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OZET

PARMOTREMA PERLATUNHUDSON) M. CHOISY (PARMELIACEAE) VE
PROTOPARMELIOPSIS MURAL(SCHREB) M. CHOISY (LECANORACEAE)
TURLERININ ANTIMIKROBIYAL, ANT IOKSIDAN VE ANTITIROZINAZ
AKTIVITELERININ ARASTIRILMASI

AYDIN, Sinem
Giresun Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisu
Biyoloji Anabilim Dali, Doktora Tezi
Dansman: Dog. Dr. Kadir KINALIGGLU
TEMMUZ 2017, 104 sayfa

Bu doktora tezindeRrotoparmeliopsis muralige Parmotrema perlaturtiken turleri
kurutulup @utildukten sonra su, etanol ve kloroform cozucllewdllanilarak
Soksalet ekstraksiyonuna tabi tutuktwr. Likenlerden elde edilen ekstraktlarin test
mikroorganizmalari Gzerine olan antimikrobiyal akeleri disk difizyon yontemi,
Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (@), Minimum Bakteriyosidal
Konsantrasyon (MBC)/Minimum Fungisidal Konsantrasyo(MFC) yontemleri

kullanilarak denenniir.

P. muralislikeni test bakterilerine kar P. perlatumlikenine oranla daha yuksek
antimikrobiyal aktivite sergilengtir. Ekstraktlarin antimikrobiyal aktiviteleri

kloroform ekstrakti> Etanol ekstrakti> su ekstrakklinde siralanmaktadir.

Likenlerin antioksidan aktiviteleri toplam fenolikerigi, toplam flavonoid icesgi,
metalselatlama aktivitesi, toplam antioksidan kapasitesipks gdeger antioksidan
kapasitesi ve bakir iyonlari indirgeme kapasit€dUPRAC) gibi ¢sitli metodlarla
belirlenmitir. En ylksek toplam fenol icgii P. perlatumlikeni etanol ekstraktinda;
en yuksek toplam flavonoid icgriise P. muralis likeninin etanol ekstraktinda
saptanmytir. Liken ektraktlari Etilen Diamin Tetra Asetiksik (EDTA)'dan daha



disik metal selatlama aktivitesi sergilestir. En yiuksek CUPRAC aktivitesP.
perlatumlikeni kloroform ekstraktinda bulunngtur.

Ayrica, ekstraktlarin antitirozinaz aktiviteleri decelendi. Her iki liken tarinin
yalnizca etanol ekstraktlarinin tirozinaz inhibisyogdsterdii belirlendi. Calgilan

diger ekstraktlarda ise herhangi bir aktiviteye rastiadi.
Elde edilen verilere goreP. muralis ve P. perlatum liken tirlerinin sentetik
antimikrobiyal, antioksidan ve tirozinaz inhibitorigjanlarina bir alternatif

olabilecekleri sonucuna varilgtir.

Anahtar Kelimeler: Liken, Antimikrobiyal Aktivite, Tirozinazinhibitora.



ABSTRACT

EXPLOITATION OF ANTIMICROBIAL, ANTIOXIDANT AND
ANTITYROSINASE ACTIVITIES OFPARMOTREMA PERLATUNHUDSON)
M. CHOISY (PARMELIACEAE) VEPROTOPARMELIOPSIS MURALIS
(SCHREB) M. CHOISY (LECANORACEAE) SPECIES

AYDIN, Sinem
Giresun University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Deparment of Biology, Postgraduate Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Kadir KINALIGLU
JULY 2017, 104 pages

In this postgraduate thesiBrotoparmeliopsis muraliand Parmotrema perlatum
lichen species were dried and powdered then theg subjected Soxhlet extraction
using water, ethanol and chloroform solvents. Ardiobial activity of extracts that
were obtained from lichens were tested on test aorganisms by using disc
diffusion method, Minimum Inhibition Concentration(MIC), Minimum
Bakteriocidal Concentration (MBC)/Minimum Fungicld@oncentration (MFCP.
muralis lichen exhibited more antimicrobial activity wherongpared with P.
perlatum lichen. Among antimicrobial activities of the exdta increases in the

following order: chloroform extract> ethanol extragvater extract.

Antioxidant activity of the lichens were evaluatey different methods such as total
phenolic content, total flavonoid content, metatlating activity, trolox equivalent
antioxidant capacity and copper reducing antioxidapacity (CUPRAC). Whereas
the highest total phenolic content was determinedhe ethanol extract of.
perlatum lichen; the lowest total phenolic content was duteed in the ethanol
extract of P. muralislichen. Lichen extracts were exhibited lower metiaélating
activity than Etilen Diamine Tetra Asetic Acid (EB). The highest CUPRAC

activity was found in chloroform extract Bf perlatum.



Moreover, antityrosinase activity of the extractrevexamined. Only ethanol extract
of the both lichens showed tyrosinase inhibitiony activity in the other extracts
didn’t found.

According to the obtained data, it is concluded FhanuralisandP. perlatumlichen
species extracts might be an alternative to sywtlattioxidant, antimicrobial and

antityrosinase agents.

Key Words: Lichen, Antimicrobial Activity, Tyrosinase Inhibito
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1. GIRIS

Tibbi bitkiler ilk ¢gglardan itibaren halk hekinginde ila¢ olarak kullaniimaktadir.
Insan ve bitkiler arasindaki bu etkil® neticesinde, giinimiizde tim dinyada
onemli bir yere sahip olan ve lzerinde ciddi gahlarin gercekigigi etnobotanik
bilim dal ortaya ¢ikmytir (1). Etnobotanik, deneme yanilma sayesinde etllierek

ve nesilden nesile aktarilarak bitkilerin bilimselarak dgerlendiriimelerine de

onemli katkilar splamaktadir (2).

Tibbi bitkiler, Dunya Sglik Orgiiti (WHO) tarafindan “bir ya da daha fazlarkinin
tedavi edici ya da hastaliklari engelleyici 6zddiile sahip oldgu ve kimyasal

farmasotik bir sentezin 6éncisu olabilen bitki” alatarif edilmektedir (3).

Sentetik ilaglarin oncdlleri olmalari ve sentetilaciara model tgil etmeleri,
kullanildiktan sonra vicutta toksik etkilere neddmamalari, ucuz ve kolay elde
edilebilmeleri gibi avantajlari nedeniyle tibbi Wlerin kullaniminda ari

gorulmektedir (4).

Dogal kokenli ilaclarin gelimis Ulkelerde kullanim orani % 60 dolaylarindayken,
gelismekte olan ulkelerde % 4 civarindadir (5). Diunydusinun yaklaik % 80’
geleneksel tedavide tibbi bitkilerden faydalanmdkté6). WHO’a gore ginumizde
kullanilan tibbi ve aromatik bitkilerin sayisi 20@civarindadir. Bu bitkilerden elde
edilen 4.000 drog siklikla kullaniimaktadir (7).

Son zamanlarda alternatif ila¢ terimi cok yaygiarak kullaniimaktadir. Alternatif
ilac, tibbi bitkiler iyilestirici 6zellikleri nedeniyle sentetik ilaglara alteatif olarak
kullaniimaktadir. Tibbi bitkiler aktif bilgklerin (laksatifler, kan incelticiler,

antibiyotikler vb.) ekstraksiyonunda ham materyarak kullaniimaktadir (8).

Bitkilerden Uretilms ilaglar tarih 6ncesi donemlerden beri insan hadealinin yani
sira hayvan hastaliklarinin tedavisinde de kullaaktadir. Bitkilerin ¢evrelerindeki
bakteriyal da mantar buydmelerini inhibe eden, ekvmdeki dger bitkilerin

gelisimini dizenleyen bazi biyoaktif molekuller Gretgki bilinmektedir (9).



Bitkilerin iyilestirici 6zelligi dogal yapilarinda bulunan ve sekonder pKeer olarak
isimlendirilen kimyasallarin ve bu kimyasallarin gdgk kombinasyonlarindan
kaynaklanmaktadir (10).

Tibbi bitkiler sinerjik ilaglardir. Bu bitkileringerdikleri bilsikler es zamanli olarak
etki eder. Bu nedenle de kullanimlar bitkinin wigr bazi bilsiklerin diger
bilesiklere zarar vermesini ya dagdr bilesiklerin olasi negatif etkilerinin ortadan
kaldirlmasina da neden olmaktadir. Tibbi bitkitesmi olarak satilan ilaclara da
destek olmaktadir. Kanser gibi kompleks hastalddabitki bilesenlerinin ¢ok etkili
olduklar kanitlannytir. Ayrica, tibbi bitkiler bazi hastaliklarin  gdmniesini
engelleyebildiklerinden ve hatta mevcut olan hadt@ida kullanilan sentetik

ilaclarin yan etkilerini de azaltabildiklerindenrkgucu ilaclardir (8).

Gecmiteki  fitoterapi  uygulamalari ile gunimuizdeki fitcdpi uygulamalari
arasindaki en onemli @miklik bitkilerin tamaminin kullaniimasi yerine fagd
sgilayan kisimlarinin tedavide kullaniimasidir. Bu wharbitkinin diger faydasiz ve
yan etkiye sahip olan kisimlarindan hastayl uzékaltadir. Almanya, fitoterapinin
en ¢ok gektigi dlkedir (11).

Yuksek yapili bitkilerde oldgu gibi likenlerde eski gdardan beri dgal ilac
kaynaklari olarak kullaniimaktadir. Likenler amisdaturevleri, seker alkolleri,
alifatik asitler, makrosiklik laktonlar, monosiklikaromatik bilgikler, kinonlar,
kromanlar, ksantonlar, dibenzofuranlar, depsidledepsidonlar, depsonlar,
terpenoidlerde okan ve liken bilgikleri olarak adlandirilan pek c¢ok metabolit
Ureten ve filamentsi bir fungus ve fotosentetik partnerden (6karyotik alg ya da
siyanobakteri) olgan zorunlu simbiyotik birlikteliklerdir. (9, 12). Mobiyont mantar
olup birlikteligin baskin olan partneridir. Fotobiyont ise alg ya slyanobakteridir.
Likenler alg ve mantarin tek iaa hayatta kalamayagatropikal bélgelerden kutup
bdlgelerine kadar pek cok ekstrem cevrgullarinda kolaylikla hayatta kalabilirler
(13).

Likenler insan ve gier hayvanlarin besin maddesi olarak, tibbi amaglya kayngi

olarak, parfum endustrisinde, biyolojik indikatotaakta kullaniimaktadir. Aci



tadlari ve besinsel derlerinin azlg nedeniyle insanlar tarafindan genellikle kithk
zamanlarinda kullanilnstir) (Orn: Umbilicaria Hoffm., Cetraria islandica(L.) Ach.,
Bryoria fremontii(Tuck.) Brodo & D. Hawksw. (14).

Likenlerin bécek larvalarinin likenlerle beslenmi@gle kagi caydirici ve nematosidal
etkiye sahip oldgu da gorulmétur (15).

Likenler liken asitleri olarak bilinen maddelerindezlerler. Olgturulan maddeler
birligin tyeleri tarafindan ayri ayri sentezlenememektdii da likenlerde bulunan
bazi kimyasal maddelerin sentezinde simbiyogagan 6nemini ve zorunlufiunu

gostermektedir (16).

Likenlerin gdrsel olarak en karakteristik dzelliltteden birisi de, renkli ve goz alici
talluslandir. Talluslarindaki bu dikkat cekici tder kimyasal agidan kompleks
molekillerden (liken maddeleri) kaynaklanmaktadBu maddeler, mikobiyont
tarafindan dretilir ve liken tallusunun st kisimtala ya da i¢c kisimlarinda
biriktirilir. Likenlerin kimyasal ve farmakolojik Bellikleri ilk kez 1907'de Zopf
tarafindan cajtlmistir. Biyosentezleri g6z 6nidnde bulunduruidada, liken
metabolitleri aromatik liken maddeleri, alifatikkén maddeleri ve karbonhidratlar
olmak Uzere 3 ana sinifa ayrilmaktadir. Liken malilbrinin bazilan UV
absorbsiyonunda, substrattan likene mineral termrede, bocek, solucan, nematod
gibi canlilara kayn savunmada toksin olarak rol oynarlar (17).

Likenler primer ve sekonder olmak Uzere iki farkip metabolit Gretir. Primer
metabolitler yapisal gérevlere sahiptir olup vere8el metabolizmada rol oynarlar.
Primer metabolitler hicre i¢i olup her iki simbiyotarafindan da @amsiz olarak
sentezlenebilir. Primer bi&ler ¢ogunlukla kitin, likenin, izolikenin, hemiseltloz,
pektinler, disakkaritler, polialkoller, aminoasitlenzimler ve algsel kromotoforlara
benzer pigmentlerden alur. Sekonder metabolitler ise mantar tarafindarilérek
mantar hiflerinin dyina dgru salinirlar ve tallusun @sik kisimlarinda ¢gunlukla
ust korteks ya da Ureme organi gibi spesifik yagdakristal olarak birikirler.
Sekonder metabolitlerin mantar orjinli olduklari IBerson ve Armaleo, Hamada ve

arkadalari, Kan ve arkadgari, Stocker-Worgotter ve Elix’ in ¢camalariyla da



dogrulanmstir. Liken sekonder metabolitleri gonlukla mantar kokenli olmasina
ragmen sekonder kimyasallarin dretimi igin mantar Vg arasindaki metabolik
etkilesim gereklidir. Liken sekonder maddeleri tallusunrkagirhginin % 20’sini
olusturmaktadir. Ancak bu oran bazi likenlerde % 5-fddmda dgismektedir (12).

Molnar ve Farkas’a gbre 1050 liken metaboliti (lettavarsartlarinda sentezlenenler
de dahil) tanimlanmgtir, bu metabolitlerin pek @gunun yalnizca likenlere 6zgu

oldugu disinulmektedir (18).

Likenler tarafindan sentezlenen sekonder metaboiitl ¢ggunun O6nemli
fonksiyonlara sahip oldiu bildirilmistir (13). Metabolitler gingisigini filtreleyerek
liken birligindeki fotobiyontlarin @r1 radyasyondan etkilenmelerine engel
olmaktadir. Mikrobiyal degredasyona karkorunmada antibiyotik 0Ozelliklere
sahiptirler. Atranorin, fumarprotosetrarik asityajorik asit, lekanorik asit, fisodik
asit, protosetrarik asit, stiktik asit ve usniktiasiinsan, hayvan, bitki patojeni,
mikotoksin Ureticisi ve besin bozulmalarina nedéangek ¢cok bakteri ve mantara
karsi oldukca guclu bir antimikrobiyal etki gostermetite Ayrica, sekikaik asit,
lekanorik asit ve lobarik asit gibi pek ¢ok depsidutinle kiyaslanabilir radikal
supirme aktivitesine sahip olglu da bildirilmistir (13). Bunun yani sira bazi liken
turlerinin antipiretik, analjezik, antiinflamatuaantiproliferatif ve sitotoksik etkilere
de sahip oldgu bilinmektedir (12).

Diger organizmalarla kadastirildiginda likenlerin biyolojik aktiviteleri ile ilgili
yapilan cakmalar oldukca azdir. Liken bilerinin biyolojik aktiviteleri ile ilgili

deneysel verilerin az olmasinin nedeni, liken g&lhun yava blylimesi ve
labaratuvar kegullari altinda liken mikobiyontunun kiltire ediln@s ve
yasayabilirliginin sinirli olmasidir (19).

Teloschistes chrysophthalmgs.) Th. Fr' dan ekstrakte edilen parietin, Junie
Taccribe arenavirusleri igin virtsidal aktivite ¢gésnistir. Likenlerde oldukc¢a yaygin
metabolitlerden olan likenan’in tatin mozaik virdguinhibe et@i kanitlanmstir
(15).



Likenler diinya ¢capinda agtarllan 6nemli bir potansiyel antikanser ilaciduken
sekonder metabolitlerinin antikanser ilaci olaraklldnimi 1960’larda liken
polisakkaritlerinin  timor hicrelerine  kar aktivite gosterdii calismalara
dayanmaktadir (12).

Literattrlerde liken metabolitlerinin oldukca kulre sitotoksik etkilere sahip
olduklar belirtiilmektedir. Liken bilgklerindeki farkl fonksiyonel gruplarin
pozisyonu sitotoksite seviyesini de etkilemekteHiticre dongisuntn dizenlenmesi
kanser hicrelerinin buyumesi ve gathi igin cok dnemlidir. Bazi liken bikgklerinin
kanser hicrelerinin buyimelerini sub G1 ya da Snféz durdurdgu saptannstir.
Likenlerdeki polisakkaritlerden 6zellikle b-glukae galaktomannan’in go kanser

hiicresine kar aktif oldugu belirlenmgtir (12).

1844’da izole edildiinden beri en sik ¢allan liken metabolitlerinden olan usnik
asitin insan lésemi hicresi (K562) ve endometrkaisinoma (HEC50) hiicrelerine
karsi antiproliferatif etki gosterdi tespit edilmgtir. Bir liken bilesigi olan pannarin
insan prostat karsinoma DU-145 ve insan melanomd Micrelerindeki apoptozisi
azaltmak suretiyle hicre blyumesini inhibe getgoralmistir. Liken polisakkariti
olan CFP-2, HL-60 ve K562 hicrelerinin sggabilirligini azaltmstir. Cetraria
islandicddan izole edilm§ protolikesterinik asit gglils kanseri hicrelerinin

blylmesini inhibe etngiir (15).

15. ylzyllda yazilngi olan karetler doktrini bir bitkinin goruntiisine goére bir
hastalgi iyilestirebilece&zsinden bahsetmektedir. Bu doktrin, geleneksel Hiadislaci
(Ayurveda), geleneksel Cin ilaci ve bati tibbi fedizminin temelini olgturmaktadir
(20). Liken kelimesi Yunanca bir kelime olan lepdan kdken alir ve soyulmcilt
gorinimi nedeniyle cilt hastaliklarinin tedavisirdgdanilir. Lobaria pulmonaria
(L.) Hoffm. likeni akcigerlerle ilgili ve kafatasi ile ilgili hastaliklaritedavisinde
kullaniimistir. Benzersekilde, sari renkli olaiXanthoria parietina(L.) Th. Fr. sarilik

tedavisinde kullanilngtir (20).



Likenlerin tibbi kullanimlari 18. yiizyila kadar daymaktadirilk kez 18. yizyilda
Evernia prunastri(L.) Ach. likeni ila¢ olarak kullanilngtir. Bazi likenlerin 6ksuruk,

kuduz, sarilik ve sa¢ kayiplarini tedavi etmeddakuildigl iddia edilmektedir.

Tibbi bitkilerle ilgili metinlerde Cladonia P. Browne, Evernia Ach., Lobaria
(Schreb.) Hoffm., Parmelia Ach., Peltigera Willd., Pertusaria DC., Physcia
(Schreb.) Michx.RoccellaDC., UsneaDill. ex Adans. veXanthoria (Fr.) Th. Fr.
gibi likenlerin isimleri de ge¢cmektedir. 1753'dennaeusPeltigerasp’yi Letharia
Lichen caninus (kopek likeni) olarak adlandigtm Bu liken alt yizeyindeki
rizinleri nedeniyle kuduz icgin spesifiktiPeltigera canina(L.) Willd. karacger
tonigi ve laksatif olarak kullanilngtir. P. aphthosa(L.) Willd. irlanda’da solucan
ilaci olarak kullanilimgtir (20).

