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Parietin, Xanthoria parietina (L.)Th. Fr. Likeninde fotoprotektif metabolizmasinin
ikincil {irtinii olan bir pigmenttir. Bu pigmentin likende UV koruyucu etkileri oldugu
bilinmektedir. Fare deri fibroblast hiicrelerinde(L929) Xanthoria parietina etanolik
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hiicre hattindaki XTT sonuglarina bakildiginda IC50 degeri: 768,01 mg/ml olarak
belirlenmistir.  Komet testi sonuglarma bakildiginda ve kontrol grubuyla
kiyaslandiginda; 50, 100, 200, 400, 500 mg/ml dozlarinda genotoksik etkisinin
olmadig1 gozlemlenmistir. Yapilan ROS deneyi sonucunda parietinin antioksidan etki
gosterdigi anlagilmistir. Yapilan deneyler ve elde edilen sonuglar 1s18inda Xanthoria
parietina likeninden izole edilen ekstraktin belirli dozlarda sitotoksik olmadigi,
genotoksik etki gostermedigi ve beklendigi gibi antioksidan etki gosterdigi anlasilmis
olup bir¢ok ¢alismaya 151k tutacagi ongorilmistiir.
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Parietin, Xanthoria parietina (L.) Th. Fr. Lichen is a pigment that is the secondary
product of photoprotective metabolism. This pigment is known to have UV protective
effects in lichen. The damage that may be caused by Xanthoria parietina ethanolic
extract (XpE) in mouse skin fibroblast cells (L929) will be determined by XTT cell
viability test, comet test and intracellular reactive oxygen derivatives test (DFCH-DA).
When XTT results of iet ’parietin obtained from Xanthoria parietina (L.) plant exrate in
L929 cell line were examined, IC50 value was determined as 768.01 mg / ml. Comet
test results were compared and compared to the control group; No genotoxic effect was
observed at doses of 50, 100, 200, 400, 500 mg / ml. As a result of the ROS experiment,
parietin was found to have antioxidant effect. In the light of the experiments and the
results obtained, it was understood that the extract isolated from Xantoria parietina
lichen was not cytotoxic, did not show genotoxic effect and showed antioxidant effect
as expected and would enlighten many studies.
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1.GIRIS

Giines yeryliziindeki yasam i¢in temel enerji kaynagidir. Ancak giines 1s1gindan gelen
ultraviyole radyasyonunun dogal yasama biiyiik oranda zararh etkileri vardir (Gruijl
1999). Giines 151gmin dogal bir bileseni olan ve insan goziiyle goriinmeyen ultraviyole
radyasyonu, dalga boyuna bagli olarak: Uzun dalga UV-A (315-400 nm), orta dalga
UV-B (280-315nm) ve kisa dalga UV-C (100-280 nm) seklinde 3 kategoriye ayrilir.
UV-A ve UV-B radyasyonu diinya ylizeyine ulasabilirken UV-C, ozon tabakasi
tarafindan filtrelenir (Uraiwan Panich 2016). Fakat 1970 ve 1987 yillar1 arasinda ozon
tabakasinda olusan biiylik hasar sebebiyle diinya ylizeyine daha fazla ultraviyole
radyasyonu ulagmaya baslamistir (Svobodova 2003).

En biiylik organimiz olan deri, viicudun ana koruyucusu olarak iglev goriir. Bu
korumanin zarar gormesi cildin yaslanmasina, yara onariminin bozulmasina ve cilt
kanseri riskinin artmasina neden olabilir (Uraiwan Panich 2016). Cildimizin 6zellikle
bazi bolgeleri, cilt hiicresi DNA'sina dogrudan ve dolayli olarak zarar verebilecek cesitli
cevresel streslere maruz kalmaktadir. Siiphesiz ki bu streslerin en basinda DNA
hasarinin ana nedenlerinden biri olan ultraviyole radyasyonu (UVR) gelmektedir. Kok
hiicrelerin (ESC'ler ve mezenkimal kok hiicreler) tiikenmesine ve kok hiicre niginin
zarar gormesine sebep olabilen UV radyasyonu, cilt yaslanmasin1 ve kanser olusumunu
tesvik eden mutasyonlara veya kromozomal diizenlemelere neden olabilir (Panich
2016). DNA icindeki aromatik heterosiklik bazlar, UVB’yi kuvvetli bir sekilde emer ve
buda C — T ve CC — TT mutasyonlarina neden olan siklobiitan pirimidin dimerlerinin
olusumuna neden olur. Bazi ¢aligmalarda UVA aralifindaki radyasyonun, ayn1 zamanda
siklobilitan pirimidin dimer olusumu yoluyla DNA hasarin1 tetikleyebilecegi

goriilmektedir (Schulman ve Fisher 2009).

DNA foto-kopmasi, tiimor baskilayict p53 geni iceren mekanizmalar ile onarilabilir
ancak p53 geni de deride diprimidin mutajenezine ugrayabilir. UV radyasyonunun insan
ve fare deri kanserlerinde p53 geninde mutasyonlara sebep oldugu bilinmektedir. Bu
nedenle, UV aracili DNA hasar1 hem genomdaki mutasyonlar1 baglatarak hem de p53
fonksiyon kaybina katkida bulunarak kanserojen potansiyeline sahip oldugunu

gostermektedir (Schulman ve Fisher 2009).



Sagligimiz i¢in 6nemli bir tehdit olusturan deri kanseri riskine karsi ulusal ve
uluslararas1 saglik otoriteleri UV radyasyonunun zararl etkilerinden korunmak igin
Onlemler almaya baslamistir. Bu UV radyasyonunun yogun oldugu saatlerde glinesten
kaginma, koruyucu giysi kullanma, sapka ve giines kremlerini kullanma gseklinde

olabilir (Nohynekk ve Schaefer 2001).

Giliniimiizde rahatlikla kullanabilecegimiz yag, cubuk. Jel, krem, losyon gibi bir¢ok
farkli glines koruyucu iirtin bulunmaktadir. Bu iirtinleri kullanilirken UV 1sinlarina karsi
yeterli koruma sagladiklarindan emin olunmalidir. Kimyasal ve fiziksel olmak iizere iki
tiir giines kremi vardir. Kimyasal bir giines kremi UV 1sinlarin1 emerken, fiziksel bir

giines kremi ise zararli 1smnlar1 deriden bir zirth gibi yansitir (Kora¢ ve Khambholja
2011).

UV radyasyonundan korunmak i¢in otlar ve bitkisel preparatlar, dncelikle antioksidan
aktiviteleri nedeniyle yiiksek bir koruma potansiyeline sahiptir. Cve E vitaminleri,
fenolik asitler ve flavonoidler, ¢ok sayida negatif cilt degisiminin ana nedeni olan
serbest radikal tiirlere karst miicadelede oldukga etkilidir. Her ne kadar izole edilmis
bitki bilesikleri, cildin korunmasinda yiiksek bir potansiyele sahip olsa da "biitlin bitki
ozleri”’ kompleks kompozisyonlari nedeniyle daha iyi bir potansiyel gostermistir. Bu
bilgilere dayanarak bu g¢alismada Xanthoria parietina bitki eksratinin saglikli fare
fibroblast hiicreleri tizerindeki sitotoksik, genotoksik etkilerine bakilarak UV ye karsi

koruma diizeyinin belirlenmesi amaglanmistir (Kora¢ ve Khambholja 2011).



2.KAYNAK OZETLERI
2.1. Radyasyon Nedir?

Radyasyon, hareket eden enerji olarak tanimlanir. Dogal ya da yapay radyoaktif
cekirdeklerin kararli yapiya gegebilmek i¢in disar1 saldiklar1 hizli pargaciklar ve
elektromanyetik dalga seklinde tasinan fazla enerjilere radyasyon denir (Yaren ve
Karayilanoglu 2005). Havada, tiikettigimiz gidalarda ve igeceklerde radyoaktivite
vardir. Hayati boyunca ¢ogu insan dogal ve yapay radyasyon kaynaklarindan
etkilenmektedir (Haciosmanoglu 2017).

2.1.1. Dogal Radyasyon

Giinlik hayatimizda etkilendigimiz radyasyonun biyiik bir kismi (%88’i) dogal
kaynaklardan olusur ve giines en ¢ok bilinen dogal radyasyon kaynaklarindan biridir

(Hizarc1 2017).
2.1.2. Yapay Radyasyon

Toplumsal ve teknolojik gelismeler nedeniyle insan, bazi radyasyon kaynaklarini yapay
yollarla tiretmistir. Maruz kaldigimiz radyasyonun %12°si yapay kaynaklardan meydana
gelmektedir. Ozellikle gelismis ve gelismeye devam eden iilkelerde yapay radyasyon
kaynaklarindan meydana gelen radyasyonun 9%50’si, medikal goriintiilemeden

gerceklesmektedir (Haciosmanoglu 2017).

Dogal
88%

Yapay
12%

Sekil.2.1. Dogal ve Yapay Radyasyon orani
Radyasyonu tanimlamak i¢in 3 parametreden yararlanilir (Sekil 2.2).

+ Radyasyonun Enerjisi



+ Radyasyonun Tiirti (Elektromanyetik radyasyon ve parcacik radyasyonu)
 Radyasyonun Kaynagi (Yapay ve dogal radyasyon kaynaklari)

Iyonize radyasyonu yiiksek enerjili radyasyon olarak da tanimlayabiliriz. Iyonize
radyasyon atomdan elektron koparabilen dolayisiyla atomu iyonize edebilen radyasyon
tiiridiir. Iyonize olmayan radyasyon ise i¢indeki atomlar1 enerji eksikliginden dolay:

iyonize edemeyen radyasyon tiiriidiir (Seyrek 2007).
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Sekil 2.2. Radyasyonun Cesitleri (Hizarci 2004).
2.1.2.1. iyonlastiric1 Radyasyon Tiirleri:
*Alfa pargaciklari,

*Beta parcaciklari,

*X-1s1nlari,

*Gama 1g1nlar1 ve

*Notronlardir.
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Sekil 2.3. Iyonlastiric1 Radyasyon Tiirleri.

2.1.2.2. iyonlastiric1 Olmayan Radyasyon Tiirleri:

-Ultraviyole(UV)

-Mikrodalgalar

-Kiz1lotesi

-Radyo dalgalaridir (Biiyiikuslu 2007).
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Sekil 2.4. Iyonlastirict olmayan radyasyon tiirleri (Biiyiikuslu 2007).



2.1.2.2.1. UV Radyasyon

Elektromanyetik radyasyon kizilotesi radyasyona (IR), goriiniir 1s18a (VIS) ve UV
radyasyonuna bolintir (Kullavanijaya. ve ark. 2005). Yeryiiziine ulasan giines
1isinlarinin bir kism1 UV radyasyondur. UV radyasyonu giines yanigi, bronzlagsma, erken
deri yaslanmasi ve kanser gelisiminin meydana gelmesi olarak bir¢ok biyolojik etkiye
sebep olabilmektedir. En basta vitamin D sentezi olmak iizere, az da olsa yararli etkileri
de vardir (Mutlu ve ark. 2003).

UV radyasyinu, 151k iyonlastirici radyasyondan, sahip oldugu diisiik enerjiye ve dalga
boyuna bagli olarak, sogurma O6zelligi nedeni ile ayrilir. UV’nin etkileri soyle

stralanabilir (Giiler ve Cobanoglu 1994).

» UV 151k, giines yanig1 meydana getirerek deriyi etkiler.

* UV 151k, tiim hiicreler {lizerinde mutasyon yaratirve bunlara bakteri ve viriisler de
dahildirg Mutasyonun, DNA’nin iizerinde kiigiikte olsa kimyasal degisiklikler yarattigi

diistiniilmektedir.

* UV’nin, iyonlastirict radyasyona gore az da olsa kromozomlar1 parcaladigi

bilinmektedir.

* UV’nin hiicre boliinmesini engelledigi ve hiicrelerin asir1 biliylime gosterdigi

belirlenmistir.

» UV’nin iyonlastiric1 radyasyona gore DNA sentezi iizerinde, daha fazla etkisi oldugu

belirlenmistir (Giiler ve Cobanoglu 1994).

UV radyasyonu, dalga boyunu ve artan enerjiyi azaltmak icin ii¢ ayr1 gruba ayrilir:
UVA (320-400 nm), UVB (290-320 nm) ve UVC (200-290 nm). Farkl1 dalga boylar1 ve
UV alt boliinmesiyle iligkili enerji canli dokularda belirgin bir sekilde farkli etkilere
sebep olur ( Kullavanijaya ve ark. 2005).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kullavanijaya%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15928611
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kullavanijaya%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15928611

*Ultraviyole C Radyasyonu

UVC, en yiiksek enerjiye ve biyolojik hasar i¢in en biiyilk potansiyele sahip UV
radyasyonudur. Ozon tabakasi tarafindan etkili bir sekilde filtrelenir ve bu nedenle fazla

maruz kalmayiz (Tuchinda 2006).

*Ultraviyole B Radyasyonu

Diinya yiizeyine ulasan UVB miktari, UVA' nin 20 de 1' i kadardir ( Kullavanijaya ve
ark. 2005). Bir yaz giinii, diinya ylizeyine ulasan UV spektrumunun %3,5’1 UVB ve
%96,5't UVA dan olusur. UVB oOncelikle eritem ve giines yamg ile
iliskilidir. Immiinsiipresyon ve fotokarsinogenezise neden olabilir (Tuchinda 2006).
UVB 1ginlart vitamin D aktivitesi bakimindan yararhidir. Uretimi 7-dihidrokolesterol

irradyasyonu yoluyla gergeklesir (Azevedo ve ark.1999).

*Ultraviyole A Radyasyonu

UVA, stratosfer tabakasini gecip yere kadar ulasarak diinyaya biiyiilk miktarlarda erisir
(Berkow 1997).

UVA en uzun dalga boyuna sahip UV radyasyonu seklidir. Bu nedenle irtifa veya
atmosferik kosullardan daha az etkilenir. UVA, UVB ile karsilastirildiginda deriden
daha derinlere niifuz edebilir ve camdan siiziilmez (Kullavanijaya ve ark. 2005).
UVA'ya maruz kalmanin yaklagik %50'sinin golgede oldugu tahmin edilmektedir
(Schaefer ve ark. 1998).

UVA, hizli ve geciktirilmis pigment koyulagmasma ve geciktirilmis bronzlasmaya
neden olarak eritem ilretmekte etkilidir. UVA immiinsiipresyon, fotoyaslanma, okiiler

hasar ve cilt kanseri gibi 6nemli olumsuz etkilere sahiptir (Kora¢ ve ark. 2011).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tuchinda%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16635665
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kullavanijaya%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15928611
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tuchinda%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16635665
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Azevedo%20JS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10555257
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schaefer%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9859914
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kora%26%23x00107%3B%20RR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22279374

mordtesi goriinirigik kizilotesi

100 dalga boyu (nm)

Sekil 2.5. Elektromanyatik spektrumda UV radyasyon bolgesi ve bu bolgenin dalga
boylarina gore siniflandirilmasi.

Diinya yiizeyine ulasan UV miktar1 enlem, irtifa, mevsim, gliniin saati, bulutluluk ve
ozon tabakasindan etkilenir. En yliksek 1s1nlanma ekvatorda ve daha yiiksek kotlardadir
(Tuchinda, 2006) UV 1sinim1 sabah 10 ile 4 arasinda en kuvvetlidir. ( Kullavanijaya_ve
ark. 2005). Hava kirliligi ve yagis kosullar1 da UV nin etkisini taginim miktarini azaltir.
Eyn1 zaman da UV-B 'nin yer yiizeyine ulagsmasini bulutlar, havada asili kalan
partikiiller, aerosoller ve stratosferik ozon degistirmektedir. UV-B radyasyonu

statosferik ozonun konsantrasyonuna gore yer yiizeyine ulagsmaktadir (Lubin 1995).

Glines 151nlart yer yiiziine 6zellikle, 1sinlarin atmosferde daha kisa yol alir bu nedenle de
UV radyasyonu en yiiksek degerine ulasir. Diinyanin gilines etrafindaki yillik hareketine
ve enlemlere gore giines 1smlarinin yeryiliziine gelis acis1 degismektedir. Ekvator
bolgeleri, yilda iki kez giinesi dik agiyla alir. B u nedenle kutup bolgelerine gore giines

radyasyonundan daha fazla etkilenir (Cockell ve ark. 2001).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tuchinda%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16635665
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kullavanijaya%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15928611
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Sekil 2.6. Kuzey Yarimkiire’ de, bir istasyona ait giinliikk net radyasyon degisimi (45.
enlem tizerinde) (Cockell ve ark. 2001).

UV radyasyonu (UV) “tam kanserojen” olarak siiflandirilir. Ciinkii hem bir mutajen
hem de spesifik olmayan bir zarar verici ajandir. Timor basglaticist ve bir timor
promotorii 6zelliklerine sahiptir. UV, cilt kanseri ve diger pek ¢ok cevresel faktorlerden
etkilenen cilt hastaliklari i¢in en 6nemli degistirilebilir risk faktortidiir. Bununla birlikte
UV, D vitamini ve derideki endorfinlerin dogal sentezine saglayarak insan sagligina
fayda da saglar. Bu nedenle UV'nin insan saglig iizerinde bir¢ok etkisi vardir. UV'ye
asir1 maruz kalma, atrofi, pigment degisiklikleri, kirisiklik ve malignite dahil olmak

tizere derin saglik riskleri tasir ( D'Orazio ve ark. 2013).
2.1.2.2.2. UV Radyasyonu Etkileri

Artan UV radyasyonu, mikroorganizmalarin, bazi hayvanlarin ve bitkilerin
faaliyetleriyle karasal ekosistemler de bir¢ok etki meydana getirmektedir. Bunu sebebi
ise stratosferik o0zon azalmasidir. Etkiler, bitki formlarinda ve abiyotik ¢evredeki

degisimlerle gorilmektedir (Kenar ve Ketenoglu 2009).
2.1.2.2.3. UV Radyasyonunun Organizma Diizeyinde Etkileri

UV radyasyonunun organizmalara pek c¢ok etkisi vardir. Organizmalar bu etkilerden
korunmak igin bircok mekanizma gelistirmistir. Buna ragmen UV radyasyonu
organizmalarin yapisinda bircok degisime sebep olmaktadir. Ciinkii ozon tabakasinda

giderek azalma meydana gelmektedir. Boylelikle UV 1ginlart daha yogun hissedilmekte


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=D%26%23x02019%3BOrazio%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23749111

ve organizmalar bu durumdan giderek daha fazla etkilenmektedir (Caldwell ve ark.
1998).

2.1.2.2.4. Bitkilere Etkileri

UV radyasyonu, flavonoidlerde artisa, anatomik ve morfolojik degisimlere, bitkilerin

genel olarak biiylimesine ve polen tiipii biiyliimesinin inhibisyonuna yol acabilmektedir

(Caldwell ve Flint 1994).

