.19.’de ve elde
edilen absorbans degerleri Sekil 4.20.”de gosterilmistir.
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Sekil 4.19. K. pneumoniae tiiriine uygulanan MIK testinin goriintiisii
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Sekil 4.20. Liken 6zutleri ve tetrasiklinin K. pneumoniae tiiriine kars1 antimikrobiyal aktivitesi
(A. 1zolat 4 liken tiiriinden elde edilen 6ziitler ve tetrasiklin B. Evernia prunastri liken tiiriinden
elde edilen oOziitler ve tetrasiklin)

6 cesit liken 6ziitii ile K. pneumoniae bakteri tirtine uygulanan MIK belirleme testinin
sonucunda, 4M, 4EA, 4H, EM, EEA, EH o6ziitlerinin MiK degerleri sirasiyla 1250, 1250, 625,
1250, 1250, 1250 ppm olarak belirlenmistir. Pozitif kontrol olarak tetrasiklin antibiyotigi
kullamlmistir ve MIK degerinin 4.88 ppm’den kiiciik oldugu belirlenmistir. Sonuclara
bakildiginda en etkili 6ziitiin 4H oldugu goriilmektedir.
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Liken oOziitlerinin antibakteriyel aktiviteleri Tablo 4.3.’de gosterilmistir.

Tablo 4.3. Liken oziitlerinin bakteriler {izerindeki minimum inhibisyon konsantrasyonlari

(Hg/ml)

Mikroorganizma ~ S. @ureus  S. epidermidis E. coli K. pneumoniae
Etken Madde

4M 39.06 625 78.13 1250
4EA 78.13 625 78.13 1250

4H 625 625 3125 625

EM 3125 1250 3125 1250
EEA 3125 625 156.25 1250

EH 156.25 1250 78.13 1250

K* <4.88 9.77 <4.88 <4.88

K”: Pozitif kontrol olarak kullanilan antibakteriyel madde (Tetrasiklin)
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C. albicans tiiriine uygulanan MIK testinin goriintiisii Sekil 4.21.’de ve elde edilen

absorbans degerleri Sekil 4.22.’de gosterilmistir.
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Sekil 4.21. C. albicans tiiriine uygulanan MIK testinin goriintiisii

0

Sekil 4.22. Liken 0zutleri ve flukonazolun C. albicans tiiriine kars1 antimikrobiyal aktivitesi
(A.Tzolat 4 liken turtinden elde edilen 6zitler ve flukonazol B. Evernia prunastri liken tiriinden
elde edilen oziitler ve flukonazol)

6 cesit liken 6ziitii ile C. albicans maya tiiriine uygulanan MIK belirleme testinin

sonucunda, 4M, 4EA, 4H, EM, EEA, EH éziitlerinin MIK degerleri sirastyla 625, 1250, 1250,

625, 625, 625 ppm olarak belirlenmistir. Pozitif kontrol olarak flukonazol kullanilmistir ve MiK

degeri 1250 ppm’dir. Veriler incelendiginde en etkili liken tlrlindn Evernia prunastri ve en iyi

¢oziicliniin ise metanol oldugu gorilmektedir. 4M, EM, EEA ve EH 0zitlerinin antifungal

aktivitelerinin kontrolden yiiksek olmasi, bu oziitlerin antifungal bilesiklerin sentezinde

kullanilma potansiyellerinin yiiksek oldugunu gdstermektedir.
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C. krusei tiiriine uygulanan MIK testinin gériintiisii Sekil 4.23.’de ve elde edilen
absorbans degerleri Sekil 4.24.’de gosterilmistir.

Sekil 4.23. C. krusei tiiriine uygulanan MIK testinin goriintiisii
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Sekil 14.24. Liken ozutleri ve flukonazolun C. krusei tiirline kars1 antimikrobiyal aktivitesi (A.
Izolat 4 liken turiinden elde edilen 6ziitler ve flukonazol B. Evernia prunastri liken tiiriinden
elde edilen oziitler ve flukonazol)

6 cesit liken oziitii ile C. krusei maya tiiriine uygulanan MIK belirleme testinin
sonucunda, 4M, 4EA, 4H, EM, EEA, EH oziitlerinin MIK degerleri sirasiyla 625, 625, 1250,
625, 625, 625 ppm olarak belirlenmistir. Pozitif kontrol olarak flukonazol kullanilmistir ve MiK
degeri 156.25 ppm’dir. Veriler incelendiginde en etkili likenin Evernia prunastri ve en iyi

¢Ozlcinin ise etil asetat oldugu sonucu ortaya ¢ikmaktadir.
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C. parapsilosis tiiriine uygulanan MIK testinin goriintiisii Sekil 4.25.’de ve elde edilen

absorbans degerleri Sekil 4.26.’de gosterilmistir.
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Sekil 4.25. C. parapsilosis tiirline uygulanan MIK testinin goriintiisii
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Sekil 4.26. Liken 0zitleri ve flukonazolun C. parapsilosis tiiriine karsi antimikrobiyal aktivitesi
(A. izolat 4 liken tiiriinden elde edilen 6zitler ve flukonazol B. Evernia prunastri liken tiiriinden
elde edilen oziitler ve flukonazol)

6 cesit liken oziitii ile C. parapsilosis maya tiiriine uygulanan MiK belirleme testinin
sonucunda, 4M, 4EA, 4H, EM, EEA, EH éziitlerinin MIK degerleri sirasiyla 156.25, 312.5,
625, 312.5, 312.5, 625 ppm olarak belirlenmistir. Pozitif kontrol olarak flukonazol
kullanilmistir ve MiK degeri 9.77 ppm’dir. Veriler incelendiginde en etkili likenin izolat 4 ve

en iyi ¢0ziiciiniin ise metanol oldugu sonucu ortaya ¢ikmaktadir.
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Liken 6zdtlerinin antifungal aktiviteleri Tablo 4.4.”de goésterilmistir.

