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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

IN VITRO SARTLARDA KADMiIYUMUN OLUSTURDUGU GENETIK VE
OKSIDATIF HASARA KARSI DERMATOCARPON INTESTINIFORME
(LIKEN) EKSTRELERININ ETKIiSI

Adem GUNER

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitistu

Biyoloji Anabilim Dal1
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Hasan TURKEZ

Kadmiyum (Cd) bir¢ok organda ciddi hasarlara yol acan ve dnemli metabolik siiregleri
etkileyen tehlikeli agir metallerden biridir. Cd’nin DNA hasarlarin1 ve reaktif oksijen
tiirlerinin olusumunu (ROS) tesvik ettigi iyi bilinmektedir. Cesitli antioksidanlarin (C
vitamini, E vitamini ve N-asetil-L-sistein vb) Cd toksisitesine kars1 koruyucu oldugu
gozlenmistir. Diger taraftan, likenlerin basta antimikrobiyal ve antioksidant 6zellikleri
olmak iizere farkli biyolojik aktiviteleri uzun zamandan beri popiiler arastirma konular1
arasinda yer almaktadir. Mevcut ¢alismada, insan tam kan kiiltiirlerinde genotoksik ve
oksidatif hasarlara yol acan kadmiyum klorit (CdCl)’e (30 ppm) karsi es zamanli
olarak uygulanan D.intestiniforme liken ekstrelerinin (25 ve 50 ppm) koruyucu role
sahip olup olmadig1 arastirildi. Oksidatif etkileri belirlemek i¢in biyokimyasal
parametreler (Toplam antioksidan kapasite [TAK] ve Toplam oksidatif durum [TOD])
degerlendirilirdi. Ayrica, genotoksik etkilerin degerlendirilmesi i¢in Mikrogekirdek
(MC) testi kullanilmistir. Ilaveten sitotoksite tayini, ¢ekirdek boliinme indeksi (CBI)
kullanilarak yapilmistir. Cd’nin eritrositlerde sebep oldugu oksidatif hasarlar liken
ekstrelerinin varliginda azaltilabildi. Benzer sekilde, CdCl, ve liken ekstreleri ile es
zamanl olarak muamele edilen kiiltiirlerde gézlenen MC sikliginin, tek basina CdCl,
eklenen gruplara oranla azaldigi tespit edildi (P<0.05). Bulgularimiz, D.
intestiniforme nin antioksidan ve/veya detoksifiye 6zelligine bagli olarak Cd tarafindan
olusturulan genetik ve oksidatif hasar1 azaltabildigini ilk kez ortaya koydu.

2011, 50 sayfa

Anahtar Kelimeler: Dermatocarpon intestiniforme, oksidatif stres, kadmiyum,

periferik insan kan kiiltiirti, genotoksisite



ABSTRACT

MS Thesis

THE IN VITRO EFFECTS OF DERMOTOCARPON INTESTINIFORME (A
LICHEN) EXTRACTS AGAINST CADMIUM INDUCED GENETIC AND
OXIDATIVE DAMAGE

Adem GUNER

Atatlirk University
Gradute School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Hasan TURKEZ

Cadmium (Cd) is one of the most harmful heavy metals and influences important
metabolic processes causing serious damages in many organs. It is well known that Cd
could provoke generation of reactive oxygen species (ROS) and DNA damage. Some
antioxidants (such as vitamin C, vitamin E and N-acetyl-L-cysteine) have been used as
protectors against cadmium-induced toxicity. On the other hand, lichens have long been
investigated for biological activities; mainly antimicrobial and antioxidant activities. In
this study, we aimed to determine whether D. intestiniforme extracts (25 and 50 ppm)
conferred a protection against cadmium chloride (CdCl,) (30 ppm) induced genetic and
oxidative damage in human whole blood cultures. Biochemical parameters (total
antioxidant capacity [TAC] and total oxidative status [TOS]) were examined to
determine oxidative effects. The micronucleus (MN) test was used for analysing
genotoxic influences. In addition nucleer division indeks (NDI) was used to determine
cytotoxicty. Oxidative damage by CdCl, in erythrocytes decreased with application of
lichen extracts. Similarly, the positive effect of lichen extracts in decreasing the
incidence of MN in comparison with an unprotected level was attained when cultures
were treated simultaneously with CdCl, and the extracts (P<0.05). The findings of this
study firstly revealed that D. intestiniforme modulated Cd-induced genetic and oxidative
damage in human blood cultures due to its antioxidant and/or detoxifying nature.

2011, 50 papes

Keywords: Dermatocarpon intestiniforme, oxidative stress, cadmium, peripheral

human blood culture, genotoxicity
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1.GiRiS

1.1. Metaller

Metal kelimesi genel olarak, elektrik ve 1s1y1 iletme 6zelligine sahip maddelere verilen
isimdir. Glinliik yasantimizda siirekli etkilesimde oldugumuz yaklasik 35 metal vardir
ve bunlarin 23 tanesi (mangan, civa, nikel, platin, giimiis, telliir, talyum, kalay,
kadmiyum, vanadyum ve ¢inko) agir metal veya agir elementler diye adlandirilir

(Sienko 1983; Glanze 1996).

Periyodik tablodaki 105 elementin yaklagik 80’ini metaller olusturur ve bunlarin 30
kadarmnm insanlarda toksisite olusturdugu bilinmektedir. Ozellikle mesleki ve gevresel
maruziyet sebebiyle kadmiyum (Cd), aliminyum (Al), kursun (Pb), civa (Hg), ve
manganez (Mn)’in biyolojik sistemler iizerinde ciddi saglik sorunlarina yol agtigi
gozlenmistir. Metallerin diger toksik maddelerden ayrilan en 6nemli 6zellikleri, insanlar
tarafindan hem olusturulamamasi1 hem de yok edilememesidir (Mason 1991; Dudal

2006).

Paracelsus dogada bulunan tiim maddelerin ayn1 zamanda toksik 6zelligi olan bir zehir
oldugunu ayrica, maddelerin toksik 6zelligi ile tedavi edici 6zelligi arasindaki farki
insan viicudundaki miktarmin belirledigini ifade etmistir (Selinus vd 2005). Toksisite
olusumunda; doz, maruziyet yolu, maruziyet siiresi ve maruziyet siklig1 6nemli oldugu
kadar, maruz kalmman maddenin kimyasal sekli, diger kimyasallarla etkilesimi gibi
etkenler ile yasam bi¢cimi, bagisiklik sistemi ve tiire ait Ozellikler de toksisiteyi
degistirebilir (Goyer and Clarkson 2001). Metaller doza bagl olarak cesitli organ
sistemlerini etkilemektedir. Bu nedenle metal zehirlenmelerinde “hedef veya kritik
organ”, o metale en duyarli olan etki yeri i¢in kullanilmaktadir. Ornegin Cd’a en duyarli
organ, bobrekler olmakla beraber karaciger, akciger ve diger organlarda da toksik
etkileri goriiliir (Dudal 2006). Metallerin kimyasal formunun da, hedef organ se¢ciminde

onemli bir roliiniin oldugu gozlenmistir. Kisa ve uzun siireli maruziyette metallerin



doku ve organlar iizerinde farkli etki gosterdikleri rapor edilmektedir. Akut maruziyette
merkezi sinir sistemi, akciger, bobrek ve karacigerde ciddi hasar olusumu gézlenmistir.
Kronik maruziyette ise; Alzheimer hastaligi, Parkinson hastalig1 ve kas distrofisi gibi
ciddi patolojiler gozlenirken, ilerleyen siirecte kanser olusturma riskinin de arttig1 tespit

edilmistir (Birmingham and Key 1963; Lagrega 2004; Lizon et al. 2004).

Metallerin toksisite ve karsinojenite mekanizmasinin bir pargasi olarak; oksijen ve azot
radikallerini iireterek ya da tiyol ve azot grubu tasiyan molekiillerle veya iz elementlerle
etkileserek antioksidan sistemlerin etkinliklerini azalttig1 rapor edilmistir. Sonug¢ olarak
hiicre icinde DNA hasari, lipit peroksidasyonu ve proteinlerde degisiklikler olusturarak

hiicrelerin fonksiyonlarini bozduklar1 tespit edilmistir (Leonard et al. 2004).

1.1.1. Agir metaller

Agir metaller, canli biinyesine girdigi zaman toksik etki olusturan, periyodik cetvelin,
liclincii ya da daha yiiksek periyodunda bulunan (yogunlugu 5 g/cm’’den biiyiik olan)
hem iz veya eser elementler i¢in hem de metaller i¢cin kullanilan terimdir. Fiziksel

acidan sivi, kat1 ve gaz halde bulunabilirler (Giindiiz vd 1998; Nies 1999).

Agir metaller; altin islemede, boya pigmentlerinin yapiminda, ¢dmlek sirlamalarinda,
miirekkep, sa¢ boyasi, plastiklerin, pestisitlerin ve ilaglarin yapiminda, pil, alagimlar,
benzeri ve metal parcalar, tekstil boyalari, celik elektrolizle olarak da endiistriyel
uygulamalarda ve parenteral beslenme karigimlarinda, krom ile dozaj radyolojik
islemler sirasinda galyumun direkt enjeksiyonu ve x-ray cihazi gibi tibbi uygulamalarda
kullanilir. Agir metaller cevreye; Uretildigi, kullanildigi ve son olarak da atildigi
yerlerden giris yaparlar. Kiiclik miktarlarda, bazi agir metaller (Mn, demir (Fe), bakir
(Cu) ve c¢inko (Zn) gibi) yasam i¢in gerekli iken, Cd, nikel (N1), civa (Hg) ve kursun
(Pb) gibi metallerin yasam icin gerekli olmadig: bilinmektedir (Heinmann 1980; Wayne
and Ming-Ho 1999). Eser miktarlarda bile toksik olan bu elementler, su ve toprak
ortaminda diisiik derisimlerde bile canli organizmalara zarar verebildigi ve hatta

Oliimlere neden oldugu bildirilmistir (Sharma and Forster 1994; Aksoy et al. 1999).



Agir metallerin ¢evreye yayilimlari ele alindiginda, jeolojik ve biyolojik ¢evirimlerle
metallerin emisyona ugradigi yerlerden daha da uzaklarda biriktigi gozlenmistir
(Karakas 2000). Bu ¢evirimlerden ziyade insan aktivitelerinin, bu zehirlerin ¢evreye
yayiliminda 6zellikle de endiistriyel alanlardaki ¢imento, demir-gelik, termik santraller,
cam, ¢Oop ve atikk camur yakma tesislerin artigina paralel pek ¢ok agwr metalin
cevremizde konsantrasyonlarinin artiginda daha etkili oldugu tespit edilmistir (Vahter et
al. 2002). Agr metallerin yol actig1 zararlar oncelikle meslek hastaliklar1 sorunlari
olarak diisiiniilmiis daha sonra toprak ve su kaynaklarinin kirliliginin artmasiyla toksik

etkileri daha yaygin olarak ele alinmaya baglamistir (Rether 2002).

Cizelge 1.1. Cesitli Endiistri Uygulamalarindan Kaynaklanan Atik Metal Tiirleri
(Kahvecioglu vd 2009)

Endiistri Agir Metal Tiirleri
Kolu

cd Cr Cu Hg Pb Ni sn Zn
Kapt _ + + + 4 n _ _
Endiistrisi
Petrokimya + + _ + + _ + +
Klor- Alkali + + _ + + _ + +
Uretimi
Giibre + + + + + + = +
Sanayi
Demir-gelik + + + + + + + +
Sanayi
Termik b 1 + + + + + +
Santraller

Agir metal kontaminasyonu ¢evremizde ¢ok genis bir alanda etkili olmaktadir (Nriagu
1990). Bunlar sedimentte, temiz su kaynaklarinda ve deniz suyunda o6zellikle de
toprakta (kati atiklarla, kirli sularla veya fosfath giibrelerle) birikerek ortam sartlarina
bagl olarak fauna ve flora biinyesine gegerek besin zincirini etkilemektedirler (Tiirkez

2004; Demirezen ve Aksoy 2005).



Dogal ¢evrimler sonucu yillik ortalama 7.600 ton kadmiyum, 18.800 ton arsenik, 3.600
ton civa, 332.000 ton kursunun atmosfere karigtigi bilinmektedir. Agir metallerin

topraklarda sinir degerlerine ait degerler Cizelge 1.2°de gosterilmistir (Tiirkez 2004).