Bitkiler, UVA ve UVB radyasyonuna karsi ¢ok sayida savunma ve onarim
mekanizmalar1 gelistirmistir. Bitkilerin savunma mekanizmalarina 6rnek vermek
gerekirse, mumsu ve regineli yiizey yapilarindan, tiiylerden, 6zellikle fenolik asitleri ve
flavonoidleri igeren ikincil metabolitlerden, reaktif oksijen tiirlerinin hasarindan
koruyan antioksidanlardan bahsedebiliriz. Farkli koruyucu bilesiklerin tetiklenmesi ve
biyomolekiillerin onarim reaksiyonlari da tamir mekanizmalar1 arasinda sayilabilir

(Tiitto ve ark. 2005).
2.1.2.2.5. Mikroorganizmalara Etkileri

Birgok mikroorganizma UV radyasyonundan dogrudan etkilenmemesine ragmen,
hayatlarinin bir boliimiinde mutlaka bu etkiye maruz kalirlar. Karasal ekosistemlerde,
yaprak yiizeyinde yasayan mikroorganizmalar buna Ornek verilebilir. Seleksiyonu
etkileyen UV radyasyonu yaprak yiizey florasinin tiir ve genotipinde Oolgiilebilir
degisimlere sebep olmaktadir (Kenar ve Ketenoglu 2009). UV-B radyasyonuna maruz
kalmis bitkilerin kokleriyle etkilesimde olan mikroorganizmalarin radyasyondan
etkilenmektedir (Caldwell ve ark. 1998).

2.1.2.2.6. Hayvanlara Etkileri

Kutup bolgelerinde ki tiirlerin, beyaz renkli kis tiyleri ve kiirkleriyle UV-B
radyasyonunundan korundugu bilinmektedir. Ayrica bu tiirlerin kutup ikliminde hayatta
kalmalar1 i¢in gozlerinin UV-B radyasyonuna adapte olmasi gerekmektedir. Karasal
hayvanlar UV radyasyonunun zararlarindan dis iskeletleri, postlari ve tiiylerinin yanisira

UV hasarini onarici mekanizmalar1 yardimiyla korunmaktadirlar (Leinaas 2002).
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2.2. UV’ nin insan Saghgina Etkileri

Ultraviyole, goriiniir ve kizildtesi araliklardaki elektromanyetik radyasyon insanlarda
biyolojik etkiler yaratir. Bu etkilerin ¢ogu zararlidir (Parrado ve ark. 2018). Giines
radyasyonu insan ve hayvan derisinde akut ve kronik reaksiyonlara neden olur. Kronik
tekrarlanan riskler, malign melanom dahil, iyi huylu ve kéti huylu cilt tiimoérlerinin

birincil nedenidir (Ichihashi ve ark. 2003).

UV radyasyonun insani etkileyebilmesi i¢in; radyasyonun deri yiizeyine ulagmasi,
deriden igeri girmesi ve bazi deri elemanlar tarafindan emilmesi, emilen radyasyonun
foton enerjisi fotosimik reaksiyonlar1 baglatacak kadar biiylik olmasi gibi kriterler
gerekmektedir (Wintrobe, 1976). Giines en tepedeyken yer yiizeyine ulagmasi beklenen
ve cilt zararlarina neden olabilecek UV radyasyon miktariin siniflandirilmasina UV-

Indisi denir.
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Sekil 2.7.: UV Indisi siiflandiriimistir (DMI 2000).

UV’nin etkisinin ve etki diizeylerinin bilinmesi insan sagligi i¢cin énemlidir. Bu indis
uyarilar1 giines yaniklarini onlemeye yoneliktir. Uzun zamana bagh saglik etkilerini

ortaya ¢ikaran riskler cilt tipine gore degismez (Tevini 1993).
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Cizelge 2.1.Cilt tiplerine gore giines tepkimeleri (Mutlu ve ark. 2003).

CiLT OZELLIiGI CILT RENGI CILDIN GUNES
FENOTIPLERI REAKSIYONU
Hig¢ bronzlasmamis | Her zaman yanar Soluk veya siit | Gelisen kirmizi
beyazi giines yaniklari, act
veren sisikler ve cilt
soyulmasi
Bazen bronzlasan Sik yanar Cok acik | Siklikla yanar.
kahverengi (Bazen | Pembe veya kirmizi
kiiclik benler | renk olumlar1
olusur) sergiler. Tedrici
olarak acik
kahverengi
bronzlasma goriliir
Siklikla bronzlagan | Bazen yanar Acik yanik, | Nadiren yanar, orta
kahverengi  veya | dereceli hizli
zeytin; Farkli | bronzlagma
renklenmeler tepkileri verir
Daima bronzlagan | Nadiren yanar Kahverengi, koyu | Nadiren yanar, ¢ok
kahverengi  veya | hizli  bronzlagsma
siyah tepkileri verir

UV radyasyonu, elektronlarin uyarilmasi yoluyla fotokimyasal reaksiyonlarin ¢ok giiglii
bir baglaticisidir ve bu, ac¢iga cikan molekiiliin enerji transferine veya kimyasal
modifikasyonuna neden olabilir. UV 15181n1 emdikten sonra, molekiil zarar gorebilir ve
diger molekiilleri, 6rn. Reaktif oksijen tiirleri (ROS) iireterek. Biyolojik sistemlerde,
emilen 131k, endojen 1518a duyarli molekiiller ile ve / veya ilaglardan veya kozmetik
bilesenlerden kaynaklanan ekzojen fotoenzitizatorlerle etkilesime girebilir. Sonug
olarak, bu etkilesimler dogrudan veya dolayli olarak zararl, sitotoksik ve genotoksik

etkiler iiretebilir (Svobodova ve ark. 2003).
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2.2.1. UV’ nin Cilde Etkileri

Son yillarda ultraviyole radyasyon ile ilgili ¢esitli hastalik ve rahatsizliklarin goriilme
siklig1 tehlikeli bir sekilde artmistir ve artmaya devam etmektedir. Memeli cildinin UV
radyasyonuna kronik olarak maruz kalmasi; eritem, O6dem, giines yanigi hiicresi
olusumu, hiperplazi, bagisiklik baskilanmasi, DNA hasari, fotosentez ve melanogenez
olusumu da dahil olmak iizere bir takim biyolojik tepkilere neden olur. Bu degisiklikler
cilt kanserinin gelisiminde dogrudan veya dolayli olarak yer alir (Svobodova ve ark.

2003).

Ust deri

Serbest sinir ucu

Alt deri <
Sicaklhk reseptori

Kan damari

Kil kékt

<

ag tabakasi

Sekil 2.8. Insan derisinin yapis1 (Anonim 1997).

Pirimidin foto-iiriinlerinin olusumu, trans-dogal fenoliklerin UV ile indiiklenen cilt
hasarinin 6nlenmesinde izlenmesi gibi dogrudan ve dolayli olumsuz biyolojik etkileri
igerir. cis-lirokanik asit, ornitin dekarboksilaz aktivitesinin indiiklenmesi, DNA
sentezinin uyarilmasi, deride serbest radikal {iretimi, hiicre dongiisii biiylimesi,

fotosentez ve fotokarsinogenez antioksidanlari 6nemli dl¢ilide azaltir.

Cildin gilines 15181na maruz kalmasi, serbest radikallere karst cildin kendini koruma
mekanizmasin1 bozar. DNA hasar1 nedeniyle cilt kanseri (skuamdz ve bazal hiicreli
karsinom) indiiklenmesinden sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica cildin bagisiklik
savunma sistemini diisiirdiiglinden siiphelenilmektedir. Cilt epidermal hiicrelerinin zarar
gormesi UV 1smimindan 2 saat sonra ortaya ¢ikar. Hasarin ilk gOstergesi,

keratinosomlarda azalmadir, bu da diskartototik hiicrelerin olusumuyla sonuglanir.
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Hiicre i¢i 6dem, maruziyetten 1618 saat sonra goriilebilir. Hasarli keratinositler
etrafinda gelisen hiicreler aras1 6dem ile 30-48 saatte izlenir. Giines yanigi hiicreleri, en
erken apoptoz Orneklerinden biri olarak onerilmistir. UV ile uyarilan apoptotik hiicreler,
cevreleyen keratinositler tarafindan hizla fagosite edilir. Makrofajlarin, apoptotik
hiicreleri baglayip fagositize ettigi ve derideki sayilarinin UVB tedavisi sonrasi arttigi

bilinmektedir (Svobodova ve ark. 2003).
2.2.2. UV Erken Donem Etkileri

a. Giines yaniklar1 6zellikle agik tenli insanlarda meydana gelir. 12-48 saat iginde ortaya

cikar. Deride kizariklik, derinin su toplamasi, agr1 siz1 ile kendini belli eder ve gegicidir
(Evci ve ark. 2003).

b. UV radyasyonuna bagli olarak insanda alerjiler meydana gelir. Giines isinlarina
maruz kaldiktan sonra bazi kisilerin derilerinde, 5-10 dakika i¢inde ya da birkag¢ giin

sonra kizariklik, kabarti, kagint1 ve lekeler olusabilir (Beyazit 2011).
2.2.3. Ge¢ Donem Etkileri

Sicakligin giderek artmasi sebebiyle sicak dalgalarinin neden oldugu hastalik ve
oliimler mevsimsel olarak goriilmektedir. Ozellikle yaslilar ve kronik hastaligi olanlar

cok etkilenmektedir (Gtiler ve Akin 2006).

UV radyasyonunun ge¢ donemde ki etkilerinin tip otoritelerince toplum sagligi

acisindan daha 6nemli bir problemi olusturdugu soylenmektedir (Giiler ve Akin 2006).

Giines 1sinlarinin ge¢ donem etkilerini cildin erken yaslanmasi ve deri kanserleri olarak

ikiye ayirabiliriz :

a. Cildin erken yaslanmasi; Giines lekeleri basta olmak iizere kirisikliklar ile cilt kuru,
kaba ve sert bir goriiniim alir. Deri de sert ince kabuklu deri lekelerinin olusmaya

baglamasi, cildin erken yaslandiginin belirtisidir (Evci ve ark. 2003).

b. Deri kanserleri; Viicudun UV radyasyonunun etkisinde kalan kisimlarinda deri
kanseri olugsma orani ¢cok daha fazladir. Giines agik tenli, agik renkli gozlii, sarisin / kizil
sacl kisilerde deri kanseri riskini 6zellikle arttirmaktadir. Deri kanserlerinin %90’ 1indan
fazlas1 ultraviyoleden etkilenen bdlgelerde goriilmektedir. Amerika Birlesik

Devletleri’'nde kanserlerin yaklasik %40°1 ultraviyoleye baglidir (Giiler ve Akin 2006).
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NORMAL BEN GORUNUMU

-
-

CILT KANSERI (MELANOM)

Sekil 2.9. Normal ve kanserli ben goriiniimii.

Deney hayvanlarinda 280-320nm olan UV-B dalga boylu giines 1smmin kanser
olusturdugu belirtilmistir. UVB 1sinimina, uzun dalga boylu UV-A (320-400nm) 1sinlari
eklendiginde karsinogenez olusumu artig gdsterir. UVR 1sinimina maruz kalma niikleer
DNA'da ardisik degisikliklerle sonuglanir. UVB ve UVC'nin hiicre 6liimii, mutasyon ve
transformasyon gibi etkileri i¢in ana hedef DNA'dir. Bununla beraber UV etkisi ile P53
geni mutasyonu da olmaktadir. Ayrica UV 1sinlari, Langerhans hiicre islevlerini bozarak
immiin sistemi baskilar. Mutasyona neden olma ve bu etkiler, hiicre béliinmesini

bozarak tiimor olusumuna neden olur (Yassi 2001).

Biyolojik etkilerini uygulamak i¢in, UV 0Once enerjiyi biyokimyasal bir sinyale
doniistiiren hiicresel kromofor tarafindan absorbe edilmelidir. Ardindan gelen
fotobiyokimyasal reaksiyonlar, hiicre ve doku biyolojisindeki degisikliklere neden olur;

bu da artan fotograsyona ve cilt kanseri olusumuna neden olur (Svobodova 2003).

15



2.3. UV Kaynakh DNA Hasar1

DNA, bakterilerden insanlara kadar cesitli organizmalarda UV kaynakli hasarin ana
hedeflerinden biridir (Sinha ve Hader 2002). Niikleik asitler ve proteinler, UVB dalga
boyu araliginda radyasyonu emen baslica hiicresel kromoforlardir. DNA, spektrumun
UVB bolgesi i¢indeki enerjiyi emerse, bu DNA lezyonlarina neden olabilir. UVB
tarafindan indiiklenen ana lezyonlar, siklobutan-pirimidin dimerleri ve pirimidin-

pirimidon fototiriinlerdir (Svobodova 2003).

UV-C (~260nm.) ve UV-B isinlari DNA tarafindan kuvvetlice absorblanarak, diger
biyolojik molekiiller ve DNA‘yla reaksiyona girerler. Bu reaksiyon replikasyonu ve
transkripsiyonu engelleyen pirimidin dimerlerini (T-T, T-C) olusturur (Debeleg-

Biitiiner ve Kantarci 2006).
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Sekil 2.11. Piirin/Pirimidin bazinin kaybi sonucu Apiirinik/Apirimidinik Bdlgelerin
Olusumu (Debeleg- Biitiiner ve Kantarci 2006).

16



DNA photoproduct formasyonu sonucu olusan RNA transkripsiyonunun bloke edilmesi,
isinlanmig keratinositlerin apoptozunu indiikleyen p53 proteininin aktivasyonuna yol
acar. Fotolesyonlarin onarimi, hayatta kalan hiicrelerde DNA foto-majoriine birincil
yanittir. Ancak, hasar hiicre dongiisiinlin S fazinda devam ederse, diger onarim
mekanizmalari, esas olarak karakteristik sitozinin timin ikamesi ile sonuglanan
mutageneze yol agabilir. BOyle mutasyonlar p53 geninde meydana geldiginde,
keratinositler yiiksek dozda UV maruziyetini takiben apoptotik siirece ugrama
becerilerini kaybederler. Triptofan ve tirozin, UVB' yi emen ana amino asitlerdir
(Svobodova 2003).

Hiicreler UV veya diger stresorlerin neden oldugu DNA hasarini 6nlemek i¢in bir dizi
onarim veya tolerans mekanizmast gelistirmistir. Fotolyaz enzimi yardimiyla foto-
aktiflestirme, cesitli organizmalarda en 6nemli ve sik goriilen onarim mekanizmalarindan
biridir. Eksizyon onarimi, baz eksizyon onarimi (BER) ve niikleotit eksizyon onarimi (NER)
olarak ayirt edilebilen, ayn1 zamanda birka¢ organizmada, birka¢ glikosilaz ve polimeraz
yardimi ile DNA onariminda 6nemli bir rol oynar. Ek olarak, mutajenik onarim veya dimer
bypass, rekombinasyonel onarim, hiicre dongiisii kontrol noktalari, apoptoz ve bazi alternatif
onarim yollar1 gibi mekanizmalar da gesitli organizmalarda ¢alismaktadir (Sinha ve Hader

2002).
2.3.1. UV Kaynakh DNA Hasarinda P53 Geni EtkKisi

P53 geni, oncelikle DNA mutasyonlart i¢in kapi bekgisi olarak iglev goren bir
transkripsiyon faktoriidiir (Lakin ve Jackson 1999). Yabani tip p53%in zamaninda
ekspresyonu, diizensiz veya gerilmis hiicrelerin kanser hiicrelerine doniismesini
onlemede ¢ok onemlidir. P53 geni bunu, hiicre dongiisiinii durdurarak, DNA onarimini,
yaslanmay1 veya apoptozu baglatan gen kiimelerini harekete gegirerek yapar (Kulaksiz

ve ark. 2005).

UV kaynaklt DNA hasar1 sirasinda p53 fosforilasyonunun inhibisyonu, UV kaynakli cilt
timorii gelisimine duyarliligt arttirir. DNA hasarindan sonra p53, kanser olusumunu
onlemek icin, hasarli DNA igeren hiicrelerin genislemesini etkin bir sekilde durdurur

(Bruins ve ark. 2004).
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UV hasarli DNA baglayici proteinler 1 (DDB1) ve 2 (DDB2), DNA hasar
yanitinda pS3ile  igbirligi  yapar. P53 tarafindan  diizenlenen  baska  bir
gen olan DDB2'nin silinmesi UV kaynakli cilt kanseri ile sonuglanmistir (Yoon ve ark.
2005).

2.4. DNA Onarim Mekanizmalari

DNA onarimmin 6nemi, onarim hatalarinin, genomik kararsizlikla karakterize
sendromlara ve kanser insidensinde artisa neden olmasiyla anlasilmaktadir (Debeleg-

Biitliner ve Kantarci 2006).

2.4.1. Dogrudan Onarim
a) Fotoreaktivasyon ile Onarim

Siklobiitan pirimidin dimerleri ve (6-4) fotoliriinlerin uzaklastirilmast fotoliyaz
enzimleri tarafindan yapilmaktadir. Fotoreaktivasyon onarim sistemi insan dahil pek
cok Okaryotik tiirde olmamasi sebebiyle evrensel bir onarim sistemi degildir (Sancar ve

ark. 2004).
b) O-6-metilguanin Onarim

O-6-metilguanin, yiiksek oranda mutajeniktir. Ayrica alkilleyici ajanlar varliginda
meydana gelirler. O-6- metilguanin-DNA metil transferaz enzimi, DNA’daki yanlis
metillenen bazlarin CH3 gruplarmi kendi sistein rezidiilerine transfer ederek normal
guanin olusumunu saglar. Bu islem sonucunda enzim de geri doniisiimsiiz olarak
baskilanir ve islev dis1 kalir. Enziimin 6zglinligii kadar sayis1 da 6nemlidir (Onur ve
ark. 2009).

¢) Basit Tek Zincir Kiriklarmmin Ligasyonu

Baz1 ajanlar DNA zincirinde kiriklara neden olmaktadir. Bunlar X-ray ya da peroksidler
gibi ajanlardir. Zincirde olusan kiriklar DNA ligaz enzimi ile onarilmaktadir. DNA ligaz
enzimi enerji gerektiren bir reaksiyon ile 5° fosfat grubu ile 3’OH grubu arasindaki

fosfodiester bagi olusturarak onarimi gergeklestirir (Cooper ve Hausman 2006).
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2.4.2. Dogrudan Olmayan Onarim
a)Baz Cikarma Onarimi (Base Excision Repair/BER)

Bazlardaki kimyasal degisiklikler kendine 6zgii bir onarim mekanizmasi gerektirir.
DNA hasarmin geri dondiiriilmesi i¢in bu gereklidir. Hiicreler bir¢ok kimyasal hasar
tipini diizeltebilecek genel bir onarim mekanizmasi olan eksizyon onarimina ihtiyag
duyarlar. Bu mekanizma yerlestirilmesi yanlis yapilms ve hasarli bazlar1 uzaklastirmak
i¢in kullanilmaktadir (Onur ve ark. 2009).

1. Yanlis bazin uygun bir DNA N-glikozilaz tarafindan uzaklastirilmasi ve bir AP
(Apiirinik / Apirimidinik) bolge olugmasi. Bir memeli hiicresi giinde 10000 piirin ve

500 pirimidin kaybeder.

2. Hasarli DNA’ya AP bdélgesinin 5' ucuna dogru AP endoniikleaz tarafindan g¢entik

atilir. AP bolgesine komsu bir 3'-OH ucu olusturulur.

3. Bu asamada AP bolgesinin kesilip ¢ikarilarak uzaklastirilir ve DNA polimeraz ile 3'-

OH ucu uzaklastirilir.