Letharia wvulpina (L.) Hue Guney Kaliforniya’da mide hastaliklarinda
kullaniimaktadir. Waorani’leDictyonemaC. Agardh ex Kunth’un yeni bir tlrind
halUsinojen olarak kullanmaktad#lectoria usneoidegAch.) Ach. dalak buylimesi

tedavisinde Araplar tarafindan kullaniktr (20).

Usnea diffractaVainio Cin’de ila¢ olarak kullanilngtir. Hipokrat Usnea barbata
Fr.’yi rahim rahatsizliklari igin tavsiye etgtir. Parmelia saxatiligL.) Ach. isve¢'te
sigillerin tedavisinde kullaniimaktadiethariella cashmeriana&rog, Lethariella
sernanderi Kotyka) Obermayerlethariella sinensis].C. Wei & Y.M. Jiangve
Thamnolia vermicularisJ.C. Wei & Y.M. Jiang Cin'de tibbi cay olarak
kullaniimaktadirUsneasp. Cin’de homeopatik tedavide kullaniimaktatlisneasp.
yatistirict  6zelliklere sahiptir, @z ve girtlak mukozasi inflamasyonlarinda
kullaniimaktadir (20).

Likenlerin Ispanyol halk ilaci olarak kullaniigh belgelenmitir. Pseudevernia
furfuracea (L.) Zopf Alfacar ve Viznarda solunum vyolu hastaliklarinda
kullaniimaktadir Ramalina bourgeandlont. ex Nyl. ditretik olarak kullanilir ve ga

dusUricu ozelliklere sahiptir (20).



Polonya’'nin Quollahuaya Andeans vyerlileri, kalpzleri ve araba tutmalarina kar
Flavocetraria nivalisMont. ex Nyl. likeninden hazirlanan c¢ayi kullanrtedr (20).

Cetraria islandicairlanda yosunu olarak bilinmektedir. Bu tir gl hastaliklari,
bobrek ve mesangkayetlerinde kullaniimasinin yani sirgah agici ve hazimsizlik
giderici olarak da kullaniimaktadir. Ote yandan épa’'da halk ilaci olarak kanser

tedavisinde kullaniimaktadir (20).

Ren gevii likenleri de dnemli tibbi likenlerdendiCladonia rangiferina(L.) F. H.
Wigg. siklikla calgilan ren gedi likenlerinden biridir. Bu tur sguk alginlg, artrit,
ates ve diger sglik problemlerinin tedavisinde tibbi ¢cay olarak lamilmaktadir. Ren
geyigi likenleri iltihapli eklemlerin  &nlarini  hafifletmede lapa olarak
kullaniimaktadir (20).

Parmelia nepalensigaylor Nepal'de di agrilari ve b@az a@rilarinin tedavisinde
kullaniimaktadir. Thamnolia vermicularisBati Himalayalarda antiseptik olarak,
Heterodermia diadematé@rlaylor) D. D. Awasthiise Sikkim’'de kesik ve yaralarin

tedavilerinde kullaniimaktadir (20).

Bizim calsmamizi olgturan tirlerden birinin sinonimi ola®armelia chinense
(=Parmelia perlaturh auct. veParmelia sancti-angelLynge Hindistan geleneksel
ilaglarinda kullaniimaktadir. Bu turlerdéh chinenseHindistan'da diuretik ve yara
iyilestirici toz olarak kullaniimaktadirP. sancti-angelise mantar hastaliklarinin
tedavisinde kullaniimaktadir. Bu likenin kili hardga da keten ya&a ile

karstirilarak hastalikli bélgeye uygulanir (20).

1.1. Likenlerin Antimikrobiyal Aktiviteleri
Enfeksiyon hastaliklari, insagin varolgundan bu yana bittin toplumlari etkileyen
en 6nemli problemlerden biri olrgwr. Eski ¢glardan beri enfeksiyon etkeni olan

bakterilere kan pek ¢cok organik ve inorganik kimyasal, tltsi wsdo kullaniimgtir.



Kemoterapotik ilaglarin ¢ok @ik miktarlari dahi mikroorganizmalar tzerinde
yuksek miktarda zarar verici etkiye sahip olmasragmen, konakgl organizma
Uzerinde ¢ok az ya da hichir etkiye sahigitiér (21). Bir maddenin enfeksiyon

hastaliklarinda etkili olabilmesi icin mikroorgamalar Uzerinde zararh etki

gosterirken, konakgi hicreler icin nispeten zarantmasi gerekmektedir. Bu 6zellik
antibiyotikleri dezenfektan ve antiseptiklerdenragiana noktadir (21).

Antibiyotikler; bazi bakteri veya mantar turleriradndan elde edilen ya da yari
sentetik olarak dretilen ve ghr mikroorganizmalarin gehlnesini ve Uremesini

Onleyen ya da onlar Uzerinde oldurtcu etkiye salap maddelerdir (21).

Antibiyotiklerin kesfi sirasinda mevcut bakterilerin bu antibiyotiklekarsi direng
gelistirebilecesi ve yeterli tedbirler alinmaginda mevcut antibiyotiklerin enfeksiyon
hastaliklarinin 6nlenmesinde etkisini kaybadebiiece bu nedenle de insagin
antibiyotik dncesindeki déneme yeniden donebigedaisinilmektedir. Gecrgie
antibiyotiklerle enfeksiyon hastaliklarinin @o tedavi edilebilmi ancak
antibiyotiklerin hatali kullanimi sonucu yeni buam her antibiyofie kagl bazi
bakterilerin kisa surede direng gostgrdigorulmistir. Ornesin  Acinetobacter
baumannij Pseudomonas aerugings&taphylococcus aureuge enterokok gibi
hastane enfeksiyonlarindan izole edilen patojeelestklikla coklu ilagc direnci

rastlaniimaktadir (22).

Antibiyotik direnci gelsmis Ulkelerde her yil yiksek 6lim oranlarina nedemola
ciddi ve yaygin problemlerden biridir. Antibiyotédin uygunsuz kullanimi
antibiyotik direncini etkileyen en énemli faktordigoklu ila¢ direnci giniamuazdeki
ilaglarin bakteriler tzerindeki etkisini gittikceatmakta ve tedavilerde de dnemli
derecelerde Barisizliklara neden olmaktadir. Antibiyotiklerinredeyse tim 6nemili
antibiyotik gruplari (tetrasiklin, sefalosporin, 8sroglikozit ve makrolidler)
“Altincag” doneminde kegfedilmistir. Ginimuzde bu heyecan verici kilder artan
mikrobiyal diren¢ nedeniyle etkinliklerini kaybetntehlikesi ile kagi kariyadir
(23).



Ozellikle son vyillarda, bukaci hastaliklara ve hastane enfeksiyonlarina yanag
bircok mikroorganizma turl tedavi amaciyla yaratlam mevcut antibiyotiklerin
coguna kagl direnc geltirmistir. Bagisiklik sisteminde baskiya neden olan ve
kemoterapiye bamli bireyler ile AIDS hastalarinda gérulen firsagnfeksiyonlar
acisindan durum daha sikintihdir. Yiksek zehirileikden dolayr pek c¢ok

antifungal ve antiviral ilacin kullanimi da sinmtariimistir (24).

Antibiyotik direng, antibakteriyel ilaclarin etkiginin azaltmakta, hastaliklarin
lyilesmesini zorlgtirmakta, maliyeti artirmakta ve hatta imkansizehgetirmektedir.

Ozellikle antibiyotik direncinin savunmasiz hastdk yol actgl en sik sonuglar
hastalik stresinin uzamasi ve artan 6lim orantafBii durum, yeni antimikrobiyal

ajanlarin gektirilmesini zorunlu hale getirngiir (25).

Dogal drunler ginimuizdn yeni ilaglarinin ana kaynaklaolusturmaktadir. Bu
dogal UrUnler, prokaryot bakteri, 6karyot mikroorganedar ve hayvanlardan elde
edilmektedir (23). Antibiyotik direncinden korunmanalternatif yollarindan biride
bakterilere kan bitkilerden daha givenli, daha etkili ve dahasidi maliyetli
alternatif terapotik ajanlar elde etmektir (25)tkBibilesenleri sadece direkt ya da
terapotik ajan olarak kullanilmazlar. Bunlar ilagngezi icin bglangic materyali ya
da farmakolojik olarak aktif bikgklere model olarak da kullaniimaktadir (26).
Bilimsel bulgularbitkilerin biyolojik olarak aktikimyasal yapilar olgturduklarini ve
gunumuzde kullanilan pek c¢ok ilacin bitki kdkenliadadelerin analoglari olgu

hipotezini desteklemektedir (27).

Antimikrobiyal etkinlige sahip bitki bilgiklerinin etki mekanizmasi ile ilgili pek cok
hipotez ileriye soOralmgitr. Bitkisel bilesikler dogrudan ya da dolayl yoldan
mikroorganizmalarin hicrelerinin biyokimyasal olkayhi etkilemekte ve onlarin
hiicre zarlarinin fizikokimyasal butl@iine zarar vermektedir. Hicre zarinin
fizikokimyasal yapisinin bozulmasi sonucunda prot@meketi ve elektron ali

tasiniminda  eksiklikler olgarak hiicre iceginin koagulasyonu meydana
gelmektedir. Antimikrobiyal 6zellikli  bilgkler mikroorganizmalarin  hicre

duvarinda bulunan proteinleri de etkilemektedir)(28



Liken metabolitlerinin antibiyotik 6zellikleri likelerin en fazla ¢adilan biyolojik
aktivitelerinden biridir. Likenlerin antibiyotik dalikleri ile ilgili ilk calisma
Burkholder ve arkaddari tarafindan yapilmtir. Burkholder ve arkadarn 42 liken
tirinin su ekstraktlarirdtaphylococcus aureuBacillus subtilis Escherichia coli
bakterilerine kag aktivitesini denemstir. Bu likenlerden 27 tane§l. aureuwve/ya da
B. subtilise karsi aktifken, hicbir liken tur(E. coliye karsi aktivite gostermengtir.

Liken bilesikleri yalnizca duyarl bakteri slarina kagi degil coklu ilag direncli
bakterilere kayn da etki gostermektedir. Ayrica, liken metabotitién tibbi araclarla
ya da sinerjistik etki icin ger antibiyotiklerle birlgtirilmesi, bakteriyal biyofilm
olusumuna kagi bu cihazlarin ve antibiyotiklerin aktiviteleride yikseltmgtir (29).

Likenlerde binden fazla metabolit tanimlanmasinanen, oldukca az sayida liken
turd antibiyotik ozellikleri bakimindan agtarilmistir. Vartia’nin denedii likenlerin
% 50'sinden fazlasi antibiyotik aktivite gostegtmi Bu sonuglar, liken
ekstraktlarinin ve liken metabolitlerinin anmalmasi icin ¢cok daha fazla caba

sarfedilmesi gerekdini gostermektedir (30).

Cezayir'den toplanakvernia prunastrive Ramalina farinacedL.) Ach. likenlerinin
esansiyel yglarinin antimikrobiyal aktivitelerinin as&iriimasini konu alan bir
calismada bu likenlerin esansiyel garinin oldukca dgilk antimikrobiyal etkiye

sahip oldgu gorulmigtar (31).

Bir Himalaya likeni olanCetrelia olivetorum(Nyl.) Culb. & C. Culb.likeninin
kiltare edilmg tallusunun metanol ekstraktinin antimikrobiyal gratiyel sergiled
belirlenmitir (32).

Parmotrema tinctorum(Delise ex Nyl.) Halelikeninden elde edilen 2-propanol
bilesiginin caliilan test bakterilerine kgiretkili oldugu goézlemlenmitir (33).

Guney Amerika’'nin dgisik bolgelerinden toplanan 36 farkh liken tarandrbdkteri
swuna Staphylococcus aureusmetisiline direncgli Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureuSOL, Escherichia colive Pseudomonas aerugings&ari

aktiviteleri incelenmi ve Lobaria pulmonaria disindaki dger tim liken
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ekstraktlarinin bakteriyal slar Gzerinde aktivite gosteggi belirlenmgtir. Bu
argtirmada, bakteriyal hiicre 6lumune yol acan likertambelitleri olan usnik asit ve

vulpinik asitin inhibisyon mekanizmalari da inceteigtir (12).

Flavoparmelia caperatgL.) Hale, Evernia prunastri Hypogymnia physoded..)
Nyl. ve Cladonia foliaceagHuds.) Willd. likenlerinin metanol ekstraktlarmgssitli
bakteri sglar Uzerindeki aktivitelerinin incelengli calismada, en guclu
antibakteriyel etkininH. physodes/e C. foliaceaelikenleri tarafindan gosterilgi
belirlenmgtir. Ayrica, E. prunastri ve H. physodes kuvvetli antifungal etki
gosterdgi kaydedilmitir. E. prunastrien iyi etkiyi mayalara kar, H. physodesse

filamentsi mantarlara karsergilemgtir (15).

Ulkemizde de likenlerin antimikrobiyal etkigli ile ilgili calismalar
gerceklatirilmistir. Ornesin, Bursa’dan toplanarRamalina farinaceaeve Usnea
intermedia Jatta likenlerinin antimikrobiyal aktivite canalarindaR. farinaceae
likeninin en ylksek aktiviteyBalmonella enteritidive Candida albicangurlerine,
U. intermedialikeninin ise Streptococcus pyogenee C. albicansturlerine kagi
gosterdgi bulunmutur (34).

Physcia aipolia(Ehrh. ex Humb.) FurniXanthoria parietina Usnea florida(L.) F.
H. Wigg., Usnea subfloridaZahlbr.) Motykave Melanohalea exasperat@e Not.)
O. Blanco, A. Crespo, Divakar Essl.,, D. Hawksw&Lisub tirlerinin metanol ve
kloroform ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivite alggmalarinda Enterococcus
faecalis ve Staphylococcus aureaskari aktivite gostermedi ve P. aipolia tirt
disindaki dger liken tdrlerinin Candida albican® karsi orta derecede aktivite

gosterdgi ortaya konmstur (35).
Ramalina farinaceaeRamalina fastigiata(Pers.) Ach. veRamalina fraxinea(L.)

Ach. tirlerinin metanol ekstraktlarinin iM degerlerinin 64 ug/mL ve 512pg/mL
arasinda destigi kaydedilmitir (36).
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Usnea intermediaUsnea filipendula(Ach.) Nyl. ve Usnea fulvoreagenfRasénen)
Réasanen likenlerinin metanol ekstraktlarinin arknolbiyal aktivite sergiledi
belirlenmitir (37).

1.2. Likenlerin Antioksidan Aktiviteleri
Vucutta meydana gelen reaktif oksijen turleri (RQ/€) serbest radikaller biyolojik

molektllerde hasarlara neden olmaktadir.

Serbest radikaller, genellikle bir elektronunu kagen ve bir oksijen atomu igceren
molekdller olarak tanimlanmaktadir. Elektron ek&lidri nedeniyle komngu
molekdllerin elektronlarina g6z dikerler. Deoksottiikleik asit (DNA)'e saldirarak
fonksiyon bozuklgu, mutasyon ve kanserlere neden olabilirler. Eneienlve
proteinlere de zarar verebilirler. Kan damarlarindzseyen hicrelerin zarlarinda
olusan bir hasar, atardamarlarin sesthesine ve kalinkemasina bunun sonucunda da
kalp krizi ve felclere neden olabilir. Serbest kadlier kollajendeki protein yapilarina
da saldirarak protein molekdlleri arasinda capraglab olusturup dokularda

sertliklere yol agmaktadir (38).

Serbest radikal Gretimi devamli ve kacginilmaz biregtir. Serbest radikaller viicutta
olumlu etkilere sahiptir. Serbest radikallerin wikigtcleri b&isiklik sistemi ve
inflamatuar reaksiyonlarinda kullanilabilmektedBuna r&men bazen bu sire¢
kontrolden cikarak sar miktarda serbest radikal tretilen bir zincirkemeaksiyona

donisebilir. Bu da bedende yikimlara yol agmaktadir (38)

Oksijen insan ygmi icin elzem olmasina gaen, normal metabolik sirecler
sirasinda uretilen ROT’lar vicuda zarar verebilrmdkt ROT’larin ¢gu serbest
radikallerden olgur. ROT’larin yglanmaya yol ac#, kalp damar hastaliklari, gti
kanser tirleri, katarakt, Bgiklik sisteminin zayiflamasi, sinir sisteminde cegjeatif
hastaliklar gibi pek cok hastgh neden oldgu bildirilmistir (39).

Asbest, ozon, hipoklorid, kikurt dioksit, minerabzlar gibi bazi kirleticiler,

radyasyon, pestisitler, herbisitler, demir, bakadmiyum gibi iyonlar, ¢6ziculer,

sigara dumani, alkol, gugasinlari, stres, ggtli tibbi tedavi yollari ve kontamine
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sular gibi bircok faktor oksijen turevli serbestliteallerin meydana gelmesine zemin
hazirlamaktadir (40). Bazi enzimlerin (ksantin dkgi, aminoasit oksidaz vb.)

katalitik donguleri sonucunda serbest radikalleydama gelebilmektedir (41).

Ayrica endoplazmik retikulum membrani vegeli membranlarda bulunan enzim
sistemleri doymamiyag asitlerini ve organizma icin yabanci olan madded&side

ederek serbest radikal eturur (42). Reaktif oksijen tirleri kloroplastlarda
mitokondride ve plazma membranindaki elektroginta zincirinde yan drtnler

olarak da meydana gelebilir (43).

Enfeksiyonlara kar vicudun tepkisini bgatan balica hicreler makrofajlar,
notrofiller ve eozinofillerdir. Fagositik faaliyett sirasinda ¢éli serbest oksijen
radikalleri meydana gelir. Fagosite edigmmikroorganizma, serbest radikallerin
etkisiyle yok edilir. Ote yandan, bu oksidan Uriiriiécrelerin antioksidan savunma
guclerini gtiginda normal konakgi htcrelerine zarar vererekiticehastaliklari

meydana getirirler (44).

Oksijenli ortamda ygam, oksidatif fosforilasyonla adenozintrifosfat (R)r tretimi
acisindan onemli olcude vyarar giaken birtakim tehlikeleri de beraberinde
getirmektedir. Guclu reaktif 0Oze#i bulunan serbest radikaller, biyolojik
molekdllerle etkilgerek yeni serbest radikal glumuna neden olan zincirleme bir
reaksiyona yol acarlar (44).