Cizelge 1.2. Agir Metallerin Topraktaki Degerleri

Agir Metal Toprakta Sinir Degeri

(Kuru toprakta mg/kg)

Kursun (Pb) 100
Kadmiyum (Cd) 3

Krom (Cr) 100
Bakir (Cu) 100
Nikel (Ni) 50
Ciwva (Hg) 2

Cinko (Zn) 300

Agir metaller, insanlarin tarim, ilag, sanayi, endiistri atiklariyla temasi sirasinda
yiyecek, su, hava gibi yollarla a1z veya deri yoluyla insan viicuduna girmesi ve viicut
tarafindan atilamamasit durumunda yumusak dokularda birikerek toksik etkiler
olusturur. Agir metaller canli biinyelerde sadece konsantrasyonlarma bagli olarak etki
gostermezler, ayn1 zamanda etki canli tlirline ve metal iyonunun yapismma baghdir
(Bigersson et al. 1988). Agwr metal toksisitesinde rol oynayan faktorler asagidaki
tabloda (Cizelge 1.3) gosterilmistir.

Cizelge 1.3. Agir Metal Toksisitesinin Ortaya Cikmasinda Rol Oynayan Faktorler
(Tiirkez 2004)

Element Atom capi, Degerlilik, Mobilite
Kimyasal form Organik, Inorganik

Bilesik tiirti Oksit, Tuzlar

Fiziksel form Tanecik buiytikliigii, Coziintirlik
Konsantrasyon Yiiksek, Diisiik

Siire Akut, Kronik, Degisken
Interaksiyonlar Diger metal ve bilesiklerle

Giris yolu Agiz, Deri, Solunum

Cografik sartlar Riizgar, Su, Tasima, Kaynaga uzaklik

Besin zinciri Bitkisel kullanim, Tarmm, Avcilik




1.1.2. Kadmiyum

Gilinlimiizde endiistride kullanimi gittikce artan Cd, Stromeyer tarafindan 1817 yilinda
Almanya’da kesfedilmistir. Ayn1 zamanda Cd periyodik tabloda 2b grubunda bulunan
orta sertlikte, giimiis beyazi renge sahip olan bir gecis elementidir. Cd dogada genellikle
saf halde bulunmaz. Bunun yerine kadmiyum siilfat veya siilfit, kadmiyum oksit,
kadmiyum klorit seklinde ve genelde ¢inko, bakir ve kursun elementleriyle birlikte ince
partikiiller halinde yer alir. Atmosferde kadmiyum tuzlar1 igerisinde en yogun olarak
kadmiyum oksit bulunur (Liu ef al. 2002; Murugavel ef al. 2007). Cd’nin neden oldugu
cevre kirliligi giiniimiizde insan saglhigini tehdit eden bir unsur olarak goriilmektedir

(Méndez-Armenta and Rios 2007).

1.1.2.a. Kadmiyumun kullanim alanlan

Cd, sanayi ve endiistrinin gelismesiyle giliniimiizde pek cok alanda kullanilmaya
baslanmis ve vazgecilemez bir materyal haline gelmistir. Cd’nin kullanildig1 baslica

alanlar asagida maddeler halinde srralanmistir (Kirkham 2006; Murugavel ef al. 2007);

— Cd ozellikle bircok ortamda (deniz, alkali ortam) korozyonuna karsi dayanikli
olmas1 nedeniyle aliminyum, demir, ¢elik, piring kaplamasinda kullanilmaktadir.

— Niikleer reaktor koruyucu sistemlerinde, seramikgilikte, cam, boya maddesi, giibre
ve plastik tiretimi gibi endistrinin c¢esitli alanlarinda da yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir.

— Saglamlastiric1 6zelliginden dolay1 pencere profilleri gibi plastiklerin tiretiminde Cd
kullanilmaktadir. Fakat plastiklerde kadmiyum kullanimi, ¢evresel nedenlerden dolay1
Isveg’te yasaklanmus, Isvigre’de smirlandirilmistir.

— Metal alasimi hazirlanmasinda koruyucu olarak kullanilmaktadir. Cam endiistrisi ve
seramik yapimlarinda, c¢inko, bakir ve kursun cevherlerinin arindirilmasinda,
elektrolizle kaplama ve galvanizleme islemlerinde paslanmay:r Onleyici, lastik

tamiratinda ve fotograf¢ilikta da kullanilmaktadir.



— Cd bunlardan bagka stabilizator olarak plastik ve sentetik elyaf sanayinde,
televizyon tiipleri ve floresan lamba yapiminda da kullanilmaktadir.

— En 6nemli kullanim alanlarindan biriside Ni-Cd, Ag-Cd, Hg-Cd pilleridir. Normal
Ni-Cd pilleri giinliik hayatta kullanilan elektronik cihazlarda, biiyiik kapasiteli olanlar1

ise ucak ve gemilerde genis bir tiiketim alan1 bulmustur.

1.1.2.b. Kadmiyum toksistesi

Kanser olusturma etkinliklerine gore kimyasal maddeler, International Agency for
Research on Cancer (IARC) tarafindan siniflandirilmis ve Cd akciger kanseriyle olan
iligkisinden dolay1r 1.grup karsinojenler arasinda gosterilmistir. Cd, giiclii toksik
etkilerinden dolay1 giiniimiizde “modern toksik metal” olarak da adlandirilmaktadir. Bu
toksik etkinin temel nedeni ise, Cd’nin enzim ve diger proteinlerin thiol (-SH) gruplar1
icin asir1 ilgi gostermesi ve aktivitelerini engellemis olmasidir (Mengel and Kirkby

1979; Liu et al. 2002).

Cd maruziyeti, daha ¢ok oral yolla veya solunum yoluyla gerceklesmektedir. Deri
yoluyla maruziyetin toksisiteye yol acacak diizeyde olmadigi rapor edilmistir (Lauwerys
1986). Cd solunum yoluyla %15-50 oraninda emilirken, bu oran sindirim yoluyla %2-
7’e kadar diismektedir. Hedef organlar ise karaciger, plasenta, bobrek, beyin ve
kemiklerdir. Cd bircok metale kiyasla %20’lik gibi yiiksek bir oranla viicutta absorbe
edilemiyor olsa bile kisa siireli olarak 0,05 mg/kg Cd alinimi mide rahatsizliklarina
neden olurken, 14 giinden daha uzun siireli maruziyette (0,005 mg/kg/giin) bobrek ve

kemiklerde onemli problemlere neden olmaktadir (Kahvecioglu vd 1999).

Karaciger ve kandan siiziilen Cd’nin % 70’1 bobreklerin proksimal tiibiilleri tarafindan
almir ve bunlarm hasar gormesiyle kandan asitleri uzaklastrma fonksiyonlar1 yok
edilmis olur. Bobrek korteksinde Cd birikimi sonucunda ilk olarak Na'™ glikoz ve Na'
aminoasit tastyici proteinleri baskilanirken, ikincil olarak bazolateral Na K ATPaz
aktivitesini azaltarak, glikoz ve aminoasitlerin proksimal tiibiil hiicrelerinin luminal

tarafindan geri emilimini azaltir. Geri doniisiimsiiz olarak fosfat seviyelerinde diismeye



yol acar (hypophosphatemia). Bu fonksiyon bozuklugu, kanda yiiksek asit birikimi
sonucu eklemlerde iirik asit kritalleri birikir ve eklem iltihaplanmalarinin bir sekli olan
gut hastaligina sebep olurlar. Bir diger etki ise kanda klorid seviyeleri diismesiyle
(hyperchloremia) bobreklerde %30 oraninda bir kii¢iilmenin olmasidir (Tsuruoka et al.

2000; Goktas 2007).

Cd toksisitesinde karaciger ve parankimasi hedef organdir. Bunun nedeni tiyol
gruplarinca zengin ve diisiik molekiil agirlikli metal baglama 6zelligine sahip olan
metallotionein (MT) proteinlerinin karacigerde sentezlenmesidir. Cd maruziyetinde
hepatositlerde reaktif oksijen tiirlerinin ve serbest radikallerin meydana gelmesi i¢in
bircok mekanizma rol oynar. Cd, katalaz (CAT) ile siiperoksit dismutaz (SOD)
aktivitesini bozarak antioksidan savunma sistemine zarar verir ya da hiicresel glutatyon
(GSH) diizeyini azaltir. Cd aktif metallerle (Fe ve Cu) yer degistirerek, reaktif oksijen
tiirlerinin iiretimi ile bunlarin serbest hale gelmesini saglar veya mangan- SOD ve
CAT’1 kodlayan genlerin ekspresyonunu da baskilarlar. Ayrica Cd, ksantinoksidazin
(oksijenin rediiksiyonu ve siiperoksit radikalinin olusumu) aktivasyonundan sorumlu
solunum zinciri bilesenlerini ve mitokondri membran igerigini degistirerek oksidatif
hasara neden olur (Coyle et al. 2000; Brzoska and Moniuszko-Jakoniuk 2001; Liu et al.
2002; Goktas 2007).

Cd’nin, beyin hiicrelerinde de reaktif oksijen tiirlerine asir1 ilgi gosterdigi rapor
edilmistir. Fakat Cd, kan-beyin bariyerinin koruyucu oOzelligi nedeniyle beyin
parankimasina kolaylikla gecemez. Serbest reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi, Fas
reseptorlerinin ekspresyonunu arttirarak membran lipitlerin yikimmna yol acar ve
bariyerin gecirgenligini arttirir. Mitokondri kardiyolipinin hasar1 sonucunda sitokrom C
hiicre i¢ine girer ve hiicreyi apoptozise ve nekrozise gotiiren mekanizmalarm aktive
edilmesini saglar. Beyinin parietal korteks, striatum ve serebellum gibi bdlgelerinde

lipid peroksidasyonuna neden oldugu da goézlenmistir (Shukla et al. 1996).

Kronik Cd zehirlenmeleri genel olarak diisik dozda ve uzun siire Cd toz ya da

buharlarinin solunmasi ya da kontamine yiyecek ve iceceklerin alinmasiyla meydana



gelir ve en 6nemli etkisi 6zellikle akciger ve prostat kanseridir (Kahvecioglu vd 1999).
Cd ile kronik zehirlenmelerde bobrek hasari ortaya cikar ve idrarda diisitk molekiillii
protein goriiliir. Organizmaya asir1 dozda Cd girisi (60-480 mg/g) bobrekler iizerinde
tahrip edici etkinin ortaya ¢ikmasina yol agar ve bu etki kuslarda dahil olmak {izere tiim
canlilarda goriliir. 1946 yilinda Japonya’da Jintu nehri civarinda ve Japonca’da aci
anlamma gelen “Jtai Itai” olarak adlandirilan bir hastalik kronik Cd maruziyeti sonucu
osteomalazi ve osteoporozis gibi kemiklerde olagandis1 degisiklikler ile renal fonksiyon

bozukluklarinin birlikte seyrettigi klinik bir vakaya yol agmistir (Kobayashi et al. 2002).

Cd’nin  karsinojenik mekanizmas1 tam aciklanamamis olmakla birlikte bu
mekanizmanin  dogrudan yada dolayli olarak DNA ile baglantii oldugu
diistiniilmektedir. Dogrudan iliskide Cd DNA ile kovalent baglanmis iken, dolayli
iligkide Cd, siilfidril gruplarma ve DNA bazlarina baglanir. DNA-protein ve DNA-
amino asit ¢apraz bagi deformasyonu ile DNA’da oksidatif hasar, hiicresel oksidanlar

serbest radikallerde artiglara neden olmaktadir (Rojas ef al. 1999; Kasprzak 2002).

Cd dolayli olarak antioksidan diizeyini azaltmakta ve intraselliiler hidrojen peroksit
artisgina sebep olmaktadir. Hidrojen peroksit artisi Fe ve Cu araciligiyla redoks
reaksiyonlarin1 kataliz etmekte, olusan serbest radikaller DNA ile ¢apraz baglar
yapmakta ve lipid peroksidasyonunu tetiklemektedir. Cd’nin serbest radikal iirettigi
gozlenmemis olup, ancak uygulamadan hemen sonra dokularda lipid peroksidasyonu

artig1 gézlenmistir (Aksoy 1999).

Cd, genel olarak proto-onkogenler olarak bilinen AP-1 ailesinden; c-myc, c-fos ve c-
jun, cabuk uyar1 genleri ile MT’yi uyararak, GSH ve 1s1 sok proteinlerini kodlayan stres
yanit genlerinin ekspresyonunu artirir. E-cadherin ve VE-cadherin’ler gibi timor
baskilayan proteinlerin hiicre-hiicre adezyonundaki fonksiyonlarini bozar. Kaspazlari
aktive ederek ya da bagka bir mekanizmayla mitokondriye bagh yollar1 kullanarak
apoptozisi indiikler ve p53 genini inaktive eder. Sonugta DNA zincirinde kirilmaya

neden olur ve DNA sentezini baskilar. Hiicre i¢inde serbest radikallerin iiretimini



artrrarak ve hiicresel antioksidan sistemleri etkileyerek kansere yol agmaktadir (Waalkes

2000; Waisberg ef al. 2003; Il'yasova and Schwartz 2005).