DNA N- glikozilaz enzimleri prokaryor ve okaryotlarda benzer yapilara sahiptir. Bu
enzimler DNA iizerinde hatali bolgeyi tanir ve burada deoksiriboz sekeri ve azotlu baz

arasindaki N-glikozidik bagini kirarak onarimi (Onur ve ark. 2009).
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Sekil 2.12. Spontan deaminasyon ssonucu hatali baz eslesmesine olur. Boylece DNA
replikasyonu esnasinda kalict mutasyonlara meydana gelir (Debeleg-Biitiiner ve
Kantarci).
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Sekil 2.13. DNA N-gikozilazlar ayrica AP liyaz aktivitesine sahiptir (Debeleg-Biitiiner
ve Kantarci 2006).

b)Niikleotid Kesip-Cikarma Onarim (Nucleotide Excision Repair) (NER)

(Hanawalt 2002). Mikoplazmadan memelilere kadar organizmalar tarafindan
kullanildig1 bilinen niikleotid eksizyon onarimi birgok DNA hasarinin onariminda
etkindir. UV 1gmlarmin karsinojenik etkilerine (dimerler) ve sisplatin, 4-nitrokuinolin
oksid gibi etkenlerle reaksiyona girmesi sonucu olusan biiyiik hasarlara kars1 6nemli bir

savunma mekanizmasidir.

NER mekanizmasinin isleyisinde once hasar taninir hemen sonrasinda protein
kompleksi hasarli bolgeye baglanir. Bunu hasarli zincirin kesilmesi izler ve hasarli
oligontikleotid uzaklastirilir. DNA sarmal1 lizerinde olusan boslukta polimerizasyon

meydana gelir ve ligasyon olusur (Onur ve ark. 2009).
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Genel genom tamiri Transkripsiyona kenetlenmiy tamir
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Sekil 2.14. Niikleotid eksizyon genel genom tamir mekanizmasi (Debele¢ Biitiiner ve
Kantarc1 2006).

Bu islemin iyi bir sekilde olusmasi i¢in en az 30 protein gerekmektedir. Niikleotid
kesip-¢ikarma oOnariminda lezyonlarin genel 6zelligi DNA ¢ift sarmalinin helikal
distorsiyonu ve DNA kimyasinin modifikasyonudur (Zhang ve Rohde 2009). Niikleotid
eksizyon onarim mekanizmalarinin hayatin  devamliligimi saglayicive genom
biitiinliiglinli koruyucu islevleri otozomal resesif ge¢isli li¢ sendromla anlatilabilir. Bu
sendromlar niikleotid eksizyon onarim proteinlerinden herhangi birini kodlayan
genlerdeki mutasyonlar sonucu olusan, nadir goriilen sendromlardir (Kulaksiz ve Sancar

2007). Bunlar:
*Xeroderma pigmentosum

*XP, Cockayne syndrome
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*CS, Trichothiodystrophy TTD olarak isimlendirilmistir. DSB (double strand break)
tamirinde aktif olarak devreye giren lic NER kompleksi vardir. Bunlara sirasiyla

XPC/HR23B, XPA/RPA ve ERCC1/XPF isimleri verilmistir (Arlett ve ark. 2006).

Boyle kisilerde genellikle UV kaynakli cilt kanseri insidansinda artig gozlenir. Ayrica
giinese duyarlilik, norolojik bozukluklar, baz1 dokularda erken yaslanma gibi etkiler de
meydana gelir (Onur ve ark.2009).

2.5 Reaktif Oksijen Tiirleri

Insan yasami igin oksijen ¢ok onemlidir. Yasamaya devam edebilmek icin birincil
ihtiyacimizdir. Metabolizmanin normal isleyisi sirasinda iiretilen bazi reaktif oksijen
tirleri viicudu onemli Ol¢lide zarara ugratmaktadir (Diplock 1998). Normal oksijen
molekiiliine kiyasla, biiyiik bir kismini serbest radikallerin olusturdugu reaktif oksijen

tirlerinin kimyasal reaktivitesinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Nawar 1996).

Serbest radikaller, yiiksek enerjili, dis atomik orbitallerinde bir veya daha fazla cift
olusturmamis elektron igeren, stabil olmayan bilesiklerdir. Ciftlenmemis elektronlar
serbest radikalere biiyiik bir reaktiflik kazandirarak onlarin protein, lipid, DNA ve
niikleotid koenzimler gibi bir¢ok biyolojik materyale zarar vermelerini saglar. Bu
negatif etki kalp-damar hastaliklarina sebep olur ve gesitli kanser tiirlerini tetikler.
Yaglanmay1 tesvik ettigi gibi katarakt olusumu, bagisiklik sisteminde zayiflama, sinir
sistemi dejeneratif hastaliklar1 gibi bir¢ok hastalia sebep oldugu diisiiniilmektedir

(Diplock 1998).

Cevre kirleticileri, radyasyon, pestisitler, cesitli tibbi tedavi yollar1 ve kontamine sular
gibi birgok etmen canli hiicrelerdeki oksijen metabolizmasini etkileyerek serbest
radikallerin olusumuna sebep olmaktadir. Tekli oksijen (02), siiperoksit anyonu (. O2 -
), peroksi (ROO-), alkoksi (RO- ) ve hidroksi (- OH) radikalleri bunlardan en ¢ok
gozlenenlerdir (Kaur ve Kapoor 2001).

DNA onarim mekanizmalarinin 6tesinde, cilt hiicrelerinin UV kaynakli DNA hasarina
kars1 korunmasi enzimatik antioksidanlari igerir. Kok hiicre DNA hasarina siklikla kok
hiicre yaslanmas1 ve yaslanmasi i¢in sorumlu bir faktdr olan oksidatif stres eslik ettigi
one siriilmiistiir (Moskalev ve ark. 2013). Asir1 ROS, tek telli kirilma iiriinlerine neden

olabilir. Oksidatif DNA hasar1, yasayan bir hiicrenin 6mrii boyunca siirekli olarak
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biriktirilir. Fizyolojik yaslanma sirasinda, DNA siirekli metabolik islemin yan iiriinleri
olarak hiicre i¢i ROS'a maruz kalir. ROS, giinliik olarak insan viicudunda her hiicrede
yaklasik 5000 tek iplik kopmasi olusmasina neden olan DNA bazi veya seker hasari
verebilir (Hoeijmakers 2009).

ROS benzer sekilde hem niikleer hem de mitokondriyal DNA'ya (mtDNA) zarar
verir. Son zamanlarda, cildin yaslanmasinin mtDNA hasar1 ve mutasyonlarla iliskili
oldugu bildirildi. mtDNA mutasyonlarmin insan cildinde UVR'ye maruz kalma ve
oksidatif stresin duyarli bir biyobelirte¢ oldugu ileri siiriilmiistiir. ROS'un destekleyici
hiicre tipleri tizerindeki etkileri de incelenmistir. Cilt mikro ortaminin 6nemli bir
hiicresel  bileseni  olan  insan  cildindeki  fibroblastlarin UVR'ye  maruz
kalmasinin oksidatif strese ve hiicre dongiisii inhibitorleri p16INK4A ve p53 / p21WAF1

/ CIP1'in ekspresyonunun artmasina neden oldugu gosterilmistir.

UVR'nin neden oldugu dogrudan DNA hasarina ek olarak, UVA maruziyetinin bir yan
irtinii olan ROS, aym1 zamanda DNA'y1 esit derecede yaygin bir sekilde zedeleyen
DNA'ya zarar veren bir ajan olarak da 6nemli rol oynamaktadir. Bununla birlikte,
ROS'un geg¢ici dogas1 nedeniyle, etkisini iyilestirmek ve cildi erken yaslanmaya karsi

korumak miimkiindiir (Panich ve ark. 2016).
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Sekil 2.15. UVR ile indiiklenen DNA'nin ESC'lerde hasara yol actig1 cilt yaglanmasi.

UVR, ESC DNA'sina (UV-B) zarar verebilen veya DNA toksik ROS'un (UV-A)
tiretimini tesvik edebilen ana cilt stresleyicisidir. UVR'nin DNA'ya zarar veren etkileri,
hiicre donglisii durmasinin (kontrol noktasi aktivasyonu) ve DNA onarim proteinlerinin,

hasarli kok hiicre nisinin ve dermal fibroblastlarin aktivasyonu ile sonuglanir. Bunlar,
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ESC'nin tiikkenmesini ve hiicre dig1 matris (ECM) biitiinliigiiniin kaybin1 kolaylastirarak

erken cilt yaslanmasina yol acar (Panich ve ark. 2016).
2.6. Serbest Radikal Olusturan Bashca Mekanizmalar
2.6.1. Otooksidasyon

Serbest radikal olusturan mekanizmalardan ilki otooksidasyondur. Klasik bir serbest
radikal zincir reaksiyonu olan otooksidasyon, atmosferik oksijen tarafindan katalizlenir
(Nawar 1996). Oksijenle reaksiyonu oldukg¢a hizli olan bu mekanizma da serbest radikal
reaksiyonlarinin baslamas1 i¢in yine birgok mekanizma belirtilmistir. Mesela
fosfolipidler ve ¢oklu doymamis yag asitleri (PUFA) otooksidasyona egilimlidir. Bu
reaksiyonda ilk olusan ana friinlerin hidroperoksit (ROOH) iriinleri oldugu
diisiiniilmektedir (Porter 1985). Bu iiriinlerin zincir reaksiyonunu baglatabilmesi i¢in

temel mekanizmalar vardir (Foote 1985).

. Zincir reaksiyonuna katilabilecek bir peroksi radikalini (ROO-) olusturmak igin
hidroperoksit, baz1 kaynaklardan gelen baslatici bir radikal (X ) ile reaksiyona girebilir.
ROOH + X: g ROO- + XH

Hidroperoksit, bir metal iyonu veya farkl bir indirgenle indirgenebilir.

[H] ROOH g RO- + OH- (veya RO- + - OH)
Yiiksek sicakliklardansa genelde oda sicakliklarinda hidroperoksitteki O-O bagi
parcalanarak alkoksi ve hidroksi radikallerine doniisebilmektedir. Bu diger

mekanizmalara gore pek 6nemli degildir.

ROOH g RO + - OH

Lipid oksidasyonunun baslama asamasinda, baslatici bir radikal (X) ile yag asidi (LH)
substratinin reaksiyona girmesiyle H atomunun transferiyle bir lipid radikali(L)
olusmaktadir. flerleme asamasinda, baslama asamasmin iiriiniine oksijen eklenmesiyle

peroksi radikali (LOO- ) olugmaktadir. Olusan peroksi radikali baska bir yag asidinden
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(L’H) ayrilan bir hidrojen atomu ile birleserek tekrar hidroperoksitlere ve yeni lipid
radikallerine donlismektedir. Sonug olarak, radikaller birbiriyle reaksiyona girerler ve
radikal olmayan eter, ester, aldehit, keton ve alkol gibi iiriinlere dontismektedir (Porter
1985).

X+LH = XH+L BASLANGIC

L+ 0o - LOO ILERLEME
LOO+LH = LOOH+L

L+L -
L + LOO =* Radikal oimayan stabil driniar SGNU‘;
LOO + LOO -

2.6.2. Gecis Metal iyonlarmin Etkisi

Canli sistemde serbest radikal olugsmasina sebep olan giiclii birer oksidatif katalist
olarak gorev yapan metaller vardir. Bunlarin basinda demir ve bakir gelmektedir. Fe;
oksidatif reaksiyonlar1 tesvik etmede daha etkili bir metaldir. Cu’in ise katalizledigi
reaksiyonlar heniiz tam bilinmemektedir (Halliwell ve Gutteridge,1990). Demir ATP
tiretimi, DNA ve klorofil sentezinde ve biyolijik sistemde oksijen taginmasi gibi onemli
rollere sahiptir. Fakat demirin serbest formlar1 canli hiicrelerde toksik etki
yapabilmektedir. Olusan toksisite sonucunda meydana gelmis olan aktif oksijen tiirleri
lipid oksidasyonunu tesvik edebilmektedir veya DNA molekiillerine saldirabilmektedir.
Normal kosullarda tiim canli hiicrelerin serbest demirin etkisini yok etme mekanizmasi
vardir. Ayrica demirin fazlasini toksik olmayan formlarda hiicre i¢cinde depolayabilirler
(Miller 1996). Bu depolamaya 6rnek olarak ferritin gibi proteinlerde bulunan demir ve
bazi enzimlerde bulunan bakir verilebilir (Lindsay 1996). Birgok metal viicutta kelat
olusturmus sekilde bulunur. Kelat olusumunun antioksidan savunma sistemine onemli
katkis1 vardir. Viicutta Ki travma, toksinler, hastalik gibi bir¢ok nedenle metal iyon
formlarina doniisiimler olugmaktadir. Katarakt, aterosklerosiz, diyabet gibi patolojik

kosullar altinda metal iyonlarinin serbest ve zararli formlarda bulunduguna dair giiclii
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kanitlar vardir (Lavelli ve ark. 2000). Fe+2 katalizorliiglinde H2 O, siiperoksit anyonu (-
02 -) ile reaksiyona girdiginde “Haber-Weiss reaksiyonu” olusmaktadir. Bu reaksiyon

zararl hidroksi (- OH) radikallerini olusturur (Duthie ve ark. 1989).

)

Fe
O, +HO - O +0H + OH
{Haber-Weiss reaksiyonu)

OH+RH = R+ H)D (Zarar)

Fe iyonlari, “Fenton-tip reaksiyonlari” da katalizlemektedir. Burada Fe iyonlari
hidroperoksitlerin zararli hidroksi radikaline doniismektedir Hidroksi radikali oldukga
reaktif bir tiirdir. Genelde hizli bir sekilde lipid radikallerini olusturur ve lipid

peroksidasyonu zincir reaksiyonlarini baglatir (Miller 1996).

Fe+2 + H2 O2 g Fe+3 + OH- + - OH (Fenton Reaksiyonu)

Beyin 6zellikle az oksijen kullanimina kars1 ¢ok hassastir. Bu sebeple oksidatif strese
kars1 zayiftir. Yiksek diizeylerde Fe ve diger divalent katyonlari igerir ve olusan
Fenton-tip reaksiyonlar reaktif oksijen tiirleri lireterek noéronlara zarar vermektedir.
Beyin antioksidan savunmasi bakimindan zayiftir ve oksidatif zararlara karsi dokuyu
zayiflatan ¢oklu doymamis yag asitlerini de yiiksek oranda igermektedir. Beyin
oksidatif strese maruz kaldigi zaman dokuda olusan hasarlarin beyin iskemisi,
Parkinson, hafiza bulanikligi, Alzheimer, gibi bir¢ok sinirsel bozuklukta roliiniin g¢ok

onemli oldugu bilinmektedir (Meydani 2001).
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2.6.3. Fotooksidasyon

Oksidasyonlarda harekete gegirici etken olarak gorev yapan peroksitlerin olusumu
fotokimyasal iz yollar1 i¢in oldukc¢a onemlidir. Siiperoksit anyonu iiretebilen elektron
transfer proseslerinin nedeni 1518 direk absorbsiyonudur. Fotosensitize proseslerin,
direkt fotokimyasal reaksiyonlardan daha 6nemli olmasmin sebebi, bu tip indirekt
oksidasyonlarin sensitizer (Sens) denilen bir molekiil 15181 absorbe ederek bazi tiirlerin
oksidasyonuna sebep olmaktadir. Bu reaksiyonlarda ¢ogunlukla sensitizerin kendisi
tilketilmemektedir. Isig1 absorbe eden bu molekiil aktif forma (Sens*) doniismektedir

(Foote 1985).

hu

Sens -+ Sens'

Tekli oksijen ireten fotosensitizerler vardir. Bunlar; feofitin-a, klorofil-a,
hematoporfirin, miyoglobin ve hemoglobin gibi bazi pigmentlerdir. Sentetik bir boya
olan eritrosin de bu pigmentler i¢indedir. Tekli Fotooksidasyon reaksiyonlar1 Tip 1ve
Tip 2 olarak ikiye ayrilir (Nawar 1996). Tip 1 reaksiyonda; aktif hale gegen sensitizer,
substratla hidrojen atomu transferi ya da elektron vermek suretiyle reaksiyona girerek
radikalleri tiretmektedir. Bu radikaller de oksijenle reaksiyona girerek oksijene iirlinleri

meydana getirmektedir.

0
Sens' + Subs - Radikaller = Uriinler (Tip 1)

2

Burada aktif sensitizer tekli oksijen iretmenl i¢in O2 ile direkt reaksiyona girer.
Boylece tekli oksijen iiretilir ve bu oksijen de oksijene iiriinleri meydana getirmek iizere

substratla reaksiyona girer.

Subs
Sens'+ O, =+ Sens +'0, =+ Subs-0,(Tip 2)
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Tip 1 reaksiyonlar i¢in uygun bir sensitizer riboflavin benzeri filavinlerdir. Klorofil gibi
porfirinler de Tip 2 prosese uyan ve Onemli oranda tekli oksijen {ireten
sensitizerlerdendir. Histidin, metiyonin, triptofan, tirozin ve sistein igeren proteinler ve
guanidin iceren niikleik asitler fotooksidasyondan zarar goren baglica biyolojik
hedeflerdir. Ayrica, yag asitleri ve kolesterol gibi doymamis bilesiklerin

oksidasyonunun gergeklestigi lipidler de baslica zarar gorenler arasindadir (Foote 1985).
2.6.4. Enzimatik Oksidasyonlar

Reaktif oksijen tiirleri, viicutta lipoksigenaz, siklooksigenaz, miyeloperoksidaz, ksantin

oksidaz gibi bir¢ok enzim aktivitesinin bir sonucu olarak da tretilmektedir (Meydani
2001).

a) Ksantin Oksidaz (XOD)

ROS olusturan enzimatik kaynaklarin en basinda gelen XOD, piirin katabolizmasinda
bir ara bilesik olan hipoksantini dnce ksantine daha sonra da {irik aside okside eder. Ve
NAD+’ye elektron transferini gergeklestiren bir dehidrogenaz enzimi olmasina karsin,
dokuda belli stres kosullari altinda tiyol gruplarini okside eder. Ve sonucunda
proteolizise sebep olan bir oksidaz enzimine doniisiir. XOD’mn faaliyeti sonucunda
stiperoksit anyonu ve hidroperoksit radikalleri olusmaktadir ve ksantin oksidazin
beyinde iskemi, damar gecirgenliginde degiskenlik, 6dem gibi oksidatif hasarlara neden
oldugu bilinmektedir (Lavelli 2000).

b)NADPH Oksidaz

Serbest radikal olusturan bir diger enzim olan NADPH oksidaz nétrofillerin plazma
zarinda bulunan NADPHserbest radikal olusturan bir diger enzimdir. Mitokondri
tarafindan alinan oksijenin yaklasik %1-4’i siiperoksit anyonu iiretimi i¢in kullanilir.

Sonunda iiretilen siiperoksit anyonunun yaklasik %20’si hiicrelere aktarilir (Duthie et al.
1989).

¢) Notrofil Miyeloperoksidaz (MPO)

“Notrofilik miyeloperoksidaz” enzimi canli sistemde giiglii oksidan kaynaklarindan
birisi olup hidrojen peroksit tarafindan klorid iyonlarinin oksidasyonu yoluyla

hipoklorik asit tiretimini Ktalizlemektedir. Reaksiyon sonucu meydana gelen toksisite
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savunma sisteminde bakterilerin dldiiriilmesini saglar. Ve olusan hipoklorik asit ayni
zamanda ol-antiproteinaz’1 inaktive ederek saglikli insan dokusuna zarar verir. Ayrica

iltihaplanmalara sebep olmaktadir (Lavelli 2000).
d) Halojenlenmis Hidrokarbonlar

Kontamine icme sularinda bulunan toksik etkili halojenlenmis hidrokarbonlar ve hava
kirleticileri olarak bilinen azot oksitler, serbest radikal meydana getirdigi bilinen diger
olaylardir. Karbontetrakloriir (CCl4 ) ve bromotriklorometan (CBrCI3 ) gibi
hidrokarbonlarin biyolojik sistemlerdeki oksidatif hasarin baslamasinda etkili olduklari
bildirilmektedir. Triklorometil, triklorometil peroksil radikalleri gibi tiirler, sitokrom P-
450 monooksijenaz enzim sisteminin g¢esitli aminoasit ve doymamis yaglarla hizli
reaksiyonu sonucu CCl4 ’ {in metabolizmasi sirasinda iretilir. Sonucunda protein
denatiirasyonlar1 ve lipid peroksidasyonu meydana gelmektedir (Chen and Tappel
1996).