Organizmada surekli reaktif oksijen ve azot tiurlémetiimekte, buna kanik

antioksidan sistem tarafindan istenilmeyen bu etlgiderilmektedir. Bu durum bir
denge icinde sirekli olarak devam etmektedir. Bungéain oksidanlar lehine
bozulmasi durumu oksidatif stres olarak isimletidiriOksidatif stres durumunda
ROT ve azot turlerinin reaksiyon hizlari artar. Burumdan lipitler, proteinler ve

nikleik asitler gibi pek ¢ok sistem olumsuz etkitgd5).
Oksidatif strese kar ¢cok duyarli olan beyin ROT Uretmek yoluyla ndiemdla hasara

neden olmaktadir. Beyin dokusundasal hasarlar sonucunda beyin iskemisi, hafiza

bulaniklgi, Alzheimer, Parkinson gibi birgok sinirsel hasgtaheydana gelmektedir.
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Serbest radikaller proteinlerdeki tiyol (-SH) graphin oksidasyonuna neden olarak
oksidatif protein hasarlarina yol acar (46). Pmieri serbest radikallerden
etkilenmesi sonucunda sulfur radikalleri @luve yapisinda distilfit ari bulunan

proteinlerin tersiyer yapilari bozulur (41).

Hidroksil radikalinin DNA molekulinin bikenleriyle reaksiyona girerek purin ve
pirimidin bazlarina ve deoksiriboz iskelete de ramadigi bilinmektedir (46). Son
yillarda yapilan ardirmalarda oksidatif DNA hasarinin gostergesi dlatzaz
hasarlari gosterilmektedir. Oksidatif hasar sonom@ydana gelen genetik materyal
hasari, mutajenez ve glanmanin ilk adimidir (44).

Hucre dginda meydana gelen serbest radikaller, hicrengerdkisimlariyla
etkilesime girebilmek icin ya plazma membranini gegcmeldgatoksik reaksiyonlari
membranda bdatmalidir. Membran yapisindaki doymanyeg asitleri, fosfolipitler,
gliserol ve steroller serbest radikallere skasldukca hassastir. Serbest radikallerin
neden oldgu lipid peroksidasyonu hicre membrani iyon geciligamin
bozulmasina, sekresyon fonksiyonlarinda kayiplasglen olabilir (47). Lipid
peroksidasyonu, hicre membranina direkt ya datwiduklari reaktif aldehitlerle

diger hticre bilgenlerine dolayli olarak zarar verebilen bir stire@B8).

Oksidatif stresin ROT'un neden olglu bircok hastafia etkisi oldgu bilinmektedir.
iskemi/reperfiizyon hasari (49, 45), ateroskleroglapana (50), Alzheimer hastai
Parkinson hasta (51, 52), Kronik Obstriktif Akg@er Hastalg (KOAH) (53), felg,
kanser, hipertansiyon, alerji, astim, inflamasykatarakt, multiple skleroz gibi pek

cok hastalia oksijen serbest radikallerinin de etki @thildirilmi stir (54-56).

Serbest radikallerin yol agtioksidasyonlari engelleyen, serbest radikallekaj@ma
ve onlari dengede tutma Ozgiide olan maddeler antioksidan olarak
isimlendirilmektedir (38). Antioksidan maddeler epeh (enzimatik) ve eksojen
(enzimatik olmayan) olarak 2'ye ayrilir. Antioksiasavunmada o©ncelikli olan
enzimatik antioksidanlardir (SOD, katalaz, glutatyoediktaz vb.) Enzimatik
olmayan antioksidan savunmada esansiyel mikro betesiklerinin (tokoferoller,

askorbik asit, karotinoidler, polifenoller, flavadéer) 6nemli bir yeri vardir (44).
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Sekil 1.1 Antioksidan ve serbest radikaller (57)

Ozellikle bitkisel kaynaklardan elde edilen gab Urtinler antioksidanlar gibi

davranarak oksidatif stresi azaltma yeggne sahiptir (58).

Tibbi bitkilerin antioksidan icerikleri serbest rkallerin neden oldgu hastaliklara
karsi korunmaya katki sgamaktadir. Dgal antioksidanlarin tiketiimesi dejeneratif
hastaliklarin neden ol@u 6lim orani ve hasta olma orani ile dekilidir. Dogal
kaynakli antioksidan ajanlar serbest radikal stuglaktiviteleri nedeniyle 6zel bir
ilgi kazanmstir (59).

Tibbi bitkilerde oldgu gibi likenlerde de antioksidan 6zgki sahip pek cok bigek
bulunmaktadir (6rn@n, sekikaik asit, homosekikaik asit, umbilikarikita lekanorik
asit, giroforik asit, divarikatik asit, pannaringrzoik asit, diffraktaik asit, vikanisin,
atranorin, zeorin, protosetrarik asit, salazinii,asnik asit, evernik asit, fisodik asit,
barbatik asit ve ramalin) (60). Fenolik Bilder olan mantar melaninlerinin pek @o
likenlerde sentezlenir ve UV-Bigini absorbe etmek ve fotobiyontgira radyasyona
karsi korumak icin tallusta biriktirilir. Bu sigli koruyucular gtcli antioksidan
kapasiteye sahiptir ve kozmetik endustrisinde derujwacu madde olarak
kullanilabilir (15).

Dunyanin cgitli bélgelerinde likenlerin antioksidan aktivitelei inceleyen pek cok

arastirma mevcuttur.
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75'ten fazla liken turinin ve likenlerden izole ledg 65 metabolitin radikal
supurme aktivitesi, lipid peroksidasyon inhibisyorwe indirgeme guci gibi
parametreleri incelengi ve calgilan likenlerin antioksidan kapasiteye sahip
olduklari ortaya konmgiur (61).

Hindistan’dan toplananParmotrema austrosinensg€Zahlbr.) Hale, Parmotrema
hababianum(Gyelnik) Hale veParmotrema tinctorunlikenlerinin petrol eteri, etil
asetat, aseton, etanol ve su ekstraktlarinin asitlak potansiyellerini ¢glimistir.
Analizler sonucunda en yluksek toplam antioksidapakéeP. tinctorumlikeninin
aseton ekstraktinda bulunurke, hababianumve P. austrosinensdikenlerinin
metanol ve benzen ekstraktlarl ise yuksek serbadikal slUplrme aktivitesi

sergilemstir (62).

Tibbi olarak kullanilarRamalina pacificaAsahina veRoccella montagnesel. isimli
liken tdrlerinin kloroform, etil asetat, etanol veetanol ekstraktlarinin toplam
fenolik icerigi, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) serbest rdail siptrme aktivitesi
ve indirgeme gucu incelengtir. R. pacificanin etanol ekstraktinda kuvvetli DPPH
radikal stptrme ve indirgeme gicu aktivitesine laasimistir. En yuksek fenolik

icerigin iseR. montagnémin etil asetat ve etanol ekstraktlarinda saptann(63).

Ramalina nervulosgMiill. Arg.) Abbayeslikeninin metanol, petrol eteri ve su
ekstraklarinin total fenolik ve flavonoid igerikiein, serbest radikal stpurme
aktivitelerinin ve bakir iyonu indirgeme guclerinincelendgi bir argtirmada en
yuksek toplam fenolik ve flavonoid icgrisu ekstraktlarinda saptanirken, her (g
ekstraktin kuvvetli serbest radikal siplirme akdsihe ve bakir iyonu indirgeme

gucune sahip oldiu bulunmuytur (64).

Turkiye'de de likenlerin antioksidan etkileri ilgili calismalar yapilmgtir. Ornegin,
Anaptychia ciliaris, Bryoria fuscesce(Syelnik) Brodo & D. HawkswParmotrema
chinenseve Xanthoria candelaria(L.) Th. Fr. likenlerinin metanol ekstraktlarinin
oksidatif strese kar insan lenfositlerindeki AFB1’'in malondialdehitwsgelerini ve
superoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, glutatyaktivitelerini etkiledgi

gorulmistar (65).
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Pseudevernia furfuracedikeninden izole edilen olivetorik asit ve fisodi&sit
antioksidan aktivite sergilestir (66).

Usnea intermediaUsnea filipendulave Usnea fulvoreagendikenlerinin aseton,
etanol ve metanol ekstraktlarinin toplam fenoli&riklerinin ve toplam antioksidan
kapasitelerinin aggurldig! bir calsmada, en yuksek toplam fenolik igarve toplam
antioksidan aktivite sirasiyldJ. fulvoreagensn metanol ekstraktinda vel.

filipendulanin aseton ekstraktinda saptagmmi(37).

Ramalina farinaceaRamalina fastigiatave Ramalina fraxinedikenlerinin aseton,
etanol ve metanol ekstraktlarinin toplam fenoliikleri ve antioksidan kapasiteleri
calisiimis ve her g liken tirininde metanol ekstraktindgigesek toplam fenolik

icerik saptanngtir (36).

Bucukagslu ve arkadglari Orta Anadolu’dan topladiklatumbilicaria aprina Nyl.,
Umbilicaria cylindrica (L.) Delise ex DubyUmbilicaria decussatdVill.) Zahlbr.,
Umbilicaria leiocarpa Umbilicaria nylanderiangZahlbr.) H. Magn. v&mbilicaria
virginis Schaerer’in metanol ekstraktlarinin ve bu likenderdzole edilen giroforik
asitin toplam fenolik icerikleri ve DPPH radikaliigiirme aktivitesini incelerpive
sonucta en yiksek toplam fenolik iggni U. nylanderiana’da,en yiksek DPPH

aktivitesini ise giroforik asitte belirleslerdir (67).

1.3. Likenlerin Tirozinaz inhibisyonu Aktiviteleri
Enzimler, hiicre ggalmasi, enerjinin ya da besinlerin cevreden alinmasnerjinin
donimua, metabolitlerin tanmasi ve kisaca metabolizma olarak tanimlanannbitt

hiicre fonksiyonlarinin gercekl&ilmesinde gerekli olan biyokatalizorlerdir (68).

Enzimler, canli hicreler tarafindan biyolojik yole sentezlenmesine gaen
aktivite gostermeleri icin hicre icinde bulunmalgart degildir. Enzimler, kimyasal
reaksiyonlarin normalden en az milyon defa dah#& lyerceklamesini sglarlar.
Katalizlenmemy bir reaksiyonun dengeye varmasi yawavag olmasina rgmen

enzimlerin varlginda birka¢ saniyede gercefébilmektedir (44).
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Tirozinaz enziminin (E.C. 1.14.18.1) sistematik ;adi,2-benzendiol:oksijen
oksidorediuktazdir. Tirozinaz polifenol oksidaz, daz, katekol oksidaz adiyla da
bilinmektedir. ilk kez 1856 yilinda Schobenbein tarafindan mantginde
kesfedilmistir (69). Sekil 2'de tirozinaz enziminin yapisi belirtimekiedBu enzimin
aktif merkezinde her biri t¢ histidin amino asidibgslanms iki bakir atomu yer

almaktadir. Aktif merkezdeki iki bakir atomu ilei itane oksijen atomu etkiam

halindedir (44).
“@ HIS 194

-

HIS 54 /.

o Cu
HIS 63
3\ =

Sekil 1.2 Tirozinaz enziminin yapisi (70)

HIS 216

Tirozinaz ismi enzimin substrat olarak tirozin vehidroksifenilalanine kan
spesifikligi nedeniyle verilmgtir. Enzimlerin etkinliklerinin in vivo ve in vitro
aktivitelerinin bazi aktif bilgkler tarafindan azaltilmasi ve yok edilmesine
inhibisyon ismi verilmektedir. Bu duruma yol acaitekiklere de inhibitdr adi verilir
(56). Tirozinaz enzimini inhibe etme 0zgltie sahip bilgiklere ise tirozinaz
inhibitora adini almaktadir (71).

Tirozinaz, tirozinden oksidasyon yoluyla melanin diger pigmentlern Gretimini
katalizleyen bakir igceren bir enzimdir. Tirozinadlt melanositlerinde sentezlenen
melanozomlarin igersinde bulunur (72). Tirozinaziem memelilerin cilt, gbz ve

saclarindaki pigmentlerden sorumludur (73).
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Tirozinaz genindeki bir mutasyon, tip 1 okulokutaibinizm hastafiina neden
olmaktadir. Tirozinaz enzimi birgok bitki dokusundi&zi mantarlarda ve boceklerde
de bulunmaktadir. Yiksek yapih bitkilerde enzirikigi bécek ve mikroorganizma
saldirilarina kan koruyan ve kurumayi engelleyici bir melanin tadsik meydana
getirmektedir. Tirozinaz enziminin boceklerin sdiskeletlerinin sertlgmesine
yardimci oldgu ve bocekleri mikroorganizmalara kakorudusu ileri strdlmigtar
(74-75.

Tirozinaz enzimi boéceklerde yara iylaesi, boceklerde deri @gimi sonrasi
kutikulanin sertlgmesi, melanin sentezi ve parazit kapsullenmesi gik cok
onemli fonksiyona sahiptir. Bu 6nemli fonksiyonfadan dolayr bazi insektisitler

tirozinaz enzimini inhibe etmeyi amaclamaktadir)(72

Tirozinaz enzimi insanlar i¢cin de énemlibir yerédnigair. Bu enzimin kullanildii en
onemli noktalardan biri melanin sentezidir. Melgniteriyi ultraviyole ginlarindan

koruma ve ROT lerini giderme gibi 6nemli fonksiyan& sahiptir. (76).

Melanoma sirasinda tirozinaz aktivitesi kontrol le@zse bu durum melanin
sentezinde aga neden olur (72). Lokal hiperpigmentasyon lentigen ve cil gibi

pek cok cilt rahatsiziina neden olmaktadir. Akne ve egzema da hiperpitaagona

neden olmaktadir. @er bir hiperpigmentasyon gdi olan melazma ise hamilelik
doneminde hormonlar nedeniyle meydana gelmektet8). (Tirozinaz enziminin

aktivitesinin azaltilmasi ile hiperpigmentasyonlakali cildin melazma ve yalik

benekleri gibi olumsuzluklarin ortadan kaldiriimamaclanmaktadir (72).

Tirozinaz enzimi, Parkinson hasgahda da énemli bir yere sahiptir. Dopa, tirozinaz
enzimi etkisiyle fenilalaninin yikseltgenmesi nesmde meydana gelen kimyasal
bir maddedir. Dopa, Parkinson hagtatin tedavisinde lari gosteren bir bikgktir
(77).

Gerek sglk ve kozmetik gerekse gida endustrisinde tirozimamziminin birgok

uygulama alani bulunmaktadir. Tirozinaz, meyve \&bzelerin glenmesinin

ardindan enzimatik kararmaya neden olarak Uruniitegai dislUrerek maddi
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kayiplara da yol acgcmaktadir. Bu olumsuzluklar negen bu alanda yapilan
calismalarda hasat vgleme sonrasinda enzimin aktivitesini minimuma iebimek

amaclanmaktadir (44).

Flavonoid ve stilbenoid gibi pek c¢ok polifenol, stiat analoglari, serbest radikal
supurdculerin ve bakigelatlarinin tirozinaz enzimini inhibe diti bilinmektedir.
Tibbi ve kozmetik endustrileri ciltle ilgili probheleri tedavi etmek icin tirozinaz

inhibitorleri Gzerinde ygunlasmistir (73).

Melanin sentezi inhibitor aktivitesi iceren g trtnler, cilt beyazlatici olarak da ilgi
cekmektedir. Her gin buyiyen kozmetik endUstrigigpave daha iyi besirsleme
tekniklerine kagi artan talepler nedeniyle yeni antitirozinaz @kéere devaml
ihtiya¢ duyulmaktadir. Pek ¢ok antitirozinaz kife elde edilmesine gamen, bitki
kaynaklari gtvenilir ve kolay elde edilebilirdir3y.

Melanin oksidasyon reaksiyonlari yoluyla Uretiididen, cgu antioksidan maddenin

de melanin Uretimini inhibe egiidUstinulmektedir (78).

Calsma materyalimizi olgturan likenler d@al kokenli tirozinaz enzimi

inhibitdrlerinden biridir.

Liken ekstraktlarinin antioksidan ve antimikrobiyalktiviteleri ile ilgili pek c¢ok
calisma bulunmasina ksn, likenlerin antitirozinaz aktiviteleri ile ilgilarastirmalar

oldukca sinirhdir.

Brezilya’dan toplanarCladia aggregata(Sw.) Nyl., Cladonia confusaR. Sant.,
Cladonia crispatulgNyl.) Ahti, Cladonia dimorphoclad&obbins,Cladonia furcata
(Hudson) Schraderlobaria erosa (Eschw.) Trevisan,Punctelia canaliculata
(Lynge) Krog, Stereocaulon microcarpuriiull. Arg. ve Stereocaulon ramulosum
(Sw.) Rausch. likenlerinin tirozinaz inhibisyon &kesi test edilmy ve bu
calismalar sonucundaC. aggregata C. dimorphoclada S. ramulosumve S.
microcarpumlikenlerinin tirozinaz enziminin inhibisyonu lGzede pozitif sonuclar

verdigi tespit edilmgtir (79).
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Chakma ve Yoganandam tarafindan yapilan birsigalda, Roccella belangeriana
D.D. Awasthilikeninden izole edilen usnik asitin yiksek oradkrantitirozinaz

aktivitesine sahip oldiu kaydedilmsgtir (80).

Behera ve arkadkari Heterodermia podocarp&Bel.) D. D. AwasthiArthothelium
awasthiiPatw. & Makhija,Usnea ghattensi&. Awasthive Parmotrema tinctorum
likenlerinin metanol ekstraktlarinin antitirozinaktivitelerini calsmis ve sonucta
dort liken tarandnde farkh oranlarda tirozinaz itnieyon aktivitesi gosterdini

kaydetmglerdir. Ayrica, en dgiik aktiviteninU. ghattensisle, en yuksek aktivitenin

iseP. tinctorumlikeninde bulundgu rapor edilmgtir (81).

enzimi Uzerine inhibisyon etkisini incelegtir. Calisilan 20 tirde kuvvetli tirozinaz
aktivitesine rastlanirken geri kalan 20 turde is& ¢ok diuk oranlarda aktiviteye

rastlaniimgtir (82).

Higuchi ve arkadgdari 46 farkh tdr liken kadltdrinin antitirozinazkivitesini
incelems ve bu turlerden 6zellikleHypogymnia physoded. etharia vulpinave
Cetraria juniperina(L.) Fr. tarlerinin oldukca gucli antitirozinaz akteye sahip
oldugunu tespit etmsierdir (83). Bu calma sonucunda bazi liken kudltirlerinin
antitirozinaz aktiviteye sahip olguna dair resmi olarak patent de aligimi
(European Patent Office EP 0503828 Al).

Mevcut literattrlere gore Turkiye'de likenlerin &@mwbzinaz aktiviteleri ile ilgili
yeterince cabma yapiimadii goérilmektedir. Konuyla ilgili Kinaliglu ve
arkadalarn tarafindarCladonia stellaris(Opiz) Pouzar & VezdaCladonia pyxidata
(L.) Hoffm. ve Cladonia furcatatirleri tzerinde gercekjarilen bir calsmada, bu
tirlerin antitirozinaz aktivitelerini incelengive bu liken tdrlerinin tirozinaz

inhibitora 6zellgi gosterdgi sonucuna varilngtir (84).
Calisma materyalimizi olgturan turlerderProtoparmeliopsis murali§Schreber) M.