Uzun siireli mesleki maruziyette Cd karsinojenitesi, akciger ve prostat kanserlerine,
testis 1le hematopoietik sistem tiimorlerine ve leydig hiicre adenomlarina neden olurken,
memeli hiicrelerinde sitotoksisiteye, Cd-DNA baglanma araciligi ile siilfidril ihtiva eden
proteinlerin inhibisyonu ile reaktif oksijen ¢esitlerinin indiiklenmesine, kromozomal

anomaliye ve mutajeniteye yol a¢tig1 gozlenmistir (Waalkes et al. 1988).

Salmonella ve E. coli’de yapilan Onceki calismalarda Cd’nin kanserojenik etkili
olmadigmin diistiniilmesine ragmen, sonraki hiicre c¢alismalart Cd’nin biyolojik
yariomri yaklasik 10-30 yil arasi oldugu i¢in, maruziyet bitse de karsinojenik etki
gostererek, mutasyonu tetikledigi, DNA zincirlerini kirdig1 ve kromozomal defektlere
neden oldugu gosterilmistir. Ayrica Cd, hasar géren genlerin tamir mekanizmalarini da

inhibe ederek genotoksik etkiyi arttirmaktadir (Misra et al. 1998; Cooke et al. 2006).

1.2. Oksidatif Stres

Serbest radikaller, ilk defa 1900 yilinda Gomberg tarafindan kesfedilmis olup, dis
orbitallerinde bir veya daha fazla eslenmemis elektrona sahip, hiicre
metabolizmasindaki tepkimeler esnasinda ortaya c¢ikan ve diger biyolojik materyaller ile
tepkimeye girme egilimi olan oldukca etkin atom veya molekiiller olarak tanimlanmistir
(Gilbert and Colton 2002; Von Sonntag 2006). Serbest radikal tepkimelerinde, insan
viicudundaki tiim hiicrelere kolaylikla girebilen ve radikal yapisiyla en ¢ok kullanilma
ozelligine sahip olan O,, H>O,, OH ve gecis metal iyonlar1 ile LPO (lipit peroksit)
iizerine etki olusturup, SOR (serbest oksijen radikaleri) biyokimyasinda O6nemli rol
oynarlar (Burdon 1994; Valko et al. 2006). Canlilarda H,O, ve O;’lerin toksik etki
olusturmasi, OH iyonu ve katalizor varliginda veya katalizor olmadan reaktif radikal
metal komplekslerine doniiserek toksik etkilere yol acarlar (Valko et al. 2006; Karihtala
and Soini 2007).
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Serbest radikaller fizyolojik sartlarda hiicrenin sinyal iletiminde, mitokondrial
respirasyonda, bakteri fagositozunda, karacigerde detoksifikasyonda ve nétrofiller de
zararli patojenleri yok etmede rol oynamaktadirlar. Bunun yani sira seker hastaligi ve
kanser gelisimi, ateroskleroz, norodejeneratif hastaliklar, hipoksi, travma, inflamasyon,
iskemi ve intoksikasyon gibi fizyolojik olmayan sartlarda da meydana gelmektedir.
Boylece bu radikallerin hem zararli hemde yararli 6zellikleri oldugu diisiiniilmektedir
(Freeman and Crapo 1982; Von Sonntag 2006). Viicut antioksidan savunma sistemi ile
SOR arasindaki dengeden dolayi, SOR iiretiminin artmasi veya antioksidan savunmanin
azalmas1 durumunda biyomolekiillerin yapisal ve fonksiyonel yapilarinda degisikliklere
yol agar ve oksidatif stres olusur. Dokuda oksidatif hasar olusumu ile radikal
metabolitlerinin artmasi ve bunlarin olusturdugu LPO ile protein ve DNA oksidasyonu
sonucu olarak hiicre membraninda kontrol kaybolur, ge¢irgenlik artar ve hiicresel 6lim
gelisir (Freeman and Crapo 1982; Halliwell 1989; Thomas 1995). Serbest radikalerin

eksojen ve endojen kaynaklar1 Sekil 1.1°de gosterilmistir.

Hiicresel Metabolizma
Elektron Tasima Zinciri

Yaralanma
Iskemi @ l
\ Serbest ) Enflamatuvar
~ Cevap
iyonizasyon [— Radikaller \ I
Radyasyon :
T I Ilaclar
Hava Kirliligi Sigara ve Alkol
Kullanima

Sekil 1.1. Serbest Radikal Kaynaklar1 (Lachance et al. 2001; Willcox et al. 2004)

Serbest radikallerin hiicreler iizerindeki hasarlari: Lipid molekiiliinde doymamais
coklu yag asitlerinin yan zinciri ya da metilen karbonu iizerinden bir hidrojen atomunun
cikarilmasi ile baslayan kompleks olay lipit peroksidasyonudur. Okside edici radikaller,

hiicre membranlarinin yapisini ve fonksiyonlarin1 biiyiik 6l¢iide bozarak, LPO
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olusumuna yol a¢tig1 bilinir (Karihtala and Soini 2007). LPO bir kez olustuktan sonra
bir sonraki hiicreyi okside eder ve zincirleme tepkimelere yol agarlar (Gilbert and

Colton 2002).

Proteinler ve niikleik asitler iizerinde meydana getirdigi degisikliler: SOR’un
baslica hedefleri; proteinler, DNA polimerazlar ve DNA onarim enzimleri olup bunlari
kolayca hasara ugratabildikleri bilinir. Protein oksidasyonu, proteinlerin OH™ ve diger
radikallerle kovalent yapisinda degisiklige ugramasiyla olusmaktadir (Cooke et al.
2006). Protein oksidasyonuna ¢ok sayida mekanizmanin yol acti§1 gdzlenmistir. SOR
protein i¢i ve proteinler arasi ¢capraz baglar olusturarak oksidasyona neden olmaktadir.
Proteinler ve DNA oksidasyonu, karsinogenezis, norodejeneratif ve kardiyovaskiiler
hastaliklar, yaslanma, iskemi-reperflizyon hasari, Alzheimer hastaligi, Parkinson,
ateroskleroz, karaciger sirozu ve diger patolojik durumlara yol agtigi bilinmektedir
(Kasprzak 2002, Valko et al. 2007). Ayn1 zamanda SOR, proteinlerdeki enzimlerin
etkinliklerini degistirip, hem membran transporter proteinlerini hem de reseptor

etkilesimlerini hasara ugrattig1 bilinmektedir (Karihtala and Soini 2007).

1.3. Genotoksisite

Mutajen ve kanserojen maddeler ¢ok diisiik konsantrasyonlarda etkili olmaktadirlar.
Cogu zaman mevcut kimyasal yontemlerle bu tiir maddelerin tespiti miimkiin olmaz. Bu
nedenle mutajen ve kanserojenlerin canli dokularinda varhigi c¢esitli biyolojik
yontemlerle tayin edilebilmektedir. DNA’daki hasarlar in vivo ve in vitro sartlarda farkl
yontemler kullanilarak tespit edilebilmektedir. Bu yontemlerin baslicalar1 KKD (Kardes
Kromatit Degisimi), KA (Kromozom Aberasyonlar1), MC (Mikrocekirdek) ve diger

(AMES, Tek hiicre jel elektroforezi, FISH) testlerdir.

1.3.1. Kardes-kromatid degisimi testi (KKD)

Kardes kromatid degisimi (KKD), DNA c¢ift zincir kiriklarinin homolog rekombinasyon

yoluyla onarilmasmi gosteren kardes kromatidlerin bir kromozomunun iki kromatidi
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arasinda Ozdes segmentlerin simetrik degisimidir. Bu test ilk olarak amfibilerde
uygulanmis ve 1992°de Afnor tarafindan standart hale getirilmistir (Rooney and

Czepulkowski 1986; Helleday 2003).

DNA hasar tespitinde, KKD’ler dozun siddetine gore genotoksik bilesiklere cevap
vererek hasar1 agikca belirler. KKD tam DNA ¢ift sarmalinin takasini takiben her iki
DNA ipliginin kirilmasini olusturdugundan dolayr KKD, DNA kirilmasmin sitolojik
gostergesidir (Perry and Evans 1975). Mutajen ve kanserojen Ozellikteki kimyasallara
maruz kalan canli hiicrelerinde KKD frekansmnin arttigi ve dolayisiyla tek-gen
mutasyonlarmin artis1 ile KKD frekansi arasinda dogrudan bir iliski oldugu
bildirilmistir. KKD’nin artisiyla in vivo tiimorlerin olusumu arasinda da bir iliskinin

olduguda bildirilmistir (Cheng et al. 1981).

1.3.2. Kromozom aberasyonlar testi (KA)

Bu test genellikle insan periferal lenfositlerinde uygulanmakta olup indiiklenmis
kromozomal aberasyonlar bir kromatitde veya her iki kromatitde goriilmesine bagli
olarak kromatid tip aberasyonlar (asimetrik aberasyonlar) ve kromozom tip

aberasyonlar (simetrik aberasyonlar) olmak iizere iki ana grupta incelenmistir.

1.3.3. Mikrocekirdek testi (MC)

MC, ilk kez Howell tarafindan eritrosit stoplazmasinda goriilmiis olup, telofazda
sathasinda esas niikleusun disinda, ya birka¢ kromozomun ya da kromatidin anafazda
geri kalmasindan dolayr (kalgin kromozom) ya asentrik kromozom ya da kromatid
kiriklarindan olugsmus olan ¢ekirdeklerdir ve kiigiik ¢ekirdekler anlaminda bu yapilara
“niikleer materyal fragmenti” denilmistir (Surrallés et al. 1995). Ayni sekilde 1900’li
yillarin baglarinda Jolly bunlar1 “intraglobiiler korpiiskiiller” olarak tanimlarken bunlara
“Howell-Jolly cisimcikleri” adi verilmistir. Brenneke 1937°de fare ve sican
embriyolarinda, 1951°de Thoday Vicia faba’da MC’leri tespit edip bunlara “fragment
cekirdekler” veya “mikrocekirdek™ adin1 vermislerdir (Kirsch-Volders ef al. 2003).
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Sitologlar tarafindan mikrogekirdegin yapist ve orijini ylizyilin basindan beri
bilinmesine karsin genotoksite potansiyellerinin dl¢iilmesinde kullanimi ¢ok yenidir
(Kirsch-Volders et al. 2003). Insan periferik kan lenfositlerinde kromozom hasarlarmnin
bir gostergesi olarak MC sikligmin kullanilmasi ilk kez 1976 yilinda Courtyman ve
Heddle tarafindan Onerilmistir. Daha sonra bu yontem 1985°te Fenech ve Morley
tarafindan gelistirilmis ve CBMN (Cytokinesis Block Micronucleus) diye
adlandirilmistir (Ilbars 1997). Daha sonra 1980°de MacGregor vd tarafindan bu metod
periferik kandaki eritrositlerde denenmis ve metodun oldukca hassas oldugu rapor

edilmistir (Almassy et al. 1987).

MC’ler hiicrenin mitoz boliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan, esas ¢ekirdege dahil olmayan
tam kromozom veya asentrik kromozom fragmanlarinin indirekt goOstergesi olan
olusumlardir. Insan hiicrelerinde DNA hasarlarinin kromozom seviyesinde giivenilir
olarak degerlendirilmesi ve hayvanlari 6ldiirmeden fazla sayida 6rnek alinmasina
dayandig1 i¢in genetik toksikoloji alaninda ¢ok yogun olarak kullanilmaktadir (Fenech
1993).

MC yonteminin gelistirilmesinde en onemli adim; MC olusumuna izin veren, bir
cekirdek boliinmesini tamamlamis hiicrelerin sayilmasinin esas alinmasidir (Fenech et
al. 1999). Fenech ve Morley 1986’da sitokinezi-blok mikronukleus metodunu
gelistirmistir. Bu metod, kiif mantarlarinin bir metaboliti olan aktin inhibitori
Cythochalasin-B (Cy9 H37NOs, Cyt-B) ile mitoz geciren hiicrelerde sitokinezi durdurma
esasina dayanir (Fenech er al. 1999, Kirsch-Volders vd. 2003) ve standart lenfosit
kiiltlirlerine uygun konsantrasyonda (1-6 pg/ml) Cyt-B metabolitinin ilavesiyle,
karyokinezi tamamlamis, ancak sitokinezi gerceklestirmemis cift ¢ekirdekli hiicreler
olusturulmakta ve MC bulunduran hiicrelerin orani tespit edilebilmektedir. Ikinci
boliinmesini tamamlamig dort c¢ekirdekli hiicrelerde bu sathada goriilmiistiir (Fenech
2000; Kutbay 2001; Demirel ve Zamani 2002). MC teknigine gore hazirlanan
sitogenetik preparatlarin analizinde Heddle ve Countryman (1976) tarafindan rapor
edilmis olan kriterler esas alinmaktadir. Bu kriterler (Fenech 2000; Demirel ve Zamani

2002);



— MC esas ¢ekirdek ile ayn1 yapida olmalidir.