Reaktif oksijen tiirlerinin zararlarindan korunmak i¢in viicuttaki farkli dogal savunma
sistemleri koruyucu rol oynar. Bu sistemler farkli hiicrelerde ve farkli serbest radikaller

tizerinde rol oynadiklar i¢in birbirlerini tamamlayici niteliktedir (Diplock 1998).

Cizelge 2.1. Oksidan kaynaklar1 ve antioksidan savunma sistemleri (Diplock 1998).

Oksidan Antioksidan savunma
Sigara dumani Slperoksit dismutaz
Egzersiz Katalaz

Cevre kirleticiler Glutatiyon peroksidaz
Atesli hastaliklar Glutatiyon

Radyasyon Ubikinon

Coklu doymamig yag asitleri | Selenyum

ile zengin bir diyet Urik asit

Iskemi E vitamini

Karsinojenler C vitamini

fi- karoten ve diger karote-
noidler
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2.7. Antioksidan

Serbest radikallerin sebep oldugu oksidasyonlar1 engelleyen, onlar1 stabilize etme ve
yakalama yetenegine sahip maddelere “antioksidan” adi verilir (Elliot 1999).

Antioksidanlar mekanizmalarina gore, ikiye ayrilir.

-Birincil antioksidanlar; var olan radikallerle reaksiyona girerek, bu radikallerin daha
zararli formlara doniismelerini engelleyen boylelikle yeni serbest radikal olusumunu
onleyen bilesiklerdir. Siiperoksit, dismutaz (SOD), katalaz ve glutatiyon peroksidaz
(GSHPx) gibi birincil antioksidan kategorisinde olan siiperoksit enzim sistemleri serbest
radikalleri yok etme yetenegindedir. Enzimlerin bu yetenedi sayesinde serbest
radikallerin DNA, proteinler ve lipidler gibi hiicresel bilesenlere zarar vermesi
engellenmektedir. Bunu bir hiicresel bolgeden digerini gegisini smirlandirarak
yapmaktadir (Diplock 1998). Ikincil antioksidanlar ise; radikal zincir reaksiyonlarimi
kiran ve oksijen radikalini yakalayan polifenoller, iirik asit, bilurubin, C vitamini ve E
vitamini, gibi bilesiklerdir (Ou ve ark. 2002).

Antioksidanlari, endojen ve eksojen olmak iizere ikiye ayiririz. Endojen ve eksojen
antioksidanlar, oksidan/antioksidan dengesini saglayarak viicudu serbest radikallerden
korur. Boylelikle antioksidanlar, serbest radikalleri etkisiz hale getirmek i¢in
kullanilirlar (Aydemir ve Karadag-Sar1 2009).
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Cizelge 2.2. Antioksidanlarin siniflandirilmas: (Karabulut ve Giilay 2016).

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

Ksantin oksidaz inhibitorleri
(allopiirinol, oksipiirinol, pterin aldehit, tungsten)

a-Tokoferol (Vitamin E)

NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal anestezikler, kal-

p-karoten (Vitamin A) siyum kanal blokerleri, nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar)

Askorbik asit (Vitamin C) Rekombinant stiperoksit dismutaz
Folik asit (Vitamin B9) Trolox-C (vitamin E analogu)
Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar |

(GPx aktivitesini artiran ebselen ve asetilsistein)

Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albiimin)
Demir redoks dongisii inhibitorleri (desferroksamin)

Notrofil adezyon inhibitorleri

Sitokinler (TNF ve IL-1)

Barbitiiratlar

Demir selatorleri

Etkili botanik antioksidan bilesikler, geleneksel tipta yaygin sekilde kullanilir ve
tokoferolleri, flavonoidleri, fenolik asitleri, azot i¢eren bilesikleri (indoller, alkaloitler,
aminler ve amino asitler) ve monoterpenleri igerir. Antioksidanlarin topikal takviyesinin
ciltteki antioksidan agi etkiledigi gosterilmistir (Bensouilah VE ark. 2006.) Cildin dogal
UV engelleyicileri proteinlerdir (peptid baglari), emici lipidler ve niikleotidlerdir. Bitki
peptidlerinin yiiksek konsantrasyonu, cilt proteinlerinin peptid baglarin1 korur. Bazi
tiriinlerde  yiiksek skualen seviyesi (zeytinyagindan) cildin hassas lipidlerini
korur. Skualen, cildin en 6nemli koruyucu lipididir. Allantoin viicutta dogal olarak
olusan ve hiicrenin kirilgan DNA'sina zarar veren UV radyasyon spektrumunu emen bir
niikleotittir. Allantoin, karakafes bitkisinin bir 6ziidiir ve iyilestirici, yatigtirici ve tahris

edici ozellikleri i¢in kullanilir (Koraé ve ark. 2011).
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2.7.1. Dogal Antioksidan Kaynaklar1

Cildin ana tahribat faktorleri, genellikle “serbest radikaller” olarak adlandirilan oksijenli
molekiillerdir. Cildin kendisini dogal olarak onarmasi ve yapmasi igin tesvik etmek i¢in,
giiclii bilesenlerden olusan bir cephaneye ihtiyacimiz var. Bir gidanin “antioksidan
giicii”, hem insan organizmasini serbest radikallerin etkisinden koruyabilme hem de
kalic1 oksidatif stresten kaynaklanan dejeneratif hastaliklarin 6nlenebilme yeteneginin
bir ifadesidir. [Majo ve ark. 2008 | giinesin oksidatif hasarina karsi korunmada ve bu
yerlesik koruyucular kendi viicudumuzda hiicre koruyucusu olarak islev goriir. Yaban

mersini mavi ve ahududu kirmizis1 yapan pigmentler bu meyveleri oksidatif hasardan

korur (Browden 2009).

2.8. Antosiyaninler

Pek ¢ok ortak gida da bulunan antosiyanidinler ve bunlarin tiirevleri, g¢esitli
mekanizmalar yoluyla ¢esitli oksidanlara kars1 koruma saglar. Cogu meyve antosiyanin
kaynaginda bulunan siyanidinlerin, son zamanlarda yapilan Japon hayvan
caligmalarinda “in vivo olarak giiglii bir antioksidan iglevi” gordiigi tespit edilmistir
(Tsuda 2000). Diger hayvan g¢alismalarinda, siyanidinlerin hiicre zar1 lipitlerini gesitli
zararli maddeler tarafindan oksidasyondan korudugu tespit edilmistir. Ek hayvan
calismalari, siyanidin, E vitaminden 4 kat daha giiclii bir antioksidan oldugunu
dogruladi. Antosiyanin pelargonidin, amino asit tirozini yiiksek reaktif oksidan
peroksinititten korur. Patlican, viicutta 6nemli bir oksidan kaynagi olan tehlikeli
hidroksil radikal tireten sisteme miidahale eden, nasunin adi verilen antosiyanidin
delphinidin tlirevini igerir. Bag dokusunu yok eden enzimleri etkisiz hale
getirirler. Antioksidan kapasiteleri oksidanlarin bag dokularina zarar vermesini
onler. Son olarak, kan damar1 duvarlarindaki hasar gérmiis proteinleri onarirlar (Kora¢

ve ark. 2011).

34



*Proanthocyanidinin

Proantosiyanidin (OPC), bir DNA mutasyon inhibitorii olarak calisir. Ayrica, cildin
elastinin biitlinligiinii koruyan ve hem C hem de E vitamini ile sinerjistik olarak hareket
eden OPC blogunu elastazi bloke eder, korur ve yeniler. Krem seklindeki OPC
arastirtlmis ve UV nin tehlikeli etkilerine karsi etkili oldugu gosterilmistir. Giinese
maruz kalmadan 6nce cilde OPC kremi uygulandiginda cildin daha az yanmasi goriiliir

(Korac¢ve Kapil ve Khambholja 2011).

Uziim ¢ekirdegi proantosiyanidinleri (GSP) giiglii antioksidanlar ve serbest radikal
temizleyicileridir (Baliga ve Katiyar 2006).

*Resveratrol

Resveratrol, stilbenler adi verilen bir polifenolik bilesik sinifina aittir. Resveratrol, bir
trans ve bir cis konfigiirasyonunda meydana gelen yagda ¢oziinen bir bilesiktir. Dogal
olarak olusan bir polifenolik fitoaleksindir. Yapilan calismalar, resveratrol ile yapilan
topikal uygulamanin (hem tedavi 6ncesi hem de tedavi sonrasi), UVB'in neden oldugu
timor insidansinin inhibe edilmesine ve cilt timorleri olusumunun gecikmesine neden

oldugunu gostermistir (Baumann 2009).

Resveratrol igeren yiyecekler; liziim, sarap, iiziim suyu, kizilcik, kizilcik suyu, yerfistig
ve yerfistig1 driinleri ile smirlidir  Polygonum cuspidatum ¢ok zengin resveratrol
kaynaklarindan biridir (Counet ve ark. 2006).

*Quercetin

Diyetteki en yaygin flavonol, kersetindir. Quercetin, anti-enflamatuar ve antioksidan
etkilere sahiptir ve immiinomodiilatér gorevi goriir. Cesitli yaygin meyve ve sebzelerde,

iceceklerde ve bitkilerde bulunur. En yiiksek konsantrasyonlarda sogan bulunur (Erlund
2002).

Quercetin ve rutin, insanlarda potansiyel topikal glines koruyucu faktorleri olarak test

edildi ve UVA ve UVB araliginda koruma sagladigi bulundu (Choquenet ve ark. 2008).
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*Apigenin

Apigenin, bitkilerde, meyvelerde, sebzelerde ve mesrubatlarda ortaya ¢ikan yaygin bir
bitki flavonoiddir. Apigenin, SKH-1 farelerinde UVA / UVB ile indiikklenen deri
karsinogenezinin Onlenmesinde etkili bulunmustur. Kadife ¢igcegi ( Calendula
officinalis ) ' de, Artemisia ( Artemisia inculta ) ve (Cuminum cyminum)kimyon, havug
(Daucus carota), agrimony (Agrimonia eupatoria), arnica (Arnica montana),
mor koni ¢igegi ( Echinacea purpurea) ve eyebright ( Euphrasia officinalis) gibi
bitkilerde bulunur. Dogru kosullarda kullanildiginda anti-enflamatuar aktivite
gostermistir (Kora¢ ve ark. 2011).

*Silimarin

Silimarin, siit devedikeni ( Silybum marianum ) tohumlarinda bulunan bir flavonoid
bilesigidir (Katiyar ve ark. 1997). Silymarin, sililybin, silidianin ve silisristin
fitokimyasal maddelerinden olusur. Silybin en aktif  fitokimyasaldir.
Topikal silimarinin belirgin bir antitimor etkisine sahip oldugu gosterilmistir. Silimarin
UV kaynakli giines yanig1 hiicre olusumunu ve apoptozu azaltmustir. Silimarin tedavisi,
UVB'in neden oldugu immiin baskilamay1 ve in vivo oksidatif stresi onler (Saraf ve
Kaur 2010).

*Kiirkiimin

Curcumin (diferuloylmehane) zerdecal koksapindan ( Curcuma longa ) izole edilen sari
kokusuz bir pigmenttir. Curcumin, anti-enflamatuar, antitiimoral ve antioksidan
ozelliklere sahiptir. Kurkuminin inhibe edici etkileri, reaktif oksijen tiirlerini (ROS)

temizleme yetenegine baglandi (Garcia-Bores ve Avila 2008).

*E Vitamini

Antioksidan E vitamini (a-tokoferol), hem hayvansal hem de bitki hiicre zarlarini 151k
kaynakli hasarlardan koruyabilir.] Bu antioksidanlarin cilde topikal uygulanmasinin
akut ve kronik foto-dozu azalttigi gosterilmistir. Topikal olarak uygulanan, yalnizca
dogal E vitamini formlar1 - alfa-tokoferol ve tocotrienol - cilt piirizliligiini, yiiz

hatlarinin uzunlugunu ve kirisikliklarin derinligini etkili bir sekilde azaltir. Topikal
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olarak uygulanan E vitamini, stratum korneum'un hidratasyonunu ve su baglama
kapasitesini arttirir . E vitamini serbest radikal temizleyicidir ve yumusaticidir (Dayan

2008).

Triticum vulgare (bugday tohumu) agi, 6zellikle E vitamini bakimmdan zengindir ve
topikal antiaging formiilasyonlarinda miikemmel bir antioksidandir. Ayrica, besler ve

deriden nem kaybini onler (Kapoor ve Saraf 2010).

Cucurbita pepo (kabak) tohumu yag1 yiiksek seviyelerde linoleik asit (%43- 53) igeren
bir lipit profili ile, iki siif antioksidan bilesigi igerir. Antioksidan etkilerin %59'unu
olusturan tokoferoller ve fenoliklerdir. Ozellikle Dogu ve Orta Avrupa ve Orta
Dogu'nun sifali folklorunda besleyici yararlari nedeniyle degerlidir. Gii¢lii, zengin
aromast nedeniyle, sadece topikal formiilasyonlarda kii¢iik oranlarda kullanilir

(Bensouilah ve ark. 2006).

*Askorbik Asit (C vitamini)

C vitamini (L-askorbik asit) viicudun en onemli hiicre i¢i ve hiicre dis1 sulu faz
antioksidanidir. C vitamini cilde bir¢ok fayda saglar. C vitaminini anti-enflamatuar
ozellikleri ile foto koruma da etkilidir. Birka¢ ay boyunca yapilan foto koruma, cildin
onceki foto wverilerini diizeltmesini saglar. Kollajen sentezi ve MMP-1'in
inhibisyonunun kirigikliklart azalttigi, tirozinaz ve anti-enflamatuarin inhibisyonu

oldugu kanitlanmastr.

C vitamini aktif bicimde Kusburnu ¢ekirdegi ekstresi veya yaginda onemli miktarlarda

bulunur (Svobodova ve ark. 2003).

*Karotenoidler

Saglikli takviye edilmemis bir diyetten elde edilen diyet karotenoidleri ciltte birikir ve
seviyeleri giinesten korunma ile 6nemli ol¢iide iliskilidir. Cok miktarda balik yagi
yemek, bazi durumlarda 5 SPF'ye kadar bazi durumlarda giinesten koruyucu bir etki
sagliyor gibi goriinmektedir ve diigiik bir prostaglandin E2 seviyesi (iltthaplanma i¢in
arakidonik asit kaskantinda bir arabulucu) tarafindan UV kaynakli iltihaplanma
tepkisini azaltabilmektedir. Insan fibroblastlarinda, likopen, B-karoten ve lutein,

UVB'nin neden oldugu lipid peroksidasyonunu 6nemli Olglide azaltabilmislerdir. Bir
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klinik galisma, likopen, lutein, B-karoten, a-tokoferol ve selenyum ile 12 haftalik oral
takviyeden sonra cilt kalinlig1, yogunluk, piiriizliilik ve 6lgeklemede 6nemli gelismeler

oldugunu bildirmistir (Dayan 2008).
2.9. Bitkisel Ekstratlar

Biitiin bitki ozleri, cilt lizerinde daha iyi etkiler saglayan cok sayida bilesikten
olusur. Bir bitki 6ziitli, antioksidan, antienflamatuar, yumusatici, melanin inhibe edici,

antimutagenik, yaslanma onleyici 6zellikler, vb. gdsterebilir.

*Yesil ve Siyah Cay

Cogu insan mutfaginda gay iger. Cay ( Camellia sinensis ) genellikle giines yanigi igin
ev ilaci olarak kullanilir. Cinliler, giines yanigini yatistirmak i¢in cilde serin siyah cay
uygulanmasini tavsiye eder. Biri ¢aydaki tanik asit ve teobrominin gilines yaniklarindan
gelen 1s1y1 gidermeye yardimci oldugunu sdyliiyor. Caydaki katesinler adi verilen diger
bilesikler cilt hasarmni onlemeye ve onarmaya yardimci olur ve hatta kimyasal ve
radyasyona bagli cilt kanserlerini dnlemeye yardimci olabilir (Kora¢ ve Khambholja
2011).

Caydaki kompleks polifenolik bilesikler, cilt i¢cin i¢ organlarda oldugu gibi aynm
koruyucu etki saglar. Hiicre proliferasyonunda, enflamatuar yanitlarda ve tiimor
promoterlerinin cevaplarinda 6nemli olan biyokimyasal yolaklar1 modiile ettikleri
gosterilmistir. Yesil ¢ayin hem insan hem de hayvan derisinde anti-enflamatuar ve
antioksidan etkileri oldugu gosterilmistir. Hayvan ¢alismalari, oral veya topikal olarak
uygulandiginda, cay polifenollerinin, cilt hasari, eritem dahil olmak iizere UV
maruziyetinin ardindan, olumsuz cilt reaksiyonlarini hafiflettigine dair kanitlar saglar.
Lipit peroksidasyonu. Iltihaplanma ve oksidatif stres yaslanma siirecinde énemli bir rol
oynadig1 i¢in yesil ¢ay, iltihab1 azaltarak ve serbest radikalleri temizleyerek de antiaging
etkilere sahip olabilir. Arastirmacilar yesil c¢aydaki ana etken madde olan
epigallocatechin-3-gallate (EGCG) 'nin antiinflamatuar, antioksidan ve giines koruyucu
olarak iyi galistigmi buldular. Insan derisine uygulanan topikal yesil ¢ay foto-koruyucu
bir etki saglar, glines yanigi hiicrelerinin sayisini azaltir, epidermal Langerhans
hiicrelerini UV hasarindan korur ve UV radyasyonundan sonra olusan DNA hasarini

azaltir. Yesil cayn, farelerde topikal ve oral uygulama ile melanom hiicre olusumunu
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azalttig1 bulundu. Cay ekstraktlar1 veya fenoller iceren ¢ogu kozmetik iiriin, kontrollii

klinik denemelerde test edilmemistir (Hirsch ve ark. 2008).

*Aloe Vera

Aloe vera veya Aloe barbadensis’in olumlu etkisi; radyasyon, termal veya giines gibi
her tirli yanma i¢in bilimsel olarak kanitlanmistir. Ayrica cilde zarar veren bu
olaylardan once, sirasinda ve sonrasinda kullanilirsa profilaktik bir etkiye sahip oldugu
gosterilmistir. Acikega, bitki ¢ogunlukla yatistirict ve serinletici etkisi i¢in kullanilir.
Bununla birlikte,% 50'den daha az kullanilirsa bitki yararsizdir ve herhangi bir faydali
etkinin oldugundan emin olmak i¢in% 100'de kullanilmasi onerilir. Polisakaritler,
mannoz-6-fosfat ve kompleks antrakinonlarin hepsi, bu maddenin yararlarina sinerjistik

olarak katkida bulunur (Dweck 2002).