Choisy’'in sinonimlerinden biri olanLecanora muralis (Schreb.) Rabenh.

Amerika’nin Kaliforniya eyaletinde cay olarak kdkkin tedavisinde ve sarimsi-
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kahverengi zeytin rengi elde etmede boya kg@ywéarak kullaniimaktadir (60, 85).
Hava kirliligine kagl hassas olan bu tirden ayni zamanda hava inith

belirlenmesinde indikator olarak da yararlaniimdkt#36-87).

Calismamizda kullanilan ger tur olanParmotrema perlatunfHudson) M. Choisy
Hindistan’da kalpasi adiyla bilinmektedir ve bu édle yemeklerin kokusunu ve
tadini artirmada baharat olarak kullaniimaktadi8).(8Hindistan’daki Ayurveda
terapilerinde bg agrilarini rahatlatici tibbi y& olarak da siklikla kullaniimaktadir.
Ayrica, antibakteriyel, antiinflammatuar, atellstricii ve kanamay! durdurucu
Ozelliklere de sahiptir. Himalaya V-jel ve Renikateup isimli ilaglarin yapiminda
da P. perlatumlikeninden faydalaniimaktadir (89). Bu tir ayricwar sokturica,
mesane ftani eritici, doku ve damarlari biuzictu o6zelliklereahg oldgu
bildirilmi stir. (90, 91). Bu liken tarintn laksatif ve gaz egicti 6zelliklerinin yani
sira brogit, bogaz arisi, tukuruk salgisiningal azalmasi, @iagrilari, inflamasyon,
hazimsizlik, kan hastaliklari, kalp hastaliklaridenhastaliklari, uyuz, genegmlar

ve lepra tedavisinde de kullanilabilgceildirilmi stir (92).

P. perlatumlikeni, hava kirlililigi indikatori olarak da kullaniimaktadir (93-95).
1.4. Calsmanin Amaci

Bu calsmada, yapraksi bir liken tirt old®armotrema perlatunve plakodiod bir

liken tUrd olanProtoparmeliopsis muralig etanol, su ve kloroform ekstraktlarinin

antimikrobiyal, antioksidan ve antitirozinaz akteferinin incelenmesi amaclandi.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Materyal
2.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneysel cajmalarda kullanilan kimyasal maddelga@da verilmektedir:

Merck; Mdller Hinton Agar (MHA), Mduller Hinton Broth (MHB Sabaroud
Dekstroz Broth (SDB), Sabaroud Dekstroz Agar (SDR9Jin Ciocalteu reaktifi,
Sodyum karbonat (N&QO;), L- Askorbik asit, Sodyum fosfat (NMdPO,.12H,0),
Bakir (1) klorid (CuCh), Sodyum hidroksit (NaOH), Amonyum molibdat
(NH4)sM07024.4H,0, Sdulfurik asit (HSOy)(d=1,840 g/mL, %95-97), Amonyum
asetat (Amonyum asetat (IWAL).

Sigma Aldrich; Katesin, (+)-6-hidroksi-2,5,7,8, tetrametilkroman-2-kaHsilik asit
(Troloks), Gallik asit, Metanol, Kloroform, Potasyupersiilfat (KS,Og), EDTA,
Batillenmis Hidroksi Toluen (BHT), Demir (ll) klorir (Fe@), Sodyum nitrit
(NaNG,), Aluminyum klorid hidrat (AIC4.6H,0), 2,2’Azino-bis  (3-
etilbenzenotiyazolin-6-silfonik asit (ABTS), (3-f#+dil)-5,6-bis (4-fenil-stlfonik
asit)-1,2,4-triazin (Ferrozin), Etanol, KloroformMetanol, Dimetil sulfoksid
(DMSO0), 2,9 dimethyl 1-10 phenantroline (Neokupyihirozinaz enzimi (tyrosinase

from mushroom).

Oxoid; Gentamisin, Tetrasiklin, Nistatin.

2.1.2. Kullanilan Cihazlar

Arastirmalarda kullanilan cihazlar ve markalari Tabld'@e verilmitir.

Tablo 2.1 Calismalarda kullanilan cihazlar ve markalari

Cihaz Adi Marka
Buzdolabi Vestel
Etiv POL-ECO-Aparatura
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Tablo 2.17in devami

Distile Su Cihazi GFL, 2001/4
Otomatik pipetler Gilson ve Dragon pipetleri
Manyetik Karstirici Wisd Laboratory Instruments
pH Metre Hanna Instruments, HI 221
Soksalet Cihazi Velp Scientifica
Steril Kabin ESCO, Class Il, Type A2
Calkalayicili Su Banyosu Julabo SW22
Vorteks Heidolph
UV-Vis Spektrofotometre Shimadzu UV-mini-1240
Otoklav Zealway GR85DR

2.1.3. Liken Materyali

Calsmay! olgturan Protoparmeliopsis muralis (plakodioid) ve Parmotrema
perlatum (yapraksi) orneklerinin tamami Bo Karadeniz Bélgesi'nde yer alan ve
asaglda detayl olarak verilen lokalitelerden toplar{@ekil 2.1 ve Sekil 2.2). P.
muralis drnekleri kayalardarR. perlatumérnekleri ise hem kayalardan hemda@
kabuklarindan toplandi. Toplanan Ornekler laboratugartlarinda yeterince
kurutulduktan sonra Dr. Kadir KINALIGLU tarafindan tghis edildi. Mevcut liken
orneklerinin birer 6rng Giresun Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Bojol

Boliminde saklanmaktadir.
2.1.4. Liken Materyallerinin Toplandigi Lokaliteler
Protoparmeliopsisnuralis: Trabzon, Arakli, Kizilkaya yaylasi, 2222 m, 4008)' N,

40°01'39 E", 19.07.2015.

Parmotrema perlatum:Giresun, Merkez, Boztekke kdylu 22 m, 40°53'59" N,
38°19'09" E, 16. 04.2015.
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Sekil 2.2 Parmotrema perlatum

2.1.5. Kullanilan Bakteri ve Mantarlar

Calismalarda kullanilan mantar garindan Candida albicans Candida tropicalis
Firat Universitesi Biyoloji BolimiinderCandida parapsilosissiresun Universitesi
Egitim  Fakultesinden ve Saccharomyces cerevisiagGiresun il Kontrol
Laboratuvarindan temin edilgtir.

Calismalarda kullanilan bakteri garindanSalmonella entericae Staphylococcus

aureus Giresun Il Kontrol LabaratuarindanBacillus cereusRize Universitesi
Molekuler Biyoloji Anabilim DalindanEnterobacter aerogengBacillus subtilisve
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Proteus vulgarisFirat Universitesi Biyoloji BoliimiindenMorganella morganii

Bilecik Seyh Edebali

Dalindan, Gordonia

Universitesi

rubripertincta  Staphyloccocus

Molekuler Biyoloji ve Geike Anabilim

cohnii ve Yersinia

pseudotuberculosi¥editepe Universitesi Genetik ve Biyomiihendisli@l@ninden

temin edilmstir.

Tablo 2.2 Kullanilan mantar ve kodlari

Mantar Kodu
Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763
Candida albicans FMC 17
Candida parapsilosis ATCC 22019
Candida tropicalis ATCC 13803
Tablo 2.3Kullanilan bakteri ve kodlari
Bakteri Kodu
Salmonella enterica ATCC 14028
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Staphylococcus cohnii Laboratuvar izolati
Yersinia pseudotuberculosis ATCC 911
Bacillus subtilis IMG 22
Enterobacter aerogenes CCM 2531
Gordonia rubripertincta Laboratuvar izolati
Bacillus cereus ROMA 702
Proteus vulgaris FMC 1
Morganella morganii Laboratuvar izolati

2.1.6. Antioksidan Aktivite Tayininde Kullanilan Ki myasallar ve Hazirlansi

2.1.6.1. Folin-Ciocalteu Reaktifi
1:3 oraninda seyreltilerek kullanilir.
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2.1.6.2. NaNQCozeltisi
5 g NaNQ tartilarak distile suda c¢ozulerek son hacim bgmede 100 mL'ye

tamamlanir.

2.1.6.3. AICE.6H,0O Cozeltisi
10 g AICkL.6H,0 tartilarak distile suda ¢ozilerek son hacim bapede 100 mL'ye

tamamlanir.

2.1.6.4. HSO, Cozeltisi
0,83175 mL HSO, alinarak tizerine sizdirillarak 24,18825 mL saiauei edilir.

2.1.6.5. NaHPO4.12H,0O Cozeltisi
0,025 g NaHPO,.12H,0 tartilip son hacim balon jojede 25 mL’'ye tamamian

2.1.6.6. (NH)sM07024.4H,0 Cozeltisi
0,123585 g (NH)sM07024.4H,0 tartilarak son hacim 25 mL’ye tamamlanir.

2.1.6.7. ABTS Cozeltisi
0,00406 g ABTS 1 mL suda cozuldi. 0,0007 giSiOs 1 mL suda c¢o6zilda.
Cozeltiler kargtirilarak 12-16 saat oda sicakhda karanlikta bekletilir.

2.1.6.8. FeCG Cozeltisi

0,02535 g FeGltartilarak distile suda ¢ozulir ve son hacim 1Q0ye tamamlanir.

2.1.6.9. Ferrozin Cozeltisi
0,24623 g ferrozin tartilarak distile suda c¢ozuhNE® son hacim 100 mlL'ye

tamamlanir.
2.1.6.10. CuCJ.2H,0 Cozeltisi

CuCh.2H,O’den 0,4262 g tartilarak distile suda ¢Ozundr e Bacim 250 mL'ye

tamamlanir.
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2.1.6.11. NHAc Tamponu
NH,Ac’dan 19,27 g tartilarak distile suda c¢6zunur van shacim 250 mL'ye

tamamlanir.

2.1.6.12.Neokuprin Cozeltisi
0,039 g neokuprin tartilarak susuz etanolde c¢oziwvgirson hacim 25 mL'ye

tamamlanir.

2.1.7. Antitirozinaz Aktivitesi icin Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi
2.1.7.1. L-Tirozin COzeltisi
0,0014 g L-Tirozin tartilarak distile suda ¢cézin@rson hacim balon jojede 5 mL'ye

tamamlanir.

2.1.8. Antimikrobiyal Aktivite Tayininde Kullanilan Besiyerilerin Hazirlanisi
2.1.8.1. Bakteriler icin Besiyeri Hazirlans!

21 g MHB tartilir ve 1 It su ilave edilerek 121 #€’ 15 dakika steril edilir. 36 g
MHA tartiir ve 1 It distile su ilave edilerek 12%C’de 15 dakika steril edilir.
Sterilizasyon sonrasinda steril petri kaplarinaitidk

2.1.8.2. Mantarlar icin Besiyeri Hazirlansi
30g SDB tartilir ve 1 It distile su ilave edilerg#R1 °C’de 15 dakika steril edilir. 65 g
SDA tartilir ve 1 It distile su ilave edilerek 12C’'de 15 dakika steril edilir.

Sterilizasyon sonrasinda steril petri kaplarinaitidk

2.2. METOT

2.2.1. Liken Ekstraktlarinin Hazirlanisi

Kurutulan liken 6rnekleri blendardagiitiilerek su, etanol ve kloroform c¢ozucdleri
kullanilarak ekstraktlar elde edildi. Liken 6rnekld80’ar g halinde tartilarak 300 mL
distile su, 300 mL etanol ve 300 mL kloroform c¢oilgci ile ayri ayri Soksalet
cihazinda ekstraksiyona tabi tutuldu. Ekstraksiyglemi sonrasinda elde edilen
ekstraktlar Whatman No.1 gali ile filtre edildi. Filtratlarin ¢ozucileri 40C°de
etivde ucuruldu. Ekstraktlarin miktar tayininde lanmak Uzere tartimlari alindi.

Analiz islemlerine gecinceye kadar ekstraktlar -80 °C déasak (96).
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2.2.2. Ekstraksiyon Verimleri
Ekstraktlarin verimleri gagidaki denklem yardimiyla hesaplargim:

% Verim= (Wx100)/\W,

W, ekstraksiyonda kullanilan ve ¢Ozict ugurulduktanrsa@eriye kalan kati liken
ekstrakti girligini, W; ise ekstraksiyon sirasinda kullanilan toz halioedgttralms

liken érnezinin agirhgini ifade etmektedir.

2.2.3. Liken Ekstraktlarinin Antimikrobiyal Aktivit elerinin Belirlenmesi

2.2.3.1. Bakteri ve Mantar Kultirlerinin Hazirlanma si

Bakteri  kdltdrlerinin  hazirlanmasinda Nutrient ggamaya kalttrlerinin
hazirlanmasinda ise SDA kullanildi. Steril edidrpietri kaplarina Nutrient agar ve
SDA dokuldu. Bakteri kaltarleri 37 °C’de, maya Kiiteri ise 30 °C’de etilivde

inkiibasyona birakildi.

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesinde disk difyon yontemi ve makrodiliisyon
broth yontemi kullaniingtir.

Disk diftizyon yonteminde, test mikroorganizmasinagddge edilen sispansiyonun
yayildigi agar plaklarin yizeyine belirli miktarlarda antinobiyal madde iceren
kagit diskler yerlatirilir. Bu sayede diskteki antimikrobiyal maddedgeri icerisine

yayillir ve etkili old@gu dizeylerde bakterinin gethesine engel olur ve diskin

cevresinde bakterilerin ggéimedgi bir inhibisyon zonu meydana gelir (9).

Makrobroth dilisyon metodunda ise ikl ve MBK/MFK’nin saptanabildii bir
yontemdir. Antimikrobiyal maddenin seri dilisyonlathazirlanarak Uzerine

bakteri/mantar siispansiyonunun eklenmesiyle Uresperigndirilir (97).

2.2.3.2. Antibakteriyel Aktivitenin Belirlenmesi
Protoparmeliopsis muralidikeninin su ekstraktlari DMSO ile ¢Ozulemguaiiden
ekstraksiyonda kullanilan su c¢6zicust kullanilarBk, muralis likeninin diger

ekstraktlari veParmotrema perlatuntikeninin ekstraktlari ise DMSO ile 30 mg/mL
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konsantrasyonda hazirlandi. Hazirlanan her bimlik&strakti 0.45 pum capindaki

steril filtrelerden gegirilerek steril edilstir.

Gece kilturinden £0 CFU/mL (bakteri ygunlugu Mc Farland standart
konsantrasyonuna gore spektrofotometrede Olggilimi Bakteri iceren 300 mL
bakteri siispansiyonu MHA Uzerine yayildi. Her bakteri tird icin benzegekilde
hazirlanmg biri  Protoparmeliopsis muralis ekstraktlarini iceren, geri de
Parmotrema perlatumekstraktlarini iceren disklerin bulunglu iki petri kabi
kullanildi. Petri kaplarina 5 mm c¢apindaki sterds liskler birakildi. Petrilerden
birindeki disklere sirasiyla 2pbL P. muralissu ekstrakti, 2L P. muralisetanol
ekstrakti, 25uL P. muraliskloroform ekstrakti, 2L steril su ve 2uL. DMSO ilave
edildi. Diger petrideki be disklere ise sirasiyla 28 P. perlatumsu ekstrakti, 2nL

P. perlatumetanol ekstrakti, 2oL P. perlatumkloroform ekstrakti, 2L steril su
ve 25 pL DMSO ilave edildi. Standart antimikrobiyal ajatak gentamisin ve
tetrasiklin diskleri kullanildi. Petriler buzdolainia 2 saat bekletildikten sonra 37
°C’'de 20-24 saat inkiibe edildnhibisyon zonlarinin caplari cetvelle élguldi. Tim

testler iki tekrarli olarak yarutalda (98, 99).

2.2.3.3. Antifungal Aktivitenin Belirlenmesi

SDB'de hazirlanan gece kiiltiriinden’ 10FU/mL mantar iceren (I0CFU/mL
mantar  y@gunlugu 0.5 McFarland Standard konsantrasyonuna  gore
spektrofotometrede 600 nm’de Ol¢uldi) siispansiydA 8zerine yayildi (100).

Mayalarin antifungal aktivitelerinin belirlenmesmd disk difizyon yontemi
kullanildi. Liken ekstraktlari antibakteriyel akite belirlenmesinde oldiu gibi 30
mg/mL konsantrasyonunda hazirlanarak steril fitréén (0.45 mikrometrecapli)
gecirilerek steril edildi. Her bir maya turl icinefzer sekilde hazirlannyi biri
Protoparmeliopsis muralisekstraktlarini iceren, geri de Parmotrema perlatum
ekstraktlarini iceren disklerin bulunglw iki petri kabi kullanildi. Petri kaplarina 5
mm c¢apindaki steril bodiskler birakildi. Petrilerden birindeki disklesgasiyla 25
pL P. muralis su ekstrakti, 25.L P. muralis etanol ekstrakti, 2L P. muralis
kloroform ekstrakti, 25l steril su ve 25uL DMSO ilave edildi. Dger petrideki be
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disklere ise sirasiyla 2L P. perlatumsu ekstraktl, 25uL P. perlatumetanol
ekstrakti, 25uL P. perlatumkloroform ekstrakti, 2L steril su ve 25uL DMSO

ilave edildi. Standart antimikrobiyal ajan olarakstatin diski kullanildi. Petriler
buzdolabinda 2 saat bekletildikten sonra 30°C’des&& inkiibe edildiinkiibasyon
sonrasinda inhibisyon caplar cetvelle oOlculda. Tdestler iki tekrarh olarak
yuratuldd (101).

2.2.3.4. MK Degerinin Belirlenmesi
Mikroorganizmanin tdremesine engel olan, gozle girir bulaniklgin meydana
gelmedgi en disik ilag konsantrasyonu M olarak adlandirilir (102).

Liken ekstraktlarinin 3000Qg/mL konsantrasyonlari hazirlandi. Steril tlplehnigr
birine 950 uL MHB konuldu. 30 mg/mL konsantrasyonunda hazinar&ken
ekstraktlarindan ilk tupe 100QL ilave edilerek seri dilisyonlar hazirlandi. Son
olarak tuplere 50 uL mikroorganizma suspansiyonu ilave edildi. Bakteri
suispansiyonu iceren tupler 37 °C'de 24 saat, mgg@m tupler ise 30 °C’de 72 saat
inkiibe edilerek NK degerleri kaydedildi. Tum testler iki tekrarli olarakirittldi
(142).

2.2.3.5. MBK/MFK Degerlerinin Belirlenmesi

MIK deneyi sonucunda bulaniklaanin olmadyi bakteri siispansiyonu iceren
tuplerden alinan 2QL sivi petri kaplarina yayilarak 37 °C’de 24 saddiibe edildi.
Subkdltirleme sonucunda bakteriyal blUyumenin goedighn en dik
konsantrasyon MBK olarak adlandirlir. Tum testler tekrarh olarak yuratulda
(103).