Tablo 4.4. Liken oziitlerinin mayalar tizerindeki minimum inhibisyon konsantrasyonlari

(g/ml)

Mikroorganizma ~ C. albicans C. krusei C. parapsilosis
Etken Madde
4M 625 625 156.25
4EA 1250 625 3125
4H 1250 1250 625
EM 625 625 3125
EEA 625 625 3125
EH 625 625 625
K* 1250 156.25 9.77

K": Pozitif kontrol olarak kullanilan antifungal madde (Flukonazol)

4.4. Likenlerin Antioksidan Aktivitesi

Sekil 4.27. 10 ppm liken 6zUtl ve standart madde igeren drneklerin goriinttsu (a. 4M, b. 4EA,
c.4H, d. EM, e. EEA, f. EH, g. BHT)

10 ppm liken 0ziti ve BHT igeren tiiplerin goriintiisii Sekil 4.27.’de verilmistir.

Sonuglar gorsel olarak incelendiginde, BHT iceren ¢ozeltinin rengine en yakin rengin 4EA

liken 6ziitii igeren ¢ozeltide oldugu gorulmektedir.
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Sekil 4. 28. 20 ppm liken 6zutl ve standart madde igeren drneklerin goriintusi (a. 4M, b. 4EA,
C.4H, d. EM, e. EEA, f. EH, g. BHT)

20 ppm liken o6ziiti ve BHT igeren tiiplerin goriintiisii Sekil 4.28.’de verilmistir.
Sonuglar gorsel olarak incelendiginde, BHT igeren ¢6zeltinin rengine en yakin rengin 4M liken

0ziitll igeren ¢ozeltide oldugu goriilmektedir.

Renk degisimleri, kantitatif olarak spektrofotometrik dlcuimler ile belirlenmistir. Liken

ozitlerinin % DPPH" giderme aktivite degerleri Tablo 4.5.’de gosterilmistir.

Tablo 4.5. Liken 6zitlerinin DPPH* giderme aktivitesi (%)

OzUT  |10ppm | 20ppm
4M 0.202 12.694
4EA 7.562 3.444
4H 0 1.013
EM 0 0.405
EEA 1.215 0

EH 0.743 0

10 ppm liken 6ziiti iceren gozeltilerden en yiiksek DPPH” giderme aktivitesi gosteren
liken 6zut % 7.56 ile 4EA olarak belirlenmistir. 10 ppm’de antioksidan aktivite gosteren diger
oziitler ise 1.22 ile EEA, % 0.74 ile EH ve % 0.20 ile 4M seklinde siralanmaktadir. 4H ve EM

Oziitlerinin 10 ppm konsantrasyonlu ¢ozeltileri antioksidan aktivite gdstermemistir.
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20 ppm liken 6ziitii iceren ¢ozeltilerden en yilksek DPPH™ giderme aktivitesi gdsteren
liken 6ziitii % 12.69 ile 4M olarak belirlenmistir. 20 ppm’de antioksidan aktivite gdsteren diger
oOziitler ise %3.44 ile 4EA, % 1.01 ile 4H, ve % 0.40 ile EM seklinde siralanmaktadir. EEA ve

EH o6ziitlerinin ise 20 ppm konsantrasyonlu ¢6zeltileri antioksidan aktivite gostermemistir.

Liken oziitleri ve standart maddenin % DPPH" giderme aktivite grafigi Sekil 4.29.’de

gosterilmistir.

DPPH* Giderme Aktivitesi (%)
50 H
45 A
40 A
35 -
30 A
25 A
20 A
15 -
10 A

10ppm 20ppm

Sekil 4.29. Liken 6zutleri ve standart maddenin DPPH* giderme aktivitesi (%)

Standart maddenin 10 ppm konsantrasyondaki antioksidan aktivitesi % 45.85 iken 20
ppm konsantrasyondaki antioksidan aktivitesi % 38.83 olarak belirlenmistir. Her iki
konsantrasyonda da antioksidan aktivite gosteren 6ziit 4EA’dir ancak en yiiksek antioksidan

aktivite, 4M 6zitunun 20 ppm konsantrasyonlu ¢ozeltisinde gozlenmistir.
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4.5. Likenlerin Antikanser Aktivitesi

Liken oOzdtlerinin sitotoksik aktiviteleri icin 1Cso degerleri pg/ml cinsinden Tablo
4.6.’da, EM oziitliniin yiizde canlilik degerleri Sekil 4.30.’da, EEA 6zitinun hiicre yizde
canlilik degerleri Sekil 4.31.’de ve Doksorubisin’in MCF-7, MDA-MB-231 ve 3T3 hiicre hatt1

Uzerindeki ylizde canlilik degerleri Sekil 4.32.’de gosterilmistir.