Aloe vera'min dogal kimyasal bilesenleri asagidaki ana alanlarda siniflandirilabilir:
Amino asitleri, antrakinonlar, enzimler, lignin, mineraller, mono ve polisakaritler,
salisilik asit, saponinler, steroller ve vitaminler. Aloe vera sadece fibroblast hiicre
yapisini iyilestirmekle kalmadi aym1 zamanda kollajen iiretim siirecini de
hizlandirdi. Aloe vera cilt i¢in benzersiz bir etkili nemlendirici ve iyilestirici maddedir

(Barcroft ve Myskja 2003).

*Ceviz

Ceviz 6zii, Ingiliz cevizinin taze yesil kabuklar1 Juglans regia'dan yapilmistir. Sulu
ekstrenin, kendiliginden bronzlasan giines koruyucu bir ajan olarak ozellikle etkili
oldugu gosterilmistir. En 6nemli bileseni, lawsone (2-hidroksi-1,4-naftokinon) ile
yakindan iligkili bir naftol olan juglondur (5-hidroksi-1,4-naftokinon). Juglon'un,
sklerojuglonik bilesikler olusturmak {izere ciltte bulunan keratin proteinleriyle
reaksiyona girdigi bilinmektedir. Bunlar renklidir ve UV koruma 6zelliklerine sahiptir
(Dweck 2009).

*Krameria Triandra

Krameria triandra kokii ekstresinin (%15 neoliganlar) antioksidan potansiyeli, kimyasal

ve fiziksel (UVB radyasyonu) serbest radikal indiikleyicilere maruz kalan farkli hiicre
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modellerinde, sigan eritrositlerinde ve insan keratinosit hiicre hatlarinda
degerlendirilmistir. UVB  radyasyonuna  maruz  kalan  kiiltiirlenmis  insan
keratinositlerinde, Krameria triandra kokii 6zii onemli 6l¢iide ve doza bagli olarak hiicre
canlilig1 ve hiicre i¢i oksidatif hasardaki kayb1 azaltmistir. EKstrenin sitoprotektif etkisi,
daha ciddi bir hiicre hasari modelinde dogrulandi. Keratinositlerin, % 50 hiicre 6liimiine
neden olan daha yiiksek UVB dozlarina maruz birakilmasi 10 ug / ml ile takviye edilmis
keratinosit kiiltiirlerinde, hiicre canlilig1 neredeyse tamamen korunmus ve (-) -EGCG ve

yesil caydan daha verimlidir (Carini ve ark. 2002).

2.10. Giines Kremi Olarak Bitkisel Yaglar

Arastirmacilar, bazi bitkisel yaglarin dogal giinesten koruyucular igerdigini
bulmuslardir. Ornegin, susam yag1 UV 1simlarmin %30'una dayanirken, hindistancevizi,
yer fistig1, zeytin ve pamuk tohumu yaglar1 yaklasik% 20'sini bloke eder. Mineral yag
UV 1smlarina karsi dayanikli olmamasina ragmen, yag bezlerinden salgilanan sebumu
cozerek cildin korunmasina yardimei olarak cildin buharlagsmasina yardimci olur (Korad

ve ark. 2011).

*Hodan Yag

Borage ( Borago officinalis ) yagi, cilt hiicresi aktivitesini uyarir ve cilt yenilenmesini
tesvik eder. Yiiksek diizeyde gamma-linoleik asit (GLA) igerir, bu da tiim cilt
hastaliklarinin, o6zellikle alerjilerin, dermatit, iltihaplanma ve tahrisin tedavisinde
faydalidir. Borage cilde kolayca niifuz eder ve her tir cilde, oOzellikle de kuru,

kurutulmus, olgunlagmis veya erken yaslanan cilde yarar saglar.

*Cuha Cicegi Yag

Aksam c¢uha ¢icegi (Oenothera biennis) yagi, saglikli cilt ve cilt onarimini tesvik eden
yiikksek bir GLA igerigine sahiptir. Genellikle sar1 renktedir. Cilt problemlerini ve
iltihaplanmay1 yatistirir, egzama, sedef hastaligi veya herhangi bir dermatiti olan
insanlar i¢in iyi bir se¢cimdir. Aksam c¢uha c¢igegi cilt yag1 kuru cildi ve cildin erken

yaslanmasini engeller (Wilson 2002).
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*Avokado Yag

Dogal gida diikkanlarinda yiiksek kaliteli, dogal giines ve glines sonrasi iirlinler bol
miktarda bulunur. Avokado ((Persea americana ) yagi, E vitamini, B — karoten, D
vitamini, protein, lesitin ve yag asitleri bakimindan zengindir ve preparatlara
eklendiginde onemli faydalar saglar. Avokado yagindan biberiye ve karakafes gibi

botaniklere kadar bu bilesenler cildi yatistirir ve korur (Miiftii 2003).

*Cay Agaci Yagi

Cay agact ( Melaleuca alternifolia) yagi, eski bir yerli ilagtir. Etkili bir antiseptik,
fungisit ve mikrop Oldiiriictidiir. Kilcal damarlardaki kan akisini artirarak gilines yanigin
azaltarak, cildi zedeleyen besinlere yol agan giinesten koruyucu formiillerin popiiler bir

bilesenidir (Miiftii 2003).

*Porphyra

Dogu Asya'da yaygin olarak tiiketilen lezzetli kirmizi algler olan Porphyra (Bangiales,
Rhodophyta ), yiiksek seviyede serbest amino asit igerir; yogun radyasyona maruz
kaldiginda, mikosporin benzeri amino asitler gibi UV emici ikincil metabolitleri
sentezler. Hindistan'da tespit edilen neredeyse yedi Porphyra tiirii vardir. Bunlarin
arasinda, giiniimiizde Porphyra viethamensis daha fazla dikkat ¢ekiyor. Pazarlanan Aloe
vera jeli, izole edilmis bilesik jel ile karsilastirildiginda genis UV dalga boyu (250-400
nm) iizerinde diisiik emme giiciine sahip oldugu belirlenmistir. Bu da Porphyra-334'iin

daha gii¢lii oldugunu gosteriyor (Bhatia ve ark. 2010).
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2.11. Likenler

Latince bir terim olan “lichen” M.O. 4. yiizyilda Yunanli botanik¢i Theophrastos
tarafindan kullanilan bir terimdir ve ilk defa cigerotlar1 icin kullanilmustir. Isvecli Eric
Acharius, likenolojinin babasi olarak bilinir. Eric Acharius likenlerin ilk uygun
siiflandirmasini yapmistir. Cesitli habitatlarda ve substratlar lizerinde genis bir yayilisa
sahip olan likenler (Karamanoglu 1971), en az bir alg tiiriiyle ile bir mantar tiiriiniin
birbirlerinden fayda saglayacak sekilde birlesmesinden olusan  simbiyotik
organizmalardir (Giiner, 1986). Bu algler yesil veya mavi-yesil alglerdir. Alg ve mantar
tirtiniin fizyolojik ve morfolojik birlesmesiyle olusan likenlerin, yeryiiziinde neredeyse
20 bin tiirii bulunur. Ozellikle havasi temiz olan habitatlarda, ¢dllerden kutuplara kadar
her yerde yasamlarini siirdiiriirler. Bazi tiirler hava kirliliginin gostergeleridir. Uuzn
omiirli ve yiiksek sartlara dayanikhidirlar fakat ¢ok yavas biiyiirler. Tiirkiye’de
literatlirde kayith yaklagik 1600 liken tiirli bulunmaktadir. Fakat bu say1 i¢in gerekli
arastirmalar heniiz yapilmamistir. Yapilmau-yanlarla beraber bu saymnin 3000’1

gececegi diisliniilmektedir (Cobanoglu 2012).

Ozon tabakasindaki incelmeler nedeniyle 6zellikle bahar aylarinda Antartika’da UV
radyasyonunun bitkilerin biiyiimesini etkiledigi ve UV radyasyonun meydana getirdigi
hasardan korunmak icin bitkilerin ¢esitli mekanizmalar gelistirdikleri bilinmektedir
(Robinson ve Ark.,2003). Likenler UV radyasyonuna kars1 3 mekanizma
gelistirmislerdir. Fotosentetik bilesenleri sayesinde fotobiyont, tallusun igerisinde bir
katman olusturarak UV’ye kars1 koruma saglar (0tt,2004). Bir diger mekanizmalar1 da
serbest radikallerden ve aktif oksijen tiirlerinden DNA’da veya hiicre membraninda
meydana gelebilecek hasarlari 6nleyen antioksidanlardir (Paudel ve ark., 2008). En
onemli mekanizmalar1 ise UV 1sinlarina karsilik olarak indiiklenen ve son derece etkili

olan parietin, melanin, usnik asit gibi sekonder metabolitleridir (Solhaug ve ark. 2003).

Bircok liken talluslarin kuru agirliginin %30’u kadar sekonder metabolit iretebilir
(Huneck,1973). Sekonder metabolitlerin ¢esitli 6zgiil rolleri oldugu tahmin edilmektedir
Sekonder metabolitlerin en dnemlileri olan pigmetlerin fotokoruyucu 6zellikte oldugu
bilinmektedir (Gausla ve Solhaug, 1996). Yapilan ¢aligsmalarda Xanthoria parietina’nin
talluslarindaki parietin konsantrasyonu habitatlardaki 1s1tk yogunlugu ve iklim ile

iliskilendirilmistir (Hill ve Woolhouse 1966).
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Likenler ile arastirmalar yapan Kappen (1994) tarafindan da parietinin fotokoruyucu
etkisi vurgulanmisg, parietinin yogun UV radyasyonuna karsi iki simbiyontu da

korudugunu belirtmistir.

Bu calisma UV isinlarin1 absorbe etme yetenegi oldugu bilinen parietin liken
ekstraktinin, insan deri fibroblastlarinda koruyucu etkisini aragtirmak amaciyla
diizenlenmistir. Bu ¢alismada yapilmas1 planlanan arastirmalar sonrasinda elde edilecek
verilerin UV radyasyonun neden oldugu hasarlara kars1i liken ekstraktinin
koruyuculugunun daha iyi anlagilmasi ve gelistirilen giines kremlerinin iceriginde yer

alan UV filtrelere dogal bir alternatif olabilecegi diistiniilmektedir.

2.12. Toksisisite Testi
2.12.1. Sitotoksisite testi

Herhangi bir canlinin hiicrelerinin suni ortamda yasatilabilmesi, herhangi bir doku ya da
organdan elde edilen hiicrelerin kullanilabilmesi hiicre kiiltiirii ¢alismalarin tercih
sebepleri arasinda yer almaktadir. Ayrica birgcok etik kaygiyr gidermesi de bunun en
onemli sebeplerinden biridir (Zucco ve ark., 1998). Sitotoksisite belirleme metodlar
genel olarak liiminesans, enzimatik ve kolorimetrik yontemlerdir (Crouch ve ark. 1993;
Fan ve Wood 2007; Longo-Sorbello ve ark. 2006).

AXTT

XTT( 2,3-bis-(2- metoksi-4-nitro-5-siilfofenil)-2H-tetrazolyum-5- karboksianilid ), renk
degisikligi ya da kristal viyolet, notral kirmizis1 gibi boya maddeleri kullanilarak
hiicrelerin spesifik boyanmasi esasina dayali kalorimetrik bir metodtur (Borenfreund ve
Puerner 1985; Feoktistovave ark. 2016; O’Connor ve ark. 1998; Riss ve ark. 2006).

Tetrazolium tuzu olan XTT, yaygin olarak, hiicre canlilif1 ve proliferasyonu 6l¢gmek
icin kullanilan test yontemidir (Berridge ve ark. 2005; Hasen and Bross 2010; Tsukatani
ve ark. 2009; Wang ve ark. 2010). Canlilik ve proliferasyon; canli hiicrelerdeki
mitokondrial dehidrogenaz enziminin suda ¢éziinen XTT’yi turuncu formazan {irlinline
indirgenmesine dayanir (Wang ve ark. 2011) (Sekil 2.20). Formazan iirlin miktari

goreceli hiicre canliligl tahmin etmek i¢in bir spektrofotometre kullanilarak ol¢iiliir.
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Yaygin olarak, bu doniisiim sadece canli hiicrelerinde meydana gelmektedir (Zhu ve
ark. 2004).
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Sekil 2.16. Xtt testindeki renk degisimi.
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Sekil 2.17. XTT testi asamalart.
2.12.2. Genotoksisite Testi
a) Komet Testi

Komet Yontemi okaryotik hiicrelerdeki DNA hasarini hiicre bazinda saptar. Bu yontem
duyarl, hizli ve glivenilir bir yontemdir (Durmaz ve ark. 2010). Hiicre bazindaki DNA
hasarmi ilk Rydberg ve Johanson’ adli aragtirmacilar saptamistir. Bu arastirmacilar,
hiicreleri pargalayip agaroz igerisine gomdiikten sonra agarozu lam {izerine aktararak
alkali kosullarda DNA’nin agilmasini saglamiglardir. Diger bir aragtirmacilar Ostling ve
Johanson 1984 yilinda yontemin duyarliligmi arttirmak i¢in mikrojel elektroforez
teknigini gelistirmislerdir. Arastirmacilar agaroz jel icerisine yerlestirdikleri hiicreleri
lam iizerine aktarmiglardir. Devaminda yiiksek tuz konsantrasyonlari ve deterjanlar
kullanarak pargalamiglardir. Boylelikle agiga ¢ikan DNA’ya, nétral sartlarda
elektroforez uygulayarak elektroforez sonunda DNA’y1 floresans bir boya (etidyum

bromiir) ile boyamiglardir. Jelde bas ve kuyruktan olusan, kuyruklu yildiza benzeyen
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goriintiilerin  olustugunu kesfetmislerdir. Bundan dolayr da bu teknige “COMET
ASSAY” adin1 vermislerdir (Sekil 2.18) (Rojas ve ark. 1999).

UV veya
) kimyasal ile 3
'\ DNA hasari y ‘
. gy 29— (@ - -,
1 2 3 4 5
/// . - - 4
| (A
. WA ]
8 7 6

10

Sekil 2.18. Komet testi asamalar1 (Dikilitas ve Kogyigit 2010).
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1. Lam iizerine agaroz hazirlanmasi

2. Hiicre kiiltiirli ortaminda hiicrelere kimyasal giines koruyucu verilmesi
3. Hiicrelerin falkon tiipiine toplanmasi

4-5. LMA ve hiicre siispansiyonunun agaroz kapli lam iizerine tatbiki

6. Elektirik akimi altinda elektroforez uygulanmasi

7. Notralizasyon sivisi konularak bekletilmesi

8. Soguk distile su ile yikanip havada kurutulmasi, kuruma sonrasi lamlar soguk

etanolde fikse edilmesi ve etidium bromiir ile boyanmasi
9. Komet sekillerinin floresan mikroskobunda incelenmesi

10. DNA hasarinin bilgisayar yardimiyla analiz edilmesi gosterilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu caligmada Xhantoria Parietina likeni ekstratinin 1929 fare saglikli deri fibroblast
hiicreleri tizerindeki sitotoksik ve genotoksik etkileri arastirilmig, hiicre i¢i Ros
seviyeleri degerlendirilmisir. Bu amagla sitotoksisite testi olarak XTT, genotoksisite
testi olarak da tek hiicre jel elektroforez (komet) testi kullanilmistir. Hiicre i¢i ROS

seviyesi ise ROS testi ile degerlendirilmistir.

Yukarida belirtilen testleri gergeklestirmek i¢in Xhantoria Parietina liken ekstrati,
Bursa Uludag Universitesi kampiisiinden toplanan 6rneklerle hazirlanmistir. Asagida ki

fotograflarda Xhantoria Parietina likeninin gorselleri yer almaktadir.

Sekil 3.2. Xhantoria Parietina Liken Ornegi (Nisan 2017).
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3.1. Kati-Sivi1 Ekstrasyonu

Ekstraksiyon endiistride; altin, ilag, petrol, kozmetik, gida gibi bircok alanda kullanilan
verimli bir ayirma islemidir. Ozellikle sivi-sivi  ekstraksiyonu distilasyonun
kullanilamadig1 birgok durumda alternatif yontem olusturmustur. Karisim halindeki
homojen ugucu sivi bilesenlerin kaynama noktalarinin birbirine ¢ok yakin olmasi,
bilesenlerin kaynama noktalarinin elde mevcut olan 1sitma ortamina gore ¢ok yiiksek
olmast veya bir kisim bilesenin digerlerinin kaynama noktasinda bozunmasi gibi
sakincalar sebebi ile distilasyon isleminin uygulanmasi imkansiz hale gelebilir. Sabit
sicaklik ve basingta bir maddenin iki fazdaki denge derisimlerinin farkli olmasindan
yararlanarak yapilan ayirma islemine ekstraksiyon adi verilir. Fazlardan biri kat1 biri
stvi olabildigi gibi her ikisi de sivi olabilir. Buna gore, sirayla kati-sivi ve sivi-sivi
ekstraksiyonlarindan s6z edilir. Kati-sivi ekstraksiyonu ile kati i¢inde bulunan bir
madde bu maddeyi biiyiik 6l¢iide ¢ozebilen bir s1vi yardimiyla alinir. Fazlar ayrildiktan
sonra sivinin herhangi bir yoldan uzaklastirilmasi ile kati i¢cindeki madde ele geger.
Aycicegi ve pamuk cekirdeklerindeki yagin hekzanla ekstrakte edilerek ¢ekilmesi tipik
bir ornektir. Kati1 faza ekstrakte edilen, saf siviya ekstrakte eden, elde edilen sivi
karisgima ise ekstrakt adi verilir. Ornegin; kati c¢ay yapraklar ekstrakte edilen, su
ekstrakte eden ve ¢ay ekstrakt olur. Sivi-sivi ekstraksiyonu ile ilk sivi faz igindeki bir
madde bu maddeyi daha c¢ok ¢6zen ve ilk sivi ile hi¢ karigmayan bir ikinci sivi
kullanilarak ¢ekilir. Ornegin, suda ¢oziinmiis olan bir organik madde daha ok
coziinebilecegi ve su ile hi¢ karismayan eter ya da kloroform gibi organik sivilarla
ekstrakte edilir (Perry ve Green 1985). Kati-sivi ekstraksiyon baslica dogal ve biyolojik
orneklerle ilgili uygulamalarda kullanilir. Kati-sivi ekstraksiyonunda katinin igerdigi
maddelerden biri veya bir boliimii uygun bir ¢ozgen ile ekstrakte edilir. Katilarin
ekstraksiyonu genellikle uzun zaman aldig1 i¢in siirekli ekstraksiyon yontemleri tercih
edilir. Maddenin kat1 iginden difiizlenmesi yavas bir islem oldugu i¢in kat1 6rnek ince
toz haline doniistiirtildiikten sonra ekstrakte edilmelidir. Boylece maddenin ¢ozgenle

daha fazla temasi saglanir (Geankoplis 1983).
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3.1.1. Soxhlet Ekstraksiyon Cihazi

Soxhlet ekstraksiyon yontemi narin bitkilerden yiiksek miktarda fakat en basit ve en
ucuz yolla esansiyel yag elde etmek i¢in kullanilir. Bunun i¢in asagida goriilen soxhlet

ekstraksiyon cihazi kullanilir.