Benzersekilde MiK deneyi sonrasinda inhibisyonun goriilnigadnaya siispansiyonu
iceren tuplerden alinan 20 sivi SDA iceren petrilere yayildi. Petriler 30tg’ 72
saat inkibe edildi. Agar yuzeyinde maya Uremesigiiriimedgi en diik
konsantrasyon MFK olarak adlandirilir. Tum testlar tekrarli olarak yurataldi
(104).
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2.2.4. Liken Ekstraktlarinin Antioksidan Aktivitele rinin Belirlenmesi

2.2.4.1. Toplam Fenolikigerigi

Ekstraktlarin toplam fenolik bikgk miktari Folin-Ciocalteu ayiraci kullanilarak
belirlendi. Tuplere 10QL liken ekstrakti konuldu. Uzerlerine 4,5 mL distisu ve
100 pL Folin-Ciocalteu ayiraci (1:3 oraninda seyreltgmilave edildi. 3 dk sonra
karisima % 2’lik N&COs; ¢ozeltisinden 30QiL ilave edildi. Tupler vortekslendi ve
karisimin absorbansi 760 nm'de spektrofotometrede okuihlsmada standart
olarak gallik asit kullanildi. Toplam fenolik maddwiktari gallik asidin standart
grafik denklemindemg gallik asit gdegeri (GAE)/g liken olarak belirlendi. Testler
uc tekrarli gercekkgirildi (105).

2.2.4.2. Toplam Flavonoiderigi

Liken ekstraktlarindan 250L tliplere konularak tzerlerine 1,25 mL distile ®1%
5'lik 75 pL NaNG; ilave edildi ve kagim 6 dakika oda sicalginda bekletildi.
Sonrasinda tiplere % 10’luk 150 AICI3.6H,0 ilave edilerek kagim 5 dakika
daha bekletildi. Kagtima 1 M 50uL NaOH ve 725uL eklenerek tipler vortekslendi
ve absorbans 510 nm’de okundu. @akda standart madde olarak katden
faydalanildi. Toplam flavonoid miktari katein standart grafik denklemindepg

katesin esdegeri (QE)/g liken olarak belirlendi. Testler ¢ takr yapildi (106).

2.2.4.3. MetalSelatlama Aktivitesi

Calismada kullanilacak standart maddenin (EDTA) ve likeneklerinin 250-1000
ug/mL konsantrasyonlarinda c¢ozeltileri hazirlandikeh ekstraktlarindan 50QL
alinarak tzerine 1,6 mL distile su ilave edildi.n&sinda 0,05 mL Feglilave
edilerek kagim 30 dk bekletildi. Daha sonra 0,1 mL ferrozinvédaedilerek 10 dk
daha bekletildi ve absorbans 562 nm’de Olguldi. uSam % aktivite olarak
asagidaki denklemden hesaplandi (107).

% Aktivite : [(Ag-A1)/Ag]x100

Ao=Kontrol absorbans geri
A= Ornek absorbans geri
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2.2.4.4. Troloks Edeger Antioksidan Kapasitesi (TEAC)

Liken 6rneklerinin troloks gleger antioksidan kapasiteleri Arnao ve arkgalanin
gelistirdigi yonteme goére yapildi (108). 7,4 mM ABTS ve 2,6 npdtasyum
persilfatin su ile cozeltileri hazirlanildi. Bu eftder karstirilarak 12-16 saat
karanlikta bekletildi. Sonrasinda bu kama metanol ilave edildi. Bu ¢b6zeltinin
absorbansi 734 nm’'de okundu ve ABTEatyonunun absorbansi 0,700+0,02'dir.
Hazirlanan ABTS cozeltisinden 2850 alinarak Uzerine 15@L liken ekstrakti
ilave edildi ve elde edilen karm karanlikta 2 saat bekletilerek absorbansi 734
nm’de o6l¢uldu. Capmada standart madde olarak troloks kullanildi. dkslegdeger
antioksidan kapasitesi troloksun standart grafikkélEmindenpg Troloks/g liken

olarak hesaplandi. Testler ¢ tekrarli yapildi.

2.2.4.5. Toplam Antioksidan Kapasitesi

Liken materyallerinin toplam antioksidan kapasiteldPrieto ve arkadgari
yontemine gore belirlendi. 0,3 mL liken ekstraka 0,6 M sulftrik asit, 28 mM
sodyum fosfat ve 28 mM amonyum molibdat iceren Jliklcozelti karstirildi.
Karisim 95 °C’da 90 dk su banyosunda inkibe edildi veodians 695 nm’de
spektrofotometrede dl¢uldi. Sonuclar askorbik sisindart grafik denklemindgrg
askorbik asit/g liken olarak hesaplandi. Testletekgarli olarak yurataldi (109).

2.2.4.6. CUPRAC Deneyi

250 pL sulu CuC} ¢ozeltisi, alkolde hazirlanm250 uL neokuprin ¢ozeltisi ve 250
puL sulu NH,Ac tamponu (pH 7,0) kagtirilarak Gzerine incelenecek ornek ya da
standart c¢ozelti eklendi. 30 dk sonra, kamn absorbansi 450 nm’de o&lguldi.

Sonug, absorbans-konsantrasyon tablosu olaraknigtiil (110).

2.2.5. Antitirozinaz Aktivitesinin Belirlenmesi
Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan liken ekdmakin antitirozinaz aktiviteleri,

Vanni ve arkadgdarinin yontemine gore belirlendi (111).
L-Tirozin substrati ve tirozinaz enzimi fosfat taompnda (pH: 6,5, 0,1 M)

hazirlanmgtir. 490 nm’de absorbans girleri Olculdi ve bu deerlerden %

inhibisyon dgerleri, aagidaki formilde absorbans gerleri yerine konularak

33



hesaplandi. Tirozinaz enziminin J€deseri (%50 inhibisyona neden olan madde
miktart), absise konsantrasyon, ordinata % tirazinehibisyon verilerinin
uygulanmasi ile cizilen g@inin lineer kesiminden elde edilen regresyon
denkleminden hesaplandi. siCdegerinin digik deserde olmasi, ekstraktin ya da
standartlarin tirozinaz inhibisyon aktiviteleringtiksek oldgunu géstermektedir.

% inhibisyon: [(A-A1)/Aq]x100
Ao=Kontrol absorbans geri
A= Ornek absorbans geri

2.2.6.Istatistiksel Analiz

Liken ekstrarktlarinin antioksidan ve antitirozinaktivite aratirmalari ¢ tekrarh
gerceklatirilmis olup istatistiksel analizler SPSS 17.0 (SPSS @iticago, USA)
istatistiksel analiz programi kullanillarak yapgtm Elde edilen verilerin
deserlendiriimesinde Varyans Analizi (ANOVA) ve Duncdmestleri kullaniimgtir.
Orneklere ait verilerin karastiriimasi sonucunda elde edilen Pzeeeri 0,05'ten
kicuk oldgunda (P<0,05) istatistiksel acidan oOnemli olaralboukaedilmitir.
Toplam fenolik icergi, toplam flavonoid icefli, toplam antioksidan kapasitesi,
troloks eadeger antioksidan kapasitesi deneylerinde istatistik$arkliliklar
ekstraktlar arasinda hesaplanirken; megalatlama aktivitesi, metakelatlama
aktivitesi ve antitirozinaz aktivitesi deneylerirkilastatistiksel farkliliklar her bir

ekstraktin konsantrasyonlari kendi arasinda olgekikdde hesaplanrgtir.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Ekstraksiyon Verimi (%)

Protoparmeliopsis muraliwe Parmotrema perlatuntikenlerinin ekstraktlarinin su,
kloroform ve etanol co6zlcllerindeki % ekstraksiyoerimleri Tablo 3.1'de
verilmistir. YUzde ekstraksiyon verimi sonuclan % 3,19 Be 16,99 arasinda
degisiklik gostermektedirP. muralistirinin su ekstraktl en gik verime sahipken
(% 5,40), etanol ekstrakti en yuksek verime (% 9p#&ahiptir. Benzesekilde, P.
perlatumlikeninin en diguk ve en yuksek ekstraksiyon verimgederi su (% 3,19)

ve etanol (% 16,99) coziculerinde elde edjtmi

Tablo 3.1Liken ekstraktlarinin yliizde verimleri

Liken Cozucu Ekstrakt adi ve Verim (%)
kisaltmasi

Su Su ekstraktl (SE) 5,40

Protoparmeliopsig Etanol Etanol ekstrakti (EE) 15,09
muralis Kloroform Kloroform ekstrakti (KE) 11,23
Su Su ekstrakti (SE) 3,19

Parmotrema Etanol Etanol ekstrakti (EE) 16,99
perlatum Kloroform Kloroform ekstrakti (KE) 6,16

3.2. Antimikrobiyal Aktivite

iki liken tiriinden elde edilen su, kloroform ve etaekstraktlarinin on bakteri gu
ve dort maya turine kar antimikrobiyal etkileri test edilerek meydana ayel
inhibisyon zonlar1 Tablo 3.2’de verilgtir. Mevcut liken ekstraktlarindan bazilar
bakteri ve mantar turlerine karyiksek aktivite gosterirken, bazilari daha sirbnt
aktivite gosterdi. Test ekstraktlarinin Gram negagi gram pozitif bakteriler Gzerine
etkileri kiyaslandiinda gram pozitif bakteriler Uzerinde nispeten dailamiu
sonuclar elde edilrgiir. Gram negatif bakteriler olanSalmonella enterica
Morganella morganii ve Yersinia pseudotuberculosigParmotrema perlatum
likeninin kloroform ekstrakti hari¢) slarn calsilan tim liken ekstraktlarina kar

direnclidir.
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Protoparmeliopsis muralislikeni test bakterilerine kgr Parmotrema perlatum
likenine gore daha ylUksek antibakteriyel aktivieggdemstir. P. muralislikeninin
su ekstraktl test bakterileri Gzerinde inhibitokiegostermezken,P. perlatum
likeninin su ekstraktBacillus cereus/e Staphylococcus cohnsislar Gzerinde zayif
bir etki gostermitir. Her iki liken tartinin ekstraktlari aktiviteiesrasinda kloroform
ekstraktl > etanol ekstrakti > su ekstrgkllinde bir siralama bulunmaktadir.

Liken ekstraktlarinin okturduklari inhibisyon zonlarinin fogoaflari Sekil 3.1, Sekil

3.2 ve Sekil 3.3'te verilmitir. En ylUksek aktivite Protoparmeliopsis muralis
likeninin etanol ekstraktind®roteus vulgarisbakterisine kan gozlenirken (16,5
mm), en dguk aktivite Parmotrema perlatumlikeninin kloroform ekstraktinda

Gordonia rubriperticta(6 mm) veYersinia pseudotuberculogi6 mm) g6zlennsir.

Negatif kontrol olarak kullanilan DMSO ve suda aité gozlenmemektedir. Pozitif
kontrol olarak kullanilan test antibiyotikleri gdraarak liken ekstraktlarindan daha
yuksek aktiviteye sahiptirProtoparmeliopsis muralisikeninin etanol ekstrakti
Enterobacter aerogenebakterisine kamn tetrasikline yakin,P. muralisin etanol
ekstraktiProteus vulgarisbakterisine kai gentamisine yakinP. muralis likeninin
etanol ve kloroform ekstraktlakbordonia rubripertinctasusuna kagi gentamisine

yakin caplarda zonlar giturmustur.

Calsmamizda mantarlara kar bakterilere oranla daha yiksek aktiviteler elde
edilmistir. Calisilan liken ekstraktlariCandida parapsilosisdisindaki tim test
mantarlarina kar degisik oranlarda aktivite gostergtir. En ylksek aktivite
Protoparmeliopsis muralikloroform ekstraktindeCandida albicana kari elde
edilirken (34 mm), en diik aktivite Parmotrema perlatunkloroform ekstraktinda

Saccharomyces cerevisige kari elde edilmgtir (6 mm).
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(f)

Sekil 3.1 Protoparmeliopsis muraliBkeninin Staphylococcus aureya), Bacillus subtilis(b), Gordonia rubripertincta(c), Proteus vulgarigd),

Enterobacter aerogendg), Bacillus cereugf) ve Staphylococcus cohn(g) tizerine etkileri
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(€) (f) (9)

Sekil 3.2 Parmotrema perlaturtikeninin Staphylococcus aureya), Bacillus subtilis(b), Gordonia rubripertincta(c), Proteus vulgarigd),

Enterobacter aerogendsg), Bacillus cereugf) ve Staphylococcus cohniizerine etkile
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(@) (b) ()

Sekil 3.3 Parmotrema perlatumve Protoparmeliopsis muralislikenlerinin
Saccharomyces cerevisig@), Candida albicans(b) ve Candida tropicalis (c)

Uzerine etkileri

Calsilan liken ekstraktlarCandida parapsilosiglisinda tim test mantarlarina kar
etki gostermytir.

Antibakteriyel etkisi tespit edilen ekstraktlarin iK1 degerleri Tablo 3.3'de
verilmistir. Bakterilerde en diilk MIK konsantrasyonu Protoparmeliopsis
muralisin kloroform ekstraktindaBacillus cereus bakterisine kan (0,46875
mg/mL), en yiuksek dgr ise P. muralis ve Parmotrema perlatumetanol
ekstraktlarindasordonia rubripertinctave Staphylococcus cohnliakterilerine kag
tespit edilmgtir (15 mg/mL).

Mantarlara kan elde edilen NK degerleri 0,07322-15 mg/mL arasinda
desismektedir. MK degerleri mantarlarda bakterilere kiyasla daha it

bulunmutur.
Liken ekstraktlarinin MBK ve MFK deerleri Tablo 3.4’'te verilmektedir. Test

ekstraktlarinin bakteriler Uzerindeki MBK ghrleri oldukca yuksek, mantar tirleri
Uzerine MFK dgerleri ise bakterilere kiyasla ¢ok ¢oksdltir.
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Tablo 3.2Liken ekstraktlarinin inhibisyon zonu gkxleri (mm)

Mikroorganizmalar Protoparm | Protoparmel | Protoparmel | Parmotr | Parmotre | Parmotre | Gen Tet Nis DM | Su
eliopsis iopsis iopsis ema ma ma SO
muralis muralis muralis perlatum | perlatum perlatum
(SE) (EE) (KE) (SE) (EE) (KE)

Salmonella  enterica -- - -- - - 18+1,41 20+1,41 -- - -

ATCC 14028

Staphylococcus aureus -- 11+1,41 14,5+0,70 -- -- 8,510,70 19+1,41 25+1.41 - -- --

ATCC 25923

Bacillus cereus - 11,5+0,70 12+1,41 8+1,41 | 9,5+0,70 10+0,00 21,5+0,70| 24+1,41 -- - -

ROMA 702

Enterobacter - 16+0,00 13+1,41 -= 8,5+0,70 13,5+0,70 201,41 =+181 -- -~ -

aerogene€CM 2531

Proteus vulgarisFMC -- 16,510,70 12,540,70 -- 9+1,41 10+1,41 161,41 +141 - - --

1

M.organella morganii -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- --

(lab izolatr)

Bacillus subtilis IMG -- 9+0,00 12+0,00 7+1,41 7+1,41 8+1,41 18+1,41 1811 -- - --

22

Gordonia -- 12+0,00 12,5+0,70 -- -- 6+0,00 14+1,41 25+1,41 - - - --

rubripertincta (lab

izolatr)
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Tablo 3.Znin devami

Staphylococcus  cohnlji 9+1,41 741,41 811,41 -- 10+1,41 19+1,41 21+1,41 - - —
(izolat)

Yersinia -- -- - -- 6+1,41 18+1,41 - - - -
pseudotuberculosis

ATCC 911

Saccharomyces - 741,41 -- 10+1,41 610,00 -- - 17+0,0( - -
cerevisiadTCC 9763

Candida tropicalis 27+1,41 301,41 -- 27+1,41 27+0,00 -- -- 30+1,41 -- -
ATCC 13803

Candida albicans FMC 33+1,41 34+1,41 -- 22+0,00 18+1,41 -- -- 30+1,41 -- -

17

Candida
ATCC 22019

parapsilosis

25+1,41

--: Aktiviteye rastlanmadi; Gen:

Gentamisin (10Kt Tet:

Tetrasiklin (10pg/disk); Nis:

Nistatit@0 pg/disk)
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Tablo 3.3Liken ekstraktlarinin NK degerleri (mg/mL)

Mikroorganizmalar Protoparmeliopsis | Protoparmeliopsis | Protoparmeliopsis | Parmotrema | Parmotrema | Parmotrema

muralis (SE) muralis (EE) muralis (KE) perlatum perlatum perlatum (KE)
(SE) (EE)

Salmonella  enterica - - - - -

ATCC 14028

Staphylococcus aureus -- 7,51£0,00 7,51£0,00 - - 7,51£0,00

ATCC 25923

Bacillus cereus - 0,9375+0,00 0,46875+0,00 15+0,00 7,5+0,00 3,76a0

ROMA 702

Enterobacter - 0,9375+0,00 1,875+0,00 -- 7,5+0,00 3,75%0,00

aerogene<CM 2531

Proteus vulgarisFMC -- 7,51£0,00 3,75%0,00 -- 7,51£0,00 3,7510,00

1

Morganella morganii -- -- - -- --

(lab izolatr)

Bacillus subtilis IMG - 7,5+0,00 3,75+0,00 15+0,00 7,5+0,00 7,5+0,00

22

Gordonia - 15+0,00 7.5+0,00 -- 15+0,00 15+0,00

rubripertincta (lab

izolatr)
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Tablo 3.3Un devami

Staphylococcus cohniji -- 150,00 7.5+0,00 150,00 7,5+0,00 7,5+0,00
(izolat)

Yersinia - - - - 7,5+0,00 7,5+0,00
pseudotuberculosis

ATCC 911

Saccharomyces -- -- 15+0,00 - 0,9346x0,0( 15+0,00
cerevisiaeATCC 9763

Candida tropicalis - 0,014645+0,00 0,234375+0,00 -- 0,46875x0,00,46875+0,00
ATCC 13803 0

Candida albicans - 0,007322+0,00 0,234375+0,00 -- 0,46875+0,0 7,5+0,00
FMC 17 0

Candida parapsilosig
ATCC 22019

D
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Tablo 3.4Liken ekstraktlarinin MBK veya MFK g@erleri (mg/mL)

Mikroorganizmalar Protoparmeliopsis | Protoparmeliopsis | Protoparmeliopsis | Parmotrema | Parmotrema | Parmotrema

muralis (SE) muralis (EE) muralis (KE) perlatum perlatum perlatum (KE)
(SE) (EE)

Salmonella entericATCC - - - - - -

14028

Staphylococcus aureus - 7,5+£0,00 30+0,00 - - 7,5+£0,00

ATCC 25923

Bacillus cereusROMA 702 - >30+0,00 0.46875+0,00 >30+0,00 >30+0,0

Enterobacter aerogenes - 1,875+0,00 7,5+0,00 - >30+0,00

CCM 2531

Proteus vulgarig=MC 1 - >30+0,00 >30+0,00 - >30+0,00 >30+0,00

Morganella morgani{lab - - -- -- - --

izolatr)

Bacillus subtilisSIMG 22 - >30£0,00 >30+0,00 >30+£0,00 >30+0,00 >30+£0,00

Gordonia rubripertincta - 30+0,00 30£0,00 -- 30£0,00 >30+0,00

(lab izolatr)
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Tablo 3.4Un devami

Yersinia -- -- - - 30+0,00 30+0,00
pseudotuberculosiaTCC

911

S. cohnii(izolat) - 300,00 300,00 >30+0,00 15+0,00 15+0,00
S. cerevisia®TCC 9763 - - 15+0,00 - 1,875+0,00 15+0,00

C. tropicalisATCC 13803 - 0,05859+0,00 0,9346+0,00 1,875+0,00 1,875+0,00
C. albicansFMC 17 - 0,05859+0,00 0,46875%0,00 - 1,875+0,00  15£0,00

C. parapsilosis ATCC - - -- -- - --

22019
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3.3. Antioksidan Aktivite

3.3.1. Toplam Fenolikicerigi

Calisilan liken ekstraktlarinin toplam fenolik i¢grisonuglari Tablo 3.5'de gallik asit
kalibrasyon @risi grafigi ise Sekil 3.4’de verilmstir.