Tablo 4.6. Liken 6zltlerin 1Cso degerleri (pug/ml)

Ozt NIH3T3 MCF-7 MDA-MB-231
4M 95.58 >500 >500
4EA 101.5 >500 >500
4H 150.5 >500 >500
EM 276.6 2415 75.16
EEA 68.40 70.73 201.8
EH 68.33 >500 >500
K* 173.3 11.53 8.073

K™: Pozitif kontrol olarak Doksorubisin kullanilmistir.

Liken 6zitlerinin 1Cso degerleri saglikli hiicre hatt1 NIH3T3 i¢in; 4M oziitiinde 95.58
pg/ml, 4EA 6ziitinde 101.5 pg/ml, 4H 6zitinde 150.5 pg/ml, EM 6zitunde 276.6 pg/ml, EEA
0zltunde 68.40 pg/ml, EH 6zutiinde 68.33 pg/ml, Doksorubisinde 173.3 pg/ml olarak, MCF-7
meme kanseri hiicre hatt1 i¢in; 4M o6ziitiinde >500 pg/ml, 4EA 6zutunde >500 pg/ml, 4H
6zltunde >500 pg/ml, EM 6zitinde 241.5 pug/ml, EEA 6zutinde 70.73 pg/ml, EH 6ziutlinde
>500 pg/ml, Doksorubisinde 11.53 pg/ml olarak ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatt
icin; 4M 06zutlinde >500 pg/ml, 4EA 06zitinde >500 pg/ml, 4H 6zitunde >500 pg/ml, EM
6zltunde 75.16 pg/ml, EEA 6zitiinde 201.8 pg/ml, EH 6zitinde >500 pg/ml, Doksorubisinde
8.073 pg/ml olarak bulunmustur. Veriler incelendiginde EM ve EEA 6ziitlerinin antikanser

bilesiklerin sentezinde kullanilma potansiyeli oldugu goriilmektedir.
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EM'iin MCF-7 Uzerindeki Etkisi

EM'iin MDA-MB-231 Uzerindeki Etkisi

1504 1501
2 1004 = .
c 100 . é 100
— e —
g - :
(-'I 504 ek e ':-l 504
) i ) .

0- T f T 0

Kontrol 31,25 62,5 125 250 500

Kontrel 31, 25 62,5 125
Konsantrasyonlar {ug.me]

Sekil 4.30. EM 0ziutinin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlart % canlilik degerleri ve
istatistiksel olarak degerlendirilmesi (****p<0.0001, n=8)

Konsantrasyonlar (pg/mL)

EM 0zitinin yizde canlilik degerleri MCF-7 hiicre hatti igin 31.25 pg/ml’de % 72.70,
62.5 pg/mi’de % 92, 125 pg/mi’de % 103.28, 250 pg/ml’de % 57.80, 500 pg/ml’de % 37.15

ve MDA-MB-231 hiicre hatt1 i¢in 31.25 pg/ml’de % 81.82, 62.5 pg/ml’de % 71.16, 125
pg/ml’de % 62.50, 250 pg/m1’de % 37.89 ve 500 pg/ml’de % 33.67°dir.

EEA'In MCF-7 Uzerindeki Etkisi
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Sekil 4.31. EEA 06zutinin MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre hatlar1 % canlilik degerleri ve
istatistiksel olarak degerlendirilmesi (****p<0.0001, n=8)

EEA 6zutinun yizde canlilik degerleri MCF-7 hiicre hatti i¢in 31.25 pg/ml’de % 84.48,
62.5 pg/ml’de % 72.93, 125 pg/mi’de % 56.08, 250 pg/mi’de % 51.68, 500 pg/ml’de % 38.75

ve MDA-MB-231 hiicre hatt1 i¢in 31.25 pg/ml’de % 91.81, 62.5 pg/ml’de % 88.46, 125
pg/ml’de % 80.34, 250 pg/ml’de % 72.62 ve 500 pg/ml’de % 37.29’dur.
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Doksorubisin'in MCF-7 Hiicrelerine Etkisi

Doksorubisin'in MDA-MB-231 Uzerindeki Etkisi
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Doksorubisin'in 3T3 Hiicrelerine Etkisi
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Sekil 4.32. Doksorubisin’in MCF-7, MDA-MB-231 ve 3T3 hiicre hatt1 tizerindeki % canlilik
degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi (****p<0.0001, n=8)

Kontrol olarak kullanilan Doksorubisin’in yiizde canlilik degerleri MCF-7 hiicre hatti
i¢in 15.62 pg/ml’de % 64.86, 31.25 pg/mi’de % 60.99, 62.5 pg/ml’de % 54.12, 125 pg/ml’de
% 49.58, 250 pg/ml’de % 45.38, MDA-MB-231 hiicre hatti i¢in 31.25 pg/ml’de % 48.04, 62.5
pg/ml’de % 41.80, 125 pg/ml’de % 38.89, 250 pg/m1’de % 36.38 ve 500 pg/ml’de % 31.17 ve

3T3 hiicre hatt1 i¢in 31.25 pg/ml’de % 97.47, 62.5 pg/m1’de % 95.90, 125 pg/mi’de % 87.13,
250 pg/ml’de % 71.93, 500 pg/ml’de % 58.52°dir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Calismamizda kullanilan izolat 4 kodlu liken turindn, ITS dizi analizi ile tanimlanmasi

sonucunda, Pseudoevernia furfuracea (P. furfuracea) oldugu belirlenmistir.

