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OZET

Bu arastirmada iilkemizde yayilig gosteren likenlerden Evernia divaricata, Flavocetraria
cucullata, Physcia aipolia, Ramalina polymorpha ve Usnea filipendula isimli tiirler antioksidan
aktivite, fenolik bilesik miktarlart ve indirgeme yetenekleri yoniinden arastirildi. Liken
orneklerinin her bir tlrli i¢in su, etanol ve aseton ekstreleri literatiire uygun ydntemler
kullanilarak elde edildi ve her ekstre ayr1 ayri1 deneylere alinarak degerlendirildi.

Aragtirmamizda Evernia divaricata’nin her ii¢ ekstresininde gii¢lii antioksidan etkiye
sahip oldugu belirlendi. Doza bagli olarak sirasiyla su ekstresi %79.7, 92.7 ve 93.8; etanol
ekstresi %88.3, 95.0 ve 97.0; aseton ekstresi 93.5, 95.5 ve 97.9 oraninda lipit peroksidasyonunu
engelledi. Bu sonuglardan anlagilacagi iizere bu tiir yiiksek diizeyde antioksidan aktiviteye
sahiptir ve bu likenden elde edilen ekstreler igerisinde antioksidan aktivite su<etanol<aseton
seklinde siralanabilir. Fenolik bilesik miktarlar su, etanol ve aseton ekstrelerinde sirasi ile 34.3
+ 0.8, 49.6 £ 0.7 ve 63.7 = 1.2 olarak tespit edildi. Fenolik bilesik miktarlar1 arasindaki iligskide
antioksidant aktivitede oldugu gibi su<etanol<aseton ekstreleri seklinde siralanmaktadir. Diger
yandan indirgeme giicii su, etanol ve aseton ekstreleri i¢in sirasiyla 0.291 = 0.003, 0.170 £ 0.002
ve 0.185 £ 0.002 olarak belirlenmistir. Bu sonuglar bize antioksidan aktivitenin yiiksek oldugu
ekstrelerde fenolik bilesiklerin miktarininda daha fazla oldugunu gdstermektedir. Indirgeme
giicii ile ilgili bulgularimiz igerisinde en dikkat ¢ekici olani da, su ekstresindeki sonuglarda
goriilebilir. Nispeten daha diisiik antioksidan aktivitenin tespit edildigi su ekstresinde belirlenen
indirgeme giicii diger ekstrelerden daha yiiksek bulunmustur.

Sonug olarak bu aragtirmada deney materyali olarak kullanilan liken tiirlerinin tiimiiniin
antioksidan potansiyele sahip oldugu ve biyolojik aktivite caligmalarinda Oncelikli olarak

degerlendirilebilecekleri kanaatine varildi.
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SUMMARY

DETERMINING THE ANTIOXIDANT PROPERTIES OF WATER, ETHANOL
AND ACETONE EXTRACTS OF SOME LICHENS SPECIES.

In this study, of the lichens shoving invasion in our country , the types such as Evernia
divaricata, Flavocetraria cucullata, Physcia aipolia, Ramalina polymorpha and Usnea
filipendula were investigated as regards antioxidant activity, the amount of fenolic compounds
and reduction skills. Water, acetone and ethanol extracts were taken for each lichen by using
suitable methods for literature, and each of extracts were taken to the experiment and assessed.

It is determined that all extracts of Evernia divaricata have potent antioxidant effect.
Water extract %79.7, 92.7 and 93.8; ethanol extract %88.3, 95.0 and 97.0; acetone extract 93.5,
95.5 and 97.9 inhibited the peroxidation of lipids respectively. As it seems from these results
these species have potent antioxidant activity and antioxidant activity of extracts obtained from
this lichen can be ordered as water < ethanol < acetone. Amount of phenolic contents is
determined as 34.3 + 0.8, 49.6 = 0.7 and 63.7 = 1.2 in water, ethanol and acetone extracts
respectively. The relation between the amount of phenolic compound is like the antioxidant
activity which is ordered as water < ethanol < acetone. On the other hand, reducing power is
determined as 0.291 £+ 0.003, 0.170 £ 0.002 and 0.185 + 0.002 in water, ethanol and acetone
extracts respectively. These results suggest that phenolic compounds were more in the extracts
which shows potent antioxidant activity. Water extract shows the most interesting results in the
reducing power findins. The reducing power was determined more than the others in water
extract which shows less antioxidant activity.

Finally, it is convinced that all the lichen species used in this study have antioxidant

potent and all that can be tested in biologic activity studies with priority.



1. GIRIS VE AMAC

Bitki, sebze ve meyve tiiketiminin pek ¢ok hastaligin yami sira kanser ve
kardiovaskiiler hastaliklara da yakalanma riskini azalttigi kaydedilmistir'. Bu 6zelligin
bitki, sebze ve meyvelerde bulunan antioksidan maddelerden kaynaklandigina yaygin
olarak inanilmaktadir. Antioksidan maddeler, besinlerin korunmasimi artirirken
depolanmis besinlerin bozulma siiresini de uzatir. Bu yiizden ¢ok sayida antioksidan

madde besin endiistrisinde kullanilmaktadir®.

Antioksidanlar “serbest radikaller” olarak isimlendirilen maddelere karsi etki
gosterir. Bu maddeler bir elektrona ihtiya¢ duyarlar ve bu yiizden de yiiksek derecede
reaktiftirler. Serbest radikaller, organizmalarda hiicre membranindaki lipitler gibi
onemli yapilardan ve organellerden elektron calabilirler’™ ve boylece elektronunu
kaybetmis component serbest radikal olarak davranacak ve zincirleme bir reaksiyon
baslayacaktir. Bunun devaminda organizmada redoks dengesi bozulacaktir’. Kisaca,
reaktif oksijen smiflar1 (ROS) ve metal iyonlar1 (6rnegin, Fe™ ) gibi serbest radikallerin
liretimi organizmanin antioksidanlar1 tarafindan engellenmezse “oksidatif stres” olarak
isimlendirilen anormal durum ortaya g¢ikacak. Oksidatif stresin, hastaliklarin biiyiik bir
cogunlugu ile iliskili oldugu kabul edilmektedir’. Bu patolojik kosullarda yaygin olarak
rastlanan bir mekanizma, polidoymamis yag asitlerinin oksidasyona ugramasi (lipit
peroksidasyonu) dir’. iste bu gibi patolojik durumlarin ortaya ¢ikmamasi igin
antioksidanlar (radikal stipiiriiciiler, rediikleyici ajanlar, prooksidant metallerin
potansiyel kompleksorleri, singlet oksijen sondiiriiciileri gibi..) devreye girer ve

organizmay1 korur”*®,

Antioksidan potansiyelin etkin belirlenmesinde en dikkat ¢ekici parametrelerden

birisi fenolik maddelerdir’. Fenolik maddelerin ceside bagh olarak antioksidan



kapasiteyi degistirebilmesine ragmen bir ekstrenin toplam fenolik icerigi ekstrenin
antioksidan aktivitesi ile genellikle uyumluluk gosterir. Bu ylizden pek c¢ok bitki
ekstresinin antioksidan aktivitesinin ekstredeki fenolik maddelerden kaynaklandigi
gorilisii yaygin olarak kabul edilmektedir. Antioksidan maddeler hakkindaki diger bir
gercekte  sentetik  antioksidanlar  hakkindaki kuskulara bagli olarak dogal
antioksidanlarin tercih edildigidir'®. Bugiin insanlar ihtiyaclarii karsilama hususunda
dogal iiriinleri tiilketmek istemektedir. Bu yiizden dogal antioksidanlar daha ¢ok ilgi

¢ekmektedir.

Yiiksek bitkilerdeki antioksidan maddeler hakkinda giiniimiizde cok sayida
arastirma yapilmis olmasina ragmen enteresan Ozelliklere sahip olan likenlerde
aragtirmalar sinirlt kalmistir. Likenler, simbiyotik iliski igerisinde uyumlu bir sekilde
yasayan bir fungus ve bir algden olusur. Bu simbiyotik yasam formu genellikle
“sekonder metabolitler” olarak isimlendirilen c¢ok sayida madde iiretir. Onceki
donemlerde bu maddeler fungal {irtinler olarak tariflenirdi. Fakat izleyen yillarda
likenlerin simbiyotik partnerlerinin kiiltiir ve ayrimi yapilmaya baslandiginda'"'* bu
maddelerin daima fungal partner tarafindan iretildigini rapor edilmistir'*'*. ilaveten
bitkiler tarafindan da bu maddelerin sentezlenememesi de ilging bir durum olarak

karsimiza ¢ikmaktadir'>'?.

Likenlerin ve liken metabolitlerinin biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi ve

kullanim alanlarinin tespit edilmesine yonelik ¢ok sayida arastirma yapilmistir. Bu

16,1 18-2 -34
16,7 188 1303’

arastirmalardan bir kismi; antivira , antimikrobia , antifungal®, antitiimdra

allerjen®®, bitki biiyiime inhibitori®®, antiherbivor’, enzim inhibitorii®’® seklinde

o .o .. .. 14 . ..
siralanabilir. Diger yandan parfiim sanayiinde'®, kozmetik krem sanayisinde® ve hava

kirliliginin belirlenmesinde* ** faydalanilan likenler pek ¢ok iilkede de besin olarak



12,43

kullanilmaktadir . Likenlerin {istlin yasam mukavemeti sentezledikleri ¢ok 06zel

molekiillerden ileri gelmekte'>'

ve yapilan biyolojik aktivite calismalarinda liken
metabolitlerinin her gegen giin yeni ozellikleri kesfedilmektedir. Ustelik bu maddelerin
genellikle sitotoksik 6zelliklerinin az olmasi, ilag 6zelliklerinin arastirilmasinda énemli
yer tutmaktadir.

Liken ekstrelerinin ve liken metabolitlerinin antioksidan etkilerinin incelendigi

20-22,25,26,44-47

arasgtirmalar son yillarda artmistir ve bu calismalarda ekibimiz tarafindan

gerceklestirilmis caligmalar’>**>? da 6nemli bir yer kaplamaktadir.

Bu arastirma; Flavocetraria cucullata, Evernia divaricata, Physcia aipolia,
Ramalina polymorpha ve Usnae filipendula isimli likenlerden elde edilen su, etanol ve
aseton ekstrelerinin antioksidan potansiyeli ve indirgeme giiclinii belirlemek ve
antioksidan potansiyelleri ile toplam fenolik bilesik arasindaki iligkiyi belirlemek iizere

gerceklestirilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Antioksidanlar
2.1.1. Serbest radikaller:

Serbest radikaller orbitallerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron ihtiva
eden atom veya molekiillerdir. Elektronlar atomlar igerisinde orbital olarak bilinen
bolgelerde en fazla iki tane olacak sekilde ve birbirlerine zit konumda bulunmaktadirlar.
Demir, bakir, mangan gibi gecis metalleri yoriingelerinde birer elektron tasimalarina
ragmen radikal karakter gostermezken bazi1 atom gruplari (nitrit dioksit, nitrik oksit) bir
orbitalinde tek elektron bulunduran dagilimlar1 nedeni ile radikalik 6zellik gdsterirler.
Serbest radikal kabul edilen atom ve molekiiller elektron dizilislerinin yaninda
termodinamik yapilar1 ve lokal kinetik reaktiviteleri ile degerlendirilmelidir. Serbest

radikaller ii¢ yolla meydana gelir™.

1. Hemolitik bag parcalanmasi ve bir elektronun bir molekiilden digerine
transfer edilmesi sonucu olusan serbest radikallerdir. En yaygin goriilen serbest
radikal olusumu hemolitik bag par¢alanmasidir.

X: Y —=>X+Y
2. Bir molekiilden tek bir elektronun kaybi veya bir molekiiliin heterolitik
parcalanmasi. Heterolitik parcalanmada kovalent bagi olusturan her iki
elektronda atom veya atom gruplarinin sadece birinde kalir.Bu parcalanma
sonucu zit yiiklii iyonlar olusur.

X:Y =X+ Y
3. Bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi sonucu olusan serbest radikaller.

A+e —> A"



Biyolojik sistemlerdeki en biiyiik radikal kaynagi oksijendir. Ciinkii oksijen
atomu orbitallerinde iki eslesmemis elektrona sahiptir. Oksijenin bu 6zelligi onun diger
serbest radikallerle kolayca reaksiyona girmesini saglarken, radikal olmayan maddelerle
ise daha yavas reaksiyona girmesini saglamaktadir. Oksijen atomu, orbitallerindeki
elektronlarin farkli dizilimi ile de siiperoksit, peroksit ve singlet oksijen gibi radikallerin
olusumuna da neden olur. Ayrica serbest oksijen radikali olusumunun anahtar maddeleri
arasinda oksijenin kendisi, siiperoksit, hidrojen peroksit, gecis metal iyonlar1 ve
hidroksil radikalleride yer almaktadir. Oksijenli (aerobik) solunum yapan canlilar
disardan aldiklar1 besin maddelerini oksijeni kullanarak enerjiye cevirirler. Dolayisiyla
aerobik solunum yapan canlilar serbest radikallerin en fazla olustugu canli grubudur. Bu
ylizden aerobik solunum yapan canlilar serbest radikallerin etkilerine daha fazla maruz

kalirlar*®,

2.1.1.1. Serbest radikal cesitleri:
Siiperoksit radikali (0O,-): Oksijen molekiiliiniin igerdigi iki serbest
elektrondan bir tanesini disaridan bir elektron alarak indirgenmesi sonucu siiperoksit

radikali olusur.