— MC esas ¢ekirdekten 1/3’inden kiigiik olmalidir.

— MC esas c¢ekirdege bagh veya bitisik degil, ayri, yuvarlak veya yaklasik yuvarlak
sekilli olmalidir.

— Niikleer olmayan partikiillerden farkli olarak 1s181 yansitmamalidir.

— Boya alma yogunlugunun esas ¢ekirdek ile ayni olmasi yani MC, feulgen pozitif
veya diger DNA’ya 6zel reaksiyonlarda pozitif reaksiyon gostermelidir.

— MC’ler sitoplazmas1 iy1 gozlenen hiicrelerde sadece sitokinezi bloke edilmis cift

cekirdekli hiicrelerdeki MC’lerin sayilmas1 esaslarmi kapsamaktadir.

MC olusum mekanizmasi ve farkli tiplerde MC olusumlar1 Sekil 1.2°de gosterilmistir.

@ ﬁ
®-E) - (@~
b
Sekil 1.2. MC Olusum Mekanizmasi (a) ve Farkli Tiplerde Mikrogekirdek Olusumlari
(b) (Fenech 2000; Kutbay 2001; Tiirkez 2007).
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Diger genotoksisite testleri: 1970°de Bruce Ames ve arkadaslar1 tarafindan ortaya
konan Ames testi, kanserojenik maddeleri tespit etme konusundaki hassasiyetinin

yiiksek olmasi, ucuz olmasi ve hizli uygulanabilirligi nedeniyle yaygin olarak kullanilan
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bir testtir. Uygulanma sekli, tespit edilmek istenen kimyasal maddenin varliginda veya
yoklugunda, histidine gereksinim duyan mutant bakterili (Salmonella thphimurium
mutant suslar1) ortamda geri mutasyon (revertants) sonucu olusan histidine bagimsiz

bakterilerin ¢ogalmasina dayanir (Eken 2003; Boyacioglu 2004; Tiirkez 2007).

Genetik toksikoloji alaninda, DNA hasarini hem mitoz sathasinda hemde interfaz
safhasinda tespitini miimkiin kilan Floresans in situ hibridizasyon (FISH) teknigi de

yaygin olarak kullanilmaktadir (Maluszynska et al. 2003; Tiirkez 2007).

DNA hasarin1 ve tamirini degerlendirmede uygulanan SCGE (Tek hiicre jel
elektroforezi) veya komet testi olduk¢a hizli ve hassas bir testtir. Bu testin esas1 az
sayida hiicre (<10.000) kullanilarak ¢ok diisiik seviyelerde bile DNA hasarlarinin tespiti
yapilabilmektedir (Tice ef al. 2000; Lee and Steinert 2003; Tiirkez 2007).

1.4. Likenler

Mantarlar ve alglerin bir araya gelerek olusturduklar1 simbiyotik bitki grubuna liken
denir. 20.000’den fazla tiire sahip olan likenlerin iilkemizdeki floras1 tamamlanmamis
olup, su ana kadar ki tiir sayis1 1300 olarak belirlenmistir (Oztiirk ve Aslan 1991; Aslan
2000). Kendine 0zgii iirettikleri maddeler ile {istiin yasam mukaveti gostermeleri ve bu
maddelerin  sitotoksik etkilerinin az olusu nedeniyle likenler gilinlimiizdeki

arastirmalarm odag1 haline gelmistir (Huneck 1999).

Likenler tek baglarina birer organizma yapisinda olmayip mantarlar ve fotosentetik
alglerden meydana gelen simbiyotik birlik oldugundan, sekil ve yasayis bakimindan
kendilerini olusturan alg ve mantarlardan tamamen farkli bir yap1 gostermektedirler.
Renksiz bir mantar hifinden olusan tallusun yapisina katilan fotosentetik canli
(fotobiyont), genellikle yesil alg ya da bir siyanobakteridir; fakat bazi sari-yesil
alglerden ve kahverengi alglerden olustuklarida bilinmektedir. En ¢cok Cyanophyta ve
Chlorophyta'ya ait cinsler ve Xanthophyta ve Phaeophyta'dan bazi alg tiirlerini

icermektedir. Mantarlarda 1ise genellikle Ascomycetes ve nadir olarak da
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Basidiomycetes'e ait cinsler goriilmektedir. Alg bu yapmm i¢inde vejetatif olarak
cogalmaktadir. Mantarlarin meydana getirdigi frukrifikasyonlar serbest yasayan
mantarlarinkinden farkli oldugu gézlenmistir. Liken yapisindaki mantarin cinsine gore

olusturulan frukrifikasyonlar farklilik gostermektedir (Tokat 2004).

Yeni farmakolojik aktif molekiillerin kesfi ve gelistirilmesi sonucunda farmasdétik
endiistrisinde degisimler meydana gelmistir (Behera et al. 2005). Yiiksek bitkiler ile
likenlerin dogal ilaglar olarak antik ¢agdan beri kullanildig1 bilinmektedir. Ozellikle
likenlerin sahip oldugu sekonder metabolitler biyolojik ve farmakolojik alanlarda da
yogun sekilde kullanilmaktadir (Barnes 2000). Likenler yavag biiyiiyen organizmalardir
ve onlarin sekonder metobolitleri aminoasit tiirevlerini, seker alkollerini, mono-siklik
aromatik bilesikleri, alifatik asitleri, depsit, depsidon, dibenzofurans, ksanton, terpen
tiirevlerini ve dibenzofuran tiirevlerinden usnik asit (UA) gibi antibiyotik etkileri
saptanmis maddeleri igcermektedir (Brodo et al. 2001). Likenlerin besin, boya maddesi
ve iyilestirici Ozelliginden dolay1r geleneksel tedavilerde ila¢ olarak kullanildiklar

kaydedilmistir (Perry et al. 1975).

Yeni analitik metodlarn gelistirilmesi (kalin tabaka kromatografisi, UV, manyetik
rezonans spektrometrisi) likenik maddelerin daha fazla izole edilmesine imkan
saglanmis ve yapilar1 hakkinda ilging bulgularin ortaya ¢ikarilmasma yol agmistir. Son
zamanlarda liken fungus ve liken doku kiiltiir metodlarinin gelisimiyle, hizla biiyiiyen
organizmalar i¢inde gen transferi ile sekonder metabolitlerin sentezi timit edilen

gelismelerdir (Huneck 1999).

Likenlerin kullammm alanlari: Likenler dogada pek cok kiiciik hayvandan insanlara
kadar ¢esitli gruplarin gidasimi olusturmaktadir. Amerika’da bazi yerliler, taze liken
yerine avlanan geyiklerin midesindeki kismen sindirilmis likenleri yemeyi tercih
etmislerdir. Bu materyal ile ¢ig balikk yumurtasinin karisimi sevilen bir yemektir ve
“mide dondurmas1” olarak adlandirilmistir. Ayrica likenler mesrubat olarak kullanimin
yani sira, peltesine limon suyu, seker, c¢ikolata ve badem karistirilarak bir cesit

sekerleme dahi yapilmistir. Misirhilar ekmek yapiminda Evernia prunastri’yi daha nadir
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olarak da Pseudevernia furfuracea’y1r kullanmaktadirlar. Manna likeni veya kudret
helvast olarak bilinen Lecanora esculenta’ nin besin degeri oldukga yiiksektir. Bu
likenin Orta Dogu’nun kurak bolgelerinde 6zellikle step ve ¢dllerde, Biiyiik Sahra’da,
Arabistan’da, Kirim’dan Tiirkmenistan’a kadar yayildigi bilinir (Karamanoglu 1971;

Zeybek 1982; Tutel 1986; Brodo et al. 2001).

Likenlerin tibbi kullanimlar1 ¢ok eski zamanlardan beri bilinmekte olup, likenin
morfolojik yapisina uygun tedavi yontemleri gelistirilmistir. Ornegin uzun ipliksi bir
yapida olan Usnea barbata ve diger Usnea tirleri sa¢ dokiilmesi ve sa¢ ¢ikmasinda,
retikulat bir tallusa sahip Lobaria pulmonaria akciger ve verem hastaligi tedavisinde
kullanilmistir. Benzer sekilde sari-turuncu renkli bir liken olan Xanthoria parietina
sarilik hastaliginin tedavisinde, Kafatasi likeni olarak bilinen Parmelia saxatilis veya
diger bazi tiirlerin epilepsi (sara) hastalimnin tedavisi, tallusunda kiigiik sigillere
benzeyen tiiberkiiller olan Peltigera apthosa pamukguk hastaligima yakalanmis
cocuklarin tedavisinde kullanilmistir (Karamanoglu 1971; Galun 1988; Karakus vd
2009).

Likenlerin cesitli biyolojik aktivitelere sahip olduguna dair ¢ok sayida caligmalar
yapilmistir. Bu calismalar ¢ogunlukla likenlerin antitiimoral ve antienflamatuvar, bir
bolimii de antiiilserojenik etkilere sahip olduklarimi gostermistir. Pek cok kaynakta
likenlerin soguk algmliklari, kuduz hastaligi, bagirsak kurtlarmin diisiiriilmesi, alerji,
atesli hastaliklar, sarilik, cilt hastaliklari, humma nobetleri, bogmaca, oOksiiriik ve
solunum yolu hastaliklar1 ve kemik kiriklarinin tedavisinde kullanildig: tespit edilmistir.
Ayn1 zamanda, balgam soktiiriicii ve laksatif amagl kullanimlarinin yanmi swra damar
biiziicii olarak kan akisinin engellenmesinde, saclarin dokiilmesinin engellenmesinde ve
saclarin giirlestirilmesinde de kullanildiklar1 kaydedilmistir (Smith 1975; Galun 1988).
Bazi liken tiirleri (Cladonia, Cetraria ve Pertusaria cinsleri) aci tatlarindan dolay1
humma nébetlerinde kullanilmistir. Usnea cinsine ait tlirler ve Pseudevernia furfuracea
kanamalarda doku ve damarlar1 biizen ilag olarak kullanilirken, Cladonia pyxidata

ozellikle bogmaca oksiiriigiine karst kullanilmistir (Oztiirk 1995).
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Likenler ila¢ olarak, laksatif, ekspektoran veya tonik seklinde, dahili ve harici macun
veya lapa seklinde, yada dekoksiyon (kaynatma) veya infiizyon (demleme) seklinde
uygulanmaktadir. Bazi likenik bilesiklerin (polisakkaritler, glukanlar ve glikoproteinler)
anti-timor aktivitesine sahip oldugu rapor edilmistir (Zeybek 1982; Tutel 1986; Tokat
2004). Likenlerin tallus rengi (Xanthoria, sar1 boya elde edilmesinde) boya
iretilmesinde kullanilir. Bu boyalarin alindigi likenler antimikrobiyal 6zellige sahip
oldugundan 6zel giysiler ve pek cok tekstil tiriinlerinde kullanilir (Karamanoglu 1971).
Centraria islandica ve Lobaria pulmonaria gibi liken tiireler dericilik sanayinde
kullanilmaktadir (Tutel 1986; Aslan vd 1998). Ayni zamanda parfiimeri ve kozmetik
alanindada likenler (Evernia prunastri, Pseudevernia furfuracea, Lobaria pulmonaria)

hos kokulu maddelerin yapiminda kullanilmaktadir (Tokat 2004).

Likenler bir bolgedeki kirlilik ve metal miktarinin belirlenmesi amaci ile hava
kirliliginin indikatorii olarakta 6nemli rol oynar. Mezar taslarinin yasi, anitlarin yasi, en
son heyelan ve deprem tarihlerinin belirlenmesinde de likenler kullanilmaktadir (Herzig

and Urech 1987; Richardson and David 1988).

Yukaridaki literatiir bilgileri dogrultusunda asagidaki sonuclara ulasilabilir;

— Agrr metaller cevrede gittikge artan konsantrasyonlar1 ile canlilar iizerinde
potansiyel tehdit unsurlar1 haline gelmistir.