Likenlerden elde edilen 6ziitlerin miktarlar1 incelendiginde, en verimli ekstraksiyonun
metanol ¢oziiciisi ile gergeklestigi gorilmektedir. En az 6zt tim liken turlerinde hekzan
coziiciisii ile elde edilmistir. Bu durumun sebebi, farkli yapilardan ve ytliklerden meydana gelen

sekonder bilesiklerin, ¢oziiclilerdeki davranig farklilig olabilir.

Agar disk difiizyon testi sonuglar1 gbz oniine alindiginda, P. furfuracea liken turinin
metanol oziitiiniin en yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir. Kullanilan
¢oziiciiler karsilastirildiginda ise en iyi ¢6ziicliniin hekzan oldugu belirlenmistir. Gram + ve
Gram — bakteri tiirleri i¢in karsilastirma yapildiginda, Gr — bakterilerin daha duyarli oldugu
sOylenebilir. Bakteriler arasinda en direngli tiirlerin E. faecalis ve B. subtilis, en duyarl tiiriin

ise S. aureus oldugu goriilmektedir.

Osmanagaoglu ve arkadaslar1 (2000) tarafindan P. furfuracea liken tirtiniin aseton ve
kloroform oziitlerinin antimikrobiyal aktiviteleri agar disk difiizyon yontemi ile cesitli bakteri
hiicrelerine karsi test edilmis ancak Gram negatif bakterilerde (E. coli, K. pneumoniae ve P.
aeruginosa) inhibisyon zonu goézlenmedigi bildirilmistir (Osmanagaoglu vd., 2000: 18). P.
furfuracea liken tiirlinii arastirdigimiz ¢alismamizda, E. coli tiriinde, metanol 6ziit ile 10 mm,
etil asetat 6zutl ile 9 mm ve hekzan 6zutl ile 6.5 mm, K. pneumoniae tlriinde ise metanol 6zutl
ile 7 mm, etil asetat 0ziitli ile 7 mm ve hekzan 6ziitii ile 7.5 mm zon ¢ap1 tespit ettik. Ancak bu
calismayla paralel sekilde P. aeruginosa turiinde inhibisyon zonu belirleyemedik. Bu iki
calisma karsilastirildiginda, P. furfuracea liken tiiriinden antimikrobiyal aktiviteli bilesiklerin
ekstraksiyonunda aseton veya kloroform yerine metanol, etil asetat ve hekzan ¢oziculerinin

kullanilmasinin avantaj sagladigi goriilmektedir.

Yapilan bir ¢alismada, E. prunastri liken tlrlinden aseton ile elde edilen 6zitlerin
antimikrobiyal aktivitesi, B. subtilis, S. aureus, E. coli ve P. aeruginosa bakteri turleri icin agar
disk diflizyon testi ile belirlenmis ve zon ¢aplari sirasiyla 25 mm, 20 mm, 0 mm ve 0 mm olarak

bildirilmistir (Stojanovi¢ vd., 2018: 1219).
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Sonuglarimiz incelendiginde E. prunastri liken tlrlnin metanol, etil asetat ve hekzan
cozuculerinden elde edilen 6zitlerin, B. subtilis tiirinde inhibisyon zonu olusturmadigi, S.
aureus tiriinde ¢oziicii sirastyla 0 mm, 10 mm, 7.5 mm zon ¢ap1 olusturdugu, E. coli tiriinde
¢oziici sirastyla 5.5 mm, 10 mm,10 mm zon ¢ap1 olusturdugu ve P. aeruginosa tiiriinde yalniz
etil asetat dziitiiniin 6.5 mm zon cap1 olusturdugu goriilmektedir. iki ¢alisma incelendiginde
ekstraksiyonda kullanilan ¢6ziiciinlin antimikrobiyal aktiviteye etkisinin bakteri tiiriine baglh
olarak degistigi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. B. subtilis ve S. aureus inhibisyonu hedeflendiginde
aseton ¢0ztcusunin, E. coli inhibisyonu hedeflendiginde etil asetat ve hekzan ¢6ziiciisiiniin, P.
aeruginosa inhibisyonu hedeflendiginde ise etil asetat ¢oziiciisiiniin en uygun ¢6ziicii oldugu

gorulmektedir.

Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu deneyleri sonucunda, S. aureus bakteri tiring
39.06 ppm konsantrasyonda inhibe eden P. furfuracea liken turiinin metanol 6zitunun en
ylksek antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir. Oziitlerin MIK testindeki etkisi
incelendiginde, en direngli bakteri turt K. pneumoniae, en duyarl bakteri tiirii ise E. coli olarak
belirlenmigtir. Maya hiicreleri arasindan C. albicans ve C. krusei tiirlerinin esit derecede
direngli oldugu, en duyarl tiiriin ise C. parapsilosis oldugu goriilmektedir. Liken tiirleri
karsilastirildiginda en fazla antimikrobiyal aktivite gosteren turin P. furfuracea oldugu
gorulmektedir. Kullanilan ¢oziiciiler karsilastirildiginda, P. furfuracea liken tiriinden metanol
¢ozucusu ile, E. prunastri liken tiriinden hekzan c¢ozicusu ile antimikrobiyal aktiviteye sahip

bilesiklerin daha yiiksek verimle elde edilebilecegi goriilmektedir.