O, + e — O,

Stiperoksit radikali (O,- ) hemen hemen biitiin aerobik hiicrelerde
bulunmaktadir. Siiperoksit radikalinin eozinofil, monosit, makrofaj ve notrofil gibi

fagositik hiicreler tarafindan tiretilerek radikal olusumunu artirdig1 bilinmektedir™*.



Stiperoksit radikali nadir olarak oksidatif hasara neden olur. Ciinkii siiperoksit
dismutaz enzimi ile hizli bir sekilde hidrojen peroksite (H,O;) ¢evrilir. Buna ilaveten
asidik durumlarda H,O, ve peroksil (HO;) radikallerini iireten spontan reaksiyona
ugrar. Siiperoksit radikallerinin asil zararlar1 hidrojen peroksit kaynagi ve gecis

metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmalaridir®.

Iki siiperoksit radikalinin bir araya gelmesi sonucu hidrojen peroksit olusur.

0,7+ 0, +2H" — H,0,+0,

Stiperoksit radikali ve peroksil radikali birbirleriyle reaksiyona girince biri
okside olurken digeri indirgenir. Bu dismutasyon reksiyonu sonucu da hidrojen peroksit

ve oksijen olusur.

HO, +0,” + H — H,0, + O,

Stiperoksit radikalinin nitrik oksit radikali ile birer eslesmemis elektronlarini

kovalent bag ile baglamalar1 sonucu peroksinitrit meydana gelir™®.

0, +NO" — ONOO' ( peroksinitrit)

Hidroklorik asit (HOCI) oksijen metabolitleri ile reaksiyona girme oOzelligine

sahip olmasi nedeniyle ilgi uyandirmistir. Hidroklorik asitin siiperoksit radikali ile



reaksiyona girmesi sonucunda oldukea gii¢lii oksidan olan hidroksil (OH') radikalinin

olustugu goriilmiistiir’’.

0,” +HOCl — OH +Cl +0,

Stiperoksit anyonu hem indirgeyici hem yiikseltgeyici 6zellige sahiptir.
Adrenalin, dopamin, askorbat ve hidroksilamini oksitler nitrobluetetrazolium ve
sitokrom c’yi ise indirger. Rediiktan olarak gorev yaptiginda ferrisitokrom c’nin
rediiksiyonunda bir elektron kaybeder ve oksijene okside olur. Oksidan olarak gorev
yaptiginda ise epinefrinin oksidayonunda bir elektron alir ve hidrojen peroksite
indirgenir™®.

Diger taraftan gecis metallerinin otooksidasyonu sonucunda da siiperoksit

radikali olusabilmektedir.

Fe+2 + 0, — Fe+3 + 0, -

Cu'+0,— Cu?+0,"

Bu reaksiyonlar geri doniisimli redoks reaksiyonlar1 olup serbest radikal

reaksiyonlarinin hizlanmasinda ¢ok biiyiik neme sahiptir>.

Hidrojen peroksit (H,0;): Asidik ortamda molekiiler oksijenin ortamdan iki
elektron almasi veya siliperoksitin bir elektron almasi sonucu hidrojen peroksit meydana

gelir®.



0,  +e +2H — H,0,

0, +2¢ +2H" — H,0,

Biyolojik sistemlerdeki hidrojen peroksitin asil kaynagi herhangi bir sistem
tarafindan iretilen siiperoksit radikalinin dismutasyon reaksiyonudur. Ayrica iirat
oksidaz, glukoz oksidaz, ve D-aminoasit oksidaz gibi enzimler iki elektronunu oksijene

vererek H,O; olustururlar.

SOD
20, +2H" — H,0,+ 0,

Hidrojen peroksit kendi basina c¢ok zayif oksidant 6zelligi gosterir. Ciinkii
ortaklanmamis bir elektron icermemektedir. Hidrojen peroksit gerektiginde hiicreler
tarafindan selenyum iceren glutation peroksidaz, katalaz ve belirli peroksidazlar
tarafindan ortadan kaldirilabilir. H,O; serbest bir radikal olmadig: halde, reaktif oksijen
tiirleri igine girer ve serbest radikaller igerisinde dnemli bir rol oynar. Ciinkii Fe ve Cu
gibi gecis metalleri varliginda siiperoksit ile reaksiyona girerek en reaktif ve en zarar
verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali olusturmak iizere kolaylikla

yikilabilir®.

Fe?veya Cu"

H,0,+0,” —— OH+OH + 0,
Varliginda



Bu reaksiyona Haber-Weiss reaksiyonu adi verilir. Haber- Weiss reksiyonu
katalizorlii veya katalizorsiiz olarak meydana gelebilir. Ancak katalizor olmadigi zaman
cok yavas ilerler. Bu reaksiyonda énce ferri demir (Fe™) siiperoksit tarafindan ferro
demir’e (Fe™) indirgenir. Daha sonra bu ferro demir kullamlarak Fenton reaksiyonu ile

61,62

hidrojen peroksitten ‘'OH ve OH" iiretilir’ °°. Reaksiyonun mekanizmasi1 asagidaki

sekildedir.

Fe”+0,” — Fe”+0,

Fe™?+ H,0,— Fe™ +"OH+ OH

Hidroksil radikali (OH): Hidroksil radikalleri, hidrojen peroksitin gecis
metalleri varliginda yani fenton reaksiyonu sonucu ve suyun yiiksek enerji ile iyonlarina
ayrilmasi ile olusan son derece reaktif radikaldir. Hidroksil radikali 6zellikle biyolojik

molekiiller iizerine saldiran ve olustugu yerde biiyiik hasarlara neden olan oldukea giiglii

bir oksidandir®.

Hzo — OH + H' +e — HzOz

Fe™+ H,0,— Fe™ +OH + OH

Hidroksil radikali bircok biyolojik molekiilden hidrojen atomu koparir.

Bunlardan birisi de tiollerdir.
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R-SH +OH — RS’ + H,0O

Meydana gelen siilfiir radikali oksijenle birleserek tiyol peroksil (RSO,) ve
stilfenil (RSO) gibi oksisiilfiir radikallerini meydana getirir. Bu radikaller de biyolojik

molekiillerde hasar yapici etkiye sahiptir.

Belki de OH' radikalinin en 1iyi tanimlanmig biyolojik hasar1 lipid
peroksidasyonunu stimiile etmesidir. Bu durum hidroksil radikallerinin membrana yakin
bir yerde iiretilmesi ve membran fosfolipid zincirinin yag asidi tabakasina saldirmasi ile
meydana gelir. Ayrica hidroksil radikalinin arasidonik asit gibi doymamis yag asitlerine

olan ilgisinin de fazla oldugu ileri siiriilmektedir.

Singlet Oksijen ('O,): Singlet oksijen eslesmemis elektron yada elektronlara
sahip olmadigindan dolay1 bir serbest radikal degildir. Oksijenin eslesmemis
elektronlardan birinin verilen enerji sonucu bulundugu orbitalden baska bir orbitale
veya kendi spininin ters yoniinde yer degistirmesiyle olusur. Ancak orbitalinde icerdigi
elektronlarin ayni yonlii olmas1 singlet oksijenin diger reaktif oksijen tiirleri ile okside
olmasim artirmaktadir. Singlet oksijen 6zellikle fotokimyasal reaksiyonlar i¢in oldukca

.. . 4. 5.64
onemlidir™™".

Nitrik oksit (NO’) ve nitrojen dioksit (NO;): Nitrik oksit ve nitrojen dioksit
elesmemis elektronlar: ile birer radikaldirler. Nitrojen dioksit, nitrik oksitin oksijen ile
reaksiyona girmesi sonucu meydana gelir. NO, oldukca zehirli ve ¢ok giiclii bir
oksidandir. Oksijen rediiksiyonu sirasinda NO;’ye maruz kalmast durumunda

aragidonik asit metabolizmasinin NO, konsantrasyonuna bagli olarak degistigi
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goriilmektedir. Diislik miktarda NO;’nin arasidonik asit metabolizmasini biiyiik oranda

artirdig1 gozlenmistir®>%°,

Nitrik oksit L-arjinin amino asitinden in vivo olarak iretilmektedir. NO
kokusuz, renksiz ve az indirgenebilen oksidan bir gazdir. Son yillarda radikal olan nitrik
oksit iizerinde olduk¢a fazla durulmaya baglanmistir. Nitrik oksit eslesmemis
elektronlar1 sayesinde siiperoksit, thiol gruplar1 ve nitrojen dioksit ile hizli reaksiyonlar
olusturmaktadir. Diger radikallerle birlikte diabetes mellitus, septik sok, kalp
bozukluklari, Alzheimer hastaligi ve gastrik iilserlerin olusumunda etkili oldugu

diistiniilmektedir®®*%7,

2NO + O, — 2NO,ya da NO + O, — NO;

0, +NO — ONOO  ( peroksinitrit)

ONOO +H"— 'OH + NO,

Diger Serbest Radikaller: Serbest oksijen radikallerinin etkisi sonucu karbon
merkezli radikaller (R’), peroksil radikalleri (ROO"), alkoksil radikalleri (RO"), tiyol
radikalleri ( RS’) gibi 6nemli serbest radikallerde olusabilir. Bunlardan 6zellikle
polidoymamis yag asitlerinden meydana gelen peroksil radikali yar1 6mrii uzun olan bir
radikaldir. Tiyol radikalleri de tekrar oksijenle reaksiyona girerek siilfenil (RSO) veya

tiyol peroksil (RSO, vb. gibi radikalleri olusturabilirler®®
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2.1.2. Serbest radikal kaynaklar::

Serbest radikaller organizmanin normal yasamini siirdiirmesi i¢in gerekli olan
metabolik faaliyetlerini devam ettirmesi igin gerekli olan reaksiyonlarin sonunda
olusabildigi gibi stress ve radyasyon gibi c¢evresel faktorlerin etkisiyle de
olusabilmektedir. Bu nedenle serbest radikal kaynaklar1 endojen ve eksojen olmak iizere

ikiye ayrilir.

Eksojen radikal kaynaklar:

- Ilag oksidasyonlari

- Radyasyon

- Giines 15181, UV-151nlari

- Sigara dumani, egzos gazlari

- Kiikiirtdioksit

- Aliskanlik yapan maddeler

- Cevresel ajanlar: Hava kirliligi yapan fotokimyasal maddeler, hiperoksit,
pestisitler, solventler, anastezik maddeler, aromatik hidrokarbonlar gibi
ksenobiyotikler.

- Stres: Stres katekolamin diizeyini artirir ve artan katekolaminlerin oksidasyonu

ile serbest radikal olusumu gdzlenir™*".
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Endojen radikal kaynaklar:

a. Kiiciik molekiillerin otooksidasyonu:

Normal ortamda tiyoller, hidrokinonlar, katekolaminler, flavinler,
tetrahidrobiyopterin gibi pek ¢ok bilesik otooksidasyon reaksiyonlari ile serbest

radikalleri olugturur’ "%,

b. Enzimler ve proteinler:
Bir¢ok enzimin katalitik c¢evrimleri sirasinda da serbest radikaller agiga cikar.
Ksantin oksidaz, aldehit oksidaz ve triptofan dioksijenaz bdyle enzimlerden olup,

serbest radikal olusumuna neden olurlar™”.

Ksantin oksidaz normalde nikotinamid adenin diniikleotid (NAD) bagiml
dehidrogenaz olarak etki eder ve herhangi bir serbest radikal iiretimine sebep olmaz.
Fakat, in vivo olarak olusturulan iskemi, enzimin dehidrogenaz formundan oksidaz
formuna doniismesine ve siliperoksit radikalinin iiretimine sebep olur. Ksantin oksidaz
enzimi oksijen varliginda hipoksantini ksantine veya ksantini iirata oksitler. Bu

reaksiyonda elektron alicist molekiiler oksijendir™®**,

- +
Hipoksantin + 20, — Ksantin + 20, + 2H

Ksantin +20, — Urat+20, +2H
Hipoksantin- ksantin arasindaki bu tepkime sonucu olusan siiperoksitin yarattig1
en biiyiik hasar vaskiiler sistemdedir. Fakat yapilan arastirmalar ksantin oksidaz
enziminin barsak, akciger, karaciger, bobrek gibi dokularda da hasara neden oldugu

gozlenmistir™>’.
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Normalde NAD bagimli dehidrogenaz olarak etki eder ve herhangi bir serbest
radikal olusumuna neden olmaz. Ancak ilk iskemi atagindan sonra hiicre membrani
sahte sodyum-kalsiyum pompasi olusturma egilimine girer. Hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonun artmasi proteazlarin miktar1 artsa bile devam eder. Bu sirada hiicre
ksantin dehidrogenazin (XD) ksantin oksidaz (XO)’a doniisiimiine izin verir. Bu olusan
hiicre i¢i olaylarin sonunda XD enzimi dehidrojenaz formundan oksidaz formuna
dontisiir ve stliperoksit (O;7) radikalinin iiretimine neden olur. Olusan siiperoksit
radikalleri hizli bir sekilde hidrojen peroksite doniislir. Hidrojen peroksit giiclii bir
radikal olmasa da, Fe™ varliginda fenton reaksiyonu olusturarak giiclii bir radikal olan

hidroksil radikalinin olusmasina neden olur™"""® .