Soxhlet ekstraksiyon yontemini uygulayabilmek i¢in kati materyal kurutulur, kiigiik
pargalara ayrilir ve bu kat1 pargaciklar seliilozdan yapilmis olan ekstraksiyon kartusuna
doldurulur. Bu kartusda ekstraksiyon kolunun i¢ine yerlestirilir. Cam balona solvent
olarak kullanilacak kimyasal madde konulur ve 1sitict yardimiyla bu maddenin
buharlagsmas1 saglanir. Buharlasan ¢6zgen ekstraksiyon kolundan gecerek geri
sogutucuya ulasir. Geri sogutucuda yogunlasan ¢ozgen tekrar ekstraksiyon koluna
gelerek kartus igerisinde bulunan maddeyi ¢6zer ve cam balona geri doner. Iste bu islem

stirekli tekrarlanarak ekstraksiyon tamamlanmis olur (Geankoplis 1983).

Xhanthoria parietana liken ekstraksiyonu yapilirken 10.0 g liken tartilarak soxhlet
kartusuna koyuldu. 150 ml metanol balon jojeye koyuldu. Soxhlet kartusu ve balon joje

ekstraksiyon cihazina yerlestirildi ve 24 saat ekstraksiyon yapildi.
3.2. Kullanilan Ekipmanlar, Sarf Malzemeler Calismada Kullamlan Cihazlar

Cizelge 3.1°de Kullanilan ekipmanlar, sarf malzemelerine iliskin bilgiler ise Cizelge

3.2’de gosterilmistir.
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Cizelge 3.1. Kullanilan ekipmanlar.

Ekipman Marka™Model

Etiiv BINDEER - CB 150
Sogutmah santrifilj SIGMA-2-16FPK
Laminar akim kabini BERNER

Hassas terazi SHIMADZU-AUW220D
Kaba terazi RADWAG-WTB2000
Pastér firm Elektro.mag-M3025P
invert mikroskop SOIF

Floresan mikroskop NIKON-ECLIPSE 801
Isik mikroskobu NIKON-ECLIPSE E100

Komet yvazilim

Kameram 21

Elektrotorez gii¢ kaynag PegLab-Regpower 300
Elektroforez tanki Cleaver Scientific
Mikroplaka okuyucu Bio Tek, ELx800 U.5.A
Azot tanki INT. CRYOGENICS - IC 20R
Ph metre HANNA — HI 221

+4 buzdolab: REGAL

-20 derin dondurucu ALASKA -ADF 06V

-80 derin dondurucu ELCOLD

Karistiner-isitict M TOPS MS300HS

Hiicre sayim cihazi CEDEX XS

Distile su cihaz MP MINI PURE - DEST UP
Su banyosu NUVEBATH NBS




Cizelge 3.2. Kullanilan sarf malzemeler.

Sarf Malzeme Firma/ Katalog No

Serolojik pipet COSTAR

Serolojik pipet tabancas: BIOHIT-MIDI PLUS Dragon MED
Leve plus

Stertl 15 ml'lik Iﬂpler ISOLAR

Steril flasklar (1-12.5, T-25 ve T- | NEST BIOTECHNOLOGY

75)

RPMI-1640 (500 ml) PAN BIOTECH P04-22100

Penisilin-Streptomisin SIGMA/ FOTEI

L-Crlutaman | 100 ml) SIGMA ENBB43i86

Fetal-Bovine serum

PANBIOTECH' P30-1985

Sodyum pardvat {100 ml)

PANBIOTECH' P04-43 100

EDTA disodmm salt

CARLO ERBA/ 303201

DPBS PANBIOTECH/ P04-36500

Etanol MERCK

NaCl MERCE/ 7647-14-5

NaOH SIGMA/ S8045-1 KG

Triton X-100 GERBU/ 34021300

Lowmelting Agaroz SIGMA/ A9414-25G

Normal Agaroz SIGMA/ A9S39-100G

DMSO MERCE K39661843

Tripsin-EDTA GIBCOY 1304598

DCFH-DA { ROS Kit) Cell Biolabs' OxiSelect™ / 59342021
Hiicre proliferasyon kiti BIOLOGICAL INDUSTRIES/ 1 548576

Cosmasie Brillant blue G-250

7815 SiGMA Brilliant Blue G 250
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3.3. Cozeltilerin Hazirlanmasi
3.3.1.Besiyeri Hazirlanmasi

500 mI’lik EMEM medyumu igine ; 6 ml penisilin-streptomisin, 6ml sodyum piriivat,
60 ml fetal bovine serum, 3ml L- glutamin veya 6 ml NEAA (non esansiyel amino asit)

eklenerek hazirlanmistir.
3.3.2.Hidrojen Peroksit (H202) Hazirlanmasi

%35’lik ana stok ¢ozeltisinden 6,318 ul H202 iizerine 4993,682 pl distile su eklenerek

5 ml’ye tamamlanmig ve boylece yeni bir stok ¢ozeltisi hazirlanmistir.
3.4.XTT Testi

XTT c¢ozeltisinin hazirlanmasit -20 °C’deki XTTI ve XTTII ¢ozeltileri karanlik ortamda
olmak tiizere 37 °C su banyosunda isitilmig ve laminar akimda 1:50 oraninda

karigtirilmastir.
XTT Testi Protokolii

Hiicrelerin 75 cm?®’lik flasklarda 1 hafta boyunca biiyiimesi beklenmistir. Biiyliyen
hiicreler 96 kuyucuklu platelere ekilmistir. L929 hiicre hatti i¢in her bir kuyucuga 5x103
hiicre, ve yine her bir kuyucuga 200’er pl besi yeri konulmustur. 37 °C ve %5 CO,

ortamli inkiibatorde 24 saat inkiibe edildikten sonra besi yeri degistirilmistir ve
Xanthoria parietina ekstratinin 0,1 ile 25,6 pM arasinda degisen farkli
konsantrasyonlari ile muamele edilmistir. 24 saatlik muameleden sonra kuyucuklar PBS
ile yitkanmis ve 100 pL yeni besiyeri eklenmistir. Her bir kuyucuga aktive olmus XTT
soliisyonu eklenmis ve 3 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda mikroplaka
okuyucu ile 450nm’de absorbans Ol¢iilmiistiir ve poliferasyon egrisi ¢izilmistir.
Blankler ¢ikarildiktan sonra IC12,5, IC25, IC50 ve IC75 dozlar1 (1- A muamele grubu /
A kontrol) x100 formiilii kullanilarak hesaplanmistir. Y eksenine doz, X eksenine
canlilik olan dagilim egrisi ¢izilmistir. Daha sonra grafik iizerinde dogrusal 3 nokta
secilerek egilim ¢izgisi eklenmistir. Egilim ¢izgisinin formiiliinde y yerine 12,5, 25, 50

ve 75 yazilarak sirasi ile IC12,5, IC25, IC50 ve IC75 dozlar1 hesaplanmustir.

Kimyasallarin Hazirlanmasi: 1. Kullanilacak olan kimyasallar deneyden 6nce 37 °C’de

isitilarak eritilmistir. 2. XTT kimyasalina 1:50 hacim oraninda elektron baglama
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soliisyonu eklenerek olciim soliisyonu hazirlanmistir. Istatistiksel analizler SPSS 23

paket program kullanilarak Mann-Withney U testi ile yapilmistir.
3.5. Komet Testi

Komet bir genotoksisite testidir. Genotoksisite, ¢cekirdek, kromozom ve DNA yapisinda
meydana gelen DNA eklentileri, DNA kiriklari, gen mutasyonlari, kromozom

anomalileri gibi hasarlar1 kapsayan genel bir terimdir.

Genotoksisite testleri, kimyasal ve fiziksel ajanlarin mutajenitelerinin belirlenmesi ve
bu ajanlarin karsinojenik potansiyellerinin belirlenmesi i¢in kullanilmaktadir. Komet,
DNA pargalariin elektrik akimi dogrultusunda hiicreden ¢ikarak ilerlemesi (kuyruk
olusturmasi) ilkesine dayanir. Komet testine Kansere duyarliligin belirlenmesinde ve

kanserden korunmanin takibinde biyoizlem testi olarak bagvurulmaktadir.
Komet Testi Protokolii

Hiicreler 25 cm?’lik flasklara boliinmiis ve ¢ogalmasi i¢in inkiibatorde bekletilmistir.
Cogalan hiicreler Xanthoria parietina ekstratinin 1C12,5, 1C25, IC50 ve IC75
dozlarinda 24 saat muamele edilmistir. Dozlanan hiicreler 24 saat sonra tripsinlenerek

kaldirilmistir ve santrifiij edilmistir.

1) Bu asamada kullanilan biitiin soliisyonlar soguktur. Bu prosediir karanlikta
gerceklestirilmelidir. Stipernatant kismi atildiktan sonra kalan hiicreler 1 ml PBS ile

seyreltilmis ve iyice karigtirilmistir.

2) Hiicreleri jel icine gdmmek icin, diisiilk erime noktali agaroz (LMA) kullanilmisgtir.

0,065 gr LMA tartilmis ve 10 ml PBS i¢inde 1sitilarak jel haline getirilmistir.

3) Eppendorf tiiplere 250°ser pnL. LMA aktarilmistir. Bu eppendorf tiipler 37 °C de

bekleyen sicak su banyosuna yerlestirilmistir.

4) Hiicre pelletlerinden 100 pl ¢ekilmis, su banyosunda bekleyen ve iginde 250ul LMA
jeli bulunan eppendorf tiiplerine aktarilmistir. Jel ve hiicre siispansiyonu pipetaj yoluyla

karigtirilmastir.

5) Bu karisimdan 80 pl ¢ekilmis ve lam iizerine yayilmistir. Her ¢alisma grubu kendi

laminin iizerine yayilmistir.
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6) Uzerine karisim koyulan lamlar hemen lamelle kapatilmis ve buz iizerine

kaldirtlmistir.
7) Yayma islemi bittikten sonra lamlar 15 dakika +4 °C de bekletilmistir.
8) 2 dakika sonra lamlar iizerindeki lameller ¢ikarilmistir.

9) Lamelleri ¢ikmis olan lamlar salelere dizilmis ve saleler lizis soliisyonu ile
doldurulmustur. Lamlar saleler i¢inde 1 gece boyunca karanlikta ve +4 °C de

bekletilmistir.
10) Ertesi giin lamlar lizis soliisyonundan ¢ikarilmis ve elektroforez tankina dizilmistir.

11) Tanklar elektroforez tamponu ile doldurulmus ve 30 dk elektroforez tamponu i¢inde

akim verilmeden bekletilmistir.
12) Yiiriitme islemi 500 mA, 25V’da, yarim saatte gerceklestirilmistir.

13) Yiriitme islemi tamamlandiktan sonra lamlar tanktan c¢ikarilip noétralizasyon

tamponuna daldirilmistir ve 5 dakika lamlar tampon igerisinde karanlikta bekletilmistir.

14) Notralizasyon islemi sonrasinda lamlar tampondan c¢ikarilip soguk distile suya

daldirilip yikanmis ve kurumasi beklenmistir.
15) Kuruduktan sonra lamlar absolii etanol i¢cinde 5 dakika fikse edilmistir.
Boyama Islemi

20 pg/ml konsantrasyonlu EtBr boya soliisyonundan enjektor ile 0,2 ml ¢ekilir ve
lamlara damlatilir. Boya damlatildiktan sonra lamlar lamellerle kapatilip, mikroskobik

inceleme icin hazirlanir.
Lamlarin mikroskopta incelenmesi

Sayim ve degerlendirme asamalarinda floresan mikroskop kullanilmistir. Boyanilan
lamlara mikroskopta bakilmis ve her lamdan 100 tane hiicre sayilmistir. Degerlendirme
kameram 21 komet sayim programi ile yapilmistir. DNA hasari; kuyruk uzunlugu,
kuyruk % DNA ve Olive kuyruk momenti parametreleri ile degerlendirilmistir. Test iki
bagimsiz tekrar halinde yapilmistir. Istatistiksel analizler SPSS 23 paket program
kullanilarak One-Way Anova ve Tamhane testi ile gerceklestirilmistir.
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3.6. ROS Olc¢iimii

Xhantoria parietina ekstratinin  hiicre i¢ci ROS olusumuna etkisi DCF-DA
(2°,7’dichlorofluorescein diacetate) maddesinin RPMI mediumda ¢oziilmesi ile
degerlendirilmistir. DCF-DA boyast kendisi floresan 6zellik gostermemektedir. Hiicre
icine diflizyonla girmektedir. Hiicresel esterazlar tarafindan DCFH sekline hidrolize
olmaktadir. DCFH ise ROS varliginda hizli sekilde oksidize olmakta ve yiiksek
seviyede floresan etkisi olan 2°,7’- dichlorodihydrofluorescein (DCF) haline

gelmektedir.
ROS Testi Protokolii

ROS testi igin hiicreler 75 cm?’lik flasklarda firetilmistir. Biiyiiyen hiicreler 96
kuyucuklu siyah platelere iki tekrarli sekilde ekilmistir ve 24 saat inkiibe edilmistir.
Kiiltiir sonunda besi yeri degistirildikten sonra hiicreler 2 kez PBS ile yikanmustir.
Hiicrelere 1X DCFH-DA/besiyeri ¢ozeltisinden 100°er pl eklenmis ve 37 °C’de 120 dk
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicreler 2 kez PBS ile tekrar yikanmustir.
DCFH-DA yiiklenmis hiicrelere 2 saat Xanthoria parietina ekstratinin 1C12,5, 1C25,
IC50 ve IC75 dozlar ile muamele edilmistir. H; O, ’nin IC50 konsantrasyonu pozitif
kontrol olarak kullanilmistir. Konsantrasyonu 0 puM — 10 pM arasinda degisen DCF
standartlarinin 1:10 seyreltme serisi DCF stok soliisyounun besi yeri ile seyreltilmesi ile
hazirlanir (tiip diliisyon yontemi). DCF stogundan 10 pl alinip 990 pl RPMI medium
bulunan 1 numarali standarta eklenir ve sonra standart 1’den diger standartlara
zincirleme sekilde 100’er pl alinip seyreltme islemi yapilir. Absorbanst 480 nm/530
nm’de florometrik plaka okuyucuda plateler 24 saat belirli araliklarla okunmustur. ROS
degerleri ¢izilen dagilim grafiginin egim formiilii ile hesaplanmistir. Deney iki tekrarli
sekilde gerceklestirilmistir. Istatistiksel analizler SPSS 23 paket program kullanilarak
Mann-Withney U testi ile yapilmistir.
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3.7. 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) Radikal Sondiiriicii Kapasite Yontemi

Bu yontem bitkiler ve gidalardan elde edilen ekstreler ya da bilesiklerdeki serbest
radikal sondiiriicii aktiviteyi belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilan bir yontemdir.

Teknik olarak hizli ve basittir.

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak elde edilebilen stabil organik nitrojen
radikalidir. 515 nm’de maksimum absorbansa sahiptir (Sekil 3.4) (Huang, D. ve ark.
2005).

O,N@;.,ng o,ﬂzz_.g

1: Difentlpikrilhidrazil (serbest radikal) 2 Difenilpkrilhidrazin (radikal degil)

Sekil 3.4. 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH)’in molekiiler yapisi. (Molyneux 2004).
Antioksidan (A-H) tarafindan DPPH serbest radikaline proton transferi reaksiyonu 517

nm’de absorbansin azalmasina neden olur. Bu siire¢ goriiniir alanda spektrofotometre ile

absorbans sabitlenene kadar takip edilir (Sekil 3.4.) (MacDonald-Wicks ve ark. 2006).
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Sekil 3.5. DPPH radikalinin kimyasal yapis1 ve A-H ile reaksiyonu (Scalzo, R.L. 2008).
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DPPH-H indirgenmis formdur. A. ise ilk adimda olusturulan serbest radikaldir. Daha
sonra bu radikal baska reaksiyonlara girecektir (Molyneux 2004).

*Deneyin Yapilisi

0,1 mmol DPPH hazirlayarak dencyde Xhantoria parietine ekstraktinin 12, 24, 48, 96,
192, 384 pg/ml konsantrasyonlarimi kullandik. 2ml protein ¢ozeltisi+ 2ml DPPH
¢ozeltisini oda sicakliginda karanlik ortamda 30 dk. beklettik. Bu ¢ozeltileri karigtirarak
517 nanometre de absorbanslarini dlgtiik. Absorbans degerlerinden asagidaki formiil
kullanilarak % radikal siipiiriicii etki (%inhibisyon) hesaplandi. Bu degerlerden elde
edilen egrinin denkleminden DPPH radikalinin %50 sini siipiiren Xhantoria parietine

ekstrakt konsantrasyonu hesapland: (IC50Stipiiriicii).
% Inhibisyon = (Absorbans kontrol- Absorbans 6rnek / Absorbans kontrol ) X 100
Pozitif kontrol olarak BHA(Butillenmis hidroksi anisol) ve Katesin kullanildu.

BHA: Bu antioksidan, ticari olarak 3-tersiyerbutil-4-hidroksianisol (%85) ile 2-
tersiyerbutil-4-hidroksianisol (%15) izomerlerinin karisimi halindedir. Beyaz mumsu
kat1 bir yapiya sahip olup, bitkisel ve hayvansal yaglarda kullanilmaktadir. Bitkisel
yaglardaki antioksidatif etkisi, hayvansal yaglardaki etkisine gore daha azdir.

OH OH
C(CHg)s
C(CHs);
OCH,3 OCH,
%15 %85

Sekil 3.6. BHA (Biitillendirilmis hidroksi anisol) molekiil yapis1 (EKici ve ark. 2014).
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3.8. UV degerlerinin belirlenmesi

Uv degerleri TirOS Ramses (Trositrof, Germany) marka 1sik olger cihazi ile W/m?/s

cinsinden belirlenmistir.

UV degerlerinden 3cm 40 dk lik uygulamamiz en yiiksek genotoksik hasar olusturan
deney grubu oldugu i¢in deneylerde UV uygulama grubu olarak bu grup sec¢ilmistir.
3em 40 dakikalik uygulamanin 11k Olger cihazi ile belrlenen 151k siddeti degerleri
asagida belirtilmistir.

UVB: 17,04 W/m?/s UVA: 2,33 W/m?/s PAR: 3,66 W/m?/s
3.9. Cahisma Plam

Xhantoria parietina ekstratiyla muamele edilen fare deri fibroblast hiicrelerinde XTT,

Komet ve ROS testleri gerceklestirilmistir.

3.9.1 Calismada Kullanilan Hiicre Hatt1 ve Pasajlanmasi

Calismada 1929 fare sagikli deri fibroblast hiicreleri kullanilmistir.

1. T-75 flaskta bulunan kiiltiiriin besiyeri aspirasyon yontemi ile uzaklastirilmistir.

2. Flanskin tabani 5-6 ml PBS ile yikanmis ve PBS aspire edilmistir.

3. 4-5 ml tripsin (%0,25°lik) ile 2 dk ‘y1 gecmeyecek sekilde beklenmistir.

4. Invert mikroskopta hiicrelerin flask tabanindan ayrilip ayrilmadig kontrol edilmistir.

5. Hiicrelerin tabandan ayrilmasi ile flaska eklenen tripsin miktar1 kadar besiyeri eklenip

tripsin aktivitesi durdurulmustur.

6. Hiicre siispansiyonu serolojik pipetle uygun bir falkon tiipiine toplanarak 1000

rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.
7. Hiicrelerin tizerindeki siipernatant aspire edilmis kalan kisim siispanse edilmistir.

8. Toplam hiicre sayisi, hiicre sayim cihazi ile belirlenip belli miktardaki kismi i¢inde

10ml besiyeri bulunan bir T-75’lik flaska aktarilmistir.