Mitrovi¢ ve arkadaslar1 (2011), tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada E. prunastri liken
tirinden metanol ile elde edilen 6zutlerin antimikrobiyal aktiviteleri, S. aureus, E. coli ve C.
albicans tiirlerine kars1 MIK testi ile belirlenmis ve mikroorganizmalarin MIK degerleri
sirastyla 156, 10000, 2500 pg/ml olarak rapor edilmistir. Yiriittiigimiiz tez deneylerinde
kullandigimiz E. prunastri liken tiiriine ait metanol, atil asetat ve hekzan 6ziitlerinin MIK
degerleri ise S. aureus igin sirastyla 312.5, 312.5 ve 156.25 pg/ml, E. coli i¢in sirasiyla 312.5,
156.25, 78.13 ug/ml, C. albicans i¢in tumi 625 pg/ml olarak belirlenmistir (Mitrovi¢ vd., 2011.:
5431-5434). iki ¢alisma karsilastirildiginda, ¢oziiciiniin etkisinin yani sira, ayn1 ¢oziiciilerde de

farkli sonuclar elde edilebilecegi goriilmektedir.
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Bunun nedeni likenin gelistigi ortam, ekstraksiyon yontemi veya kullanilan suslarin farklilik
gostermesi olabilir. Sonuclar gostermektedir ki E. coli ve C. albicans tiirlerine karsi
antibakteriyel etkili maddelerin likenlerinden ekstraksiyonunda, etil asetat ve hekzan ¢ozicileri

metanol ¢ozuclsunden daha etkilidir.

Calismamiza benzer bir baska arastirmada, P. furfuracea liken tiriniin metanol ve etil
asetat Ozutlerinin antimikrobiyal aktiviteleri S. aureus, E. coli ve C. albicans turleri igin
belirlenmistir. P. furfuracea liken tiiriiniin MiK degerleri metanol 6ziitii i¢in sirasiyla, 400,
2500 ve <400 pg/ml olarak belirlenirken bizim tez ¢aligmamizda ise sirasiyla, 39.06, 78.13 ve
625 pg/ml olarak belirlenmistir. P. furfuracea liken tiiriiniin MiK degerleri etil asetat dziitii igin
sirastyla, 200, 1250 ve <400 pg/ml olarak belirlenirken bizim tez ¢alismamizda ise sirasiyla,
78.13, 78.13, 1250 pg/ml olarak belirlenmistir. Iki ¢alisma karsilastirildiginda, ayni liken tiirii,
ayni ¢oOziiciiler ve ayni mikroorganizmalar kullanilmasina ragmen olduk¢a farkli sonuclar
alindig1 goriilmektedir. Mitrovic ve arkadaslar1 (2014), bakteri tiirlerinin MIK degerlerini bizim
calismamiza oranla oldukca yiiksek tespit etmistir. Ilging bir sekilde maya tiirlerinin MIK
degerleri ise bizim ¢alisgmamizda daha yiiksek olarak tespit edilmistir (Mitrovic vd., 2014: 949).

Agar disk difiizyon yontemi ile MIK belirleme yodntemini karsilastirildiginda,
inhibisyon zonu olusturmayan oziitlerin MIK degerlerinde, 1250 ppm’lik konsantrasyonda
inhibisyon oldugu gézlenmistir. Bunun yani sira S. epidermidis’e kars1 uygulanan deneyde, zon
cap1 gozlenen oziitlerden bazilarinin (4EA: 7.5 mm, 4H: 7.5mm) MIK degerlerinin, zon cap1
gdzlenmeyen oziitlerin (4M: 0 mm) MIK degerlerine (625 ppm) esit oldugu gériilmektedir.
Benzer sekilde K. pneumoniae tiiriine kars1 uygulanan deneylerde 6zutlerin neredeyse timanin
MIK degeri ise 1250 ppm (4H: 625 ppm) oldugu goriilmekte ancak agar disk difiizyon ydntemi
sonuclarina bakildiginda 7 ile 8 mm arasinda degisen degerler (4H: 7.5 mm) karsimiza
¢ikmaktadir. MIK yontemi ile daha hassas ve kantitatif dlgiimler yapilabildigi goz oniine
alindiginda, agar disk diflizyon yonteminin yaniltic1 sonuglar verebilecegi goriilmektedir.

Liken  Ozdtlerinin  antioksidan  aktiviteleri  karsilastirildiginda,  aktivitenin
konsantrasyona bagli olarak degistigi goriilmektedir. Diislik konsantrasyonda en etkili 6ziit olan
4EA’nin konsantrasyonu iki katina c¢iktiginda, antioksidan etkisinin % 50’den fazlasini
kaybettigi belirlenmistir. Buna ragmen diisiik konsantrasyonlu c¢ozeltisinde antioksidan
aktivitesi 0 degerine yakin olan 4M §ziitlinlin konsantrasyonu iki katina ¢iktiginda, en yiiksek

antioksidan aktiviteyi gosteren 6ziit oldugu belirlenmistir.
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Veriler incelendiginde, antioksidan aktivitenin antioksidan madde konsantrasyonuna
bagli oldugu ve bu konsantrasyonun ise liken tiirline gore farkli olabilecegi gortilmektedir.
Deneyler sonucunda en etkili liken tlrl, tim ozdtlerinin (4H harig) 10 ve 20 ppm
konsantrasyonlarda antioksidan aktivite gostermesi nedeniyle P. furfuracea ve en etkili ¢ozlcu

metanol olarak belirlenmistir.