Ksantin + H,O + NAD" — {irik asit + NADH + H"

Ksantin + H,O +2 O, — Urik asit +2 O,” +2 H'

XD
Ca™" l
X0
Hipoksantin — O," + H,0, + Urat

1
0,

Aldehit oksidaz yap1 itibariyle ksantin oksidaza benzer ve substratlarinin ¢ogunu

da aymi sekilde kullanarak siiperoksit radikali iiretirler’.
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¢. Mitokondriyal elektron transferi:

Normalde hiicrelerde en biiyiik serbest radikal kaynaklarindan biri elektron tagima
sisteminden (ETS) sizan elektronlardir. Mitokondriyal ETS’den elektron iki yerde
sizmaktadir. Birincisi, nikotinamid adenin diniikleotid hidrojen fosfat (NADPH)-
dehidrogenaz basamaginda, ikinci olarak ise koenzim Q ya da ubikinon basamaginda
elektron sizmasit goriilmektedir. ETS’nin son basamaginda elektronlarin O;’e
tasinmasindan sorumlu olan sitokrom oksidaz enzimi oksijenin %97-99’unu harcayarak
suya indirger. Ancak O,’nin %1-3’1i elektron transport zincirinden sizan elektronlarla
bir araya gelerek siiperoksit radikalinin iiretimini arttirir. Boylece NAD' bagh
substratlar, siiksinat, adenozin di fosfat (ADP) ve oksijen gibi endojen faktorler

oksidatif fosforilasyonu regiile ederek mitokondriyal radikal iiretimine etki eder™®7"*

d. Endoplazmik retikulum ve niikleer membran elektron transport sistemleri:
Endoplazmik retikulum ve niikleer membranda ise serbest radikal {iretimi membrana
bagl sitokromlarin oksidasyonundan kaynaklanir. Membrana bagli sitokrom P-450 ve
bs, doymamis yag asitleri ve ksenobiyotikleri rediikte ederken dioksijen ve diger

substratlar1 ise okside ederler.

e. Peroksizomlar:
Peroksizomlar ¢ok dnemli hiicre i¢i hidrojen peroksit kaynagidirlar. Bu organeldeki
D-aminoasit oksidaz, iirat oksidaz, L-hidroksilizin oksidaz ve yag asidi ag¢il- CoA

oksidaz gibi oksidazlar O," iiretmeden, bol miktarda H,O, iiretimine sebep olurlar.



16

Ancak katalaz aktivitesi ¢ok yiiksek oldugu i¢in bu organelden sitozole ne kadar H,O,

gectigi bilinmemektedir**®.

f. Plazma membrani:

Plazma membranm1 serbest radikal tiiretimi icin kritik bir yer olusturmaktadir.
Ekstraseliiler olarak {iretilen serbest radikaller diger hiicre komponentlerine ulasmadan
once plazma memranin1 ge¢mesi gerekir. Bu gec¢is sirasinda membranda toksik
reaksiyonlarin olugmasina da neden olabilirler. Membranda yer alan fosfolipidler,
glikolipidler, gliseridler ve membran proteinleri serbest radikallerden ¢abuk etkilenirler.
Lipid peroksidasyonu veya yapisal proteinlerin oksidasyonu sonucu membran

permabilitesinde bozukluklar meydana gelmektedir™*®#!#2

Hidrojen peroksit membranlari neredeyse su kadar kolay gecebilen giiclii
oksidandir. Bu nedenle proteinlerin ve lipidlerin hidrofobik kisimlarini daha iyi
parcalayabilecegi ve toksik etkisinin daha fazla olacagi tahmin edilmektedir. Serbest
radikallerin nonfagositik hiicre membranlarinda NADPH-oksidaz araciligi ile {iretiminin

serbest radikal olusumunun énemli bir kaynag: olarak gériilmektedir™®’.

Lipoksijenaz ve siklooksijenaz gibi plazma membraniyla baglantili enzimler ile
mikrozomlar tarafindan serbest radikal iiretimi, bu enzimlerin predominant substrati
olan arasidonik asit metabolizmasi ile iliskili pek ¢ok yeni bulus ve biyolojik acidan
onemli iirlinlerin meydana gelmesinden dolay1 ilgingtir. Bu iirlinler prostaglandinleri,
tromboksanlari, 10kotrienleri ve anaflaksinin slow-reakting substratini igerir. Son
zamanlarda aragidonat metabolizmasinda yer alan bu enzimatik proseslerin otokatalitik

lipit peroksidasyonuna onciilitk etmesi bu konuya olan ilgiyi artirmistir.
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Serbest radikal iiretimini bazi toksik maddeler artirabilir. Bu maddeler dort gruba

ayrilir®®*,

1- Toksinin kendisi bir serbest radikaldir.

2- Toksin bir serbest radikale metabolize olabilir. Ornegin toksik bir madde olan
karbontetra kloriir (CCly) karacigerde sitokrom P—450 tarafindan triklorometil
(‘CCl;) serbest radikaline dontistiiriiliir. Bu radikalin oksijenle reaksiyona
girmesi neticesinde meydana gelen peroksil radikali giiclii lipid peroksidasyonu
baslaticisidir.

3- Toksinin metabolizmasi sonucu serbest oksijen radikali meydana gelir.
Bunun en basit 6rnegi paraguattir.

4- Toksin antioksidant aktiviteyi diisiirebilir. Ornegin parasetamol karacigerde
sitokrom P—450 tarafindan glutatyonla reaksiyona girerek ve miktarini azaltan

bir {irlin meydana getirir.

2.1.3. Serbest radikallerin etkileri:

Serbest radikaller etkilerini 6zellikle canli hiicreler icin yasamsal oneme sahip
olan DNA, yaglar, proteinler ve karbonhidratlara saldirarak gdosterirler. Mitokondride
oksijenli solunum sonucunda meydana gelen serbest radikallerin alveolar epitel
tabakada ve DNA’ ya zarar vererek yapisal ve metabolik ¢esitli hastaliklarin olugsmasina

neden oldugu diisiiniilmektedir™’"*>%.

Membran lipidleri iizerine etkileri: Membranlar iizerindeki bir¢ok bilesik ve
molekiiliin serbest radikallerden etkilenmesine ragmen, radikallerin en belirgin etkileri
yag asitleri lizerine etki ederek lipid peroksidasyonunu (LPO) baslatmalar1 olarak

bilinir. LPO, polidoymamis yag asitlerinin radikaller ile oksidasyonu sonucu baslayan
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ve otokatalitik zincir reaksiyonlari seklinde devam eden bir ¢ok biyolojik yapida
hasarlara neden olan reaksiyon siirecidir. LPO’nun membranlarda olusturdugu yikici
etkisi genellikle reaksiyon sirasinda agiga ¢ikan ‘OH radikalinin membran yag asidi yan
zincirlerine saldirmasiyla olusur. LPO ile meydana gelen membran hasar1 geri

e es ae . .. 5.77,87,88
doniisiimstizdiir™ """ |

Lipid peroksidasyonunu baslatan ilk hareket membran yada polidoymamis yag
asitlerinin icerdigi metilen grubundan (-CH,-) bir hidrojen (H) atomunun
cikartilmasidir. Boylece tek elektron iceren H’nin uzaklastirmasi sonucu karbon
merkezli -CH- lipid radikali meydana gelir. Olusan lipid radikali dayaniksiz bir
bilesiktir. Bir dizi degisiklige ugrayarak molekiil i¢i ¢ift baglarin pozisyonlarinin
degismesiyle konjuge dien yapilar1 ve daha sonra lipid radikallerinin molekiiler
oksijenle etkilesmesi sonucu lipid peroksil radikali meydana gelir. Lipid peroksil
radikalleri, membran yapisindaki diger polidoymamis yag asitleri ile reaksiyona girerek
yeni karbon merkezli radikaller olustururken, kendileri de agiga ¢ikan H' parcacig ile
birleserek lipid hidroperoksitlerine doniisiir ve boylece olay kendi kendine

katalizlenerek devam ederek zincir reaksiyonlarinin baglamasina neden olur™**"%"7,

Lipid hidroperoksitlerinin ~ membranlarda  birikimi  sonucu, membran
fonksiyonlarinda bozukluklar meydana gelir. Ayrica lipid hidroperoksitleri gegis
metalleri katalizorliiglinde yikilmasi sonucu ¢ogu zararl olan aldehitler olugur. LPO
sonucunda ortaya ¢ikan ¢esitli aldehitlerden en iyi bilinenleri malondialdehit (MDA) ve
4-hidroksinonenal (HNE)’dir. MDA o0l¢iimii ile LPO’nun degerlendirilmesi
yapilabilmektedir. Bu bilesikler ya hiicresel olarak metabolize olurlar ya da baslangicta
etkili olduklar1 bolgeden diffiize olup hasari hiicrenin diger bdliimlerine yayarlar. Lipid

radikallerinin hidrofobik yapida olmasi dolayis1 ile reaksiyonlarin ¢cogu membrana bagli
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molekiillerde meydana gelir. Peroksil radikalleri ve aldehitler, membran
komponentlerinin ¢apraz baglanma ve polimerizasyonuna neden olarak membranlarda,
reseptorleri ve membrana bagli enzimleri inaktive etmek suretiyle membran
proteinlerinde de ciddi hasarlar meydana getirebilirler. Iyon transportunu

etkileyebilirler®***".

LPO reaksiyonu ya toplayict antioksidan reaksiyonlarla sonlandirilir veya

otokatalitik yayilma reaksiyonlari ile devam eder®.

LPO sonucunda memran yapisinda ¢esitli degisiklikler meydana gelir. Bunlar

kisaca’ ;

1- Membran iizerindeki yag asiti miktarinda azalma meydana gelir.

2- Lipid peroksidasyonu sirasinda olusan lipid hidroperoksitleri biomemranlar
iizerinde yerlesmis halde bulunan bazi enzimleri inhibe eder.

3- Tiyol gruplarimi oksidasyona ugratarak membran iizerindeki protein-lipid
iliskisini bozar

4- Memranin yap1 taglarindan olan lipitlerin akiskanligin1 bozar.

5- Lipid peroksidasyonu sonucu olusan serbest radikaller membran disinda da

cesitli yapisal molekiillerde bozulmalara neden olurlar.

Proteinler iizerine etkileri: Proteinler, lipitlere gore serbest radikallerden daha az
etkilenirler. Proteinlerin etkilenme dereceleri igerdikleri aminoasit kompozisyonuna
baglidir. Doymamis bag ve siilfiir iceren amino asitlerden (triptofan, tirozin, fenil
alanin, histidin, metiyonin, sistein gibi) meydana gelmis proteinler serbest radikallerden
daha cabuk etkilenirler. Proteinlerin radikaller ile reaksiyona girmesi sonucu karbon

merkezli radikaller ve siilfiir radikalleri meydana gelir. Bu karbon merkezli
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radikallerden karbonillerin (PCO) 6lgiilmesi ile proteinlerde meydana gelen oksidatif
hasar Olciilebilir. Serbest radikallerin olusturdugu hasar sonucunda proteinlerde
fragmantasyon, ¢apraz baglanmalar ve proteinlerin agregasyonu meydana gelebilir.
Bir¢ok biyokimyasal yapinin ve ozellikle enzimlerin yapisinda bulunan proteinlerin
hasar gormesi sonucu hiicrenin normal fonksiyonlarinda bozukluklar ve enzim

aktivitelerinde aksaklilar meydana gelir™'"> .