— Cd ozellikle son yillarda ¢ok sayida endiistri alaninda kullanimaktadir. Cd’li atiklar
cevre saghigini ciddi bigimde etkilemektedir.

— Cd giiclii bir prooksidan ve mutajenik etkili agir bir metaldir.

— Giinimiizde dogal veya insan yapimi mutajenlere karsi koruyucularin kesfedilmesi
en popiiler arastirma konular1 arasinda yer almaktadir.

— Analitik tekniklerdeki hizli ilerleme likenlerin biyolojik aktivitelere sahip ilging
bilesenleri oldugunu ortaya ¢ikarmistir.

— Likenler yapisindaki bilesenlerin tiirii ve miktarma gore antioksidan veya

antigenotoksik etki potansiyeline sahiptir.



19

Bu nedenle mevcut calisma da boélgemizde genis yayilis gosteren Dermatocarpon
intestiniforme likenin in vitro Cd toksisitesine kars1t potansiyel koruyuculugu

arastirilmstir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Osawa et al. 1991, yiriittiikleri bu calismada Hypogymnia enteromorpha (Ach.) Nyl.
likeninin ana bilesenlerinden biri olan physodik asitin, Sa/monella typhimurium TA 98
de bulunan benzo(a) piren ve heterosiklik aminler gibi indirekt mutajenlerin
mutajenitesini durdurdugunu fakat bu liken 6-nitropiperonal ve adriamisin gibi direkt
mutajenlere karsi etki gosteremedigini bildirmislerdir. Bu metabolitin antimutajenik
etkisinin serbest radikal salinim1 ya da antioksidatif aktivitelerle iligkili olmadig1 rapor
edilmistir. Physodik asit’in hepatik mikrozomal oksidasyon sistemleri bloke ederek, N-
hydroxy-Trp-P-2 gibi reaktif metabolitlerin olusumunu inhibe ettigi goriilmistiir. H.
Enteromorpha nin diger bir bileseni olan physodalik asit S. typhimurium TA 100°de
mutajenik oldugu rapor edilmesine karsin, S. typhimurium TA 98’de bir heterosiklik

aminin (Trp-P-2) mutajenitesini engelledigini rapor etmislerdir.

Jagetia et al. 1994, Swiss albino farelerde MPCE (mikroniikleuslu polikromatik
eritrosit) ve MNCE (normo kromatik eritrosit) hiicrelerine 0, 0.025, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5,
1 ve 2 mg/kg dozlarinda uygulanan CdCl,’ nin doza bagli olarak MC frekans1 sikliginda

artiglara neden oldugunu gozlemislerdir.

El Azzouzi et al. 1994, insan T lenfosit CEM-C12 hiicrelerinde Cd’nin doza ve zamana
bagl olarak letal etkili oldugunu ve in vivo ortamda lenfositlerde meydana gelen

hasarlarin, Cd’nin apoptotik bir etkisinin sonucu oldugunu rapor etmislerdir.

Privezentsev et al. 1996, in vitro sartlarda insan periferal kan lenfositlerine CdCl,
(2x107 ile 2x10™" pg/ml)’nin 1 saatlik inkiibasyon uygulamas: sonrasinda niikleotitlerde
parcalanmalarm  meydana  geldigini, ayrica CdCl’nin tek  enjeksiyonluk
uygulamalarinda (1 mg/kg) periferal kan lenfositlerinde ve dalak hiicrelerinde DNA
hasarlarina neden oldugunu gézlemislerdir. Cd’nin toksik etkisinin sonucu olarak DNA
onarimi sirasindaki gorevli enzimlerin (DNA-glikolaz veya niikleaz) yapilarinda

hasarlarm olustugunu ve inaktif hale geldikleri bildirilmistir.
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Xu et al. 1999, in vivo ve in vitro sartlarda Cd maruziyeti ile ratlarin farkli organlarinda
programli hiicre Oliimlerinin meydana geldigini gosteren calisma yapmislardir. Bu
arastirmada, yetigkin erkek ratlar 48 ve 72 saatlik siire boyunca Cd’ye maruz brrakilmig
ve bu siire sonunda Cd maruziyeti ile p53 geni (hiicre dongiisiinde timor olusumunu

engelleyen protein) arasinda negatif bir iliskinin oldugu rapor edilmistir.

Palus ef al. 2003, bir batarya fabrikasindaki is¢iler tizerinde Cd’nin meydana getirdigi
genotoksik etkileri belirlemek i¢in ylriittiikleri arastirmada, Cd’ye maruz kalan
is¢ilerden alman kan ornekleri ve somatik hiicrelerdeki zararlar MN, SCE, FISH ve
Comet Assay yonemleriyle analiz edilmistir. Elde edilen verilere gore, Cd’nin periferal
lenfositlerde hem anojenik hemde klastojenik etkiler olusturdugu hatta uzun siireli
maruziyette calisanlar icin Cd’nin potansiyel bir tehdit unsuru olarak kabul edilebilecegi

ortaya konulmustur.

Toplan vd 2003, 4 hafta boyunca icme sularma Cd (20pg/ml) ilave edilerek Cd’ye
maruz birakilan ratlarda meydana gelen oksidatif stresi ve antioksidan savunma
mekanizmasindaki degisimleri belirlemek i¢in ¢calisma yiirtitmiislerdir. Bu siire sonunda
ratlardan aliman kan Orneklerinden lipit peroksidasyonunun son lriinii olan MDA
(malondialdehyde), SOD (sliper oksit dismutaz) ve GSH (glutatyon) seviyeleri
gozlenmistir. Elde edilen verilere gore, Cd’nin MDA’y1 arttirdigini, SOD ve GSH

seviyelerinde ise azalmaya yol agtigini bildirilmistir.

Katalay vd 2004, 24 giin boyunca Cd’ye maruz birakilan G. niger (komiircii kaya
baliklar1) eritrositlerinde meydana gelen degisimleri belirlemek i¢in yaptiklar:
calismada, normal eritrositlerin degisikli§e ugrayarak kiiresel sekil aldigi ve hiicre
zarmin dikensi yapr kazandigmi (spikiillii eritrosit), immature ve dejenere olmus
eritrosit sayisinda, pargali eritrosit ve MC frekansi sikhiginda artiglarin oldugunu

bildirmislerdir.

Celik vd 2005, rat kemik iliginde CdCly’nin yol actig1 genotoksik etkilerinin

belirlenmesi ve bu etkiler sonucu meydana gelen KA’larin tayini i¢cin yaptiklari
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arastirmada, yetigkin ratlar 18 hafta boyunca her 48 saatte bir 0.5 mg/kg dozunda
CdCl,’ye maruz birakilmistir. Belirlenen siire sonunda ratlardan alinan kan 6rneklerinin
analizi MN test yontemiyle yapilmistir. Elde edilen verilere gore, CdCl, nin kemik iligi
eritrositlerinde kontrol grubuna kiyasla MN frekansini istatistiksel olarak onemli 6l¢iide

arttirdig1 bildirilmistir.

Mutlu 2008, Tiirkiye’de yayilis gosteren Evernia divaricata (L.) Ach., Flavocetraria
cucullata (Bellardi) Kérnefelt and A. Thell, Physcia aipolia (Ehrh. ex Humb.) Fiirnr.,,
Ramalina polymorpha (Lilj.) Ach. ve Usnea filipendula Stirt. likenlerinin su, etanol ve
aseton ekstrelerinin antioksidan etkilerini arastirdigi1 ¢alismasinda ilgili likenlerin
timiiniin antioksidan etkiye sahip oldugunu bildirmistir. E. Divaricata ekstreleri
arasinda antioksidan aktivite bakimindan; Su<Etanol<Aseton, swralamasmi yapmistir.
Ayni ¢alismada, fenolik bilesik miktar1 ile antioksidan aktivitesi arasinda da iligki
oldugunu gozlemistir. Nitekim antioksidan aktivitenin yiiksek oldugu liken tiirlerinde

fenolik bilesiklerin de yiiksek oldugunu rapor etmistir.

Zeytinoglu vd 2008, Cetraria aculeata (Schreb.) Fr. likeninden elde edilen ekstrelerin
genotoksik ve antigenotoksik aktivitelerini arastirdiklar1 bu ¢alismada, Cetraria
aculeata ekstresinin bakteriyel organizmalar iizerinde Onemli bir antigenotoksik
aktiviteye sahip oldugunu ancak memeli hiicrelerinde boyle bir aktiviteye sahip

olmadigini belirtmislerdir.

Celik vd 2009, Cd maruziyeti sonucu erkek Wistar ratlarin kemik dokusu ve periferal
kanlarinda genotoksistesinin degerlendirilmesi amaciyla bir ¢aligma yliriitmiislerdir. Bu
amacla ratlar 24 saatlik akut ve 60 giinliik beslenme ile Cd (15 mg/kg)’ye maruz
birakilmistir. Elde edilen verilere gére CdClL’ nin hem periferal kanda hemde kemik
iliginde MN frekansinda 6nemli artiglara sebep oldugu gozlenmistir. Ayni1 zamanda
Cd’nin kemik iliginde sitotoksik ve genotoksik etki gdsterdigi, periferik kanda ise

yalnizca genotoksik etki gosterdigi rapor edilmistir.
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Tirkez vd 2010, in vitro sartlarda Aflatoxin B; (toksik ve karsinojenik madde) ile
muamele edilen hiicrelerin TAK ve genotoksisitesi lizerine, Pseudovernia furfuracea
(L.) Zoph. likeninin metanol, aseton, n-hekzan ve eter ekstrelerininin Aflatoxin B;’in

mutajenik etkilerini baskiladigini ve olumsuz etkilerini azalttigini rapor etmislerdir.

Nemmiche et al. 2011, CdCl, (kadmiyum klorit)’nin insan T lenfositlerindeki Jurkat T
hiicreleri {izerinde oksidatif stres olusturdugunu ve DNA’da hasarlar meydana
getirdigine dair calisma yiirlitmiislerdir. Elde edilen verilere gore, Cd’ye maruz
birakilan Jurkat T hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak Onemli
derecede DNA’da hasarlarin meydana geldigini, SOD ve GSH-Px (glutatyon
peroksidaz) seviyelerinde azalmalarin oldugunu ayrica protein karbonil seviyeleri ile
lipit peroksidasyon seviyelerinde kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak onemli

diizeyde artiglarin oldugu rapor edilmistir.

Tripathi ef al. 2011, oral olarak CdCl,’ye maruz birakilan Wistar ratlarin bobreklerinde
meydana gelen degisimleri gézlemislerdir. Rastgele A, B ve C gruplarina ayrilan Wistar
ratlari, sirasiyla giinliik olarak 5 ve 10 mg/kg doz CdCl,’ye maruz birakilmistir. 8 hafta
boyunca yliriitiilen caligma sonucu ratlarin bobreklerinden alinan 6rneklerin incelenmesi

sonucunda, bobreklerde histopatolojik degisimlerin meydana geldigi bildirilmistir.

Wu et al. 2011, DNA topoizomeraz II (DNA’nin kompakt yapisinit koruyan protein)
enzimi tizerine Cd’nin inhibe edici bir etkisinin oldugunu gosterdikleri calismada,
CdCly’nin ¢ok diisiik konsantrasyonlarda DNA topoizomeraz II enziminin aktivitesini

inhibe ettigini fakat bu inhibisyonun glutatyon tarafindan azaldigimi bildirmislerdir.

Giilliice vd 2011, Cladonia rangiformes ve Umbilicaria vellea liken tiirlerinin ¢esitli
biyolojik aktivelere sahip oldugunu gdosterdikleri bu ¢alismada, bu likenlerin metanol
ekstrelerinin mutajenik ve antimutajenik ozellikleri Ames testi kullanilarak analiz
edilmistir. Metanol ekstrelerinin antimutajenik o6zelliklerini belirlemek i¢in iyi birer

mutajen olarak bilinen 9-AA (9-Aminoakridin) ve NaN (sodyum azide) kullanilmistir.
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Elde edilen verilere gore, bu liken tiirlerinin mutajenik etkiye sahip olmadigmni ve bu

liken tiirlerinin 9-AA’ya kars1 antimutajenik aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir.