Evernia prunastri, Parmelia sulcata, Flavoparmelia caperata, Hypogymnia physodes
ve ladonia foliacea liken turlerinden elde edilen metanol ozitlerinin DPPH giderme
aktivitelerinin incelendigi bir ¢calismada, ¢alismamiza paralel bir sonug rapor edilmis ve E.
prunastri liken tiirtiniin antioksidan kapasitesinin kullanilan tiim likenlerden daha diisiik oldugu

bildirilmistir. (Mitrovi¢ vd., 2011: 5430)

Tas ve arkadaglari tarafindan yiiriitiilen, c¢alismamiza benzer bir arastirmada, P.
furfuracea ve E. prunastri liken tirlerinden metanol ile elde edilen 6zutlerin ve standart madde
olarak askorbik asitin 5 farkli konsantrasyondaki antioksidan aktiviteleri aragtirilmistir. %
DPPH giderme aktiviteleri 12.5 ve 25 ppm’lik konsantrasyonlarda sirastyla P. furfuracea igin
% 7.2 ve % 64.4, E. prunastri igin % 11.8 ve % 13.8, stansart madde icin ise % 92.83 ve %
97.08 olarak belirlenmistir (Tas vd., 2017: 17). Bizim ¢alismamizda ise liken oziitleri ve BHT
standart maddesinin 10 ve 20 ppm’lik konsantrasyonlarinin antioksidan kapasiteleri test edildi.
% DPPH giderme aktiviteleri P. furfuracea olarak tanimlanan izolat 4 kodlu liken turinin
metanol 6ziitii igin sirasiyla % 0,20 ve % 12,69 olarak, E. prunastri liken tiriiniin metanol 6zGtu
icin sirastyla % 0 ve % 0,405 olarak ve BHT standart maddesi i¢in sirastyla % 45.84 ve % 38.82
olarak belirlendi. Her iki ¢alismanin en 6énemli ortak noktasi, kullanilan dzitlerin antioksidan

kapasitesinin standart maddeden diisiik olarak bildirilmesidir.

Aoussar ve arkadaslari, P. furfuracea ve E. prunastri liken tlrlerinden metanol, aseton
ve diklorometan coziculeri ile elde ettikleri 6zltlerinin DPPH giderme aktivitesini arastirmis
ve en yiiksek antioksidan aktivitenin P. furfuracea liken tiiriiniin aseton ziitii ile gergeklestigini
bildirmislerdir. Aseton 0ziitlerinin 1000 ppm’lik konsantrasyonlari ile test edilen sistemlerde
DPPH giderim aktiviteleri, P. furfuracea icin % 87, E. prunastri i¢in % 22 olarak belirlenmistir.
Metanol 6ziitlerinin 1000 ppm’lik konsantrasyonlari ile test edilen sistemlerde DPPH giderim
aktiviteleri ise P. furfuracea icin yaklasik % 30, E. prunastri icin yaklasik %20 olarak
belirlenmistir (Aoussar vd., 2017: 1973).
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Tez c¢alismamizda ise, metanol Oziitiiniin 20 ppm’lik konsantrasyonlar1 ile test edilen
sistemlerde DPPH giderim aktiviteleri P. furfuracea igin yaklasik % 13 ve E. prunastri ic¢in
yaklasik % 0.4 olarak belirlenmistir. iki ¢alismada paralel sonuglar gozlenmistir, nitekim P.
furfuracea liken tlrinin antioksidan aktivitesi, E. prunastri liken tirtne oranla oldukca
yliksektir. Ayrica Aoussar ve arkadaslarmin kullandigi 06ziit konsantrasyonu, bizim
caligmalarda kullandigimiz 6ziit konsantrasyonunun 50 katidir ve 6ziit konsantrasyonu ile
antioksidan aktivite arasinda pozitif korelasyon oldugu goz Oniine alindiginda her iki

calismanin % DPPH giderme aktivite sonuglarinin da birbirine paralel oldugu goriilmektedir.

Calismamiza benzer bir baska ¢alismada, farkli mevsimlerde toplanan P. furfuracea ve
E. prunastri liken tlirlerinden aseton ile elde edilen 6ziitlerin, farkli konsantrasyonlardaki DPPH
giderme aktivitelerini belirlenmistir. Yaz mevsiminde toplanan likenlerden elde edilen
6zltlerin, 50 ppm konsantrasyonlu sistemlerde DPPH giderme aktivitesi her iki liken tlr( icin
yaklasik % 10 olarak belirlenmistir (Aoussar vd., 2020: 4). Tez deneylerimizin sonuglarinda
likenlerin metanol, etil asetat ve hekzan 6zutlerinin 20 ppm konsantrasyonlu sistemlerinin
DPPH giderme aktivitesi P. furfuracea igin sirasiyla % 13, % 3, % 1 olarak, E. prunastri igin
sirastyla % 0.4, % 0 ve % 0 olarak belirlenmistir. Aoussar ve arkadaslar tarafindan yiiriitiilen
caligmada kullanilan 6ziit konsantrasyonu ¢alismamizda kullanilan 6ziit konsantrasyonunun 2.5
kat1 olmasina ragmen P. furfuracea liken tiirtinden elde ettigimiz metanol oziitl, daha yiksek
antioksidan aktivite (% 13) gostermistir. Ancak E. prunastri liken tar 6zutleri igin tersi bir
durum séz konusudur. iki deney Kkarsilastirildiginda antioksidan 6zellikli sekonder
metabolitlerin ekstraksiyonunda, P. furfuracea liken tlrl icin metanol coziclsinin, E.
prunastri liken tiirii igin ise aseton ¢oOziiciisiiniin daha verimli oldugu sonucu ortaya

cikmaktadir.