Proteinlerin ¢ok farkli sekillerde modifikasyona ugramasina bagh olarak, protein
oksidasyonunun tek bir evrensel belirteci yoktur. Bazi oksidatif protein
modifikasyonlari, hem oksidasyona ugrayan amino asit miktari, hem de olusturulan
iirtinler bakimindan gayet spesifiktir. Baz1 oksidatif protein modifikasyonlari ise genis
caplh ozellik tasir ve ¢ok sayida amino asitte degisiklige yol agarak, yine ¢ok sayida
irlin olusturabilir. Spesifik modifikasyonlara tirozinin ditirozine doniisiimii, genis ¢apli
modifikasyonlara ise arginin, lizin ve tirozin amino asitlerinin yan zincirlerinin, 4-
hidroksi-2-nonenal ile reaksiyonu sonucunda olusan PCO’ler Ornek olarak

gosterilebilir’*®

DNA iizerine etkileri: Iyonize edici radyasyondan kaynaklanan hiicre dliimiiniin
baslica nedeni olarak niikleik asitlerin reaktif oksijen tiirleri ile reaksiyona girmesi ve bu
reaksiyon sonucu DNA’da mutasyona ve hiicre 6liimiine yol actigi diisiiniilmektedir.
Ayrica lipid peroksidasyonu sonucu olugan melanoaldehit (MDA)’in nadir de olsa
DNA’da mutasyona sebep oldugu, beslenme ve yasam sekli gibi faktorlerle bir araya

gelerek kanser ve genetik bazi hastaliklara neden oldugu diisiiniilmektedir’®®’,

Hidroksil radikali, deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girer ve
degisikliklere yol acar. Eger hidroksil radikali DNA’nin yakininda meydana gelirse

mutasyonlara neden olabilir. Hidroksil radikali, niikleik asitlerde doymus karbon
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atomlarindan hidrojen ¢ikarir veya ¢ift baglara katma tepkimeleri ile sonucglanan
tepkimelere girer ve DNA hasarina neden olurlar. Hidroksil radikali Singlet oksijenin
niikleik asitlerle tepkimeye girme yetenegi daha sinirlidir. Siiperoksit anyonu giiclii bir
oksitleyici oldugundan, guanin gibi yiiksek elektron yogunluklu bdélgeler iceren

molekiillerle daha kolay tepkimeye girer’”™*’.

Aktive olmus noétrofillerden kaynaklanan hidrojen peroksit membranlardan
kolayca gecerek ve hiicre ¢cekirdegine ulasarak DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve
hatta hiicre oliimiine yol agabilir. DNA’nin oksidatif hasar1 sonucu karsinogenesisin

yanisira cesitli hastaliklar goriilebilir™**7-7-100-101,

2.1.4. Antioksidant savunma sistemleri

Canlilar serbest radikallerin zararli etkilerini engellemek i¢in hem hiicre
icerisinde hem de hiicre membraninda etki gdsteren birgok koruyucu mekanizmaya
sahiptirler. Bu mekanizmalar gerek radikal iiretimini engellemek gerekse olusan
radikallerin zararli etkilerini ortadan kaldirmak icin tasarlanmistir. Iste canli
organizmalarin olusturdugu bu sisteme antioksidant savunma sistemi veya kisaca
antioksidantlar denilmektedir. Antioksidanlar endojen ve ekzojen kaynakl olarak ikiye
ayrilmakla beraber serbest radikal olusumunu engelleyen ve mevcut radikalleri etkisiz

hale getirenler veya enzim ve enzim olmayanlar seklinde de siniflandirilabilmektedir.
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2.1.4.1. Endojen (Dogal) antioksidantlar:
2.1.4.1.1. Primer antioksidantlar (Enzimler):

Siiperoksit dismutaz (SOD): Siiperoksit dismutaz enzimi siiperoksitin, hidrojen
peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizleyen enzimdir. SOD’nin aktivitesi
yas artisiyla beraber artar. SOD yaklagik olarak biitiin canlilarda bulunmaktadir.
Memelilerde ii¢ tipi vardir. Bunlar sitozolde bulunan dimerik Cu ve Zn ihtiva eden Cu-
ZnSOD, extraselular etki gosteren ECSOD ve mitokondride bulunan tetramerik Mn
ihtiva eden Mn-SOD izomerlerdir. SOD’nin Fe ihtiva eden izomeri Fe-SOD ise sadece
mikroorganizmalarda ve baz1 bitkilerde bulunmaktadir. SOD’nin tiim ¢esitleri

siiperoksitin dismutasyon reaksiyonunu katalizleyebilirler' %,

0, +0, "+ 2H — H,0,+0,

Stiperoksit radikallerinin dismutasyonunu katalizleyen bu enzim ilk olarak inek
eritrositlerinden saflastirilmis ve daha sonraki calismalarda insan eritrositlerinde de
tesbit edilmistir. Bir¢ok deney sisteminde calisilan bu enzimin ksantin-ksantin oksidaz
deney sistemine eklendiginde sitokrom c’nin indirgenmesini inhibe ettigi goriilmiistiir.
Hemen hemen biitiin canlilarda bulunan ve siiperoksit gibi oldukc¢a saldirgan bir
radikalin etkisini ortadan kaldiran SOD’nin canlilarda 6nemli roller istlendigi ve

yasamsal etkiye sahip oldugu diisiiniilmektedir™**77'%>-1%

Cu-Zn SOD; ilk kez 1969 yilinda Mc Cord ve Fridovich tarafindan
tanimlanmistir. Cu-Zn SOD, hayvansal hiicrelerin sitozolliinde yer alan enzim olup
molekiil agirhigr yaklasik olarak 32000 Daltondur. Birbirinin ayn1 olan iki alt liniteden

meydana gelir. Her alt iinitede bir Cu atomu ve bir Zn atomu, bir zincir i¢i disiilfiir
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kopriisii, bir siilfidril grubu ve bir asetilenmis terminal amino grubu bulundugu tesbit

edilmigtir’ 1%,

Mn-SOD; prokaryotik hiicrelerde molekiil agirligir 40000 dalton olan, birbirinin
ayn1 olan iki alt birimden olusan ve enzimin alt birimi basina birer atom Mn bagli olan
enzimdir. Mitokondri dismutazi da diger prokaryotik hiicrelerdeki dismutaza benzer,
ancak 80000 molekiil agirliginda tetramer yapidadir. Mitokondri ve diger prokaryotlarin
dismutazlarinin pek ¢ok ortak 6zelligi primer yapilar1 da birbirine ¢ok benzerdir. Ancak
aynm tepkimeyi katalizlemeleri disinda Mn-SOD ile Cu-Zn SOD arasinda higbir ortak

yapisal 6zellik yoktur'”’.

Baz1 bakteriler birden fazla SOD igerirler. Bunlardan biri biitiin prokaryotlarda
bulunan Mn-SOD olup, hiicre sitoplazmasinda bulunur. Baz1 bakteriler periplazmik

blgelerinde demir i¢eren bir SOD (FeSOD) bulundurur'®,

Serbest radikallerin olusturdugu yikici etkinin 6nlenmesinde SOD enziminin
katalaz enzimi ile birlikte incelenmesi gerektigi ve hatta iki enzimin bir kompleks haline
getirilip fenton reaksiyonu sonucu olusan radikallerin giderilmesinde daha etkili olacagi
diisiiniilmektedir. Ciinkii SOD ile katalizlenen tepkime sonunda olusan hidrojen
peroksit oksijenin toksik tilirlerinden biridir ve katalaz tarafindan birikimi

onlenmektedir*®!06:1%,

Katalaz (CAT): Katalaz, tim canli hiicre tiplerinde degisik konsantrasyonlarda
bulunan, dort tane alt grup igeren ve her bir alt grubu 60000 dalton agirliginda olan
enzimdir. Bu enzimin en 6nemli gorevi hidrojen peroksiti molekiiler oksijen ve suya

i - 548,77,106,110,111
katalizlemektip>*®77-106. 110111
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CAT
2H,0, — 2H,0+ 0O,

Katalaz enzimi daha cok peroksizomlarda lokalizedir. CAT’in indirgeyici
aktivitesi hidrojen peroksit ile metil, etil hidroperoksitleri gibi kiigiik molekiillere
karsidir. Biiyiik molekiillii lipid hidroperoksitlerine etki etmez. Kan, kemik iligi, mukoz

membranlar, karaciger ve bobreklerde yiiksek miktarda bulunmaktadir®®!'>!13,

Glutatyon peroksidaz (GPx): Glutatyon peroksidaz enziminin varligi ilk defa
Mills tarafindan 1957 yilinda memeli eritrositlerinde saptanmistir. Hiicrelerde olusan
hidroperoksitlerin uzaklastirilmasindan sorumlu olan bir enzimdir. Molekiil agirlig1 ise
yaklasik olarak 85000 Dalton’dur. Birbirinin ayni1 dort subiinitten olusan tetramerik bir
enzimdir. Her subiinit bir selenyum atomu igerir. Bu nedenle hiicreleri ¢esitli hasarlara

: . o e e . 5,48,77,114,115
kars1 koruyan bir selenoenzim oldugu diisiiniilmektedir™*®’"!*!1°,

Enzim aktivitesinin % 60-75’1 6karyot hiicrelerin sitoplazmasinda bulunur. %
25-40’1 ise mitokondridedir. GPx, intraselliiler mesafede lipidleri peroksidasyondan
koruyan en 6nemli enzimdir. Bu nedenle hiicrenin 6zellikle sitozolik kompartmaninda
116,117

yer alan bu enzim hiicrenin yapisini ve fonksiyonunu korur

GPx, asagidaki reaksiyonlar katalizler*''*!!*,

GPx
H,O0,+2GSH — GSSG + H,0O

GPx
ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + H,0
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Membran fosfolipid hidroperoksitlerini  alkole indirgeyen fosfolipid
hidroperoksit glutatyon peroksidaz (PLGPx) da selenyum atomu igerir ve monomerik
yapidadir. Ayrica sitozolik bir enzimdir. Membrana baglh antioksidant olan vitamin
E’nin yetersiz oldugu durumlarda PLGPx membranin peroksidasyonuna Kkarsi

korunmasini saglar' 1% |

PLGPx
H,0,+ 2GSH — GSSG + H,O

PLGPx
ROOH+2GSH — GSSG + ROH + H,O

PLGPx
PLOOH + 2GSH — GSSG + PLOH + H,O

Hidroperoksitlerin rediikte olmasi ile meydana gelen okside glutatyon (GSSG),

glutatyon rediiktaz1 (GR) katalizledigi reaksiyon ile tekrar glutatyon (GSH)’a doniisiir.

GR
GSSG+NADPH+H — 2GSH+NADP

GPx’1n, hiicredeki dagilimi, GR’a bagimhidir. Her iki enzim de sitozolde en

yiiksek konsantrasyonlarda bulunur'®’.

Glutatyon s-transferaz (GST): “Selenyuma bagli olmayan GPx” olarak

adlandirilir. GST’ler, sisteinin siilflir atomu {izerinden ¢esitli elektrofillere glutatyonu
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aktaran proteinlerdir. [E.coli’den insana kadar ¢ok ¢esitli tiirlerden GST

saflagtirilabilirken en ¢ok da sican karacigerinden saflagtirlmigtir'?'.

GST’ler basta arasidonik ve lineolat hidroperoksitleri olmak iizere LPO’lara

kars1 Se-bagimsiz GSH peroksidaz aktivitesi koruyucu mekanizma olustururlar'?.

GST’ler antioksidant aktivitelerine ilave olarak ¢ok Onemli biyokimyasal
fonksiyonlara da sahiptirler. Katalitik ve katalitik olmayan ¢ok sayida fonksiyona sahip
GST’lerin tiim canli hiicrelerde bulunmasi hayati dnemlerinin bir gostergesidir. Hem
detoksifikasyon yaparlar, hem de hiicre i¢i baglayici1 ve tasiyici rolleri vardir. Katalitik
olarak, yabanci maddeleri glutatyonda ki sisteine ait -SH grubu ile baglayarak onlarin
elektrofilik bolgelerini notralize eder ve iirliniin daha fazla suda ¢6ziiniir hale gelmesini
saglarlar. Olusan bu GSH konjugatlar1 boylece organizmadan atilabilir ve daha ileri bir
iirline metabolize olabilirler. GSH’dan glutamat ve glisinin koparilmasindan sonra

sisteinin serbest amino grubu asetillenerek merkaptiirik asitlere doniistiiriliir' >,

GST
ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + H,O

Glutatyon rediiktaz (GR): Glutatyon rediiktaz 50.000 daltonluk alt birimlere
sahip bir dimerdir. Gorevi yiikseltgenmis glutatyonu (GSSG) indirgenmis (GSH) hale
cevirmektir. Bu indirgenme islemi sirasinda NADPH’dan gelen elektronlar okside
glutatyonun disiilfid bagina direkt olarak transfer edilemezler. Siklikla Once
NADPH’dan sikica bagli bulunan Fenil adenin difosfat (FAD)’a transfer edilirler. Daha
sonraki alt birimlerdeki 2 sistein arasinda bulunan disiilfid kopriisiine transfer edilmek
suretiyle okside glutatyona aktarilmig olurlar. Her bir subunit 3 tane yapisal alan igerir,

bunlar: FAD baglayici olan, NADPH baglayici olan ve ara yiiz alanidir. FAD alan1 ve
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NADP" alan1 birbirine benzer ve diger dehidrojenazlardaki niikleotid baglayici alanlara
benzerler. FAD ve NADP nin izoalloksozin ve nikotinamid halkalar1 birbirine gececek
sekilde genis Olcilide aralarinda baglanirlar. Oksidize glutatyon i¢in baglayici alanin bir
alt biriminin FAD alami ile diger alt birimin ara yiiz alanindan meydana geldigi

belirtmek gerekir'*.

GR
GSSG +NADPH+H" — 2GSH + NADP"

Alyuvarlardaki pentoz fosfat yolu ise, GR’nin GSSG’yi GSH’ye ¢evrimi i¢in

gereken NADPH’1 saglar'*.