Kosani¢ et al. 2011, Cetraria islandica, Lecanora atra, Parmelia pertusa,
Pseudoevernia furfuraceae ve Umbilicaria cylindrica gibi liken tiirli ekstrelerinin sahip
oldugu antioksidan etkilerin daha 1yi anlasilmasi i¢in alfa-tokoferol, BHA (butylated
hydroxyonisiole) ve askorbik asit gibi giiglii antioksidanlarla aktiviteleri
karsilagtirilmistir. Elde edilen verilere gore, bu liken ekstrelerinin gii¢lii bir antioksidan
aktiviteye sahip oldugu ve giiclii bir antioksidan kaynagi olarak kullanilabilecegi

kaydedilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEMLER

3.1. Materyal

3.1.1. Kan orneklerinin alinmasi ve kiiltiirlerin kurulmasi

Bu ¢alismada, ayni1 yas grubunda olan (25-27) sigara ve alkol kullanmayan, belirli bir
hastalig1 saptanmayan ve meslegi dolayisiyla fiziksel veya kimyasal ajanlara maruz
kalmamis goniillii 5 erkek donor dahil edildi. Heparinize enjektore alinan periferik kan
numuneleri, Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Toksikoloji ve Doku

Kiiltiirii Laboratuarlarinda yiiriitiilen biyokimyasal ve genetik arastirmalarda kullanildi.

Yapilan ©6n denemelerden elde edilen sonuglar ve mevcut literatiir bilgileri
dogrultusunda D. intestiniforme (25 ve 50 ppm) ve CdCl, (30 ppm)’nin kiiltiirlere
uygulanacak olan dozlar1 tespit edildi. Biyokimyasal calismalar 2 saatlik tam kan
kiiltiirleri lizerinde yapildi. Genotoksisite ¢alismalar1 ise 72 saatlik tam kan kiiltiirleri
iizerinde yapild1. Ilgili siirelerin sonunda, kiiltiirler sonlandirilarak uygulanacak olan test
tekniklerine uygun prosediirler izlenerek preparatlar elde edildi. Elde edilen preparatlar
daha sonra analiz edilmek iizere uygun kosullarda saklandi. Kontrol grubu kiiltiirlere

herhangi bir ekstre veya metal eklenmedi.

3.1.2. Liken ekstresinin hazirlanisi

20 gr’lik liken 6rnegi 400 ml distile su igeren bir cam kap igerisine alindi. Manyetik
karigtirict yardimiyla karistirilarak 15 dk kaynatildi. Daha sonra ekstreler Whatmann

No.1 filtre kagidi ile siiziildii.
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3.1.3. Kullanilan kimyasal maddeler

Calismada kullanilan kromozom medium B Biochrom® firmasindan, cytochalasin-B,
L-glutamine, CdCl, (CAS No.7790-78-5), giemsa Sigma® firmasindan, potasyum
kloriir (KCI), glasiyal asetik asit ve sodyum hidrojen fosfat (Na,HPO,) Riedel-de
Haent® firmasindan, metanol ve potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,;) Fluka®
firmasindan, sodyum heparin Roche firmasindan, TAS ve TOS kitleri Rel Assay
Diagnostics® firmasindan temin edilmistir. Ayrica c¢alismada kullanilan D.
intestiniforme liken tiiri Erzurum ve Artvin illerinden 2010 yaz doneminde

toplanmustir.

Dermatocarpon intestiniforme (Korber) Hasse.

Tallusu ¢ok loblu olup, lop kalinligi1 0,15-0,3 mm, lop genisligi ise 3-10 mm olan liken
tiiri olup {ist yiizeyinin rengi gri-kahverengiden koyu kahverengiye kadar degiskenlik
gosterir. Loplarin kenarlar1 gen¢ iken kalkik, daha sonra ice dogru kivrilir. Alt
ylizeyinin rengi ise genellikle koyu kahverengi ya da daha acik renkte olup diizdiir. Dik
yamaglardaki kayalar lizerinde gelistigi rapor edilmistir (Purvis ef al. 1992; Wirth 1995;
Aslan 2000).

Toplama Istasyonu: Erzurum-Oltu Yolu Kosk Koyii yol ayrimi, yiikseklik: 1860 m,
Toplama koordinatlari: Enlem: 40° 6' N, Boylam: 41° 23' E.. Kalkerli kaya tizerinden

toplanmustir.

3.1.4. Kullanilan aletler ve cihazlar

Arastirmalar esnasinda kullanilan aletler ve cihazlarla ilgili bilgiler Cizelge 3.1°de

gosterilmistir.



27

Cizelge 3.1. Arastirmalar Esnasinda Kullanilan Aletler ve Cihazlar

Aletler ve Cihazlar Temin Edildikleri Firmalar
Distile su cihazi Easypure RF compact ultarpure ws, USA
Etuv Heraeus FB 420, Germany
Hassas terazi Sartorius AG, Germany
Mikroskop Prior T-100 mA, England
Otomotik pipet Finpipette Labsystems, Finland
pH metre Handylab - 2BNC
Santrifiij Heraeus 4600, Germany
Spektrofotometre Beckman DU 500, USA
Su banyosu Niive BM 101, Niive M.S.L.T.A, Ankara

3.1.5. Kullanilan cozeltiler ve hazirlanmasi

Hipotonik ¢ozeltinin hazirlamisi: 0,5592 gr KCl tartilarak 100 ml distile suda ¢oziildii.
Konsantrasyonu 0,075 M olan KCl ¢6zeltisi kullanilmadan 6nce etiivde 37°C’ye kadar

1sit1ldi.

Tespit (fiksatif) ¢cozeltisinin hazirlamisi: 1 kisim Glasiyel asetik asit’in tizerine 3 kisim
metanol ilave edilerek iyice karistirildi. Soliisyon her kullanim i¢in taze olarak

hazirlandi. Kullanmadan 6nce buzdolabinda (+4°C’de) sogutuldu.

Giemsa boya ¢ozeltisinin hazirlanisi

A Cozeltisi: Na,HPOy4’ten 11,88gr tartilarak 1litre distile suda ¢ozildii.

B Cozeltisi: KH,PO4’ten 9,08gr tartilarak 1 litre distile suda ¢ozildii.

A ¢ozeltisinden 30 ml saleye konuldu. Uzerine; pH metre 6,8°i gdsterinceye kadar B

cozeltisinden ilave edildi. Sonra {izerine 5 ml Giemsa boyasi eklendi. Pipetajla
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karistirildi. Uzerinin yagi kurutma kagidi ile alindi. Cozelti oda 1sisinda muhafaza

edildi.

3.2. Yontemler

3.2.1. Genotoksisite testleri

Genotoksisite arastirmalari, gilivenilir ve olduk¢a yaygm olarak kullanilan

Mikrogekirdek (MC) teknigi kullanilarak gerceklestirildi.

Tim kromozom c¢alismalarinda oldugu gibi bu arastrmada da Ozellikle hiicre
kiiltlirlerindeki kontaminasyon ihtimalini azaltmak ve ¢alisma sirasinda optimum

miktarda hiicre elde edebilmek icin sterilite, pH ve sicaklik kosullarina dikkat edildi.

Mikrocekirdek (MC) yontemi: Protokol numarasi verilmis steril hiicre kiiltiir tiiplerine
(cellstar) Onceden hazirlanmis ve 37°C’ye getirilmis besiyerinden (Chromosome
Medium B) 6 ml konuldu. Besiyerinin lizerine 0,5 ml tam kan eklendi. D. intestiniforme
(25 ve 50 ppm) ve CdCl, (30 ppm) ayr1 ayr1 ve birlikte tiiplerdeki kiiltiirlere eklendi.
Tipler alt iist edilerek karistirildi ve kapaklar1 kapatilarak 37°C’lik etiive birakildi.
Inkiibasyonun baslangicindan 44 saat sonra, sitokalazin-B’den son konsantrasyonu 3
pg/ml olacak sekilde tiim kiiltiirlere ilave edildi. 72 saatin sonunda etiivden ¢ikarilan
tiipler santriftij islemine alindi. Kiiltiirler 900 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Santrifiij
siiresinin sonunda siipernatant pastor pipeti ile atildi. Tipte kalan c¢okeltinin (pellet)
iizerine 8 ml hipotonik ¢ozeltisi yavas yavas ilave edildi. Hipotonik ¢ozelti eklenen
tiipler 37°C’lik etiivde 15-20 dk bekletildi. Bekleme siiresi sonunda etiivden ¢ikarilan
tiipler 900 rpm’de 10 dk santrifiij edildi ve siipernatant atildi. Tiipte kalan pellet {izerine
taze hazirlanmis soguk tespit ¢cozeltisinden yavas yavas 7 ml eklenerek 900 rpm’de 10
dk santrifiij edildi ve silipernatant atildi. Bir 6nceki basamak iki kez daha tekrar edildi.
Son silipernatant da atildi ve pellet pastor pipeti ile yavas yavas karistirildi. Pipetle
cekilen pellet 6nceden iizerine protokol numarasi yazilmis, temizlenmis ve sogutulmus

(+4°C) lamlara 45°’1ik ac1 ile yayilarak lamlar oda 1sisinda karanlik bir ortamda 3 giin
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kurumaya birakildi. Yayma islemini takip eden 3. giiniin sonunda preparatlar 15 dk.
Giemsa boyasinda bekletildi. Boyama isleminin sonunda preparatlar tekrar distile sudan
gecirilerek oda sicakliginda kurumaya birakildi. Kuruyan lamlar entellan kullanilarak
kapatild1 ve incelemeye hazir hale getirildi. Preparatlar 151k mikroskobunda immersiyon
(x100) objektifi ile incelendi. MC olusumunu degerlendirmek i¢in hazirladigimiz
sitokalazin-B’li kiiltiirlerde elde edilen bintikleuslu hiicrelerde MC degerlendirme
kriterleri dikkate alindi. Mononiikleuslu, trinlikleuslu veya daha fazla ¢ekirdekli
hiicreler degerlendirme dis1 birakildi. Her bir kiiltiirde en az 1000 biniikleuslu hiicre

incelendi ve MC frekansina bakildi.

3.2.2. Sitotoksisite tayini

Cekirdek béliinme indeksi (CBI): MC test yonteminde bir, iki, {ic ve dort nukleuslu
hiicre oranin1 tespit etmek amaci ile her bireyden 400 hiicre sayilmistir. Bu orandan yola

¢ikarak Cekirdek Boliinme Indeksi (CBI) hesaplanmistir (Fenech 2000).

Hesaplama su formiile gore yapilmistir:

CBi= (1xN1+2xN2+3xN3+4xN4)/N

(N1: 1 nukleuslu hiicre sayisi, N2: 2 nukleuslu hiicre sayisi, N3: 3 nukleuslu hiicre
sayisi, N4: 4 nukleuslu hiicre sayisi, N: Toplam hiicre sayisi) formiiliine gore

hesaplanmistir.

3.2.2. Biyokimyasal analizler

2 saatlik periferik kan Kkiiltiirleri tizerine D. intestiniforme ve Cd muamelerinin
biyokimyasal etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla toplam antioksidan kapasitesi

(TAK) ve toplam oksidan durum (TOD) 6l¢iildii.
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Toplam Antioksidan Kapasitesi (TAK): TAK diizeylerinin tespiti isleminde Rel
Assay Diagnostics® firmasi tarafindan iiretilen TAS (total antioxidant status) ticari

kitleri kullanildi (Erel 2004).

Kit Bilesenleri

— Reaktif 1 Soliisyonu: 50 ml
— Reaktif 2 Soliisyonu: 10 ml
— Standard 1 Soliisyonu: 10 ml
— Standard 2 Soliisyonu: 10 ml

30 pl plazma 6rneginin bulundugu kuvartz kiivete 500 pl Reaktif 1 soliisyonundan ilave
edilerek 660 nm’de ilk absorbansi okundu. Daha sonra aynmi kiivete 75 pl Reaktif 2
soliisyonundan eklenerek oda sicakliginda 10 dk. bekletildi. Bekleme sonunda 660
nm’de ikinci kez absorbansi okundu. Elde edilen absorbans degerleri ve asagidaki

formiil kullanilarak TAK diizeyleri mmol Trolox Equiv./L cinsinden tespit edildi.

TAK (mmol Trolox Equiv./L) = [(AStandart 1’in degeri) - (AOrnegin degeri] / [
(AStandart 1’in degeri) — (AStandart 2’nin absorbansi)] x 20

Toplam Oksidan Durum (TOD): TOD (total oksidan durum), tam otomatik
kolorimetrik bir yontemdir. incelenen numunede bulunan oksidanlar ferroz iyon-o-
dianisidin yapismi ferik iyona oksitlerler. Bu reaksiyonu ortamda bulunan gliserol
yaklagik ii¢ kat hizlandirmaktadir. Asidik ortamda ferrik iyonlar “xylenol orange™ ile
renkli bir kompleks meydana getirirler. Numunede bulunan oksidanlarin miktariyla
iliskili olan rengin yogunlugu spektrofotometrik olarak olgiilerek degerlendirme yapilir.
Arastirmamizda Rel Assay Diagnostics® firmasi tarafindan iiretilen TOS (total oxidant

status) ticari kitleri kullanildi.
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Kit Bilesenleri

— Reaktif 1 Soliisyonu: 50 ml
— Reaktif 2 Soliisyonu: 10 ml
— Standard 1 Soliisyonu: 10 ml

— Standard 2 Soliisyonu: 10 ml

75 ul plazma 6rneginin bulundugu kuvartz kiivete 500 pl Reaktif 1 soliisyonundan ilave
edilerek 530 nm’de ilk absorbansi okundu. Daha sonra aymi kiivete 25 pl Reaktif 2
soliisyonundan eklenerek oda sicakliginda 10 dk. bekletildi. Bekleme sonunda 530
nm’de ikinci kez absorbansi okundu. Elde edilen absorbans degerleri ve asagidaki

formiil kullanilarak mmol TOD diizeyleri Trolox Equiv./L cinsinden tespit edildi.