Gallik asit standart grafigi

0,3

y =0,0019x +0,0008
0,25 R? =0,9826

0,15

0,1

Absorbans (760 nm)

0,05

0 20 40 60 80 100 120 140 160

Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 3.4 Gallik asit standart grafi

Tablo 3.5Liken ekstraktlarinin toplam fenolik iceriklerifi§ GAE/g liken)

Liken ekstrakti Toplam fenolik icerikleri*
(ng GAE/g liken)

Protoparmeliopsis muralisu ekstrakti 18,29+0,008
Protoparmeliopsis muralistanol ekstrakti 200,97+0,002
Protoparmeliopsis muralikloroform ekstrakti 156,76+0,002
Parmotrema perlatursu ekstrakti 45,65+0,008
Parmotrema perlaturetanol ekstrakti 468,32+0,014
Parmotrema perlaturkloroform ekstrakti 203,23+0,032

*Degerler U¢ deneyin ortalamasidir + standart sapma

Protoparmeliopsis muralidikeninin su, kloroform ve etanol ekstraktlarinoplam
fenolik igerigi Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak gallik asialibrasyon grisinden
elde edilen y=0,0019x+0,0008 denkleminde=<(®,9826) faydalanilarak sirasiyla
18,29+0,006, 156,76+0,002 ve 200,97+0,002 GAE/erliklarak hesaplandi.
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Parmotrema perlatumlikeninin su, kloroform ve etanol ekstraktlarintoplam
fenolik icerigi ise sirasiyla 45,650,005, 203,23+0,032 ve 468)3214 GAE/g

liken olarak hesaplandi.

Istatistiksel acidan o6rnekler incelegidde P. muralis etanol ve P. perlatum
kloroform ekstraktlari arasindaki farkliliklar 6nerdegildir (P>0,05). Bu iki liken
ekstrakti dgindaki tum liken ekstraktlari arasindaki farkhaklistatistiksel acidan
onemlidir (P<0,05).

3.3.2. Toplam Flavonoidigerigi

Sonugclar Tablo 3.6'da, kae kalibrasyon grisi grafigi ise Sekil 3.5’te verilmitir.
Liken ekstraktlarinin toplam flavonoid icgri miktari katginin kalibrasyon
egrisinden elde edilen y=0,0012x-0,0266°4R0,9584) denkleminden faydalanilarak

hesaplannstir.

Katesin standart grafigi

o
=
a

y =0,0012x-0,0266
R?=0,9584 ..

o
[
»

o
[
N

0,1

Absobans (510 nm)
o
o
0

0 20 40 60 80 100 120 140

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 3.5 Katesin standart grafii
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Tablo 3.6 Liken ekstraktlarinin toplam flavonoid iceriklerftig QE/g liken)

Liken ekstrakti Toplam flavonoid
icerikleri* ( ng QE/qg liken)

Protoparmeliopsis muralisu ekstrakti 39,90+0,008
Protoparmeliopsis muralistanol ekstrakti 275,14+0,020
Protoparmeliopsis muralikloroform ekstrakti 180,38+0,016
Parmotrema perlatursu ekstrakti 13,95+0,00%
Parmotrema perlaturetanol ekstrakti 89,27+0,018
Parmotrema perlaturkloroform ekstrakti 88,35+0,007

*Degerler ¢ deneyin ortalamasidir + standart sapma

Protoparmeliopsis muralislikeninin ekstraktlarinin toplam flavonoid icergkl
39,90+0,008 ile 275,14+0,020) QE/g liken arasind®armotrema perlatuntikeni
ekstraktlarinin ise 13,95+0,005 ile 89,27+0,048y QE/g liken arasinda
degsismektedir. En ylksek toplam flavonoid igariP. muralis likeninin etanol
ekstraktinda elde edilirken, en giilk toplam flavaonoid icegi ise P. perlata

likeninin su ekstraktinda elde ediktir.

Parmotrema perlatumkloroform ve etanol ekstraktlari arasindaki fdrklar
istatistiksel acidan onemli gidken (P>0,05); dier tim ekstraktlar arasindaki
farkhliklar Gnemlidir (P>0,05).

3.3.3. MetalSelatlama Aktivitesi

Liken ekstraktlarinin metalselatlama aktiviteleri Tablo 3.7'de verilmektedir.
Sonuclara bakilgindaProtoparmeliopsis muralikeninin su ve etanol ekstraktinda
aktivite go6zlenmezken, kloroform ekstraktinda % -3,d1 degerleri arasinda
inhibsyon saptanngiir. Parmotrema perlatumlikeninin ise su ve kloroform
ekstraktinda aktivite saptanamakan, etanol ekstraktinda % 15,26 ve % 32,09
arasinda aktiviteye rastlanilghr. iki liken o6rnesi metal selatlama aktiviteleri
bakimindan kiyaslanginda, P. perlatumlikeninin daha etkili oldgu gorulmitar.
Standart madde olan EDTA calan liken ekstraktlarindan daha yuksek metal
selatlama aktivitesi sergilesmtir.
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Tablo 3.7Liken ekstraktlarinin ve EDTA'nin metgdlatlama aktivitesi (% Aktivite)

Liken Konsantrasyon (png/mL) %Aktivite*

Protoparmeliopsis muralis 250 -

(SE) 500 --

750 --

1000 --
Protoparmeliopsis muralis 250 -

(EE) 500 --

750 --

1000 --
Protoparmeliopsis muralis 250 1,4+0,23
(KE) 500 1,57+0,458
750 2,44+1,59
1000 3,01+2,0f
Parmotrema perlaturSE) 250 -

500 --

750 --

1000 --
Parmotrema perlaturtEE) 250 15,26+0,306
500 19,730,348
750 22,75+0,273
1000 32,090,170
Parmotrema perlatun(KE) 250 --

500 --

750 --

1000 --
EDTA 250 94,56+4,54
500 96,33+0,9%
750 96,90+1,5%
1000 97,68+2,06

*Degerler ¢ deneyin ortalamasidir + standart sapma

Istatistiksel acidan ekstraktlarin konsantrasyonkamasindaki farkhliklar kendi

aralarinda incelenmtir. Protoparmeliopsis muraliBkeninin kloroform ekstraktinin
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250, 500, 750 ve 1000 pg/mL konsantrasyonlari adasfarklar istatistiksel acidan
onemsizdir (P>0,05). Benzeaekilde standart madde olarak kullanilan EDTA’nIn
250, 500, 750 ve 1000 pg/mL konsantrasyonlari adasfark dnemsizdir (P>0,05).
Parmotrema perlatuntikeninin etanol ekstraktinin 250, 500, 750 ve @.Q0y/mL

konsantrasyonlari arasinda farkhliklar istatisikslarak dnemlidir (P<0,05).

Mevcut kaynaklara goreProtoparmeliopsis muralisve Parmotrema perlatum
likenlerinin  metal selatlama aktivitesi ile ilgili herhangi bir camaya

rastlaniimarmytir.

3.3.4. Toplam Antioksidan Kapasitesi
Likenlerin su, kloroform ve etanol ekstraktlarinimplam antioksidan kapasiteleri

Tablo 3.8'de, askorbik asit kalibrasyogrisi grafigi ise Sekil 3.6’da verilmstir.

Askorbik asit standart grafigi
y =0,0033x-0,0282

o
%]

R?=0,9643
0,45 ;
— 04
[=
€ 0,35
"2}
g 03
w 0,25
 —
£ 02
2 0,15
=)
< 01
0,05
0
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 3.6 Askorbik asit standart grai

Likenlerin tim ekstraktlar1 dgsik oranlarda toplam antioksidan kapasitesi aktsiite
gOstermgtir. Protoparmeliopsis muralislikeninin etanol ekstraktt en ytksek
aktiviteyi sergilerken, bunu sirasiyRrotoparmeliopsis murali&loroform ekstrakii,
Parmotrema perlatunetanol ekstraktiParmotrema perlatunkloroform ekstrakti,
Protoparmeliopsis muralisu ekstrakti vdParmotrema perlatunsu ekstrakti takip
etmektedir. Her iki liken tarinin de etanol eksti@knda en yiksek aktiviteye

rastlaniimgtir.
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Tablo 3.8 Liken ekstraktlarinin toplam antioksidan kapasii&léug askorbik asit/g
liken)

Liken ekstrakti Toplam antioksidan
kapasiteleri* (ng askorbik
asit/g liken)

Protoparmeliopsis muralisu ekstrakti 69,45+0,49
Protoparmeliopsis muralistanol ekstrakti 246,55+0,77
Protoparmeliopsis muralikloroform ekstrakti 166,59+1,00
Parmotrema perlatursu ekstrakti 22,11+1,17
Parmotrema perlaturetanol ekstrakti 146,81+1,21
Parmotrema perlaturkloroform ekstrakti 86,85+0,21

*Degerler U¢ deneyin ortalamasidir + standart sapma
g ¢ Yy p

Caligilan liken ekstraktlari arasindaki farkliliklarasistiksel olarak 6nemlidir
(P<0,05).

3.3.5. TEAC Deneyi

Liken ekstraktlarinin trolokssdeger antioksidan kapasitesi sonuglari Tablo 3.9'da
verilmistir, askorbik asit standart grgfiise Sekil 3.7’de verilmgtir. Calisilan liken
ekstraktlarindan en yiksek ve ensii troloks gdeger kapasiteleri sirasiyla
Parmotrema perlatunfikeninin kloroform ekstraktinda vB. perlatumlikeninin su
ekstraktinda belirlenngiir. Genel olarakProtoparmeliopsis muralikeninin troloks
esdeger antioksidan kapasite§t. perlatununkinden daha ytksektirP( perlatum

likeninin kloroform ekstrakti ginda).
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Troloks Esdeger Antioksidan Kapasite

0,6

0,5

0,3

0,2

Absorbans (734 nm)

0,1

2 —
0 20 40 60 ) 100 120

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 3.7 Troloks standart grafi

Tablo 3.9 Liken ekstraktlarinin TEAC derleri (ug troloks/g liken)

Liken ekstrakti Troloks esdeger
antioksidan kapasiteleri*
(ng troloks/g liken)
Protoparmeliopsis muralisu ekstrakti 91,20+0,013
Protoparmeliopsis muralistanol ekstrakti 213,10+0,033
Protoparmeliopsis muralikloroform ekstrakti 155,34+0,055%
Parmotrema perlatursu ekstrakti 61,48+0,016
Parmotrema perlaturetanol ekstrakti 107,70+0,001
Parmotrema perlaturkloroform ekstrakti 335,63+0,001

*Degerler U¢ deneyin ortalamasidir + standart sapma

Istatistiksel agidan kafastirildiginda, calilan tim liken ekstraktlari arasinda
onemli farkliliklar bulunmaktadir (P<0,05).

3.3.6. CUPRAC Deneyi

Protoparmeliopsis muralise Parmotrema perlaturtiirleri ekstraktlarinin CUPRAC
sonuclart Tablo 3.10'da oOzetlenmektedir. Ekstrakilaabsorbanslarindaki at
CUPRAC aktivitelerindeki argi gbstermektedir.
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Tablo 3.10Liken ekstraktlarinin ve BHT'nin CUPRAC gerleri (nm)

Liken Konsantrasyon Absorbans*
Protoparmeliopsis  muralis 250 0,223+0,007
(SE) 500 0,301+0,018

750 0,354+0,008
1000 0,409+0,008
Protoparmeliopsis  muralis 250 0,284+0,013
(EE) 500 0,316+0,011
750 0,390+0,016
1000 0,434+0,021
Protoparmeliopsis  muralis 250 0,192+0,005
(KE) 500 0,209+0,004
750 0,275+0,017
1000 0,314+0,012
Parmotrema perlatur(SE) 250 0,264+0,014
500 0,338+0,019
750 0,435+0,025
1000 0,509+0,008
Parmotrema perlatur(EE) 250 0,205+0,017
500 0,300+0,023
750 0,435+0,022
1000 0,505+0,014
Parmotrema perlatunKE) 250 0,420+0,004
500 0,526+0,038
750 0,602+0,014
1000 0,766+0,041
BHT 250 0,643+0,008
500 0,695+0,015
750 0,805+0,017
1000 0,882+0,001

*Degerler ¢ deneyin ortalamasidir + standart sapma

Sonuglar incelengdinde Parmotrema perlatuntikeninin Protoparmeliopsis muralis
likenine kiyasla daha yuksek CUPRAC aktivitesingigaldusu gorilmektedirP.
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muralis likeni icin en ylksek aktivite ve en gk aktivite sirasiyla etanol ve
kloroform ekstraktlarinda?. perlatumlikeni icin en yiksek ve en diik aktiviteler

ise sirasiyla kloroform ve etanol ekstraktlarindalirlenmistir. Calisilan liken

ekstraktlar standart madde olarak kullanilan BHTgranla daha dik aktivite

gostermgtir. Ayrica, liken ekstraktlarinda konsantrasyonaglb olarak artan

CUPRAC aktivitesi saptanstir.

Istatistiksel acidan ekstraktlarin konsantrasyonkmasindaki farkliliklar kendi
aralarinda incelenmtir. Protoparmeliopsis muralidikeninin su ekstraktinin 250,
500, 750 ve 1000 pg/mL konsantrasyonlari arasustitistiksel acidan 6nemli
farkhliklar saptannytir (P<0,05).P. muralislikeninin etanol ekstraktinin 250, 500,
750 ve 1000 pg/mL konsantrasyonlari arasindassitegel acidan dnemli farkhliklar
saptanmgtir (P<0,05).P. muralis likeninin kloroform ekstraktlarinin 250 ve 500
ng/mL konsantrasyonlari arasindaki farkliliklar ghiebulunmazken (P>0,05), 750

ve 1000 pg/mL konsantrasyonlari arasindaki fakklitionemlidir (P<0,05).

Parmotrema perlatumsu ekstraktinin 250, 500, 750 ve 1000 png/mL
konsantrasyonlari arasinda istatistiksel agidanmtindarkliliklar belirlenmgtir
(P<0,05). P. perlatum etanol ekstraktinin 250, 500, 750 ve 1000 pg/mL
konsantrasyonlari arasinda istatistiksel acidammdéinfarklliklar tespit edilmgtir
(P<0,05). Benzegekilde, P. perlatumkloroform ekstraktinin 250, 500, 750 ve 1000
pg/mL konsantrasyonlari arasinda istatistiksel agidbnemli farkliliklar tespit
edilmistir (P<0,05). Standart madde olarak kullanilan BRi’ 250, 500, 750 ve
1000 pg/mL konsantrasyonlari arasinda istatistikegbdan 6nemli farkhliklarin

oldugu gorulmigtar (P<0,05).

3.4. Antitirozinaz Aktivitesi

Liken ekstraktlarinin antitirozinaz aktiviteleri 3die inhibisyonlari ve 163 dezerleri
Tablo 3.11'de verilmgtir. Her iki likeninde etanol ekstraktlarinda tirnaz
inhibisyonu  aktivitesine rastlanirken, gdr liken ekstraktlarinda aktiviteye
rastlaniimanmtir.
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Tablo 3.11Liken ekstraktlarinin ve kojik asitin antitirozinaktiviteleri

Liken Konsantrasyon %inhibisyon* IC 50
Protoparmeliopsis 0,00001 7,83+2,02
muralis (EE) 0,001 13,33+1,52
0,01 14,83+4,64 3,191+0,057
10 16,33+1,89
Parmotrema 0,00001 6,83+3,78
perlatum(EE) 0,001 7,66+2,25"
0,01 13,1643, 78 2.862+0,049
10 13,66+1,52
Kojik asit 0,00001 70,83+0,9C
0,001 79,68+1,56
0,01 89,06+ 1,56 1,868+0,443
10 91,66+0,90"

*Degerler t¢ deneyin ortalamasidir + standart sapma

ICs0, YylUzde 50 inhibisyona neden olan inhibitor konsssyonu olarak
tanimlanmaktadir. Bir inhibitbérin Kg deserinin d3uk dezerde olmasi, yuksek
aktivite gosterdiinin ifadesidir. Liken drneklerinin 163 dezerleri incelendiinde P.
muralis likeninin Parmotrema perlatuntikenine kiyasla daha yuksek J&deserine
sahip oldgu gorulmektedir. Ayrica, antitirozinaz standardarak kullanilan kojik
asitin 1Gg degeri, calgilan iki liken tirinden daha diik bulunmytur.

Istatistiksel acidan ekstraktlarin konsantrasyonkmasindaki farkliliklar kendi
aralarinda incelenmtir. Parmotrema perlaturfikeninin etanol ekstraktinin 10, 0,1,
0,001 ve 0,00001 pg/mL konsantrasyonlari arasistiatistiksel agidan 6nemili
farkhliklar tespit edilmgtir (P<0,05). Protoparmeliopsis muralidikeninin etanol

ekstraktinin 10, 0,1, 0,001 pg/mL konsantrasyordeasinda farkliliklar istatistiksel
olarak 6nemsiz iken (P>0,05); 0,00001 pg/mL konsaybnu arasindaki fark
onemlidir (p<0,05). Benzeekilde kojik asitin 10, 0,1, 0,001 ve 0,00001 pg/mL
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konsantrasyonlari
(P<0,05).

arasinda istatistiksel acgidanméndarkliliklar saptanmytir

56



4. TARTISMA VE SONUC

Bu calsmada Lecanoraceae familyasinaRiibtoparmeliopsis muralisikeninin ve
Parmeliaceae familyasina darmotrema perlaturiken tdrlerinin su, etanol ve
kloroform c¢o6zuculeri kullanilarak Soksalet cihazullgnilarak ekstraksiyonlari
gerceklatirildi. Ekstraksiyon sonrasinda elde edilen eKgatemin desisik
mikroorganizmalar Uzerine antimikrobiyal etkigli disk difizyon yontemi
kullanilarak belirlendi. Ayrica ekstraktlarin I, MBK ve MFK deserleri de
belirlendi. Farkli konsantrasyonlarda hazirlangteni ekstraktlarinin antitirozinaz
aktiviteleri, metalselatlama aktiviteleri ve CUPRAC aktiviteleri beéridi. Toplam
fenolik icerigi gallik asit standart grafinden, toplam flavonoid icefi katesin
standart grafiinden, toplam antioksidan kapasitesi askorbik stsihdart grisinden
ve TEAC dgerleri troloks standart gra@iinden elde edilen denklemler kullanilarak

hesaplandi.