Miyeloperoksidaz (MPx): Notrofil graniillerde bol mitarda bulunan MPx
enzimi H,O,’den hipoklorik asit (HOCI) olusturmak tizere etki eder. Asidik pH
olusumuna bagl olarak MPx aktivitesi artmakta ve membrani kolayca gecen H,O,
bakteriye toksik etki yapmakta ya da hidroksil (OH’) radikaline doniismektedir. Bu
tepkimede HOCI yer almaktadir. H,O, ile MPx CI' iyonlarint HOCI’ye

dontstiirmektedir. Cok reaktif olan HOCI birgok biyolojik molekiilii oksitlemektedir'**

126

H,0, + CI' + H — HOCI + H,0O

HOCI+O;" — O, + OH + CI'
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2.1.4.1.2. Sekonder antioksidantlar:
Glutatyon (GSH): GSH, bir¢ok hiicrede bulunur ve bir tripeptiddir. GSH L-
glutamat, L-sistein ve glisinden iki basamakta sentezlenir. Olusan her peptid bagi i¢in

bir molekul ATP harcanir.

NH; O 0
| H | H I
CH—C—C—(C—MN—CH—C—N—CH—{—
[ H, H, | I I

:3={|: (8] (|:H_; H
9 SH

Sekil 1. Glutatyon’un molekiil yapisi

v-Glutamilsistein
sentetaz

L-Glutamat + L-Sistein + ATP y-Glutamil sistein + ADP +P;

Glutatyon
sentetaz

y-Glutamil sistein + Glisin +ATP GSH + ADP + P;

v

GSH, hemoglobin ve diger eritrosit proteinlerinde bulunan sistein rezidiilerini
indirgenmis halde tutarak siilthidril tamponu gorevini goriir. Eritrosit hiicrelerinde
GSH/GSSG orani yaklasik 500°diir. Indirgenmis glutatyon yani GSH, aktif bdlgesinde
selenyum iz elementini iceren bir enzim olan GPx enzimi katalizorliigiinde H,O; ve
organik peroksitlerle reaksiyona girerek antioksidant etki sergiler ve H,0’yi
alyuvarlardan uzaklastirir. H,O, birikmesi hemoglobinin methemoglobine oksidasyon

hizim1 artirarak alyuvarlarin yasama siiresini azaltabildiginden bu tepkime c¢ok
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onemlidir. Ayrica alyuvarlarda hemoglobinin methemoglobine otooksidasyonu ile
siiperoksit olusurken diger dokularda ise bu sitokrom P_ 450 rediiktaz ve ksantin

oksidaz gibi enzimlerle olusur*™'?*127:128,

GSH, hidrojen peroksidi veya organik oksitleri kimyasal olarak detoksifiye
edebilir. GSH’yi peptid bagindan dolay1 diisiik enerjili bilesikler arasinda kabul
edebiliriz. GSH, hiicre proteinlerini indirgemis sekilde tutan disiilfit-siilfidril degisimi
tepkimelerinde etki gosterir. Belirli oksidaz tepkimeleriyle olusan hidrojen peroksidi
uzaklastiran enzim GPx’e substratlik yaparak proteinlerin siilfidril gruplarini da korur.
GSH yoklugunda hidrojen peroksit birikir. GSSG, GR tarafindan siirekli GSH’ye

indirgenerek GSH miktar1 diizenlenir'*®'*’.

Molekiiler oksijenden tiireyen oksidatif radikaller 1iki mekanizmayla
uzaklastirilir. Birincisi, toksik radikallerin enzimatik inaktivasyonudur. Ornegin GPx ve
CAT, reaktif oksijen ara iiriinlerini suya indirger. Ikinci mekanizma ise oksijen
radikallerini kimyasal olarak inaktive eden askorbik asit, a-tokoferol ve B-karoten gibi

diyetle alinan antioksidantlarla ilgilidir>**"""*.

Bir¢cok enzimin sayet sistein tiyol grubu (—SH) oksitlenecek olursa enzim
inaktive ya da inhibe olur. GSH, y-glutamilsisteinilglisin, duyarli ve esansiyel —SH
gruplarini igeren enzimlerin dogal aktivatoriidiir. Glutatyon hiicrede bir ko-enzimden
ziyade var olan amino asit dnciillerinden kolayca sentezlenen dogal bir antioksidandir.
Fenilalanin ve tirozinin oksidatif yikiminda gorev alan maleilasetoasetat izomeraz da
dahil olmak iizere glutatyon ¢ok az sayida enzim igin spesifik bir koenzimdir.
Glutatyonun hiicre i¢i derisimi kontrol edilerek bircok enzimin aktivitesi

diizenlenebilir'?’.
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Diger sekonder antioksidantlar: Canli viicudunda olduk¢a az miktarlarda
bulunmasina ragmen vitaminlerin viicuttaki gorevleri olduk¢a fazladir. Vitaminlerin bir
boliimii, besinlerle aldigimiz karbonhidrat, yag ve proteinden enerji ve hiicrelerin
olusmasi ile ilgili biyokimyasal olaylarin diizenlenmesine yardimei olurlar. A, E ve C
vitaminleri viicut hiicrelerinde serbest radikallerin meydana getirebilecegi hasarlari
Onleyerek hiicrelerin normal islevlerini siirdiirmelerinde ve bazi zararli maddelerin
etkilerinin azaltilmasinda (antioksidan etki) yardimci olurlar. Antioksidanlar,
hiicremizi, serbest radikalleri nétiirlestirerek korurlar. Bunlar uyum igerisinde calisan
bir takim gibi radikalik saldirilara karsi koyarlar. B-Karotenin, askorbik asitin ve
tokoferoliin(E vitamini) antioksidan etkileri yillardan beri bilinmektedir. B-Karoten
organizmada A vitaminin parsiyal oksijen Onciilii olmasinin yani sira bir antioksidant
olarak gorev yapar. Bununla beraber, 15 torr’da 150 torr’dan daha iyi antioksidan
oldugu, 760 torr’da ise prooksidan olarak davrandigi bildirilmistir. Hiicrelerin disinda B-
Karoten ndbet tutarken; hiicre duvarindan igeri girmek isteyen saldirganlara karsi
savunmay1l 1ise eser elementlerden selenyumun da yardimiyla E  vitamini

tistlenmigtir"*".

Suda c¢oziinen vitaminlerden birisi olan askorbik asit yap1 itibariyle en basit
vitaminlerden biridir. Bir seker asidinin laktonundan ibarettir. Yiiksek yapili
hayvanlarin  pek c¢ogu ve bitkiler kolayca askorbik asidi  glukozdan
sentezleyebilmektedirler. Hiicre icerisindeki C vitamini serbest radikallere son darbeyi
vurmakta ve bu sekilde radikallerin tesirlerini ortadan kaldirmaya c¢alismaktadir. E
vitamini yagda ¢Ozlinen bir vitamin olup temel gorevi lipitleri oksidatif hasardan

korumaktir. Ince barsaklardan kolayca emilir ve viicudun tiim dokularina tasinarak
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hiicre membranlar1 etrafinda depolanir. Boylece hiicre membraninda koruyucu bir

tabaka olusturmus olur> 77132134

2.1.4.2. Ekzojen antioksidanlar:

1. Ksantin oksidaz inhibitorleri: Tungsten, allopiirinol, oksipiirnol, folik asit ve pterin
aldehit

2. Soya fasulyesi inhibitorleri: Ksantin dehidrojenazin proteolitik etki sonucu ksantin
oksidaza doniisiimiinii inhibe ederler.

3. NADPH oksidaz inhibitorleri: Adenozin, lokal anestezikler, kalsiyum kanal
blokerleri, non-steroid antienflamatuar ilaglar, cetiedil ve difenilin iyodoniyum

4. Recombinant siiperoksit dismutaz

5. Troloks-c: E vitamini analogu

6. Endojen antioksidant aktiviteyi artiran maddeler: Glutatyon peroksidaz aktivitesini
artirirlar. Bunlar; Ebselen ve asetil sisteindir.

7. Diger nonenzimatik serbest radikal toplayicilarr: Mannitol ve albiimin

8. Demir redoks dongiisiiniin inhibitorleri: Desferroksamin ve seruloplazmin

9. Notrofil adezyon inhibitorleri

10. Sitokinler:

- Tiimor Nekroz Faktor (TNF)

- Interlokin 1

11. Barbitiiratlar

12. Demir §elat(')'rleri5’l35

2.1.4.3. Gida antioksidanlari:
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- Butillenmis hidroksitoluen (BHT)

- Etoksiguin

- Butillenmis hidroksianisol (BHA)

- Propilgalat

- Sodyum benzoat

- Fe-superoksid dismutaz

5,135

2.1.5. Antioksidan etki tipleri:

5,48,77,126,131,135,

Antioksidanlar dort ayr sekilde etki ederler ;

L.

II.

I1I.

IV.

Toplayici etki (scavenging etki): Serbest oksijen radikallerini etkileyerek
onlar1 tutma veya reaktif olamayan yeni bir molekiile ¢evirme islemine
toplayici etki denir.

Bastirict etki (quencher etki): Serbest oksijen radikalleri ile etkilesip onlara
bir hidrojen atarak aktivitelerini azaltan veya inaktif sekle doniistiiren
etkiye bastirici etki denir.

Onarict  etki (repair etki): Genellikle DNA’daki hasarlarin tamir
edilmesinde bu etki siirekli gecerlidir.

Zincir kirici etki (chain breaking etki): Serbest oksijen radikallerini
kendilerine baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini engelleyici etkiye

zincir kiarici etki denir.

Serbest radikaller ve bunlari etkisizlestirmek i¢in kullanilan veya iiretilen

antioksidanlar hakkinda mevcut bilgiler arttikca bunlara olan ilgi de bilim adamlari

tarafindan her gecen giin artmaktadir. Bu baglamda hemen her sahada yapilan
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caligmalarin antioksidan 6zellikler ile birlikte degerlendirme caligmalar1 da 6n plana

¢ikmaktadir.

2.2. Likenler

Yaklasik 400 milyon yil oncesinden beri var oldugu bilinen likenler, halen
yasayan en yasli ve en uzun Omiirlii canlilar arasinda ilk siralarda yer almaktadir.
Hypogymnia physodes gibi baz1 6zel tiirlerin en az 25 milyon yildir bulundugu

136-142
36142 gy

diisiiniilmekte hatta bu rakamin 70 milyon yil olabilecegine inanilmaktadir
listlin yasam mukavemeti pek c¢ok bilim adaminin ilgisini ¢ekmis, yaslanmanin
onlenmesinde likenlerin kullanilabilecegi diisimiilmiistir'®. Bilindigi gibi Lokman
hekimin Oliime c¢are buldugu rivayet edilmektedir. Bundan yola ¢ikarak, likenler

konusunda ¢aligmalar yapan bazi Tiirk likenologlari; rivayet edilen bu bitkilerin likenler

olduguna inanmaktadirlar.

Liken kelimesi ilk defa M.O. IV yiizyi1lda Yunanl bilim adami1 Theophrastus
tarafindan kullanilmigtir. Daha sonraki yillarda liken olarak adlandirilan bitkilerin
gercekte liken olmayip bu terimin “ciger otlar1” i¢in kullanildig1 anlagilmistir. Likenler
onceleri bir tek bitki olarak biliniyordu. Schwender ve Trebox’un yaptigi calismalar
sonucu likenlerin mantarlar ile alglerin birleserek morfolojik ve fizyolojik bir biitiin
halinde meydana getirdikleri ortak yasamli (simbiyotik) bitkiler olduklari

aciklanmustir' ™.

Likenler tanim olarak, bir mikobiyont olarak anilan fungal ortak ile bir ya da

daha fazla sayida alg ya da siyanobakteri olabilen ve fotobiyont olarak anilan
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fotosentetik ortak ile olusan simbiyotik organizmalardir'*

. Sekil ve yasayis bakimindan
kendilerini olusturan alg ve mantarlardan tamamen ayr1 bir yap1 gosterirler. Renksiz bir
mantar hifinden olusan tallusun yapisina katilan fotosentetik canli (fotobiyont),
genellikle yesil alg ya da bir cyanobakteridir; fakat bazi sari-yesil alglerden ve
kahverengi alglerden de olustuklar bilinir. En ¢ok Cyanophyta ve Chlorophyta'ya ait
cinsler ve Xanthophyta ve Phaeophyta'dan bazi alg tlirleri goriiliir. Mantarlarda ise

genellikle Ascomytcetes ve az olarak Basidiomycetes'e ait cinsler goriiliir'*>'*°.

Giliniimiizde likenlerin ikili yapist biiylik 6l¢lide biliniyor olmasinin yani sira,
bazi likenlerin {ic ya da daha fazla ortak igeren simbiyotik canlilar oldugu da
bilinmektedir'*’. Alg ve mantarin birbirleri ile birlesmeleri farkli sekillerde olabilir.
Eger alg ve mantar dagilimi homojen sekildeyse bu likenler; "Homeomerik liken",

heterojen bir dagilim varsa "Heteromerik liken" olarak isimlendirilirler'?’.