TOD (umol H,0, Equiv./L) = (AOrnegin degeri/AStandart 2’nin degeri) x (Standart 2
degeri)

3. 3. Fotografik Islemler

MC preparatlarindan Olympus marka fotograf makinesi ile (100x) fotograflar ¢ekildi.

3.4. Istatiksel islemler

Calismadan elde edilen bulgularin istatiksel yonden degerlendirilmesinde S.P.S.S 18
programi kullanildi. Tespit edilen MC analizlerinde belirlenen ortalamalar ile TAK ve
TOD diizeylerinin kontrol ve deney gruplar1 arasinda degisiklik gosterip gostermedigi
varyans analizi kullanilarak belirlendi (Seymen vd 2000; Bukowska and Kowalska
2004). Varyans analizi i¢in one way Anova testlerinden Duncan testi kullanildi. Elde

edilen veriler 0,05 anlam seviyesi goz oniinde bulundurularak yorumlandi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Genetik Bulgular

Calismada in vitro kosullarda insan tam kan kiiltiirleri liken ekstreleri (25 ve 50 ppm) ve
CdCl, (30 ppm) ile muamele edilmistir. Sitogenetik arastirmalar MC testi kullanilarak
gerceklestirlmistir. /n vitro kosullarda MC/1000 hiicre degeri biitlin konsantrasyonlar
icin 4.07 ve 15.86 degerleri arasinda bulunmustur. Kontrol grubu i¢in tespit edilen
MC/1000 hiicre degeri (4.12) ile liken uygulanan deney gruplarindan elde edilen
MC/1000 degerleri arasinda istatistiki acidan herhangi bir farklilik bulunmamistir.
Farkli konsantrasyonlarda kiiltiirlere uygulanan D. intestiniforme sulu ekstreleri kontrol
grubuna kiyasla MC sikliginda belirgin bir degisiklige yol agmamustir. Aksine CdCL
muamelesi kiiltiirlerde gozlenen MC sikliginda belirgin (P<0,05) bir artisa neden
olmustur. Bununla birlikte D. intestiniforme ekstreleri ve CdCl, es zamanh ve birlikte
uygulandig: kiiltiirlerde gozlenen MC oranlarinda sadece Cd uygulanan gruba kiyasla
belirgin azalmalar gozlenmistir. Ancak birlikte uygulamalar sonrasi gézlenen MC/1000
hiicre oranlar1 hala kontrollerden farkli bulunmustur. Liken ekstreleri ve Cd
uygulamalarmi tam kan kiiltiirlerinde ortaya koydugu MC/1000 hiicre degerleri Cizelge
4.1°de gosterilmistir. MC testi teknigine uygun olarak hazirlanmis preparatlarda elde

edilen 6rnek fotograflar Sekil 4.1 ve Sekil 4.2de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. In Vitro Kosullarda Dermatocarpon intestiniforme ve Cd Uygulamalarinin
MC Frekansina Etkileri

Gruplar MC
Kontrol 4,12 +1.07
Liken (25 ppm) 416+ 1.12°
Liken (50 ppm) 4,07 + 0.96
CdCL (30 ppm) 15,86 +2.03¢
Liken (25 ppm) + CdCL, 13,08 + 1.89°¢
Liken (50 ppm) + CdCl, 11,05 £ 1.92°

*Degerler ortalama + standart sapma olarak sunulmustur (n=5). Ayni siitundaki farkli harfler P<0,05
diizeyinde istatiksel farklilig1 ifade etmektedir.
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Sekil 4.1. Dermatocarpon intestiniforme Liken Ekstresi (50 ppm) Uygulanan Insan
Lenfosit Hiicrelerinde Ornek Cift Cekirdekli Hiicre Fotografi

Sekil 4.2. CdCl, (30 ppm) Uygulanan Insan Lenfosit Hiicrelerinde 6rnek Mikroniikleus
Olusumu (1000 x)
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4.2. Sitotoksisite Bulgulan

In vitro kosullarda Cd sitotoksisitesine karsi D. intestiniforme sulu ekstrelerinin
potansiyel koruyuculugu CBI ile arastirildi. Liken ekstrelerinin CBI’yi arttirdig1 ancak
bu artiglarin istatistikel olarak anlamli olmadig1 gozlenmistir. Tek basma Cd muamelesi
CBI’de kontrollere oranla belirgin bir azalmaya neden olmustur. Kiiltiirlere es zamanl
olarak Cd ve ekstre ilavelerinin Cd’nin olusturdugu sitotoksisiteyi azaltabildigi
gozlendi. Kontrol ve deney gruplarinda gozlenen CBI oranlar1 Cizelge 4.2°de

gosterilmistir.

Cizelge 4.2. In Vitro Kosullarda Dermatocarpon intestiniforme ve Cd Uygulamalarinin
CBI Oranmna Etkileri

Gruplar CBi
Kontrol 1.23 £0.04°
Liken (25 ppm) 1,32 +£0.02°
Liken (50 ppm) 1,27 £0.07°
CdCl (30 ppm) 0.81 £ 0.06"
Liken (25 ppm) + CdCl, 1,08 +0.02°
Liken (50 ppm) + CdCl 1,13 £0.03°

*Degerler ortalama + standart sapma olarak sunulmustur (n=5). Ayn1 siitundaki farkli harfler P<0,05
diizeyinde istatiksel farklilig1 ifade etmektedir.

4.3. Biyokimyasal Bulgular

Tam kan kiltlirlerinden elde edilen plazma orneklerinde yapilan TAK ve TOD
Olciimlerine ait sonuclar sirasiyla Cizelge 4.3°de gosterilmistir. Kiiltiirlere ilave edilen
liken ekstreleri TOD diizeyini degistirmeksizin TAK diizeyinde artiglara neden
olmustur. Aksine tek basma Cd ilavesi plazma 6rneklerinde TOD diizeyini yiikseltmis,
TAK diizeyini ise diisiirmiistiir. Bununla birlikte Cd ve liken ekstrelerinin es zamanl
uygulamalar1 tek basina Cd’ye oranla ¢alisilan bu iki biyokimyasal parametrede olumlu
degisikliklere neden olmustur. Nitekim 25 ve 50 ppm liken ekstresi ilaveleri, tek basina

Cd ilave edilen kiiltiirlerde gézlenen TOD diizeylerine oranla sirasiyla %15.7 ve %14.5
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oranlarinda bir iyilestirme saglamistir. Benzer sekilde 25 ve 50 ppm liken muameleri

TAK diizeylerinde %35.5 ile %43.4 arasinda bir iyilestirme saglamstir.

Cizelge 4.3. In Vitro Kosullarda Dermatocarpon Intestiniforme ve Cd Uygulamalarmin
TAK Ve TOD Diizeylerine Etkileri

Gruplar Tr:iz}c( ]g]nul?\?}L) TOll)zéili:(.)/lL})Izoz
Kontrol 6,32 +1.23°¢ 11,14 £2.45°
Liken (25 ppm) 6,88 + 1.33¢ 10,96 + 2.35°
Liken (50 ppm) 6,62 +1.27° 11,21 +2.43*
CdCl, 3,56 + 1.46° 16,45 +2.93¢
Liken (25 ppm) + CdCL 5,12+ 1.52° 13,86 + 2.58"
Liken (50 ppm) + CdCl, 5,34 +1.43° 14,06 + 3.02°

*Degerler ortalama + standart sapma olarak sunulmustur (n=5). Ayni siitundaki farkli harfler P<0,05

diizeyinde istatiksel farklilig1 ifade etmektedir.
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5. TARTISMA

Cd’nin giderek bir¢ok sanayi dalinda kullaniminin yayginlasmasi, havaya, topraga, suya
kolaylikla kontamine olmas1 ve insanlarin siklikla solunum ya da besin yoluyla maruz
kalmas1 sebebiyle Cd toksisitesi yogun olarak c¢alisilan bir konu haline gelmistir. Cd’nin
neden oldugu toksik etkiler, 6zellikle sanayi bolgelerinde yasayan insanlar iizerinde
yapilan epidemiyolojik c¢alismalar ile biliyiikk Ol¢lide ortaya konmus fakat toksik
etkilerinin mekanizmasi heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Mevcut calismamizda,
CdClL’nin DNA hasarlarint ve SOR’larinm olusumunu tesvik ettigini ortaya koymustur.
Calismalar, SOR’larin uzaklastirilmasinda gorev alan antioksidan enzimlerin memeli
hiicre savunmasinda onemli bir role sahip oldugunu ve farkli toksik ajanlara maruz
kalmis kan hiicrelerinde bu enzimlerin indiiklendigini veya inhibe oldugunu gostermistir

(Afaq et al. 1998; Prasad et al. 2006).

Mevcut bulgular Cd’nin in vitro tam kan kiiltlirlerinde oksidatif parametreleri etkiledigi
ve genetik hasara yol actigini ortaya koydu. Cd genetik hasari ile oksidatif parametreler
arasinda dogrudan bir iligkinin gdzlenmesi Cd genotoksisitesinin oksidatif stresle iliskili
oldugunu ortaya koymaktadir. Nitekim, SOR, cesitli cevresel toksikanlara maruz
kalmanin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar. Bu olusuma neden olan en oOnemli
elementlerden biride Cd’dir. CdCl, bir fenton metali olmamasina ragmen, proteinlerdeki
fenton metallerinin (Cu, Fe) yerini alarak bu metallere bagli olmayan formlarinin
miktarm1 artrr  ve kalmodulindeki Ca™’la yer degistirip, kalmoduline bagli
fonksiyonlar1 degistirir. Proteinler, enzimler gibi tiyol (-SH) grubu iceren biyolojik
yapilara olan giiclii ilgisinden dolayi, bu yapilara baglanir ve aktivitelerini baskilar;
CAT, SOD ve GSH-Px gibi antioksidan enzimleri inhibe eder. Bu nedenle siiperoksit ve
nitrik oksidinde i¢cinde oldugu bir¢ok serbest radikalin iiretimine dolayli yoldan neden
oldugu ve boylece hiicre membranindaki yapilarin peroksidasyonuna, DNA hasarina ve
protein oksidasyonuna sebep olur (Lermioglu and Bernard 1998; Brzéska and