9. Hazirlanan flask CO2 inkiibatoriine kaldirilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. XTT Test Bulgular

Calismada kullanilan Xantoria parietina ekstratinin IC50 doz konsantrasyonunun
belirlenmesi amaciyla fare deri fibrobast hiicrelerine XTT testi uygulanmistir. XTT test
sonuclarina gore; Xantoria parietina ekstrati IC50 degeri 768,01 uM olarak

bulunmustur.

% CANLILIK

140

120

100
a0
60 "
"
40
20
0

98,4 pg/'ml  196,8 393.6 787,2 15744

pg/ml pg/ml pg/ml ng/ml
Konsantrasyonlar

% Canhhk

Sekil 4.1. Xanthoria parietina ekstrati XTT test sonucu belirlenen % canlilik grafigi
(IC50=768.01 uM) ve standart hata miktar1 **(p<0,001).

Sekil 4.1’de Xanthoria parietina ekstratinin L929 fare deri fibroblast hiicreleri
iizerindeki XTT testi ile belirlenen canlilik oranlar1 gosterilmektedir. Verilen % canlilik
grafigine gore 98,4 uM doz canliligi % 118’e, 196,8 uM doz canliligr % 101’e, 393,6
UM doz canliligi % 87’ye, 787,2 uM doz canlilig1 % 50°ye, 1574,4 uM doz canlilig1 %
30’a kadar diistirmiistiir. Testte %50 inhibisyona neden olan IC50 dozu 768.01uM

bulunmustur.
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4.2. Komet Testi Bulgular

L.929 hiicre hattinda uygulanan komet testi bulgular1 iginden Kuyruk Uzunlugu, Kuyruk
% DNA ve Olive Kuyruk Momenti (OKM) verileri degerlendirmeye alinmustir.

4.2.1. Kuyruk Uzunlugu Bulgulari

Belirtilen parametreler igerisinden UV’ ye ait kuyruk uzunlugu degerlerinden elde edilen
grafik sekil 4.2°de, ekstrata ait kuyruk uzunlugu degerinden elde edilen grafik sekil
4.5’de ve hem UV hem de ekstratla kombin dozlara ait kuyruk uzunlugu degerinden
elde edilen grafik sekil 4.6’da gosterilmistir. Kuyruk Uzunlugu bakimindan tiim gruplar
kendi aralarinda Man Whitney U testi ile ikili olarak karsilastirilmistir.

Kuyruk Uzunlugu (um)
250
200 -
150 | -

b o
100 > - - [

BK 3cm+20dk 3cm+30dk 3cm+40dk 6cm+20dk 6cm+30dk 6cm+40dk

Uv Mesafesi+Siiresi

Sekil 4.2. UV’yle muamele edilen komet testi kuyruk uzunlugu (um) degerleri.
(Biiytime kontrole gore fark, *(P<0,05), **(P<0,001).

Uv biiylime kontrolii grubunda Kuyruk Uzunlugu degeri 9,251786 + 2,567455 olarak
belirlenmistir. UV 3cm+20dk, 3cm+30dk, 3cm+40dk, 6cm+20dk, 6cm+30dk,
6cm+40dk dozlarinda ise sirastyla 45,56435 + 23,62328; 74,35717 + 18,21746; 155,825
+ 38,67087; 71,92037 £+ 12,15319; 92,61019 £ 17,16799; 113,0118 + 23,37844 olarak

belirlenmistir.

UV 3cm+20dk dozunda 45,56435 + 23,62328 olarak belirlenen ortalama Kuyruk

Uzunlugu degeri biiyiime kontrolii ile karsilastirildiginda istatiksel olarak fark anlamli
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olarak bulunmustur (p<0,001). UV 3cm+30dk dozunda 74,35717 + 18,21746 olarak
belirlenen ortalama Kuyruk Uzunlugu degeri biiylime kontrol ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak fark anlamli bulunmustur (p<0,001). UV 3cm+40dk dozunda
155,825 + 38,67087 olarak belirlenen ortalama Kuyruk Uzunlugu degeri biiyiime
kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. (p<0,001). UV
6cm+20dk dozunda 71,92037 + 12,15319 olarak belirlenen ortalama Kuyruk Uzunlugu
degeri biliyiime kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark anlamli olarak
bulunmustur (p<0,001). UV 6cm+30dk dozunda 92,61019 + 17,16799 olarak belirlenen
ortalama Kuyruk Uzunlugu degeri biiyiime kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak fark anlamli olarak bulunmustur (p<0,001). UV 6cm+40dk dozunda 113,0118 +
23,37844 olarak belirlenen ortalama Kuyruk Uzunlugu degeri fark anlamli olarak
bulunmustur (p<0,001).

Kuyruk Uzunlugu (um)

12

10

0 i i i i i i

50 pg/ml 100 pg/ml 200 pg/ml 400 pg/ml 500 pg/ml

(0]

(2]

S

N

Konsantrasyonlar

Sekil 4.3. Xanthoria Parietina ekstratiyla muamele edilen komet testi kuyruk uzunlugu
(um) degerleri.

Xhantoria parietina ekstrati biiyiime kontrol grubunda Kuyruk Uzunlugu degeri
8,243482 + 1,647832 olarak belirlenmistir. Xhantoria parietina eksrati 50 pg/ml, 100
pg/ml, 200 pg/ml, 400 pg/ml, 500 pg/ml dozlarinda ise sirasiyla 8,13261 + 1,5896;
8,146675 + 1,090396; 8,42836 + 1,113766; 8,54829 + 1,085186; 8,48109 + 1,191166

olarak belirlenmistir.
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Xhantoria parietina eksrati 50 pg/ml dozunda 8,13261 + 1,5896 olarak belirlenen
ortalama Kuyruk Uzunlugu degeri biiyiime kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak fark anlamli bulunmamistir (P>0,05). Xhantoria parietina eksratt 100 pg/ml
dozunda 8,146675 + 1,090396 olarak belirlenen ortalama Kuyruk Uzunlugu degeri
biiyiime kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark anlamli bulunmamuistir.
(P>0,05). Xhantoria parietina eksrati 200 ng/ml dozunda 8,42836 + 1,113766 olarak
belirlenen ortalama Kuyruk Uzunlugu degeri bilyiime kontrol ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak fark anlamli bulunmamistir. Xhantoria parietina eksrati 400 pg/ml
dozunda 8,54829 + 1,085186 olarak belirlenen ortalama Kuyruk Uzunlugu degeri
biliyiime kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark anlamli bulunmamistir
(P<0,05). Xhantoria parietina eksrat1 500 pg/ml dozunda 8,48109 + 1,191166 olarak
belirlenen ortalama Kuyruk Uzunlugu degeri biiylime kontrol ile karsilastirildiginda

istatistiksel olarak fark anlamli bulunmamustir.

Kuyruk Uzunlugu(pam)
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Konsantrasyonlar

Sekil 4.4. UV ve Xanthoria parietina ekstratryla kombine muamele edilen komet testi
kuyruk uzunlugu (um) degerleri.

Xhantoria parietina ekstrati biiyime kontrol grubunda Kuyruk Uzunlugu degeri
15,15839 + 3,896467 olarak belirlenmistir.
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Istatistiksel olarak karsilastirmak i¢in UV Kuyruk Uzunlugu degeri 155,825 + 38,67087
olarak belirlenmistir. Belirlenen UV dozu onceki sekilde gosterilen (Sekil: 4.2)
3cm+40dk UV dozudur. Bu mesafe ve dakikanin se¢ilme sebebi hiicre DNA’sinda en
¢ok hasar1 meydana getiren doz olmasidir. Xhantoria parietina eksrat1 100 ug/ml+UV,
200 pg/ml+UV, 400 pg/ml+UV, dozlarinda ise sirasiyla 197,319+ 33,6144; 196,2718+
29,7929; 196,545+ 33,8742 olarak belirlenmistir.

Xhantoria parietina eksrati 100 pg/ml+UV dozunda 197,319+ 33,6144 olarak
belirlenen ortalama Kuyruk Uzunlugu degeri, secilen UV dozu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak fark anlamli bulunmamistir. Xhantoria parietina eksrati 200
ug/ml+UV dozunda 196,2718+ 29,7929 olarak belirlenen ortalama Kuyruk Uzunlugu
degeri secgilen UV dozu ile karsilastinldiginda istatistiksel olarak fark anlamh
bulunmamustir. Xhantoria parietina eksratt 400 pg/ml+UV dozunda 196,545+ 33,8742
olarak belirlenen ortalama Kuyruk Uzunlugu degeri secilen UV dozu ile

karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark anlamli bulunmamustir.
4.2.2 Kuyruk %DNA Bulgular

Belirtilen parametreler igerisinden UV ye ait kuyruk %DNA degerlerinden elde edilen
grafik sekil 4.7°de, ekstrata ait kuyruk %DNA degerinden elde edilen grafik sekil 4.8’de
ve hem UV hem de ekstratla kombin dozlara ait kuyruk %DNA degerlerinden elde
edilen grafik sekil 4.9°da gosterilmistir. Kuyruk %DNA degerleri bakimindan tim
gruplar kendi aralarinda Man Whitney U testi ile ikili olarak karsilagtirilmistir.
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Kuyruk %DNA
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Sekil 4.5. UV’yle muamele edilen komet testi kuyruk %DNA degerleri. (Biiytime
kontrole gore fark **P<0,001)

Uv biilyiime kontrolii grubunda Kuyruk %DNA degeri 14,45033 + 9,77965 olarak
belirlenmistir. UV 3cm+20dk, 3em+30dk, 3cm+40dk, 6cm+20dk, 6cm+30dK,
6cm+40dk dozlarinda ise sirasiyla 34,02058 + 9,017047; 82,27343 + 12,46286;
97,87785 + 4,681175; 79,55061 + 15,30275; 90,79082 + 10,21094; 96,31242 +
4,872966 olarak belirlenmistir.

UV 3cm+20dk dozunda 34,02058 + 9,0170470larak belirlenen ortalama Kuyruk
%DNA degeri biiyiime kontrolii ile karsilastirildiginda istatiksel olarak fark anlamli
bulunmustur (P<0,001). UV 3cm+30dk dozunda 82,27343 + 12,46286 olarak belirlenen
ortalama Kuyruk %DNA degeri biiylime kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak fark anlamli bulunmustur (P<0,001). UV 3cm+40dk dozunda 97,87785 +
4,681175 olarak belirlenen ortalama Kuyruk %DNA degeri biiylime kontrol ile
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak fark anlamli bulunmustur (P<0,001). UV
6cm+20dk dozunda 79,55061 + 15,30275 olarak belirlenen ortalama Kuyruk %DNA
degeri biiyiime kontrol ile karsilastirlldiginda istatistiksel olarak fark anlamli
bulunmustur (P<0,001). UV 6cm+30dk dozunda 90,79082 + 10,21094 olarak belirlenen
ortalama Kuyruk %DNA degeri biiyime kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel
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olarak anlamli bulunmustur (P<0,001). UV 6cm+40dk dozunda 96,31242 + 4,872966
olarak belirlenen ortalama Kuyruk %DNA degeri biiylime kontrol ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak fark anlamli bulunmustur (P<0,001).
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Sekil 4.6. Xanthoria parietina ekstratiyla muamele edilen komet testi kuyruk %DNA
degerleri.

Xhantoria parietina ekstrati biiylime kontrol grubunda Kuyruk %DNA degeri 12,05571
+ 2,3690 olarak belirlenmistir. Xhantoria parietina eksratt 50 pg/ml, 100 pg/ml, 200
ug/ml, 400 pg/ml, 500 pg/ml dozlarinda ise sirastyla 13,61607 + 4,2497; 13,12007 +
3,7686; 12,47231 + 1,8966; 12,9496 + 3,4206; 11,43516 + 2,0114 olarak belirlenmistir.
Xhantoria parietina eksratt 50 ug/ml, 100 pg/ml, 200 ug/ml, 400 pg/ml, 500 pug/ml
dozlarinda belirlenen ortalama Kuyruk %DNA degerleri biiyiime kontrol ile

karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark anlamli bulunmamustir.
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Sekil 4.7. UV ve Xanthoria Parietina ekstratiyla birlikte muamele edilen komet testi
kuyruk %DNA degerleri. (UV’ye gore fark *P<0,001)

Istatistiksel olarak karsilastirmak icin UV Kuyruk %DNA degeri 98,1042 + 5,6654
olarak belirlenmistir. Xhantoria parietina eksratt 100 pg/ml+UV, 200 ug/ml+UV, 400
ng/ml+UV dozlarinda ise sirastyla 94,2518 + 2,7865; 94,6948 + 3,9406; 93,6244 +
4,3495 olarak belirlenmistir.

Xhantoria parietina eksrat1 100 pg/ml+UV dozunda 94,2518 + 2,78650larak belirlenen
ortalama Kuyruk %DNA degeri UV ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak fark
anlamli bulunmustur (P<0,001). Xhantoria parietina eksratt1 200 ug/ml+UV dozunda
94,6948 + 3,9406 olarak belirlenen ortalama Kuyruk %DNA degeri UV ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark anlamli bulunmustur (P<0,001). Xhantoria
parietina eksrat1 400 pg/ml+UV dozunda 93,6244 + 4,3495 olarak belirlenen ortalama
Kuyruk %DNA degeri biiyiime kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark
anlamli bulunmustur (P<0,001).
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4.2.3. OKM Bulgulan

Komet testinde belirlenen parametreler dogrultusunda UV’ye ait OKM degerlerinden
elde edilen grafik sekil 4.8°de, ekstrata ait OKM degerlerinden elde edilen grafik sekil
4.9’da, hem uv hem de ekstrat kombin dozlarina ait OKM degerinden elde edilen grafik
sekil 4.10°da gosterilmistir. Olive kuyruk momenti bakimindan tiim gruplar kendi
aralarinda Man Whitney U testi ile ikili olarak karsilastirilmistir.

Olive Kuyruk Momenti
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Sekil 4.8. UV yle muamele edilen komet testi OKM degerleri (Biiyiime kontrole gore
fark **P<0,001).

Uv biiylime kontrolii grubunda OKM degeri 2,578918 + 9,77965 olarak belirlenmistir.
UV 3em+20dk, 3em+30dk, 3em+40dk, 6cm+20dk, 6cm+30dk, 6cm+40dk dozlarinda
ise sirastyla 34,02058 + 9,017047; 82,27343 + 12,46286; 97,87785 + 4,681175;
79,55061 + 15,30275; 90,79082 =+ 10,21094; 96,31242 + 4,872966  olarak

belirlenmistir.
UV 3cm+20dk dozunda 34,02058 + 9,0170470larak belirlenen ortalama OKM degeri

bliylime kontrlii ile karsilastirildiginda istatiksel olarak fark anlamli bulunmustur

(P<0,001). UV 3cm+30dk dozunda 82,27343 + 12,46286 olarak belirlenen ortalama
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OKM degeri biiylime kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark anlamli
bulunmustur (P<0,001). UV 3cm+40dk dozunda 97,87785 + 4,681175 olarak belirlenen
ortalama OKM degeri biiyiime kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark
anlamli bulunmustur (P<0,01). UV 6cm+20dk dozunda 79,55061 + 15,30275 olarak
belirlenen ortalama OKM degeri biiylime kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak fark anlamli bulunmustur (P<0,001). UV 6cm+30dk dozunda 90,79082 +
10,21094 olarak belirlenen ortalama OKM degeri biiyime kontrol ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark anlamli bulunmustur (P<0,001). UV
6cm+40dk dozunda 96,31242 + 4,872966 olarak belirlenen ortalama OKM degeri
bliylime kontrol ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak fark anlamli bulunmustur

(P<0,001).
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Sekil 4.9. Ekstratla muamele edilen komet testi OKM degerleri (Biiylime kontrole gore
fark **P<0,001).

Xhantoria parietina ekstrati1 biiyiime kontrol grubunda OKM degeri 1,6980 + 0,3189
olarak belirlenmistir. Xhantoria parietina eksrat1 50 pg/ml, 100 pg/ml, 200 pg/ml, 400
pg/ml, 500 pg/ml dozlarinda ise sirasiyla 1,6289+ 0,2048; 1,8523 + 0,4888; 1,8283 +
0,4251; 1,8116 + 0,6186; 1,6269 + 0,3680 olarak belirlenmistir.
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Xhantoria parietina eksrati 50 pg/ml, 100 pg/ml, 200 pg/ml, 400 pg/ml, 500 pg/ml
dozlar1 ortalama OKM degeri biiyiime kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak

fark anlamli bulunmamustir.
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Sekil 4.10. Ekstrat ve UV ile Muamele edilen komet testi OKM degerleri.

Xhantoria parietina ekstrati UV OKM degeri 93,8906 + 12,8779 olarak belirlenmistir.
Xhantoria parietina eksrat1 100 pg/ml+UV, 200 pg/ml+UV, 400 pg/ml+UV, dozlarinda
ise swrastyla 94,7491 + 14,6186; 92,4841 + 15,8683; 88,1980 + 12,1411 olarak
belirlenmistir.

Xhantoria parietina eksratt 100 pg/ml+UV, 200 pg/ml+UV, 400 pg/ml+UV dozlari
ortalama OKM degeri UV ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak fark anlamli

bulunmamistir.
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Cizelge 4.1. UV i¢in komet testi ortalama degerleri. K.U.: kuyruk uzunlugu, K.%DNA:

Kuyruk %DNA, OKM: Olive kuyruk momenti, S.H.: Standart hata.

K.U = S.H. (um)

K.% DNA = S.H.

OKM = S.H.

Biiyiime Kontrol

I+

9,251786
2,567455

14,45033 +£9,77965

2,578918 £ 9,77965

3cm+20dk

45,56435 + 23,62328

34,02058 £ 9,017047

34,02058 £ 9,017047

3cm+30dk

74,35717 £ 18,21746

82,27343 + 12,46286

82,27343 + 12,46286

3cm+40dk

155,825 + 38,67087

97,87785 + 4,681175

97,87785 + 4,681175

6cm+20dk

71,92037 +£12,15319

79,55061 * 15,30275

79,55061 * 15,30275

6cm+30dk

92,61019 +£17,16799

90,79082 + 10,21094

90,79082 + 10,21094

6cm+40dk

113,0118 + 23,37844

96,31242 + 4,872966

96,31242 + 4,872966

Cizelge 4.2. Xhantoria parietina ekstrati igin komet testi ortalama degerleri.

K.U = S.H. (um) K.% DNA £ S.H. | OKM =+ S.H.
Biiyiime Kontrol | 8,243482 +1,647832 | 12,05571 + 2,3690 | 1,6980 + 0,3189
50 pg/ml 8,13261 + 1,5896 13,61607 + 4,2497 | 1,6289+ 0,2048
100 pg/ml 8,146675 + 1,090396 | 13,12007 + 3,7686 | 1,8523 + 0,4888
200 pg/ml 8,42836+1,113766 | 12,47231+1,8966 | 1,8283 +0,4251
400 pg/ml 8,54829+1,085186 | 12,9496 + 3,4206 | 1,8116 +0,6186
500 pg/ml 8,48109 +1,191166 | 11,43516 +2,0114 | 1,6269 + 0,3680
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Cizelge 4.3. Xhantoria parietina ekstratt ve UV kombin dozlar1 igin komet testi

ortalama degerleri.

K.U £ S.H. (um)

K.% DNA = S.H.

OKM = S.H.