Onceleri mantarin klorofil icermemesi nedeniyle bir parazit gibi alglerden
yararlandig1 diisiiniilmesine karsin daha sonralari bu agiklama Gnemini yitirmistir.
Mantar ortak yasam iginde alg’in fotosentez yapabilmesi i¢in ortamdan su ve suda

erimis mineral maddeleri, hifleri yardimu ile tespit etmektedir'**.

Likenleri olusturan alg ve mantarlar (funguslar) arasinda bazi fizyolojik is
boliimleri vardir. Funguslar, kendi karbohidratin1 liretemez, alg ve cyanobakterilerden
hazir olarak alirlar. Bunlar da ekosistem i¢in ¢alisir ve fungus i¢in glukoz iiretirler.
Simbiyotik organizmalardan alg, klorofil tasidigindan fotosentez yapar ve birligin
karbohidrat gereksinimini karsilar. Mantar ise su ve madensel maddelerin alinmasinda
gorev alir. Likenlerde metabolik aktivite su, 1s1 ve 1sikla degiskenlik gosterir. Su

icerigi %65-90 arasinda oldugunda fotosentez orani artar, 15-20°C fotosentez igin en
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uygun sicakhiktir. Depo maddesi olarak nisasta bulunur'*'*’. iki organizma da tek

baslarina yasayamayacaklar1 yerlerde beraber kolonize olup yasayabilirler'*’ (Sekil 2).

Tallus alg hiicrelerinin mantar hifleri arasina homojen ya da tabaka halinde
yerlesimi ile meydana gelmektedir. Bu simbiyoz yasam Orneginde iireme daha cok
tallustan olusan vejetatif lireme birimleri ile olmakta, eseyli iireme sadece mantar

iiyelerinde goriilmektedir'**.

cortex [\

symbiont
layer

medulla

-Suhstrate

Sekil 2. Likenlerin simbiyont yapilar1

Temiz hava olmak sartiyla, likenler igerisinde kisa Omiirlii olan tiirler genellikle
nadir bulunmaktadir. Giiniimiizde ¢evre kirliligi, kiiresel 1sinma, ozon tabakasinin
delinmesi vb. ¢evre sorunlar dikkate alindiginda likenlerin yasam 6mrii azalmis olsa da,
likenler uygun sartlar altinda (temiz hava, yeterli nem ve 1s1k vb.) yine de 1000 yildan
fazla hayatta kalabilirler. Mezar taslar1 ve bazi tarihi eser anitlarin yaslari ile heyelan ve

depremlerin meydana gelis tarihleri likenler incelenerek belirlenebilir'®®. Likenlerde
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yillik biiyliime bir veya birka¢ milimetreden bir kac santimetreye kadar degisir. Daha
hizli biyliyen tiirler biyokiitlelerini yilda %20-40 artirabilirler ve 06zellikle
siyanolikenler baskinsa, bulunduklar1 ekosistemin mineral dongiisiinde onemli bir rol

oynayabilirler'*®137-13-141,

Likenler, Diinyanin hemen her yerinde yayilis gosterirler. Yeterli nemin
bulundugu kizgin ¢ollerde, Arktik ve Antartik bolgeler ile yiiksek daglarin dondurucu
soguklarinda diger bitkilerin yasayamadigi taslar, verimsiz topraklar, kuru agag

kabuklar1 ve kiremitler iizerinde dahi yetisebilmektedirler'**'®.

Diinya iizerindeki toprak ototroflari icerisinde likenler minyatiir olarak ilging
varyasyonlar gosterirler. Renk olarak fantastik bir turuncu, sari, kirmizi, yesil, gri,
kahverengi ve siyah, ihtisamlarimi sergilemektedir. Ebat olarak 1/mm?®den, agac
dallarinda 2 m’ye kadar sarkan, uzun, asili formlar olmak lizere degisik boyutlarda
bulunabilirler. Agaglar ve diger bitkiler iizerinde epifit (yalmz konum ve destek
saglamak ic¢in bagka bitki lizerinde gelisen bitki) olmalarinin yani sira, ¢iplak toprak ve
kaya yiizeylerinde de sik¢a kolonize olurlar. Kayalar iizerinde en agik likenler yiizeyde
epilitik (topluluklar halinde tas ya da kayalar iizerinde yasayan algler) olarak ortaya
cikarlar ancak digerleri kaya ylizeyine gomiilii yani endolitik (asit salgilayarak

bulundugu ortami parcalayan)’tir' >~

Likenlerin sekonder iirlinleri olan liken asitleri likenlere dogadaki karasal
siiksesyonda oOnciil canlilar olma ozelligi kazandirmistir'*. Kumul, kayalik, killi,
bataklik ve ¢akilli olan ortamlar Oncelikle likenler tarafindan iggal edilir. Bunlara oncii
populasyonlar denir. Likenler ortamin toprak kalitesini yiikseltir. Tutunduklar kayalari
salgiladiklar1 maddelerle yavas yavas parcalayarak kaya {iizerinde ince bir toprak

tabakasi olustururlar. Daha sonra liken parcalar1 ve orada gelisen karayosunlarinin da
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katilmasiyla organik maddenin siirekli artmasi sonucu daha yiiksek bitkilerin

gelismesine olanak saglarlar'>'?% 14711

. Likenler dogal abiyotik sartlara (canlilardan
kaynaklanmayan ortam sartlarina) ¢ok dayaniklidir. Ancak diger bitkiler ile rekabete

dayanamazlar'®’.

Giliniimiizde 17000 den fazla tiire sahip oldugu bilinen likenlerin, iilkemizdeki
floras1 heniliz tamamlanmamis olup bolgemiz ile ilgili yapilan ¢aligmalar ise simdilik

stnirl olmasina karsin giin be giin artmaktadir'*-'9%1%*,

Diger yandan Ulkemizde 9000’e yakin bitki tiiriiniin dogal olarak yetistigi ve
bunlarin  kimyasal igerikleri hakkindaki c¢aligmalarin yeterli olmadigi da

vurgulanmaktadir'

. Bitkisel organizmalar igerisinde incelenen likenler de antik
caglardan beri morfolojik 6zelliklerine dayanilarak (6rnegin: akcigere benzeyen Lobaria
pulmonaria) o organdaki hastaliklarin tedavisinde yararlanilmaya c¢alisilmis ve tibbi

ozellikleri itibariyle degerlendirilmislerdir'>*'.

Fungus (mycobiont) ve alg (phycobiont) partnerlerinin olusturdugu simbiyotik
bitkiler olan likenler, yavas iiremelerinden kaynaklanan rekabette zayif kalma
dezavantajlarim, iirettikleri 6zel maddeler sayesinde telafi ederler. Ozellikle aromatik
yapili sekonder metabolitler, onlarin en giiclii antagonistik maddelerini olugturmaktadir.
Diger taraftan likenlerin boya ve kozmetik sanayisinde ham madde olarak ve hava
kirliligini belirlemek amaciyla kullanildiklari da kaydedilmistir*"'*"'*°. Her ne kadar
likenlerin global krizlerde besin kaynagi olarak kullanilabilecegi teklif edilmigse de,
dogal yolla tiremeleri ¢ok yavas oldugundan, bu tiir bir degerlendirmenin ekonomik

olmadig1 ifade edilmistir'®’.
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Likenlerin iistiin yasam mukavemeti kendi blinyelerinde iirettikleri ¢cok o6zel
molekiillerden ileri gelmekte ve yapilan biyolojik aktivite Olgiimlerinde liken
metabolitlerinin her gecen giin yeni Ozellikleri kesfedilmekte ve ilag Ozelliklerinin
arastirllmasinda onemli yer tutmaktadir'®. Likenlerin insanlardaki toksisitesiyle ilgili
cok az sayida veri bulunmakla birlikte, kaydedilmis yan etkiler lokal tahrisler ve bazen
konjunktivit (genel anlamda g6zii koruyan zarin iltihaplanmasi) ile beraber meydana
gelen alerjik deri iltihabi ile sinirhidir. Likenlerin sebep oldugu alerjik kontakt dermatitis
¢cok uzun zamandan beri bilinmekte ve bunun yaygin olmamakla birlikte liken

bilesenlerine kars1 duyarlilik potansiyelleriyle ilgili oldugu diisiiniilmektedir'*®.

Likenler, diinyada ve iilkemizde ¢ok eski zamanlardan beri halk hekimliginde
bircok hastaligin tedavisinde kullanilmistir. Diinya Saglik Orgiitiiniin (WHO) birgok
iilkedeki yayinlara dayanarak hazirladig bir arastirmaya gore, diinyada tedavi amaciyla

kullanilan tibbi bitkilerin toplam tiir sayis1 20.000 civarindadir'>*">*.

Son yillardaki arastirmalar, liken metabolitleri ve onlarin antimikrobiyal etkileri
tizerinde yogunlagmustir. Arastirmalar sonucunda 800’iin iizerinde liken metabolitinin

yapisi aydimlatiimistir' %1%,

Ikinci Diinya Savasi’ndan sonra ilkel funguslardan elde edilen antibiyotiklerin
kitligi, likenler lizerinde benzer arastirmalarin yapilmasina yol agmistir. Likenlerdeki bu
antimikrobiyal etki, yapilarinda bulunan asitlerden ileri gelmektedir. Farkli liken
tiirlerinden izole edilmis protolikesterinik asit, pulvinik asit tiirevleri, depsid grubundan
evernik, olivetorik asit, tridepsid grubundan giroforik asit, depsidon grubundan fisodik,
lobarik, fumarprotosetrarik asitler ile dibenzofuran tlirevlerinden usnik asitin
antimikrobiyal etkileri saptanmistir. Bunlardan 6zellikle protolikesterinik asit, pulvinik

asit, fisodik asit, lobarik asit, fumarprotosetrarik asit ve usnik asitin en yiiksek
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antimikrobiyal etki gdsteren liken maddeleri oldugu saptanmugtir'”®!160-161.150 4o

yandan likenlerin tibbi 6nemleri bilim adamlarinin ilgisini ¢ekmekte ve likenlerin tibbi

kullanim alanlar1, arastirmacilarin likenler {izerinde yogunlagsmasini saglamaktadir.

Likenlerde bulunan maddelerin ¢ogu asit oOzelligi gosterdigi i¢in bunlara
karakteristik olarak “liken asitleri” denilmektedir. Likenlerin kayalar1 pargalama
Ozelligini sentezledikleri bu asitler vasitasi ile gergeklestirdiklerine inanilmaktadir.
Likenlerin bu asidik maddeleri %1-5 oraninda, liken ekstrelerinin ise ¢ogu zaman
%25’lere varan oranlarda igermeleri bu maddelerin izolasyonunu kolaylastirmakta,
dolayisiyla da likenlerin bu yoniiyle tohumlu bitkilerden daha fazla 6nem kazanmasina
neden olmaktadir'>. Cladonia, Evernia, Cetraria, Usnea, Alectoria, Ramalina cinsleri
antibiyotik 0Ozellige sahip asitler yoniinden Onemlidir. Bu maddeler gram pozitif

koklara, verem basiline ve difteri etkenine kargi etkilidir'®.

Likenlerin primer
metabolitleri yalniz algler tarafindan fotosentezle sentezlenmektedir. Likenlere 6zgii
cesitli polisakkaritlerin yani sira ¢esitli aminoasit, amin ve proteinler de likenlerden
izole edilmis primer metabolitlerdir’>*'®%. Likenler tarafindan sentezlenen alifatik ve
aromatik bilesikler ise sekonder metabolitler olup giinlimiize kadar 300’den fazla
sekonder metobolitin saflagtirilmis ve yapisi spektroskopik yontemlerle aydinlatilarak

karakterize edilmigtir'#'>*1%,

Calisma konusu olarak secgilen liken tilirleri hakkindaki bilgiler asagida

verilmigtir.
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2.2.1. Flavocetraria cucullata (Bellardi) Karnefelt & Thell
Sinonim: Flavocetraria cucullata

Tallus 2—6 cm boyunda serit seklinde ve/veya ¢alimsi piiskiil seklinde, dallar 4
mm ye kadar genislikte diizensiz dallanmis, u¢ kisim kiit ve c¢entikli iist ve alt ylizey
soluk saman rengi saridan-sarimsi griye kadar, tabansa koyu kirmizi-menekse
tonundadir. Yiizeyi semer seklinde c¢ikintili ve burusuk genellikle bariz bir sekilde
kanalli ve oyuklu, kenarlar kivrik ve tiipsii yapida, apotesyumu genellikle goriilmez,
ancak olanlarda 3-20 mm c¢apina kadar sar1 kahverengi renktedir. Medulla Pd
(parafenilen daimin ile muamele) -, K -, C -, KC (hem K hem de C damlatilmis) - ve
UV- dir. Ulkemizde genel olarak Dogu Karadeniz bélgesinde yaygm olarak
gelismektedir'®. Alaska ve Kanada® da Eskimolar tarafindan direkt yiyecek olarak
kullanilmasinin  yaninda balik ve oOrdek c¢orbalarina tat wverici olarak ta

kullanilmaktadir'®’.