Dogal materyallerdeki biyoaktif bikgkler farkl 6zelliklere ve farkli polaritelere
sahip olduklarindan biyoaktif bgilerin ekstraksiyonu icin ideal ¢6zucuyl
belirleme, biyoaktif bilgiklerin ekstraksiyon verimlerinin maksimuma cikarési
acisindan onemlidir (112).

Uriin Kalitesini belirlemede en onemli faktor olakseakt icindeki kristallerin
kinetikleri ve morfolojileri ekstrakt icersinde lurlan ¢ozicuden etkilenebilir (113).
Bu nedenle de, uygun bir ¢oztclu secimi, bir orriakibéyoaktif bilesiklerin en iyi
sekilde kullanilabilmesi icin ilk adimdir (114). Rit6rneklerinden biyolojik olarak
aktif bilesikler ekstraksiyonu, kullanilan c¢ozicl icersindeker 6zel yapinin
co6zunulebilirlginden etkilenir. Ayrica, ¢oziclinin polaritesi veeati 6zellikler bu
biyoaktif materyallerin ¢ozunulebiliginin artinimasinda ¢ok o6nemli bir role
sahiptir (115).

Degisik ekstraksiyon yontemleri ve farkli ¢oziculer lanllarak yapilan liken
calismalarinda, farkli polaritelerdeki ¢oziculerin % telikt miktari Gzerinde farkh
etkilere sahip oldgu gosterilmgtir (116, 117). Argtirmamizda her iki liken trd icin
de % ekstrakt miktart deneylerde kullafaichiz  ¢ozlcllere  gore

etanol>kloroform>sygeklinde siralanmaktadir.
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Doga, tibbi bitkiler agisindan c¢ok gerli bir kaynaktir. Tibbi bitkilerden biyoaktif
bilesikler iceren ekstraktlarin hazirlanmasi bu bitkilefizyolojik aktivitelerinin
gosterilmesine de olanak@ar. Ayrica, azaltilmy toksisiteye sahip daha potansiyel

ilaclarin tretimine yol acan farmakolojik gahalari da kolaylgtirir (118).

Bu calsmadaProtoparmeliopsis muralizwe Parmotrema perlatuniikenlerinin su,
etanol ve kloroform ekstraktlarinin gogram pozitif bakteri, begram negatif bakteri
ve dort maya tartine kar antimikrobiyal aktivitesi disk diflizyon yodntemiei
belirlendi. Ayrica, cakilan ekstraktlarin NK, MBK ve MFK deserleri de belirlendi.
SonuctaP. muralisliken ekstraktlarinin inhibisyon zonlar 9-34 mmalgzinda; P.
perlatum likeni ekstraktlarinin inhibisyon zonlari ise 6-2imm aralginda
dezismektedir.P. muralisve P. perlatumlikenlerinin ekstraktlarinin NK degerleri
sirasiyla 0,007322-15 mg/mL agahda ve 0,46875-15 mg/mL arainda bulundu.

Dogal ajanlarin  antimikrobiyal  aktivite  sergilemeladgki  muhtemel
mekanizmalardan birisi de bakteriyal efliiks pompala inhibisyonudur. Bakteriler
antibiyotikleri hiicrelerinden ¢ikarirken, kendimveinma mekanizmasi olarak efliks
pompalarini kullanirlar. Pek ¢ok gahada 6zellikleS. aureusve Staphylococcus
epidermidis gibi gram pozitif bakterilerin etkili efliks pompanhibitéri

aragtirmalarinda fitokimyasallarin dnemli bir yere sabidusu kaydedilmgtir (119).

Bazi aratiricilar, bitki ekstraktlarinin antimikrobiyal Ile§enlerinin mantar
hiicresindeki membranlarin proteinleri ve enzimlate etkileserek hicre
membranlarindan gegtni ve bdoylelikle mantar hicresinin olimine neden
olduklarini ileri sirmétir. Bazi argtiricilar ise bitki ekstraktlarinin inhibitor etkis
bitki ekstraktlari ve bilgenlerinin hidrofobik karakterine Bemaktadir. Bitki
metabolitleri mantar hiicre membrani ve mitokondisilipidlerini ayirarak hiicre
icersindeki iyonlarin ve hicre icgmin hicreden sizmasinagbahicre olimlerine

neden olabilegéni bildirmistir (120).
Tez calgmamizda kullanggmiz  tlrlerden Protoparmeliopsis muralis

antimikrobiyal etkinlgi ile ilgili pek cok calsma yapilmgtir. Ornesin, Jeon ve

arkadalar P. muralisin kirmizi biberde antrakinoza neden olan mantaiizerine
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aktivitesini deerlendirmi ve P. muralis likeninin mantarlar tUzerinde inhibe edici

etki gosterdii sonucuna varilngtir (121).

Valadbeigi ve RashkilLecanora muralisn metanol ve su ekstraktlarinin
antibakteriyel etkinlikleriniBacillus megateriumEscherichia coli Staphylococcus
aureus Staphylococcus epidermidif?seudomonas aerugings&higella sonnei
Uzerinde denemgiir. Bu tlriin su ekstraktinin hicbir test bakteresikagl aktivite
sgilamadgl belirlenirken, metanol ekstraktinin gucli antinoliyal etkiye sahip
oldugu belirlenmgtir (122). Aragtirmamizi olgturan veL. muralisin sinonimi olan
Protoparmeliopsis muralisikeninin su ekstraktinin da benzgzkilde calgilan test

mikroorganizmalari tzerinde inhibe edici etkisidnuinadgl gozlemlenmitir.

Rankovic ve arkadgari L. muralisin aseton ekstraktinilBacillus mycoidedPH
197, Bacillus subtilis IPH 189, Staphylococcus aureutPH 221, Enterobacter
cloaceaelPH 241, E. coli IPH 246 vKlebsiella pneumoniatPH 251bakterileri ve
Candida albican¥®H 1316 sslarina kagi MiK degerlerini belirlemitir. B. subtilis
ve S. aureusbakterilerine kan MIK degerleri sirasiyla 6,25 mg/mL ve 3,12 mg/mL
olarak saptanirker€. albican& kari antimikrobiyal etkinlik saptanmasgtir (123).
ArastirmalarimizdaP. muralisin B. subtilis ve S. aureusakterileri Uzerinde daha
yiksek MK degerleri gosterdii ve C. albicang karsi antifungal aktivite sergiledi
belirlenmgtir. Bu calsma ile Rankovic ve arkaglarinin calgmasi arasindaki
farkliliklarin, calgilan liken turlerinin farkli c@rafyalardan toplanmasindan, liken
ekstraktlarinin  hazirlanmasinda farkli c¢6zlculer lldulmasindan, callan
mikroorganizma sgarinin kultir numaralarinin farkli olmasindan valiglan

ekstrakt konsantrasyonlarinin farkli olmasindamiekiandgl distintlmektedir.

Kosanic ve Rankovic’irL. muralis likeninin aseton, metanol ve su ekstraktlarinin
antimikrobiyal aktivitelerini inceledikleri bir caimada, bu likenin calilan bakteri
swlarina kagl gucli antibakteriyel etki, mantar sgarina kagi oldukca zayif
antifungal etki gosterdini tespit etmglerdir. Ayrica, su ekstraktinin test
mikroorganizmalari tGzerine aktivite gosterm@dielirlenmitir (124). Calsmamizda
P. muralis likeninin etanol ve kloroform ekstraktlarinin dakteriyel etkisinin

antifungal etkiye kiyasla zayif olgu ortaya konmgtur. Su ekstraktinin ise
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literattrle benzersekilde test mikroorganizmalari Uzerinde aktivitesgmedgi

sonucuna varilntir.

Semnain ve arkad@ari L. muralisin su, asetonlu ve etanolli ekstraktlarinin
Staphylococcus aureuge Salmonella typhimiriumizerindeki etkilerini inceledi.
Calisma sonucunda su ekstraktinin test bakterilering! leddativiteye sahip olmagi
belirlenmitir. Ayrica ayni c¢akma sonucunda etanol ekstraktinin aseton
ekstraktindan daha aktif olgu da saptanngtir (125). Literattrle uyumlu olarak
calismalarimizdaP. muralis likeninin su ekstraktinin antimikrobiyal agidantibk
olmadgi belirlenmitir.

Almola ve arkadglar L. muralis tirintn etanol ve aseton ekstraktlariBacillus
sp.,Micrococcus luteuse Staphylococcus intermedigsslarina kagi aktif olduzunu
rapor etmgtir. Ayrica, liken ekstraktlarinin gram pozitif b@kiler Gzerinde gram
negatif bakterilere oranla daha etkili ofdubelirtiimistir(126). Calsmalarimizda da
Almola ve arkadglari ile uyumlu sonuclar elde edilgir. Calistigimiz liken

ekstraktlari gram pozitif bakteriler Gizerinde dahamlu etkiler sergilenstir.

Gram negatif hicre duvarlari gram pozitif hiicre ahlewrindan daha karm# bir
yaplya sahiptirince peptidoglukan tabakasi plazma membraninin yedadir ve
duvar &irliginin yaklgik % 5-10'unu olgturan periplazmik bguk tarafindan
sinirlandirilir. Dy membran ince peptidoglukan tabakasinigaminda uzanir, gh
membranin en dnemli bieni lipopolisakkaritlerdir. Lipopolisakkaritlerinnednemli
fonksiyonu gecirgen bir bariyer meydana getirmektitipopolisakkaritlerin
geometrisi ve komgu lipopolisakkarit molekilleri ile arasindaki etgimlerin
bakterinin yaralanmasi ya da olmesinglagan safra tuzlari, antibiyotik ve ghr
toksik maddelerin gisini sinirlandirmak oldgu disunulmektedir.
Lipopolisakkaritler patojenik gram-negatif bakterih konak savunmasindan

korunmasinda da rol oynar.
Gram pozitif hicre duvari ise plazma membraningardinda uzanan tek ve kalin

homojenik bir peptidoglukan tabakasindan (mureiljswr. Ayrica, gram pozitif

hiicre duvarlari bol miktarda teikoik asit iceri2{).
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Misic ve arkadglari L. muralisin su ekstraktinin antimikrobiyal aktivite
gostermediini, aseton ve metanol ekstraktlarinin ise aktivig®dsterdgini

gozlemlemgtir (128).

Karagbz ve arkaghrinin yaptiklarn bir ¢ajma sonucundal. muralisin su
ekstraktinin etanol ekstraktina oranla aktif @laou rapor etnstir (9). Calsmamizda
ise bu likenin etanol ekstraktinin su ekstraktineanta daha aktif oldgu
belirlenmitir. Bu durum, kullanilan test mikroorganizmalannfarkliigindan,
ekstraksiyon metodunun farkfindan ve kullanilan liken konsantrasyonlarindan

kaynaklanmaktadir.

Calismamizda kullanilanParmotrema perlatumlikeni de dgisik arastiricilar

tarafindan antimikrobiyal 6zellikleri agisindan étenmitir.

Hoda ve VijayaraghavaR. perlatumlikeninin hekzan ekstraktiniBscherichia coli
Pseudomonasp.,Bacillus subtilisbakterileri veCryptococcus neofarman€andida
albicans Aspergillus nigerve Aspergillus fumigatusnantarlari tizerindeki etkilerini
incelemi ve bu ekstraktin ¢allan tim test mikroorganizmlari tzerinde olumlu
sonugclar verdiini saptamgtir (129). Calmamizda isé®. perlatumlikeninin etanol
ve kloroform ekstraktlarB. subtilistizerinde zayif bir etki gosterirkef,. albicans

Uzerinde oldukca kuvvetli etki gostertir.

P. perlatum likeninin etanol ekstrakti kullanilarak sentezlenegimig
nanopartikullerininStreptococcusp., Enterococcussp., Klebsiella sp., Escherichia
coli, Pneumoniaesp., Serratia sp. ve Planomicrobiumsp. mikroorganizmalari
Uzerindeki antimikrobiyal aktivitelerinin incelergli bir argtirmada, maksimum
aktivite Streptococcussp.’'ye kasl elde edilirken, minimum aktiviteKlebsiella

planticoldya kari elde edilmgtir (130).

P. perlatumlikeninin etanol ve metanol ekstraktlarin@seudomonas aerugingsa
Proteus vulgaris Bacillus subtilis Streptococcus pneumonjaéstreptococcus
faecalis ve Staphylococcus aureudzerinde etkilerinin denengli bir calismada,

metanol ekstraktinin etanol ekstraktindan dahaf alkdiugu sonucuna varilngir
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(131). Argtirmamizda daP. perlatum likeninin etanol ekstraktinirB. subtilis
bakterisi Uzerinde zayif bir antimikrobiyal etkigahip oldgu, S. aureudizerinde ise

etki gostermedgdi ortaya konmstur.

Kumar ve arkadgdarinin P. perlatumlikeninin etanol ekstrakti ile gercektedikleri
calismalarinda liken ekstraktinibtaphylococcus auretas karsi etkili oldugunu
saptamglardir (132). Aratirmamizda d&. perlatumlikeninin etanol ekstraktinis.
aureus tizerinde inhibitor etki gostermegibelirlenmitir. Bu durumun, likenlerin
farkll cografyalardan toplanmasindan ve test mikroorganiznmeda uygulanan
ekstraktlarin ~ konsantrasyonlarinin ~ farkli  olmasmda kaynaklanabilece

distndimektedir.

Agacli bitkilerin patojenik mantarlardan korunmasiaanyla P. perlatumlikeninin
su ve aseton ekstraktlarinin antifungal etkisi f&mafarafindan bitki patojeni bir
mantar olan Cladosporium sp. Uzerinde callmistir. Calsmalar neticesinde,
ekstraktlarin mantar gelmini basarili bir sekilde inhibe etiii ve su ekstraktlarinin
aseton ekstraktlarindan daha aktif @dou ortaya konmgiur (133).Argtirmamizda
ise bu literatir ¢cagmasinin aksineP. perlatum likeninin etanol ve kloroform
ekstraktlarininCandida albicansse Candida tropicalisturleri Gzerinde kuvvetli etki
gosterdgi fakat su ekstraktinin mantarlar tzerinde aktimatigl belirlenmitir.
Literatlr galgmasi ve argirmamiz arasinda farklgin en temel nedeni, kullanilan

mikroorganizma turanun farkl olmasidir.

P. perlatumlikeninin sinonimi olanP. perlatéanin metanol, etil asetat ve aseton
ekstraktlarinin Staphylococcus aureusPseudomonas aeruginosae Proteus
mirabilis bakterileri Uzerindeki etkinliklerinin incelengibir ¢alismada, bu likenin
ekstraktlarinin yalnizcaS. aureus kari antibakteriyel aktivite sergilegi

gorulmistar (134).

Momoh ve AdikwuP. perlatalikeninin etanol ekstraktiniBtaphylococcus auretas
karsi antimikrobiyal aktivitesi ile koloidal gingiin antimikrobiyal aktivitesini
kiyaslamg ve koloidal gumgin S. aureusm kari aktivite gostermedinde bile,

liken ekstraktinin S. aureum karl etkili oldugunu gormgtar (135).
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Arastirmalarimizda,P. perlatalikeninin sinonim olanP. perlatumlikeninin etanol

ekstraktinin d&. aureuss inhibe edemedi belirlenmitir.

Gehlot ve arkadgari P. perlata likeninin etanol ve metanol ekstraktlarinin ilaca
direncli Helicobacter pyloriizolatlar tizerinde inhibitor aktivite gosterdiki@ agiga
ctkarmstir (136).

P. perlata likeninin % 50 su etanolli ve etanolli ekstraktiar Staphylococcus
aureus Streptococcus mutajBacillus cereusCorynebacterium xeroseskarsi aktif
oldugu bildirilmistir (137).

Sibi ve arkadglar1 P. perlataturinin metanol ekstraktinin besin kdkenli baleeri

Uzerine aktivitesini dgerlendirmitir (138).

Hindistan mutfak baharatlarindan biri olBn perlatalikeninin metanol ekstraktinin
sogan siyah kifuine kar aktivitesinin incelendi bir calismadaP. perlatahin kifl

inhibe ettgi ortaya konmstur (139).

P. perlatalikeninin petrol eteri, kloroform ve metanol eladttlarininPseudomonas
solanacearum Clavibacter michiganensis Escherichia coli bakterilerine ve
Fusarium oxysporumAspergillus niger Rhizopus nigricansmantarlarina kar
etkinlik gOsterdgi tespit edilmgtir (140). Benzegekilde ayni likenin ekstraktlarinin
antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri kaydediktir (141).

P. perlatalikeninin etanol ekstraktiniBacillus cereusMycobacterium smegmatis
Micrococcus luteuse Staphylococcus aurelaskarsi aktivite gosterdii, Escherichia
coli, Bacillus subtilis Proteus vulgaris Pseudomonas aerugings&nterococcus
faecalis Staphylococcus saprophyticusCandida albicans Microsporunsp.,
Cypseumsp. ve Trichophyton rubrunia kari ise aktivite gostermegii ortaya
konmuwtur (142). Cakmalarimizda ise mevcut literatiriin aksife perlatum
likeninin etanol ekstraktini8. aureus aktivite gostermedi; B. subtilis P. vulgaris
ve C. albicansiizerine etki gostergh belirlenmitir. Bu durumun, argirmamizda

ekstraktlarin elde edilmesinde soksalet ekstraksiydkullanilirken bahsedilen
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literatir calsmasinda ekstraktlarin elde edilmesinde maserasy&kniginin
kullaniimasindan ve ¢ama konumuzu okturan likenin Turkiye'de toplanmasina
ragmen literatir cadmasini olgturan tirin Pakistan’dan da toplanmasindan

kaynaklandgindan dgundlmektedir.

P. perlatatirinin % 70 su metanol ekstraktiBacillus cereusBacillus pumilis
Staphylococcus aureusStreptococcus pneumonjad’seudomonas aerugingsa
Escherichia coli Citrobacter freundij Klebsiella pneumonigeCandida albicansse

Aspergillus nigetiizerine inhibitor etkisinin oldiu belirlenmstir (132).

P. perlatalikeninin petrol eteri, etil asetat, metanol e&kttarininBacillus subtilis
Staphylococcus aureus Pseudomoas aeruginosave Candida albicana

antimikrobiyal etki gosterdi kaydedilmitir (143).

Leela ve lyerP. perlata likeninin metanol ekstraktinistaphylococccus aureus
Escherichia coli Bacillus subtilis ve Pseudomonas aerugindga karsi olumlu

sonugclar verdiini belirtmistir (144).