Biiyiime Kontrol

15,15839 + 3,8964

25,0859 £ 10,9746

5,2661 +2,2380

100pg/ml+UV 197,319+ 33,6144 | 94,2518 + 2,7865 94,7491 + 14,6186
200pg/ml+UV 196,2718+ 29,7929 | 94,6948 + 3,9406 92,4841 + 15,8683
400pg/mi+UV 196,545+ 33,8742 | 93,6244 + 4,3495 88,1980 + 12,1411

4.2.4. ROS Testi Bulgular

L929 hiicre hatti, (XTT sonuglarindan elde edilen, IC12,5,

IC25, IC50 ve IC75

konsantrasyonlarinda) UV ve Xhantoria parietina ekstrati ile muamele edilerek 4. saatte

ki hiicre i¢ci ROS seviyeleri olgiilmiistiir. Pozitif Kontrol grubuyla karsilastirilmistir

(RFU (Relative Florosans Unit)).
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H202 ve Ekstrat Konsantrasyonlari

Sekil 4.11. 1929 hiicre hattinin H,O, ve Xhantoria parietina ekstrati ile muamele
edilerek 4. saatte ki hiicre i¢i ROS seviyeleri 6l¢iilmiistiir ve biiylime kontrol ile
karsilagtirtlmistir (**P<0,001).

L929 hiicre hattinin, Xhantoria parietina ekstrati ile 4 saat muamele edilmesi
sonucunda biiylime kontrolde elde edilen ortalama ROS degeri 12,031+ 0,221678
seklindedir. XTT IC degeriyle belirlenen 1C12,5, 1C25, IC50, IC75, 1C95
konsantrasyonlarinin L929 hiicre hattina 4 saat muamele edilmesi sonucundaki ortalama
ROS degerleri sirasiyla; 9,043 + 0,044725, 9,378688 + 0,075042, 9,737813 + 1,462739,
8,26825 + 0,116319, 14,25794+ 1,737096 seklindedir.

Bu konsantrasyonlar, H,O, kombin dozlariyla 1C12.5+ H,0,, 1C25+ H,0,, IC50+
H,0,, IC75+ H,0,, 1C95+ H,0, seklinde 1929 hiicre hattina muamele edilmstir.
Sonuglar sirasiyla 12,44681+2,250809, 13,81981+0,303968, 14,06484+0,276954,
12,07575+0,072655, 14,35981+0,046227 olarak bulunmustur. Pozitif kontrol ise
38,29325 + 5,056521 olarak saptanmistir. L929 hiicre hattina ait ROS testi bulgular
Sekil 4.13.’da gosterilmistir. L929 hiicre hattinda Xhantoria parietina ekstrat
1C95(1359,21), IC75 (1152,01pug/ml), IC50(768,01ug/ml) ve 1C25(384,00pg/ml) ve
IC12,5 (192,00 pg/ml) konsantrasyon gruplart kontrol grubu ile karsilastirildiginda
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konsantrasyon artigina gore ortalama hiicre igi ROS seviyesi istatistiki olarak anlamli

bulunmazken; H,0, kombinli dozlar i¢in anlamli bulunmustir(p<0,001). (Sekil 4.13.)

ROS bulgularinda liken ekstratinin PK(H,0,) ile uygulanan kombin dozlarinin, H,O,
‘in sebep oldugu ROS artisin1 istatiksel olarak anlamli bir sekilde disiirdiigii

gorilmistir.
55 ROS
20
R
F
v -
10

th

UV+ICI12,5 UV+HC25 UV+HICS0 UVHCTS

=

UV ve Ekstrat Konsantrasyonlan

Sekil 4.12. 1929 hiicre hattinin UV ve ekstrat ile muamele edilmesi sonucu 4.saatte ROS
degerlerinin (RFU, nM) biiyiime kontrol ile karsilastirilmasi. (¥**P<0,001, *P<0,05)

L929 hiicre hattinin, Xhantoria parietina ekstrati ile 4 saat muamele edilmesi
sonucunda biiyiime kontrolde elde edilen ortalama ROS degeri 7,942875 + 0,207006
seklindedir. 1C12.5+UV, IC25+UV, IC50+UV, IC75+UV kombin dozlar1 1929 hiicre
hattina muamele edilmistir. Sonuglar sirastyla 14,60625+0,325269,
15,31625+0,892722, 14,99+0,065407, 15,8318754+0,211248, olarak bulunmustur.
UVPozitif kontrol ise 19,66875 + 0,091924 olarak saptanmuistir.

ROS bulgularinda, liken ekstratinin UV ile uygulanan kombin dozlarinin, UV nin sebep
oldugu ROS artigini istatiksel olarak anlamli bir sekilde diisiirdiigli goriilmistiir.
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4.4. 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) Radikal Sondiiriicii Kapasite Yontemi
Bulgular:

DPPH Siipiiriicii Etki Sonug¢lar:

Xhantoria parietine ekstraktinin 12, 24, 48, 96, 192, 384 pg/ml konsantrasyonlarinin
DPPH radikalini siipiiriicii etkilerini (%osiipiiriicii etki = % inhibisyon) igeren sonuglar
grafikte verilmistir. Elde edilen grafigin denklemi y=0,2261x+7,6 olarak belirlenmistir.
Bu denklemden DPPH radikalinin %50 sini siipiiren Xhantoria parietina ekstrakt
konsantrasyonu (IC50Siipiiriicii)187,527 pg/ml hesaplanmistir. Bu sonuglarimiz hiicre
ici ROS testinden elde edilen sonuglarimiz ile uyumlu goriilmekte ve Xhantoria
parietine ekstraktinin giiglii bir radikal stipiiriicti etkiye sahip oldugunu ortaya

koymaktadir.

% Inhibisyon

y=0,2261x+ 7,6
R* =0,8685
50

40

30

Inhibisyon %

20

10

50 100 150 200 250

=]

Xhantoria parietine ekstrakt konsantrasyonlar (pg/ml)

Sekil 4.13. 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal sondiiriicii kapasite yontemi
sonug grafigi.

76



5 TARTISMA ve SONUC

Calismamizda Xanthoria parietina ekstratinin 1929 fare saglikli deri fibroblast hiicre
hattinda olusturdugu sitotoksik ve genotoksik etkiler XTT formazan canlilik testi ve
komet testi yontemleriyle, hiicre i¢ci ROS diizeyleri ise ROS testi ile arastirilmistir.
Yapilan bu ¢aligmanin sonucunda Xanthoria parietina ekstratinin 1929 fare saglikli deri
fibroblast hiicrelerinin yarisin1 6ldiirdiikleri IC50 dozlar1 bulunmustur. Her kimyasal
icin IC50 dozu ve altinda iki doz se¢ilip, ¢alismada kullanilmistir. Tez ¢alismasinin
hipotezine uygun olarak Xanthoria parietina ekstrati tek basina 6nemli bir genotoksik
hasar vermedigi gozlemlenmistir. Ancak kuvvetli antioksidan etkisinden beklendigi
kadar DNA hasarini ortadan kaldirdigini sdyleyemeyiz. Yapilan ROS ve DPPH testleri,
Xanthoria parietina liken ekstratinin, hiicre iginde meydana gelen reaktif oksijen
tirevlerini ortadan kaldirdigini ve kuvvetli bir antioksidan etkisi oldugunu

gostermektedir.

Son yillarda solar ultraviyole radyasyon ile ilgili cesitli hastalik ve rahatsizliklarin
goriilme siklig1 endise verici bicimde artmistir ve biiylimeye devam etmektedir. Memeli
cildinin UV radyasyonuna kronik olarak maruz kalmasi, eritem, 6dem, giines yanigi
hiicresi olusumu, hiperplazi, bagisiklik baskilanmasi, DNA hasari, fotosentez ve
melanogenez olusumu da dahil olmak iizere bir takim biyolojik tepkilere neden olur. Bu

degisiklikler cilt kanserinin gelisiminde dogrudan veya dolayl olarak yer alir.

Cildin giines 1s181na maruz kalmasi, olusan serbest radikallere karsi kendini koruma
becerisini bozar. UV, DNA hasar1 nedeniyle cilt kanseri (skuam6z ve bazal hiicreli
karsinom) indiiklenmesinden sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica cildin bagisiklik

savunma sistemini diigiirdiigiinden siiphelenilmektedir (Svobodova ve ark. 2003).

Cilt epidermal hiicrelerinin zarar gérmesi UV 1smimindan 2 saat sonra ortaya c¢ikar.
Hasarin ilk gostergesi, keratinosomlarda azalmadir, bu da diskartototik hiicrelerin
olusumuyla sonuglanir. Hiicre i¢i 6dem, maruziyetten 16—18 saat sonra goriilebilir,

hasarli keratinositler etrafinda gelisen hiicreler aras1 6dem ile 30-48 saatte izlenir.

Insan cildi siirekli giines 1s131nda mevcut olan UV 1sinlarina maruz kalir. Bu, bir takim
patobiyolojik hiicresel degisikliklere neden olabilir. Yeni koruyucu ve tedavi edici

stratejilerin gelistirilmesi, UV hasarmin molekiiler mekanizmasini anlamamiza baghidir.

77



Yapilan bir caligmanin sonucuna gore bitki fenolikleri, UV radyasyonunun cilt
tizerindeki olumsuz etkilerinin 6nlenmesi i¢in bir adaydir ve klinik etkinliklerinin

degerlendirilmesi gerekmektedir (Svobodova ve ark. 2003).

Bu calismada yaptigimiz ROS testi sonucunda Xanthoria parietina ekstratinin

antioksidan 6zelliginden dolay1 UV nin verdigi hasar1 engelledigi gézlemlenmistir.

Giines 1s181indan gelen ultraviyole radyasyon, belli 6l¢iide herkesin cildini etkiler, ancak
cildin verecegi tepki kisiden kisiye degisir (Anonim 2012). Giines 1sinlarinin meydana
getirdigi zararh etkiler; UV' den etkilenme siiresine ve sikligina, derinin renk ve
fototipine baghdir (Kaymak ve ilter 2010). Son yillarda yasam tarzinin degismesi,
bronzlasma modas1 ve bu deri rengine ulasmak i¢in bilingsizce yapilan uygulamalar ve
ozon tabakasinin incelmesi sonucu UV 1sinlara maruz kalma siiresinin artigina paralel
olarak ciltte “fotohasar” dedigimiz belirgin degisiklikler ortaya ¢ikmaktadir (Altuntas ve
ark. 2011).Uzun siireli giines 1s1¢ma maruz kalmanin deride eritem, bagisikligin
baskilanmasi, erken cilt yaslanmasi ve cilt kanserine sebep olacagi bilinmektedir
(Armeni ve ark. 2004). Dogal giines 15181 UVA (320-400 nm), UVB (280-320 nm),
UVC (200-280 nm) ve goriilebilir 151k (400-700 nm) igermektedir. UVA radyasyonu
cildin dermis tabakasina kadar ulasabilmektedir. UVB radyasyon ise eritema bolgesi
olarak bilinen epidermis tabakasinda biiylik oranda emilerek az miktarda da iist dermis
tabakasinda kalabilmektedir. UVC radyasyonu ise Diinya yilizeyine erisemeyen
radyasyon olarak bilinmektedir (McGregor ve ark. 1996). Ciltteki foto-yaslanmanin
olusumunda fotonlarin hiicresel DNA’ya direkt etkisiyle birlikte, UVA ve UVB’nin
ortaya ¢ikardigi serbest radikaller ve ROS etkisinin de sorumlu oldugu
diistiniilmektedir. Niikleik asit ve proteinler UVB’yi absorbe eden major hiicresel
kromoforlardir. Kollajen ve elastindeki ¢apraz bagli aminoasitler de UV radyasyonu
absorbe ederler. DNA tarafindan UVB’nin absorbe olmasi pirimidin bazlar1 arasinda
capraz reaksiyona neden olurken kromoforlar tarafindan UVA’nin absorbe olmasi ROT
iiretimine neden olur (Beak ve ark. 2004; Yetkin ve ark. 2009; Deliconstantinos ve ark.
1996). UVA olusumlu ROS, kollajenin c¢apraz baglanmasina neden olur. UV
radyasyonundan 6-24 saat sonra epidermisin bazal tabakasinda doza bagli mitotik
aktivite azalmas1 goriiliir (Heck ve ark. 2003; Yetkin ve ark. 2009). Bunu keratinosit,
melanosit ve fibroblastlarda programlanmamigs DNA sentezindeki artis takip eder.

Programlanmamis DNA sentezi, DNA’daki UV ile indiiklenen pirimidin dimerlerini
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uzaklagtiran tamir siirecinin sonucudur. Kalan dimerler hiicre 6liimiine veya hiicre
fonksiyonunda bozulmaya yol acar (Clydesdale ve ark. 2001). Benzer sekilde, giinesin
uzun siireli etkileri sonucunda derinin iist katmaninda bulunan DNA’da meydana gelen
mutasyonlara bagli olarak deri kanserlerine, deri tiimorlerine yatkinlik olabilmektedir
(Clydesdale ve ark. 2001). Bu yilizden giines koruyucu filtreler tiim diinyada
kullanilmakta ve uzmanlar tarafindan bu filtrelerin kullanilmasi 6nerilmektedir. Giines
koruyucu olarak hem dogal hem de kimyasal filtreler kullanilabilir. Dogal filtrelerin
koruyuculugunun saglik agisindan daha iyi oldugu diisiiniilmektedir. Bu c¢alismada

kullandigimiz Xanthoria parietina ekstrat1 dogal organik filtrelerdendir.

UV i1smlamasimin dogrudan etkisi, DNA UV-B'den fotonlar1 emdiginde olusur. Bu
niikleotidlerin yapisal olarak yeniden diizenlenmesiyle sonucglanir ve bu daha sonra
DNA zincirinde kusurlara yol agar. Siklobiitan pirimidin dimerleri (CPD) ve pirimidin
(6-4) pirimidon (6-4 fotoproducts, 6-4 PPs) UV-B'in neden oldugu DNA hasarinin ana
tiriinleridir. UV-B fotonlarinin dogrudan absorpsiyonu, iki komsu pirimidin bazinin
arasinda dongii ylkiinii indiikler ve bunlar1 degistirir. Bu arada, iki komsu pirimidin
bazinin kovalent bag olusumu fotoiiriin {iretir. Bu ayrica 314 nm'de UV uyarilmasi
tizerine Dewar degerlik izomerine dontisiir. UV kaynaklt DNA lezyonlariin olustugu
yer, tandem pirimidin kalintilarinin (TT, TC, CT ve CC) olustugu yerdir. Bu noktada
hiicreler, daha fazla DNA hasarin1 O6nlemek ve DNA onarim mekanizmasinin
baslamasin1  saglamak icin  hiicre  boliinmesini  derhal  durdurarak  tepki
vermektedir. Disiik tiirlerde, UV kaynakli DNA lezyonlarinin spesifik bir sekilde
cikarilmasiyla DNA'yt onarmak i¢in fotoliyaz enzimi kullanilir. Enzim lezyon
bolgelerinde CPD veya 6-4 PP'leri baglar ve dimerleri hasarsiz bazlara geri
boler. Bununla birlikte, insan ve diger memeli hiicreleri artik bu enzime sahip
degildir. insanlarda UV kaynakli ana DNA hasar tepkisi, niikleotit eksizyon onarimi
(NER) vyoludur. Memeli hiicrelerinde NER olarak islev goren 9 ana protein
vardir. RAD23'ler, RPA, ERCCI1 proteinleri ve digerleri ayrica niikleotid eksizyon
onarimina da katilirlar. Bu proteinlerin eksikligi, DNA hasar1 ve erken cilt yaslanmasi
ile iligkili hastaliklara yol agmaktadir (Panich ve ark. 2015). Yaptigimiz komet testinde
UV nin artan dozlariyla da dogru orantili olarak hiicrelere DNA hasar1 verdigi
goriilmistiir. Fakat UV yle birlikte Xanthoria parietina ekstratiyla muamele edilen

hiicelerde, DNA hasarinin 6nemli derecede azaldigi goriilmiistiir.
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Otlar, ylizyillardir ilag ve kozmetik iiriinlerinde kullanilmistir. Cilt goriiniimiinii
gelistirme ve 1iyilestirmenin yaninda farkli cilt hastaliklarint da tedavi etme
potansiyelleri  bilinmektedir. Ultraviyole (UV) radyasyonu giines yaniklarina,
kinisikliklara, enfeksiyonlara karsi daha diisiik bagisiklik, erken yaslanma ve kansere
neden olabileceginden, UV radyasyonundan korunma ve yan etkilerinden korunma igin
stirekli ihtiyag vardir. Bitkisel preparatlar ve otlar, basta antioksidan aktivitelerinden
dolay1 yiiksek bir potansiyele sahiptir. Vitaminler, fenolik asitler ve flavonoidler gibi
antioksidanlar, ¢ok sayida negatif cilt degisiminin ana nedeni olan serbest radikal tiirlere
kars1 miicadelede ana rolii oynamaktadir. Her ne kadar izole edilmis bitki bilesikleri,
cildin korunmasinda yiiksek bir potansiyele sahip olsada, biitlin bitki 6zleri, kompleks
kompozisyonlari nedeniyle daha iyi bir potansiyel gostermistir. Birgok calisma yesil ve
siyah caym (polifenoller) UV isinlarina maruz kalmanin ardindan olumsuz cilt
reaksiyonlarin1 giderdigini gostermistir. Aloe vera'dan gelen jelin cildi canlandirdig1 ve
yeni hiicre biliylimesine yardimeti oldugu diisiiniilmektedir. Bir
calismada spektrofotometre testi, konsantre bir Krameria triandra oziitii olarak, tipik
olarak oktil metoksisinamat tarafindan absorbe edilen UV radyasyon miktarinin % 25
ila% 30'unu emdigini gosterir. Susam yag1 UV ismlarinin% 30'una dayanirken,
hindistancevizi, yerfistigi, zeytin ve pamuk tohumu yaglar yaklasik% 20'sini bloke
eder. Naftokinon ve keratinden olusan bir "sklerojuglonik" bilesik, UV korumasi
saglayan reaksiyon triiniidiir. Bitkisel ektraklarin ila¢ veya giizellestirmede geleneksel
kullanimi, arastirmalar ve kozmetikte yeni trendler olusturmak igin temel

olusturur (Kora¢ ve Khambholja 2011).

Calismada buldugumuz anlamli sonuglardan biri Xanthoria parietina ekstratt UV’yle
birlikte hiicrelere muamele edildiginde DNA hasar oranmi kuyruk uzunlugu bazinda

diisiirdiigli gézlemlenmistir.

Sonug olarak calismada kullandigimiz dogal UV filtresi olabilecegini diisiindiiglimiiz
Xanthoria parietina ekstratinin UV kaynakli genotoksik etkiyi olumsuz yonde
etkilemedigi gozlemlenmistir. Yapilan ROS deneyinin sonuglarina bakilarak bunun
sebebinin Xantoria parietina ekstratinin antioksidan 6zelliginin sonucu oldugunu
distinmekteyiz. Bu ekstratin glines koruyucu kremlerde kullanilabilecegini
diistinmekteyiz. Ancak tiim bu verilerin saglam temellere oturtulabilmesi i¢in daha

ayrintili ¢aligsmalara ihtiya¢ duyuldugunu diisiinmekteyiz.
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Ayrica bu calismada kullandigimiz UV filtresi ile in vivo hayvan modelleri lizerinde
sitotoksisite ve genotoksisite caligsmalar1 ile bu etkilerini aydinlatacak mekanizma

belirleme ¢alismalarinin da gerceklestirilmesi uygun olacaktir.
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