Sekil 3. Flavocetraria cucullata (Bellardi) Kirnefelt & Thell dogal ortamdan
¢ekilmis resim.
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2.2.2. Evernia divaricata ( L.) Ach.

Sinonim: Letharia divaricata, Lichen divaricatus

Tallus saridan gri yesile kadar degisen renklerde, dar ve diizensiz seyrek dalli,
yiizeyi ¢ukurlu veya keskin kenarly, ipliksi yapidadir. Korteks gevsek ve kirilgan yapida
oldugu i¢in ¢atlak kisimlardan beyaz renkte medulla goriiliir. Boreal Bolge’den Akdeniz
Havzasi’min kuzeyine kadar yayilis gosterir. Soguk, nemli ve yaisli bolgelerde,
ozellikle agaglarmn ince dallarinin asitli kabuklarinda gelisir. Ulkemizde Dogu Anadolu
ve Dogu Karadeniz bolgesinde yaygm olarak bulunmaktadir'*’. Bu tiiriin metanol
ektresinin antioksidan, antimikrobial ve antiviral aktiviteye sahip oldugu Aslan ve

arkadaslar ile Karagdz ve ark. tarafindan tespit edilmistir'"*°.

Sekil 4. Evernia divaricata ( L.) Ach. dogal ortamdan ¢ekilmis resim.
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2.2.3. Physcia aipolia ( Ehrh. ex Humb. ) Fiirnr.

Tallus beyazimsi, agik gri veya mavimsi gri renkte, tizeri beyaz noktali ve rozet
seklindedir. Beyazdan soluk kahverengiye kadar degisen renklerdeki alt kortekste
kahverengi rizinler (tutunma organi) bulunur. Medulla K + sar1 renk verir.
Apotesyumlar kalin bir tallus kenar1 igerir. Disk koyu kahverengi veya siyah renkte,
iizeri beyaz unsu yapidadir. Yaprak doken agac¢ kabuklari, az kirlenmis bolgelerdeki
agaclarin govdeleri hatta bazen kayalar iizerinde gelisir. Iliman ve boreal bolgelerde
genis yayilis gosterir. Ulkemizde ise Dogu Anadolu ve Dogu Karadeniz bolgesinde

144

yaygin olarak bulunmaktadir ™". Son zamanlarda yapilan arastirmalarda bu tiirlin

antimikrobiyal etkili oldugu belirlenmistir™=*.

Sekil 5. Physcia aipolia ( Ehrh. ex Humb. ) Fiirnr. dogal ortamdan ¢ekilmis resim.



43

2.2.4. Ramalina polymorpha (Lilj.) Ach.

Tallus 3—6 cm, dik durumlu ya da + yatik, daginik dbekler halinde veya siklikla
yogun ¢imenlikler olusturur, koyu yesildir. Dallar1 yildiz seklinde veya cesitli sekillerde
uzunlamasina yarilmistir; siklikla uglara dogru =+ sivrilesir, siklikla tirtikli, egik—biikiik;
ylizey piiriizlii, + skabrit, = uzunlamasina yiikseltili, striat, yaygin olarak daginik veya
bitisik, tallusla ayn1 renkte veya da soluk, ¢ok sayida acgiklik olusturan psoddosifeller
mevcut. Graniiller mevecut, 60—180 um ¢apli, psddosifeller etrafinda tek baglarina veya
cogunlukla katmanlar halinde bulunurlar, tallusla ayni renktedirler, + piiriizsiiz,
kabuklu. Apotesyumlar nadir, kiiciik talluslarda u¢ta ya da uca yakin, daha genis
orneklerde yatay ve kenarlarda, + siirekli olarak kupa seklinde, nadiren konveks; tallin
eksipl skabrit-sigilli. Askosporlar 12—16 x 4—6 pum, genis elipsoit. Medulla Pd—, K-,
KC—, C—. Besince zengin kayalar iizerinde bulunur. Ozellikle kus tiineklerinin veya

4

yuvalarinin alt kisminda gelisirM. Bu tiirin metanol ektresinin antioksidan,

antimikrobial ve antiviral aktiviteye sahip oldugu Giilliice ve arkadaglari ile Karagoz ve

ark. tarafindan tespit edilmistir'">*.

. j’ ;

Sekil 6. Ramalina polymorpha (Lilj.) Ach. Dogal ortamdan ¢ekilmis resim.
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2.2.5. Usnea filipendula Aggr.
Sinonim: Usnea dasypoga (Ach.) Rohl, U. flagellata Mot.

Agaclarin dallarindan asagiya sarkan ¢alimsi bir liken tliriidiir. Uzunlugu 0,5
metreyi gecen pendul seklindeki bu liken tiirii sarimsi yesil veya agik yesildir.
Apotesyum bulunmaz, filamentler ilizerinde seyrek sekilde izidler (parmak seklinde
cikintilar) bulunur. Tallus K + (yesil) reaksiyonu verir. Tallus ¢ok dalli, kalin dallar
kisa, ince izidlidir. izidlerin iizeri cok sayida sored (tozsu veya unsu yapi) tasir. Ana dal
kisa fibrilli, renk yesil, grimsi yesil, sar1, yesilimsi sar1 (kuruyunca kahverengi olur).
Apotesium bazi1 durumlarda ¢ok sayida bulunabilir. Yiiksek daglarda yagisin bol oldugu
serin yerlerde yaprak doken, igne yaprakli agaclarin asitli kabuklarinda goriliir.
Ulkemizde genel olarak Dogu Karadeniz bdlgesinde yaygin olarak gelismektedir'®®. Bu
tiir Rusya bolgesinde halk tarafindan belirli kumaglarin boyanmasinda boya kaynagi

olarak ve yaralarin tedavisinde kullamlmaktadir'®.

Sekil 7. Usnea filipendula Aggr.’nin dogal ortaminda ¢ekilmis resmi.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Deneylerde Kullanilan Kimyasallar
Deneylerde kullanilan biitiin kimyasal malzemeler Sigma Chemicals Company

(Germany)’ den temin edilmistir.

3.2. Deneylerde Kullanilan Cihazlar

Sogutmalr santrifiij : Hettich Universal 32 R
UV-Visible Spektrofotometre : Thermo Spectronic-HEAIOS 3
pH metre : Schott CG 842

Hassas terazi : Scaltec SPB 31

Derin dondurucu : Sanyo MDF - 235
Magnetik karistiricilar : Boeco MSH 300
Otomatik pipetler : Eppendorf

Buzdolab1 : Profilo

Saf su cihaz1 : GFL 2012
Calkalayicili su banyosu : Memmert
Homojenizator : Ika-Werke

Doner Buharlastirict (Evaporator) : BSI
Kompresor : Milipore

UV Lambas1 254nm - 366nm : Model Mineralight.
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3.3. Deneylerde Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlamislar:
1. 0.2 M Fosfat Tamponu (pH=7)., (Bitki ekstrelerinin antioksidan aktivitesini 6lgmek
icin gereken homojenat tampon): 2,72 g KH,PO4 90 ml saf suda ¢6ziildii ve pH=7.0"a

ayarlandiktan sonra son hacim 100 ml’ye tamamlandi.

2. Linoleik asit ¢ozeltisi (Bitki ekstrelerinin antioksidan aktivitesini 6lgmek icin gereken
cozelti): 0.2804 g linoleik asit, 0.2804 g Tween 20 ve 45 ml homojenat tamponu

kanistirildi ve pH =7.0’a ayarlandiktan sonra son hacim 50 ml’ye tamamlandi.

3. %30 Amonyum tiyosiyanat ¢ozeltisi (Bitki ekstrelerinin antioksidan aktivitesini

Olemek i¢in gerekli ¢ozelti): 4.5 g amonyum tiyosiyanat 15 ml saf suda ¢oziildii.

4. 0.02 M Fosfat Tamponu, pH= 6.6 (Bitki ekstrelerinin indirgeme kuvvetlerini 6lgmek
icin gereken homojenat tampon): 2.72 g KH,PO4 90 ml saf suda ¢6ziildii ve pH=6.6"ya

ayarlandiktan sonra son hacim 100 ml’ye saf su ile tamamlandi.

5. %1 Potasyum ferrisiyanit ¢ozeltisi (Bitki ekstrelerinin indirgeme kuvvetlerini 6l¢mek

i¢cin gereken ¢dzeltisi): 0.505 g potasyum ferrisiyanit 50 ml saf suda ¢oziildii.

6. %10 TCA c¢ozeltisi (Bitki ekstrelerinin indirgeme kuvvetlerini 6l¢mek icin gereken

cozeltisi): 5 g TCA 50 ml saf suda ¢oziildii.

7. % 0.1 Demir III kloriir, FeCls, ¢ozeltisi (Bitki ekstrelerinin indirgeme kuvvetlerini

Olcmek i¢in gereken ¢ozeltisi):0.1 g FeCl; 100 ml saf suda ¢oziildii.

8. % 7.5 Na,COs; cozeltisi (Bitki ekstrelerinin toplam fenolik bilesiklerini 6lgmek igin

gereken ¢ozeltisi): 7.5 g Na,CO3 100 ml saf suda ¢oziildii.

9. Folin Ciocalteu Cozeltisi (Bitki ekstrelerinin toplam fenolik bilesiklerini 6l¢mek igin

gereken ¢ozeltisi): Orijinal ambalajdan hazir olarak kullanildi.
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3.4. Deney Bitkileri

Bu aragtirma doneminde c¢alisma materyali olarak bolgemizde bulabilecegimiz
Evernia divaricata, Flavocetraria cucullata, Physcia aipolia, Ramalina polymorpha ve
Usnea filipendula isimli farkli liken tiirleri tercih edildi. Liken ornekleri, 2005-2007
yillarinin  Haziran-Eyliil aylarinda muhtelif zaman araliklariyla Artvin, Erzurum,
Giresun illeri ve ¢evresinden Dr. Ali Aslan tarafindan toplandiktan sonra uluslar arasi
teshis yontemleri kullamlarak teshis edildi™*'®'®®. Liken tiirlerinin birer herbaryum
ornegi Atatiirk Universitesi-Kazim Karabekir Egitim Fakiiltesi Herbaryumu’nda

depolanmastir.

3.5. Bitki Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Liken oOrnekleri toplandiktan sonra yabanci maddelerden temizlendi ve oda
sicakliginda, golgede kurutuldu. Kuru 6rnekler bir havanda sivi azot ile 6giitiilerek toz
haline getirildi.Her birinden 100’er g oOgiitiilmiis liken Ornegi calkalayicili bir su
banyosunda iki giin siireyle devam ettirilerek ayr1 ayri su, etanol ve aseton ile muamele
edildi (50 °C, 250 ml x 4). Ekstreler siiziildii ve etanol ile aseton ¢oziicii icerigi doner
buharlastiric1 (evaporator) da diisiik basing ve diisiik sicaklikta uzaklastirildi. Etanol
ekstresi suda ¢oziildii ve su ekstresi ile beraber 5 um-Hg basing altinda liyofilize
edilerek su uzaklagtirildi. Ekstrelerin % verimleri (g liyofilizat /100 g liken) tartilmak
suretiyle belirlendi ve Tablo halinde asagida verildi (Tablo 1). Elde edilen ekstrelerin
kisaltmalar1 Tablo 1°de ayr bir siitun olarak belirtildi. Elde edilen ekstreler deneyler

yapilincaya kadar -20 °C’ta muhafaza edildi.
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Tablo. 1. Liken 6rneklerinden elde edilen ekstrelerin % verimi (100 g likenden elde
edilen net ekstre miktari)

Liken 6rnegi Ekstreler Ekstrelerin % verim
kisaltilmig isimleri (g liyofilizat /100 g

liken)
Su EDSE 4.79
Evernia divaricata Etanol EDEE 6.27
Aseton EDAE 6.38
Su FCSE 5.28
Flavocetraria cucullata Etanol FCEE 4.07
Aseton FCAE 3.33
Su PASE 4.34
Physcia aipolia Etanol PAEE 3.92
Aseton PAAE 2.91

Su RPSE 11.50
Ramalina polymorpha Etanol RPEE 5.38
Aseton RPAE 1.99

Su UFSE 12.15
Usnea filipendula Etanol UFEE 5.36
Aseton UFAE 6.20

3.6. Bitki Ekstrelerinin Antioksidant Aktivitesinin Belirlenmesi

Likenlerden elde edilen ekstrelerin antioksidan aktivitesi Mitsuda ve arkadaslari
tarafindan belirtilen prosediire gore tiyosiyanat yontemi kullanilarak 6l¢iildi'®. 1 mg
ekstre 1 ml saf suda ¢oziildiikten sonra kapakli deney tiipii i¢erisinde iizerine 4 ml fosfat
tamponu (0.2 M, pH 7.0) ve 5 ml linoleik asit ¢ozeltisi ilave edildi ve daha sonra 37
°C’ta inkiibasyona birakildi. Inkubasyonun baslatilmasin1 miiteakip her 12 saatte bir
%75 etanol ve %30 amonyum tiyosiyanat ¢ozeltilerine 0.1 ml inkiibasyon karigimi ilave

edilerek vortekslendi. Karisima %35 HCI igerisinde 0.02 M FeCl, c¢ozeltisi ilave
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edilerek absorbanslar 500 nm’de kore kars1 6l¢iildii. Kontrol i¢in ayni islemler yalnizca
linoleik asitli karisimda, kor i¢in ise 0.1 ml saf su ilave edilerek tekrarlandi.
Inkiibasyona kontroliin maksimum absorbansa ulasmasi neticesinde son verildi.