Literatrde yer alan, liken Ozutlerinin DPPH giderme kapasitelerinin belirlenmesi
calismalarindaki ortak sonug, Oziitlerin aktivitesinin standart maddenin aktivitesine oranla

oldukea diisiik ¢ikmasidir.
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Liken oziitlerinin sitotoksik aktiviteleri karsilastirildiginda, 4M, 4EA, 4H ve EH
Ozutlerinin saglikli hiicre hattina sitotoksik etki gostermesine ragmen meme kanseri hiicre
hatlarina sitotoksik etki gdstermedigi goriilmektedir. Sonug¢ olarak, bu 6ziitlerin antikanser
aktivitelerinin olmadig1 s6ylenebilir. Saglikli hiicre hattindaki ICso degeri 276.6 ug/ml olmasina
ragmen MCF-7 ve MDA-MB-231 kanser hiicre hatlarindaki ICso degerleri sirasiyla 241.5
pg/ml ve 75.16 pg/ml olmasi nedeni ile en yiiksek sitotoksik aktiviteyi gosteren 6ziit EM ve bu
oziite en duyarli hiicre hatt1 ise MDA-MB-231"dir. EEA 6ziitiiniin MCF-7 hiicre hattin1 inhibe
ettigi konsantrasyon (70.73 ug/ml), EM 6zutinin MDA-MB-231 hiicre hattin1 inhibe ettigi
konsantrasyondan (75.16 pg/ml) daha diisiik olmasina ragmen EEA Oziitiiniin saglikli hiicre
hattin1 da diisiik konsantrasyonda (68.40 pg/ml) inhibe etmesi nedeniyle en yiiksek antikanser
aktivite EEA 6ziitiinde degil EM 0ziitiindedir. Sonuglar incelendiginde en yiiksek sitotoksik

aktivite gosteren liken tliri Evernia prunastri, en etkili ¢oziicli ise metanol olarak belirlenmistir.

Likenlerin antikanser aktiviteleri ile ilgili arastirmalar giiniimiizde artmaktadir. Yapilan
bir ¢alismada Evernia prunastri liken tirtinden elde edilen metanol 6zitunun, HCT-116 kolon
kanseri hiicre hattindaki sitotoksik etkisi incelenmis ve ICsg degeri 303.47 pg/ml olarak rapor
edilmistir (Mitrovi¢ vd., 2011: 5437). Yirittigiimiiz calismada ise Evernia prunastri liken
tiriinden elde edilen metanol, etil asetat ve hekzan 6zutlerinin MCF-7 ve MDA-MB-231 meme
kanseri ve NIH3T3 saglikli hiicre hatlarindaki sitotoksik ektisi incelenmistir ve 1Cso degeri
metanol i¢in sirasiyla 241.5, 75.16 ve 276.6 ug/ml, etil asetat icin sirastyla 70.73, 201.8 ve
68.40 pg/ml, hekzan igin ise iki kanser hiicre hattinda >500 pg/ml ve saglikli hiicre hattinda
68.33 pg/ml olarak belirlenmistir. Iki calisma karsilastirildiginda en etkili ¢oziciiniin, kanser
hicredeki etkisi yiiksek ancak saglikli hiicredeki etkisi diisiik oldugu i¢in metanol oldugu,
metanol 0ziitiinlin en yiiksek sitotoksik aktivite gosterdigi hiicre hattinin ise MDA-MB-231

oldugu goriilmektedir.

Bir bagka ¢alismada ise Hypogymnia physodes liken tirtiniin aseton ézdttinin MCF-7
ve MDA-MB-231 meme kanser1 hiicre hatlarina sitotoksik etkileri incelenmis ve 1Cso degeri
sirastyla 110.4 ve 46.2 pg/ml olarak bildirilmistir (Studzinska-Sroka vd., 2016: 2483). iki
caligmada kullanilan liken tiirii ve ekstraksiyonda kullanilan ¢dziiciiler farkli ancak kanser
hiicre hatlar1 aynidir. Veriler incelendiginde Hypogymnia physodes liken tirtinden elde edilen
aseton 6z(tindn antikanser aktivitesinin, Pseudevernia furfuracea ve Evernia prunastri liken
tirlerinden metanol, etil asetat ve hekzan ile elde edilen Ozutlerin tuminin antikanser
aktivitesinden MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatlar1 i¢in yiiksek oldugu

gorilmektedir.
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Tim bu caligmalarin ortak yonleri ve farkliliklar1 géz oniline alindiginda likenlerin
biyolojik aktivitesinin bir¢ok parametreden etkilendigi goriilmektedir. Bu parametrelerden en
onemli iki tanesi sekonder metabolitin tiirlinii etkileyecegi i¢in liken tiirii ve 6ziit elde edilirken
kullanilan ¢oziiciidiir. Ancak antimikrobiyal aktivite tayinlerinde kullanilan liken tiirii ve
¢Oziicliniin ayn1 olmasina ragmen farkli sonuglarin literatiirde yer aldig1 goriilmektedir. Bunun
nedeni ise likenin yetistigi cevre sartlari ve dogadan toplandigi mevsim olabilir. Ciinkii bu tiir
cevresel faktorler de liken sekonder metabolitlerinin tiirline ve salgilanma miktarima etki

etmektedir (Aoussar vd., 2020: 4).