Antimikrobiyal etkinlige sahip bilgikler mikroorganizmalari dldiiren ya da bunlarin
Uremesini gecici olarak azaltan etkiler gosterirl&erceklstirilen disk difizyon
metodu, oldirtclt ve dremeyi baskilayan dozu betiele icin yetersizdir. Nasil bir
etki sergilendiini saptamak icin disk difiizyon testinin yani sitiK ve MBK/MFK
testlerinin de uygulanmasi daha glsididir. Letal etkiye sahip maddelerin
MBK/MFK degerleri MiK degerlerine yakin iken, tremeyi baskilayici etki goste
maddelerin MK degerleri MBK/MFK deserlerinden ¢ok daha fazladir. Gozle
gorulebilir  mikroorganizma gealiminin  engellendii en digik madde
konsantrasyonu K degeridir (145).

Mikroorganizma gefimini engelleyen en diik konsantrasyon MBK ya da MFK
adini almaktadir (145).

Antioksidan bilgikler kardiyovaskiler hastaliklar fa olmak (zere pek c¢ok

hastalga kag! koruyucu rol Ustlenmektedir. Bu gahadaParmotrema perlatunve
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Protoparmeliopsis muralislikenlerinin su, etanol ve kloroform ekstraktlann
antioksidan aktiviteleri de metagelatlama aktivitesi, toplam fenolik i¢c&m
belirlenmesi, toplam flavonoid icgin belirlenmesi, toplam antioksidan kapasitesi,
TEAC ve CUPRAC yontemleri ile belirlendi.

Sonugta, P. perlatum likeninin toplam fenolik icefii en dguk ve en yuksek
degerleri sirasiyla 45,65 ve 468,32 ug GAE/g likenraka P. muralis likeninin
toplam fenolik icergi en digik ve en yuksek derleri ise 18,29 ve 200,97 ug GAE/g
liken olarak saptandP. perlatumlikeninin toplam flavonoid icegi en digik ve en
yuksek dgerleri sirasiyla 13,95 ve 89,27 pg QE/ g liken afaP. muralislikeninin
toplam flavonoid icegi en ditk ve en yuksek derleri ise 39,90 ve 275,14 pg QE/
g liken olarak belirlendi. Liken ekstraktlarinin fgantrasyonlari arttikca metal
selatlama aktivitelerinin artst ve EDTA'nin liken ekstraktlarindan daha yuksek
aktivite gosterdii de ortaya konmgiur.

Ayrica, calsmalarimiz neticesind®. muralislikeninin P. perlatumlikenine oranla
daha ylUksek toplam antioksidan kapasitesine sddiyw da belirlenmitir. Liken

turlerinin CUPRAC dgerleri kiyaslandiinda P. perlatum likeninin P. muralis
likenine oranla daha yiksek CUPRAC aktivitesi dedigi goralmustar.

Antioksidan aktivitesinin belirleme metodlari, katiilan kimyasal madde sonucu
olusan reaksiyon bakimindan iki sinifa ayrilir:
a) Hidrojen atomu transferi reaksiyonung&lbalanlar (HAT)

b) Tek elektron transferi reaksiyonlaringsbalanlar (ET)

HAT reaksiyonuna dayanan yontemlerde aktivite lehe yontemlerinin pekgm
azo bilgiklerinin bozunmasi neticesinde meydana gelen s#raladikallerinin
antioksidan ve substrat tarafindan yawali bir sekilde stpurilmesi esasinaghdir.
ET'ye dayali analiz metodlari ise, antioksidaninsidan maddeyi indirgeme

yetengini gore renk dgisimine b&li olarak aktivitenin 6l¢ciimesine Bhdir.
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Bitkilerdeki antioksidan maddelerin molekulersigiikleri géz 6nine alindiinda
yalnizca tek bir metod kullanilarak bir bitkinin tavksidan Ozellgi hakkinda karar

vermek uygun olmayabilir (146).

Polifenoller, bitkiler aleminin en etkili antioksatif bilesiklerinden biridir (146).
Fenolikler aktif metal iyonlaringelatlama, lipid serbest radikal zincirlerini indkti
ederek lipid peroksidasyonuna k&ar koruma, hidroperoksitlerin reaktif
oksiradikallere doniimi engelleme gibi 6nemli 0zelliklere sahiptir (L47
Fenoliklerin yapilarindaki hidroksil gruplari sayete serbest radikal supirme
yetenekleri arttgiindan, total fenolik konsantrasyonu antioksidanvélkinin hizl bir
sekilde aratirlmasinda temel #&il etmektedir. Dglik seviyelerde oksidasyonun
gerceklgtigi ve oksijen icermeyen C3 yan zincire sahip fenobkesiklerin
antimikrobiyal karaktere de sahip ofglubildirilmistir. Fenolik bileiklerin kismen
hidrofobik dg@asi onlarin antimikrobiyal aktivitelerinden sorumilw. Mikroplara
karsi polifenollerin toksisitesi, mikrobiyal adhezigij hiicre zar1 tama proteinlerini
inaktive etmeleri, karbonhidratlarla spesifik olraayinteraksiyonlari ve hidrolitik
enzimlerin inhibisyonlari nedeniyledir. Fenolik éiklerin antimikrobiyal aktivite
sergiledgi yapilan cagmalarla da ortaya konrgtur (148).

Fenolikler, olumsuz iklim keullarinda ve stres durumlarinda likenlerin
gelismelerinin regile edilmesinde 6nemli rol oynayan anajiken sekonder
metabolitlerinden biridir. Likenler genellikle eksin c¢evre kgullarinda yaar ve
oksidatif strese kar koyabilmek icin polifenol tretimlerini artirirlarLikenlerin
antioksidatif 6zelliklerinin icerdikleri fenolikler ba&l oldugu disuntlmektedir
(149).

Rankovic ve arkad#ari Lecanora muralislikeninin aseton ekstraktinin toplam
fenolik icerigini 43,19+1,085ug pirokatgol esdegeri olarak belirlemtir (123).
Mevcut calsmamizda ise kullanilan ¢ozuciler ve kullanilan dérh antioksidan
madde farklilgindan dolay! 18,29+0,006 ve 200,97+0,002 gallik egleseri/g liken
seklinde farkli sonuclara wydmistir.
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Yapilan bir camada L. muralisin toplam fenolik icergi 50,931,191 pg

pirokateol/mg ekstrakt olarak belirlenirken (150),ska bir argtirmada ayni tlrdn
toplam fenolik icergi 74,66+0,09 mg gallik asit sdegeri/g kuru girhik olarak

saptanmytir (122).

Parmotrema perlatumlikeninin toplam fenolik icegi ile ilgili de calismalar
yapiimstir. Rahman ve arkaglari P. perlatanin metanol ekstraktinin toplam
fenolik icerigini 78,4 ug/mL olarak belirlerken (118), Paul ve Singh aykerhin 9:1
oraninda etanol:su kammi ekstraktinin toplam fenolik i¢&rmi 55,06 ug/mL olarak
belirlemistir (150). Patil ve arkadgéari P. perlatalikeninin toplam fenol icegini
118,5 mg GAE/qg liken olarak hesaplaitm (151).

Farkli bir calgmada ise P. perlaturun etanol ekstraktinin toplam fenolik
icerigininin ¢cok dguk oranlarda oldgunu rapor edilntir (132).

Flavonoid sinifi, 10.000'den daha fazla yapiya st#hi Bitkilerdeki antioksidan
flavonoidlerin biyosentezi, strese hassas olaretdé, strese toleransli tirlere oranla
daha hizlhdir (152). Flavonoidler, vitamin P olam@ bilinmektedir. Bitkilerde sari

ve diger renkli pigmentleri Gretmek icin kullanilirlarg3).

Flavonoidler bitki polifenol sekonder metaboliti@n geng gruplarindan biridir ve
bitki yapraklari, tohumlari, ga¢ kabuklari ve ciceklerde vyaygin olarak
bulunmaktadirlar. Flavonoidlerin antitimor, angistik, antialerjenik,
antiinflamatuar ve antibakteriyel 6zelliklere sahiplduklar bilinmektedir.
Flavonoidler ayrica oksijen serbest radikallerifp@rerek, antioksidan enzimleri
tesvik ederek ya da oksidatif enzimleri inhibe edekekvetli antioksidan 6zellikler
gosterirler (154).

Flavonoidlerin biyolojik aktiviteleri ile ilgili bgine kadar pek cok cstna
yuratilmis ve sonug olarak bu maddelerin en iyi tanimlanamolbjik aktivitesinin
antioksidan aktivite oldgu gortlmigtir. Flavonoidlerin, reaktif oksijen tarlerinin

uretiminde yer alan biyokimyasal metabolik yoll@nagel olarak, serbest radikalleri
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supurerek, gegimetalleriniselatlayarak ve bu metallerin Fenton reaksiyonlaaknd
redokslarini iade ederek antioksidan aktivite $edgileri rapor edilmgtir (155).

Rankovic ve arkad#ari Lecanora muralislikeninin aseton ekstraktinin toplam
flavonoid igergini 34,56+1,074ug rutin egdegeri olarak belirlemgtir (123). Kosanic
ve arkadslari L. muralis likeninin toplam flavonoid igcegini 39,91+1,066ug rutin
esdegseri/mg ekstrakt olarak belirlerken (156), Valadlbeigg Raskhi ayni liken
tirinin toplam flavonoid icefini 74,78+£0,07 mg katgn esdegeri/g kuru &irhk
olarak belirlemgtir (122). Patil ve arkadéari Parmotrema perlatdikeninin toplam
flavonoid icergini 6,89+0,07 mg kuersetins@egeri/g liken olarak hesaplagtir
(151).

P. perlatalikeninin toplam flavonoid icegini aragtiran ¢algmalar da bulunmaktadir.
P. perlatalikeninin 9:1 etanol: su kamminin toplam flavonoid i¢egini 7,5+0,3
ug/mL olarak belirlenmtir (150). Aragtirmamizda isd®. perlatumlikeninin toplam

flavonoid icergi 39,90+0,008 pg/mL olarak belirlenstir.

Geck iyonlar, Ozellikle de demir Fenton reaksiyonlasayesinde lipid
peroksidasyonuna neden olabilir ve lipid hidropsiti&rinin zincir reaksiyonlarini
surdurebilen ve hidroperoksitlerin peroksil ve &b radikallerine aystirarak lipid

peroksidasyonlarini hizlandirabilir. Lipid perokasyonunu katalizleyen gaci
metallerinin konsantrasyonunu azalttiklarindan inéganu selatlama kapasitesi
onemlidir (157).

Talesemi gibi kronik anemili hastalar hayat kaétati ve ygam surelerini artirmak
icin duzenli kan transfiizyonlarina ihtiya¢ duymakta Transfiize edilngi kirmizi
kan hucrelerinin yikimindan ortaya ¢ikan demiriaimisr elimine edemezler vgia
demir karacgier, dalak, endokrin organlar ve miyokardiyumda hsicerin ve
ferritin olarak depolanir. Demirin toksik miktartkr birikimi doku hasarlarina yol
acar ve sonunda kalp krizi, diyabet, hipotroidizra karacger yetmezigi gibi
hastaliklar ortaya cikar. Demgelatorleri dokulardaki @ri demiri ¢ozerek onlari

kararli ve vicuttan feces ya da ure ile atilabkempleksler haline getirir (158).
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Demir (ll) selatlama aktivitesi oldukca ©Onemlidir ¢linki gegnetal iyonlari
Alzheimer ve Parkinson gibi ndrodejeneratif haktate da neden olmaktadir (159).

Caligilan liken ekstraktlarinin metaelatlama aktiviteleri ile ilgili herhangi bir

literattire ulailamamstir.

Fosfomolibdat testi, 6zellikle kullanilan reaktifie ucuzligu ve metodun cok kisa
surede sonu¢ vermesi nedeniyle genellikle bitkis#istraktlarin antioksidan
aktivitelerinin belirlenmesinde siklikla yararlaaml rutin bir testtir (160). Bu deney,
antioksidan, oksidan ve molibdenum ligandi arakindadiksiyon reaksiyonu

oranini argtiran kantitatif bir deneydir (157).

Fosfomolibdenum metodu, antioksidan maddenin Mg'@i\Mo(V)'e indirgemesi
ve sonrasinda asidik pH’'da gyle fosfat/Mo(V) kompleksinin meydana gelmesi
esasina dayanmaktadir. Fosfomolibdat yontemi ilirlé@en toplam antioksidan
kapasitesi deneyi hem suda c¢ozlnebilen hem gelaygtzinebilen maddelerin
antioksidan kapasitelerinin ortaya konmasinda Yamdabilir. Askorbik asit
antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde referaagtioksidan madde olarak
kullaniimaktadir (161).

Protoparmeliopsis muralidikeninin toplam antioksidan aktivitesi ile ilgiherhangi
bir calsmaya ulallamamstir. Ancak, Parmotrema perlatalikeninin toplam

antioksidan aktivitesi ile ilgili yapilan g@esik calismalar mevcuttur.

Ornesin, Rahman ve arkaglari P. perlata likeninin metanol ekstraktinin toplam
antioksidan kapasitesini 1.3 mg/fhLaskorbik asit elegeri olarak belirlemitir
(118). Calgmamizda isé®. perlatumlikeninin su, etanol ve kloroform ekstratlarinin
toplam antioksidan kapasiteleri sirasiyla 22,11#1,146,81+1,21ve 86,85+0,21 ug
askorbik asit gdegeri/g liken olarak bulunmyiur.

Leela ve lyerP. perlata likenini toplam antioksidan kapasitesini % inhyms

cinsinden hesaplamve sonucu % 39 olarak bulgtur (144).
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P. muralis likeninin troloks &deger antioksidan kapasitesi ile ilgili herhangi bir

calismaya ulailamamstir.

Literatirlerde, P. perlata likeninin TEAC deneyinin yapildg calsmalar
bulunmaktadir. Hara ve arkaglar P. perlatun'un sinonimlerinden ola®. chinense
orneklerinin troloks gdeser antioksidan kapasitesini incelgtim ve bu tirdn
orneklerinin TEAC dgerlerini 158 umol/L ve 94 umol/L olarak bulmgtur (162).
Bizim aragtirmamizda ise TEAC derleri mevcut literatirden daha ylksek
belirlenmitir. Bu durumun, ¢atlan likenlerin farkl cgrafyalardan toplanmasindan
kaynaklandgl disuintlmektedir.

CUPRAC metodunun ger elektron transferi yontemli antioksidan denayigen
farki, kolaylikla pH’'In ayarlanabilmesi, stabil binetod olmasi, maliyetinin guk
olmasi ve hidrofilik antioksidanlarin yanisira Ifpi& antioksidanlar iginde
uygulanabilmesidir (163). CUPRAC yontemi teknikralabasittir. Yontem gegipH
aralginda kullanilabilir ve antioksidan mekanizmasinétup etkisinin calgiimasini
salar. Bu nedenle de antioksidan mekanizmasinda pétkisinin ¢alsiimasinda da
bu metoddan yararlanilabilir (164).

Diger antioksidan yontemlerle kiyaslaposhda CUPRAC metodu daha yeni bir
metoddur. CUPRAC deneyinde redoks reaksiyonu retide ceitli etkenlerden
etkilenmeyen (6rngn, hava, gungisigl, ¢cbzucu turt ve pH) Cu (I)-Neokuprin isimli

renkli bir selat olgur (165).

P. muralis likeninin ve P. perlatum likenlerinin CUPRAC aktivitesi ile ilgili

herhangi bir cagimaya rastlanmargtir.
Bu calsma neticesinde, her iki liken turinin vyalnizca etaekstraktlarinin
antitirozinaz aktivitesi sergilegii, su ve kloroform ekstraktlarinin ise antitirozzna

aktivitesi sergilemeg belirlenmitir.

Tirozinaz enzimi meyve ve sebzelerde istenmeyenn&iik kararmalardan da

sorumludur. Tirozinaz meyve ve sebzelerdeki fendlilesiklerin oksidasyonunu
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katalizleyerek kahverengi polimerik pigmentlerinu@mlmuna yol agmaktadir. Bu
pigmentler proteinlerin amino ya da sulfhidril glap ile dongumstz olarak
reaksiyona girerek esansiyal amino asitlere zagdr,\proteinlerin sindirilebilirlgini

ve besinsel deerlerini azaltir. Etkili tirozinaz inhibitorlerinigelisimi ziraat alaninda

ve besin endustrisi icinde 6nemlidir (166).

Protoparmeliopsis muralidikeninin antitirozinaz aktivitesi ile ilgili birbilgiye
ulasilamamstir. Ancak Parmotrema perlatuniikeninin sinonimi olanParmotrema
chinensetirt ile ilgili yapilan bir gakma sonucunda bu ttrin tirozinaz inhibisyonu
aktivitesine sahip olmagh rapor edilmgtir (167). Calgmalarimiz neticesindepR.
perlatum likeninin etanol ekstraktinin dik bir antitirozinaz aktivitesi sergilegli

belirlenmitir.

Bitkilerde etken maddeyi ofturan bilgikler ve bu bilgiklerin miktarlari bitkinin
yetistigi yer, iklim sartlari ve mikroorganizma turinedla olarak farkllik
gostermektedir (168). Ayrica, ayni tur bitki ornedhin farkli c@rafyalardan, farkh
donemlerde toplanmasi da bitki o6rneklerinin biyidojaktiviteleri arasinda
farkhliklara neden olabilmektedir (169).

Bu calsma ileP. muralisve P. perlatumlikenlerinin antibiyotiklere direnc gosteren
mikroorganizmalara kar tedavilerde alternatif olabilege gosterilmgtir. Hem

antibakteriyel hem de antifungal aktiviteye sahimaarindan dolayi bu likenlerin
enfeksiyonlarin tedavi edilmesinde yardimci olarékemasotik endustrisinde

kullanilabilecegi distintlmektedir.

Bu liken tirlerinin hem sentetik antioksidan maddel hem de sentetik tirozinaz
inhibitorlerine alternatif olarak kullanilabilege mevcut argtirma ile ortaya

konmustur.

Likenlerin su ekstraktlarinda antimikrobiyal aktevioldukga sinirliyken, etanol ve
kloroform ekstraktlarinda daha yuksektir. Bu nededé, bu liken turleri metanol,
hekzan, aseton ve diklorometan gibi farkli orgagdeiculerle ekstrakte edilerek

daha etkili antibiyotik, antioksidan ve antitiroamajanlar elde edilebilir.
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Likenler icersinde antimikrobiyal, antioksidan vatifirozinaz aktiviteden sorumlu
olan maddelerin izolasyonu ve tanimlanmasi ileliildetayli calgmalara ihtiyag

duyulmaktadir.
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Edebiyat Fakiltesi Biyoloji Boluminden 2007 yilindairesun Fen Edebiyat
Fakiltesi birincisi olarak mezun oldu. 2007 yilin@iresun Universitesi Fen-
Edebiyat Fakdiltesi Biyoloji Boluminde Agtama Gorevlisi olarak c¢aimaya
basladi. Giresun Universitesi Fen Bilimleri EnstitiBioktora programindagienim

gormeye devam etmektedir.
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