Moniuszko-Jakoniuk 2001).
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Cd insan saghigmi tehdit etmesi agisindan 6nemli bir agir metal olup, canli dokularda
meydana getirdigi genotoksik ve mutajenik etkileri glinlimiize kadar yogun olarak ele
almmistir. Cd’nin oksidatif strese yol agmasi ve diger metallerle etkilesime girebilme
yetenegiyle hiicrelerde hasarlar olusturdugu ve hiicrelerin homeostatisini etkiledigi
bilinmektedir. Cd maruziyeti sonucu insan keratinosit hiicrelerinde (HaCaT) SOR
olusumunun ve makromolekiiler diizeyde DNA’da oksidatif hasarlarim olustugu
gb6zlenmistir. Ayn1 zamanda Cd uygulamalarinda GSH-Px ve CAT aktivilerinde azalma,
glutatyon rediiktaz (GR) aktiviteleri ve GSH konsantrasyonlarinda artiglarin goriildiigi
bildirilmistir (Nzengue et al. 2008). 12 hafta boyunca ratlarm i¢me sularma Cd (50
mg/l) ilave edilerek yiiriitiilen bir ¢calismada, Cd’nin lipit peroksidasyonunu uyardigi ve
DNA ve proteinlerde oksidatif hasarlara neden oldugu rapor edilmistir (Gatazyn-
Sidorczuk et al. 2009). Cd’nin DNA onarim mekanizmasi olan MMR (mismatch repair)
sistemini %20-50 oranlarinda inhibe ettigi ve Cd’nin artan dozlarinda, hiicrelerde
yeterince onarim yapilamadigindan genlerde mutasyona neden oldugu gézlenmistir (Jin
et al. 2003). Cd dokularin ¢ogunda kanser olusturma, DNA onarim mekanizmasini
baskilama, apoptosisi engelleme, asir1 hiicre ¢ogalmalarina neden olmasinda dolay1
mitojen bir madde olarak kabul edilmistir. Hiicre kiiltiir sistemlerinde Cd’nin diisiik doz
uygulamalarmda (0.1-10 uM) apoptosise yol ag¢ti81, yiiksek doz uygulamalarinda (>50
uM) ise hiicrelerde nekroza neden oldugu gozlenmistir (Templeton and Liu 2010).
Cd’le yapilan epidemiyolojik calismalar, Cd’nin hiicrelerde KA ve/veya KKD
olusumlarmi tesvik etmesi nedeniyle kanser olusumunda 6nemli bir roliiniin oldugu
ortaya konmustur. Cd’ nin sitogenetik etkilerini aragtirmak iizere yapilan bir calismada,
40 saghkli birey ve 40’da Cd toz ve dumanma maruz kalmis birey deneye dahil
edilmistir. Bireylerden alinan kan ve idrar 6rnekleri tizerinde gergeklestirilen analizlerde
Cd’ye maruz kalmis bireylerde kontrol grubuna kiyasla onemli 6lgiide KA ve KKD
olusumu gozlendigi bildirilmistir (Abrahim ef al. 2011). Cd hiicrede mitokondriye
baglanarak, hiicresel solunumu ve oksidatif fosforilasyonu inhibe ederken diger yandan
siilfidril gruplarina baglanarak, glutatyonu baskilar ve lipid peroksidasyon iiriinlerinin
olusumuna yol agmistir. Ayn1 zamanda Cd’nin CAT, mangan-SOD ve Cu/Zn-SOD gibi
antioksidan enzimlerin aktivitelerini de inhibe ettigi gozlenmistir (Ercal vd 2001).
Salmonella ve E. coli’de yapilan Onceki calismalarda CdCly’nin mutajenik etkisi

olmadigmin diisiiniilmesine ragmen, hiicre kiiltlirleriyle yapilan son c¢aligmalar Cd’nin
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mutasyonu tetikledigi (Meplan et al. 1999), DNA zincirlerini kirdig1 ve kromozomal
defektlere neden oldugunu ortaya koymustur (Misra ef al. 1972). Ayrica Cd, hasarlanan
genlerin tamir mekanizmalarim1 da inhibe ederek genotoksik etkiyi arttirdigi rapor

edilmistir (Hartwig 1994).

Son zamanlarda Cd toksisitesini azaltmaya veya engellemeye yonelik cok sayida
arastirma yiiritilmiistiir. Bu arastirmalarin biiyiik bolimii Cd mutajenitesi veya
karsinojenitesinin oksidatif stres ile yakindan iliskili olmas1 nedeniyle koruyucu olarak
onerilen dogal ya da sentetik bilesiklerin antioksidan etkinliginin kesfedilmesine
yogunlagmustir. 8 hafta boyunca igme sularina CdCl, (100mg/1) eklenerek Cd’ye maruz
birakilan ratlarin vaskiiler dokularinda meydana gelen oksidatif hasarlara kars1 askorbik
asitin, Cd’ye kars1 koruyucu bir roliiniin oldugu ve oksidatif stresi azaltict yonde etki
gosterdigi belirtilmistir (Donpunha et al. 2011). CdCly’nin fare karaciger hiicrelerinde
neden oldugu hasarlara karsi karnosininin glutayon seviyesini, CAT ve SOR
aktivitelerini azaltarak koruyucu yonde bir etki gosterdigi bildirilmistir (Fouad et al.
2009). Disi ratlar tizerinde CdCl, toksik etkisine karsi selenyum (Se)’un koruyucu
etkisinin oldugunu ve Se’nin GPx ve TrxR (thioredoksin rediiktaz) aktivilerini ve
glutatyon seviyelerini arttirdigini ve lipit peroksidasyon seviyelerinde azalmalara yol
actig1 rapor edilmistir (El-Sharaky et al. 2007). In vivo ve in vitro calismalarda
sarimsaktan elde edilen DTS (diallyl tetrasulfide) ekstrelerinin Cd’nin yol actigi
peroksidatif zararlara karsi etkili bir antioksidan ve koruyucu olarak kullanilabilecegi
kaydedilmistir (Ponnusamy and Pari 2011). MT, memelilerin ¢ekirdek, mitokondri,
lizozom ve 6zellikle hiicre stoplazmalarinda yogun olarak bulunan proteinlerdir. Cd’nin
neden oldugu sitotoksik zararlara kars1t MT nin etkili bir koruyucu oldugu gosterilmistir
(Saboli¢ ef al. 2010). Rat testislerinde Cd’nin yol ac¢tig1 antioksidan savunma sistemi
degisiklileri ve lipit peroksidasyon seviyelerindeki artisa karsi, koenzim Q(10) ve E
vitaminin koruyucu bir roliiniin oldugu ve 1yi birer antioksidan olarak kullanilabilecegi
belirtilmistir (Ognjanovi¢ et al. 2003). Ayni1 zamanda ratlarda Cd’nin olusturdugu
gonadotoksik ve spermiotoksik zararlara kars1 sogan (4/lium cepa) ve sarimsak (Allium

sativum) ekstrelerinin antioksidan savunma sistemini kuvvetlendirdigi, lipit
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peroksidasyon seviyelerini azalttigin1 ve oksidatif hasarlara karsi 1yi birer koruyucu

olduklari tespit edilmistir (Ola-Mudathir 2008).

Nitekim MT, askorbik asit, so§an ve sarimsak ekstreleri, termisatran, E vitamini, Se ve
Zn(¢inko) iyonlari, sodyum selenat, katesin (siyah ¢ay), beta karoten (havug, kavun),
resveratrol (liziim, kizileik), polifenol (yesil ¢ay), lutein (1spanak, kara lahana) gibi
antioksidan 6zellikteki pek ¢ok dogal yada sentetik molekiiliin Cd toksisitesine karsi
etkili bulunmustur (Becker ef al. 1991; Akgiil ve Ayar 1993; Toyokuni et al. 1995).

Diger taraftan likenler fungus ve alg kombinasyonundan olusmus canlilardir. Likenlerin
sahip oldugu sekonder bilesikler sayesinde antioksidan, antimutajenik, analjesik ve
antiproliferatif olarak bir¢ok alanda yaygin sekilde kullanildig1 bilinmektedir (Boustie
and Grube 2005). Mevcut calisma sonuglar1 farkli konsantrasyonlardaki D.
intestiniforme ekstrelerinin CdCly’ye karst antigenotoksik etkili oldugunu ortaya
koymustur. Elde edilen bulgular 1s181nda, D. intestiniforme’nin insan kan hiicrelerinde
herhangi bir genetik zarara yol agmaksizin farkli konsantrasyonlarda pozitif etkileri
oldugu belirlenmistir. Nitekim, ekstreler ve Cd metalinin birlikte muamelesi, tek basina
Cd muamelerine oranla genetik (MC), sitotoksik (CBI), biyokimyasal (TAK ve TOD)
parametrelerde belirgin iyilestirmeler saglamistir. Onceki arastirmalar, bizmutun
muhtemel genotoksik etkilerine karsi D. intestiniforme nin anti-mutajenik etki
gosterdigi rapor edilmistir (Geyikoglu vd 2007). D. intestiniforme’nin sekonder
metabolitlerini saptamak amaciyla heniiz arastirmalara rastlanmamistir. Onceki
calismalarda Dermatocarpon fluviatile, Dermatocarpon hepaticum ve Dermatocarpon
miniatum gibi Dermatocarpon cinsine ait bir¢ok likenin sekonder metabolit icermedigi
kaydedilmistir (Richardson and David 1988; Aydin 2011). Ancak biitiin bu tiirlerin
mannitol, sorbitol, volemitol ve arabitol gibi bircok seker alkolii icerdigi tespit
edilmistir (Taylor 1967; Smith 1969). Oksidatif stresse karsi eritrol, sorbitol veya
mannitol gibi seker alkollerinin hiicreleri koruyucu bir etkisi oldugu gdosterilmistir.
Dolayisiyla bu arastirmada D. intestiniforme’nin antioksidan etkisinin icerdigi seker
alkollerinden dolay1 olabilecegi diisiiniilmektedir. Civa klorit (HgCL)’in insan kan

kiiltlirlerinde olusturdugu sitotoksik etkilere kars1 D. intestiniforme liken ekstrelerinin
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koruyuculugu iizerine yapilan ¢alismada, lenfositlerdeki DNA hasarlart KKD ve MC
testleriyle ortaya konmustur. Elde edilen bulgulara gore, insan lenfositlerinde HgCl, nin
meydana getirdigi genetik hasarlara karsi D. intestiniforme’nin DNA’nin direncini
arttirdig1 gozlenmistir (Tiirkez ve Dirican 2011). D. miniatum polisakkaritlerinin Cd’nin
neden oldugu lipit peroksidaz seviyelerini diisiirdiigli ve oksidatif stressi baskiladigi

bildirilmistir (Jin et al. 2001).

Pseudevernia furfuracaea (L.) Zopf likeninin antimutajenik aktivitesini belirlemek icin
yiiriitiilen caligmada, bu liken tiiriiniin gram pozitif bakteriler kars1 etki gosterdigi fakat
gram negatif bakteriler lizerinde etkili olmadig1 bulunmustur (Giicin vd 1997; Aydin
2011). Insan lenfosit kiiltiirlerinde tarim ve ormancilik faaliyetlerinde zararlhlarin
kontrol edilmesi amaciyla yaygm olarak kullanilan piretroid pestisidlerden biri olan
permetrin (PM)’in neden oldugu genetik hasara karsi1 Rhizoplaca chrysoleuca (Sm.)
Zopf. liken tiirtiniin koruyucu etkisi arastirilmistir. R. chrysoleuca’nin ekstre tipine ve
doza bagh olarak PM tarafindan olusturulan genotoksik etkileri azaltabildigi
bildirilmistir. Ayrica bu ekstreler anti-genotoksisite aktivitelerine gére metanol> aseton

> hekzan seklinde siralanmistir (Aydin vd 2010).

Gliotoxin (GTX; Gliocladium, Aspergillus ve Penicillum tiirleri tarafindan iiretilen
toksik, karsinojenik ve mutajenik sekonder metabolitlerden biri) ile muamele edilmis
lenfosit kiiltlirlerinde Pseudovernia furfuracea (L.) Zoph. likeninin roliinii ve farkl
konsantrasyonlarda (50, 75 ve 100 ng/mL) GTX’in genotoksik etkileri in vitro sartlarda
arastirmistir. Arastrma sonucunda P. furfuracea liken ekstrelerinin GTX tarafindan
tesvik edilen genetik hasarlar1 azaltabildigi gozlenmistir (Tiirkez vd 2010). Bryoria
fuscescens (Gyeln.) Brodo and Hawksw, Dermatocarpon intestiniformis (Korb.) Hasse -
Kudratov and Mayrhofer, Peltigera rufescens (Weiss) Humb. ve Pseudevernia
furfuracea (L.) Zopf, liken tiirlerinin methanol ve sulu ekstrelerinin toplam antioksidan
aktivitesi, toplam fenolik madde igerigi ve indirgeme giicii degerlendirilmistir. Deneyler
sonucunda P. rufescens’in su ve metanol ekstrelerinin en yliksek antioksidan aktivite
gosterdigi gozlenmistir (Odabasoglu vd 2005; Aydin 2011). Yapilan diger bir caligmada

Parmotrema stuppeum (Nyl.) Hale (Parmeliaceae) likeninden elde edilen metil
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orsenillat, orsenillik asit, atranorin ve lekanorik asiti igeren fenolik maddelerin orta
dereceli antioksidan etki gosterdigi rapor edilmistir (Jayapraksha and Rao 2000). Ayrica
Usnea articulata (Ach.) Motyka likeninden izole edilen stiktik asit tiirevlerinin 6nemli

antioksidan aktiviteye sahip oldugu gozlenmistir (Lohézic-Le Dévehat 2007).

Sonug olarak, mevcut bulgularimiz D. intestiniforme likenine ait sulu ekstrelerin
mutajenik etkilere sahip olmadiklarin1 gosterirken, insan lenfositlerinde genotoksik etki
olusturan CdCl,’ye kars1 doza bagl olarak antioksidan 6zellik gosterdigi agikca ortaya
konmustur. Boylece D. intestiniforme likeninin genetik ve oksidatif hasarlara kars1 yeni

bir terapdtik kaynak olarak kullanilabilecegi teklif edilmektedir.
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