Likenlerin antimikrobiyal antioksidan ve sitotoksik aktiviteleri, liken tirtine, likenin
gelistigi cevresel sartlara, likenin yasina, ekstraksiyonda kullanilan ¢oziiciiye, ekstraksiyon
yontemine ve biyolojik aktivitelerin belirlenmesinde kullanilan yonteme gore farklilik
gosterebilmektedir. Tez calismasi kapsaminda yiiriitiilen arastirmalar sonucunda, Bilecik Ili
Kent Ormanindan toplanan liken 6rnekleri P. furfuracea ve E. prunastri olarak tanimlandi. Bu
likenlerden elde edilen o6zltlerin antimikrobiyal, antioksidan ve antikanser aktiviteleri
belirlendi. P. furfuracea liken tirinun en yiksek antimikrobiyal ve antioksidan aktivite

gosterdigi, E. prunastri liken tariiniin ise en yiiksek antikanser aktivite gosterdigi belirlendi.

Literatirde yer alan pek cok galismaya paralel bir sonuc¢ olarak, arastirmalarimiz
sonucunda da liken oOziitlerinin biyoaktif bilesikler ihtiva ettigi gosterilmistir. Gelecek
caligmalarin, yeni liken tiirlerinin literatiire kaydedilmesine, sekonder bilesiklerin likenlerden
izole edilerek tanmimlanmasina, biyolojik aktivitelerinin in-vitro ve in-vivo c¢alismalarla
belirlenmesine, dogal ve toksik olmayan ilaglarin sentezinde kullanilmaya baslanmasina

odaklanmasi Onerilmektedir.
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EKLER

EK-1: Besiyeri Ortamlar: ve Hazirlanisi

Mueller-Hinton Agar Hazirlamsi

Mueller-Hinton Agar (MHA)

Bilesen Adi Miktar
Meat infusion 2g/L
Kazein hidrolizat =~ 17.5g/L
Nisasta 1.5¢g/L
Agar 13 g/L

Ortamin Hazirlamisi: igerigi olusturan her bir bilesen hassas terazi ile tartilarak cam
siselere aktarildi ve tlizerine bir miktar distile su eklenerek manyetik karistiric ile ¢ozdiirtildii.
0,1 M NaOH veya HCl ile pH degeri 7.2-7.5’e ayarlandiktan sonra besiyeri ortamina agar ve
distile su ilave edilerek 1000 ml'ye tamamlandi. Daha sonra 121 °C 1 ATM basingta 15 dakika

otoklavlandi.

Mueller-Hinton Broth Hazirlanisi

Mueller-Hinton Broth (MHB)

Bilesen Adi Miktar
Meat infusion 2g/L
Kazein hidrolizat ~ 17.5g/L
Nisasta 15¢g/L

Ortamin Hazirlanisi: Icerigi olusturan her bir bilesen hassas terazi ile tartilarak
cam siselere aktarildi ve lizerine bir miktar distile su eklenerek manyetik karistirict ile
¢ozdiriildi. 0,1 M NaOH veya HCl ile pH degeri 7.2-7.5’e ayarlandiktan sonra besiyeri
ortamina distile su ilave edilerek 1000 ml'ye tamamlandi. Daha sonra 121 °C 1 ATM
basingta 15 dakika otoklavlandi.

76



Sabouraud %2 Dekstroz Agar Hazirlanisi

Sabouraud %2 Dekstroz Agar (SDA)

Bilesen Adi Miktar
Glukoz 20 g/L
Pepton 10 g/L
Agar 17 g/L

Ortamin Hazirlanisi: Icerigi olusturan her bir bilesen hassas terazi ile tartilarak
cam sigelere aktarildi ve lizerine bir miktar distile su eklenerek manyetik karistirict ile
¢ozdiriildi. 0,1 M NaOH veya HCl ile pH degeri 7.2-7.5’e ayarlandiktan sonra besiyeri
ortamina agar ve distile su ilave edilerek 1000 ml'ye tamamlandi. Daha sonra 121 °C 1

ATM basingta 15 dakika otoklavlandi.

Sabouraud %?2 Dekstroz Broth Hazirlanisi

Sabouraud %2 Dekstroz Broth (SDB)

Bilesen Ad1 Miktar
Glukoz 16 g/L
Pepton 8 g/L

Ortamin Hazirlamsi: I¢erigi olusturan her bir bilesen hassas terazi ile tartilarak
cam siselere aktarildi ve lizerine bir miktar distile su eklenerek manyetik karistirict ile
¢ozdiriildi. 0,1 M NaOH veya HCl ile pH degeri 7.2-7.5’e ayarlandiktan sonra besiyeri
ortamina distile su ilave edilerek 1000 ml'ye tamamlandi. Daha sonra 121 °C 1 ATM
basingta 15 dakika otoklavlandi.
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