Inkiibasyon karistmindan her seferinde 3 tekerriir ile sonuglar verildi.

3.7. Bitki Ekstrelerindeki Toplam Fenolik Bilesiklerin Miktarlarinin Belirlenmesi
Liken ekstrelerindeki toplam fenolik bilesiklerin miktarlari, Slinkard ve
Singleton tarafindan belirtilen prosediire uygun olarak Folin-Coicalteu c¢ozeltisi
kullanilarak belirlendi'™. 0,5 mg liyofilizat 0.5 ml saf suda ¢oziildiikten sonra kapakl
deney tlipii icerisinde {izerine 2.5 ml Folin-Coicalteu ¢ozeltisi ilave edildi ve 30 °C’ta 5
dakika inkubasyona birakildi. Sonra bu karigimin {izerine 2ml Na,COjs ilave edilerek 30
°C’ta 90 dakika siireyle yeniden inkubasyona birakildi. 90. dakikanin sonunda 765
nm’de absorbanslar 6l¢iildii. Gallik asit kullanilarak hazirlanan standart grafikten de

yararlanilarak sonuglar, mg Gallik Asit ekuvalenti(GAE) / g liyofilizat seklinde verildi.

3,000000

2500000 A y =0,3977x - 0,4686
2,000000 -
1,500000 -

1,000000 -

Absorbans (765 nm)

0,500000 A

0,000000 > T T T T T T T

Q

q
-0,500009\9
Qs

Gallik asit konsantrasyonlari (mg / ml)

Sekil 8. Toplam fenolik bilesik miktarini belirlemede kullanilan gallik asit standart grafigi
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3.8. Bitki Ekstrelerindeki Indirgeme Kuvvetinin Belirlenmesi

Liken ekstrelerinin indirgeme giicleri Yen ve Chen tarafindan belirtilen
prosediire uygun olarak 6lciildii'”'. 0.5 mg ekstre 0.5 ml saf suda ¢oziildiikten sonra
kapakl1 deney tiipii igerisinde iizerine 2.5 ml fosfat tamponu (0.2 M, pH 6.6) ve 2.5 ml
% 1’lik potasyum ferrisiyaniir ¢ozeltisi eklendikten sonra 50 °C’ta 30 dakika
inkubasyona birakildi. % 10°luk TCA c¢ozeltisinden 2.5 ml ilave edilip 3000 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi. Bu karisimin {lizerine 2.5 ml siipernatan alinarak iizerine 2.5 ml
%0.1°lik FeCl; ve 2.5 ml saf su ilave edildikten sonra 700 nm’de absorbans 6l¢iildii.

Yiiksek absorbans, yiiksek indirgeyici giicli temsil etmektedir.

3.9. Istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler SPSS 12.0 software programi kullanilarak yapildi. Biitiin
Olctimlerde istatistiksel farkliliklar ve Onem seviyeleri one-way variance analyzes
(ANOVA) testi ile belirlendi ve p<0.05 seviyesindeki sonuglar dnemli kabul edildi.

Coklu karsilastirmalarda Duncan testi uygulandi.
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4. BULGULAR

Yaptigimiz ¢aligmalardan elde ettigimiz veriler, bu bdliimde tablo ve sekiller ile
gosterilmistir. Antioksidan aktivite deneylerine ait veriler kontrole gére mukayese
edilerek % inhibisyon olarak ifade edilmistir. Deneysel verilere ait tablonun hemen
altinda deney gruplar1 arasindaki farkin daha iyi goriilmesi amaciyla, verilerin

ortalamalarina gore hazirlanan grafikler sunulmustur.

4.1. Flavocetraria cucullata’nin antioksidan 6zellikleri:

Flavocetraria cucullata’nin su ekstresi (FCSE):
FCSE’nin total antioksidan aktivitesi (TAA), toplam fenolik bilesik (TFB) miktari
ve indirgeme giicii (IG) belirlenerek sonuclar Tablo 2 ve Sekil 9°da gosterilmistir.

TAA’ya ait sonuglar, pozitif kontroller ile mukayese edilerek verilmistir.

Her 12 saatte bir alinan 6l¢iimleri igeren Sekil 9°da ki veriler esas alinarak 60.
saatte en yliksek seviyeye c¢ikan peroksit olusumu esnasinda Slgiilen TAA’lar Tablo
2’de sunuldu. Tablo 2 ve Sekil 9°dan goriilebilecegi gibi FCSE’nin ii¢ dozu, troloks ve
askorbik asidin total antioksidan aktivitesi sirasiyla 0,458+0,002, 0,226+0,003,
0,149+0,002, 0,084+0,003 ve 0,721+£0,00 olarak tespit edilmistir. Tablo 2’ye gore,
kontrolle karsilagtirildiginda FCSE’nin ti¢ dozunun sirasiyla %69.9, %85.1, %90.2 ve
pozitif kontroller, troloks ve askorbik asit’in %94.5 ve %52.6 oraninda peroksit
olusumunu inhibe ettigi tespit edilmistir (p<0.05). Bu sonuglar 1s1ginda FCSE’nin {i¢
dozununda antioksidan aktiviteye sahip oldugu ve doz artigina bagli olarak antioksidant
aktiviteninde arttig1 hatta 5 mg/ml dozda ¢ok giiglii bir antioksidan olan troloksa yakin

bir deger aldig1 sdylenebilir.
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Farkl1 bir antioksidan 6zellik gostergesi olan FCSE’nin indirgeme giicii ise 0.225
+ 0.002 (ort. abs.) oldugu tespit edilmistir. Bitki ekstrelerinin antioksidan 6zelliklerinde
genellikle igerdikleri fenolik maddeler sorumludur'®"'"". Bu nedenle FCSE ekstresinin
toplam fenolik madde igerigi tespit edilmis ve fenolik madde igeriginin 23.4 + 0.64
GAE/g liyofilizat’a tekabiil ettigi bulunmustur (Tablo 2). Bu sonu¢ bize FCSE’nin
antioksidan ozelliginin genellikle icerdigi yiiksek fenolik madde igeriginden

kaynaklandigin1 gostermektedir.

Tablo 2. Flavocetraria cucullata’nin su ekstresi (FCSE)’nin total antioksidan aktivitesinin,
indirgeme giiciiniin ve fenolik bilesik miktariin karsilastirilmast.

) Total antioksidan aktivite indireeme giicii Fenolik bilesik
Ornekler @Zﬁ) Ort. Absorbans % Ort. Absorbans (m%/
(60. saat, 500 nm) inhibisyon (700 nm) hygo ﬁlizat)g
FCSE 1 0.458+0.002d 69.9 0.225 +0.002 23.4+£0.64
2.5 0.226+0.003¢ 85.1 — —
5 0.149+0.002b 90.2 — —
C vitamini 1 0.721+£0.002¢ 52.6 — —
Troloks 1 0.084+0.003a 94.5 — —
Kontrol 1.5214+0.003f — — —

Sonuglar, paralel {i¢ 6l¢iimiin ortalamasi (+standart hata) olarak verilmistir. Ayn1 harfe sahip
olan degerler Duncan testine gore istatistiksel agidan farksizdir (o = 0,05).

1,600 ~ —e—FCSE (1,0 mg/ml) —m—FCSE (2,5 mg/ml) /@\6
1,400 1 —+—FCSE (5,0 mg/ml) —%—ASCORBIC ASIT

—a— TROLOX —o— KONTROL /
1,200

E
[
S 1,000
0 /e/
2 0,800 Y
©
2 0,600 -
o
30,400 -
<C 0,
0,200 i
0000 i/ i———2 7y oy I A
0 12 24 36 48 60 72
Saatler

Sekil 9. Flavocetraria cucullata’nin su ekstresi (FCSE)’nin, troloks’un ve askorbik asit’in
antioksidan aktiviteleri. Sonuglar, her 12 saatte bir paralel ii¢ dl¢limiin ortalamasi olarak
verilmistir.
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Flavocetraria cucullata’nin etanol ekstresi (FCEE):

FCEE’nin total antioksidan aktivitesi (TAA), toplam fenolik bilesik (TFB) miktar1
ve indirgeme giicii (IG) belirlenerek sonuglar Tablo 3 ve Sekil 10°da gdsterilmistir.
TAA’ya ait sonuglar, pozitif kontroller (troloks ve askorbik asit) ile mukayese edilerek

verilmistir.

Her 12 saatte bir alinan Olgtimleri iceren Sekil 10’da ki veriler esas alinarak 60.
saatte en yliksek seviyeye cikan peroksit olusumu esnasinda Olgiilen TAA’lar Tablo
3’de sunuldu. Tablo 3 ve Sekil 10’dan goriilebilecegi iizere FCEE’ nin {i¢ dozu, troloks
ve askorbik asidin total antioksidan aktivitesi sirasiyla 0.1274+0.002, 0.107+0.001,
0.072+0.001, 0.030+0.001 ve 0.691£0.002 olarak tespit edilmistir. Tablo 3’e gore,
kontrolle karsilastirildiginda FCEE’ nin ii¢ dozunun sirasiyla %89.5, %91.1, %94.0 ve
pozitif kontroller troloks ve askorbik asit’in ise %97.5 ve %42.8 oraninda peroksit
olusumunu inhibe ettigi tespit edilmistir (p<0.05). Bu sonuglar 1s1ginda FCEE’nin ii¢
dozununda antioksidan aktiviteye sahip oldugu ve doz artisina bagl olarak antioksidant
aktiviteninde arttig1 hatta 5 mg/ml dozda ¢ok gii¢lii bir antioksidan olan troloksa yakin

bir antioksidan 6zellik gostermistir.

Farkl1 bir antioksidan 6zellik gostergesi olan FCEE’ nin indirgeme giicii ise 0.170
+ 0.001 (ort. abs.) oldugu tespit edilmistir. Bitki ekstrelerinin genellikle antioksidan
ozelliginden icerdikleri fenolik maddeler sorumludur'®'”'. Bu nedenle FCEE
ekstresinin toplam fenolik madde icerigi tespit edilmis ve fenolik madde igeriginin 32.7
+ 0.42 GAE/g liyofilizat’a tekabiil ettigi bulunmustur (Tablo 3). Bu sonug¢ bize
FCEE’nin antioksidan 6zelliginin genellikle icerdigi yiiksek fenolik madde igeriginden

kaynaklandigin1 gostermektedir.
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Tablo 3. Flavocetraria cucullata’nin etanol ekstresinin (FCEE) total antioksidan
aktivitesinin, indirgeme giiciiniin ve fenolik bilesik miktarinin karsilastirilmasi.

Total antioksidan aktivite  Indirgeme giicii e
Doz Ort. Absorbans Fenolik bilesik miktari

(mg/ml)  Ort. Absorbans % (700 nm) (mg GAE/g liyofilizat)
(60. saat , 500 nm) Inhibisyon

Ornekler

FCEE 1 0.127+0.002d 89.5 0.170 £ 0.001 32.7+0.42
2.5 0.107+0.001¢ 91.1 — —
5 0.072+0.001b 94.0 — —
C vitamini 1 0.691+0.002¢ 42.8 — —
Troloks 1 0.030+0.001a 97.5 — —
Kontrol 1.208+0.002f — — —

Sonuglar, paralel {i¢ 6l¢iimiin ortalamasi (tstandart hata) olarak verilmistir. Ayni harfe sahip
olan degerler Duncan testine gore istatistiksel agidan farksizdir (o = 0,05).

1,400
—e— FCEE (1,0 mg/ml) —a— FCEE (2,5 mg/ml)
1,200 1 —+—FCEE (5,0 mg/ml) ~ —x—ASCORBIC ASIT o
€ —&— TROLOX —o— KONTROL
= 1,000 - <
o
o
2 0,800 A
(7]
s
g 0,600
?
20,400 -
<
0,200
!f/ 4 4 4 —a———4
0,000 g=—— ——A———————A————A—— A——A
0 12 24 36 48 60 72
Saatler

Sekil 10. Flavocetraria cucullata’nin etanol ekstresinin (FCEE) troloks’un ve askorbik
asit’in antioksidan aktiviteleri. Sonuglar, her 12 saatte bir paralel {i¢ 6l¢iimiin ortalamasi olarak
verilmistir.
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Flavocetraria cucullata’nin aseton ekstresi (FCAE):

FCAE’nin total antioksidan aktivitesi (TAA), toplam fenolik bilesik (TFB) miktar1
ve indirgeme giicii (IG) belirlenerek sonuglar Tablo 4 ve Sekil 11°de gdsterilmistir.
TAA’ya ait sonuglar, pozitif kontroller (troloks ve askorbik asit) ile mukayese edilerek

verilmistir.

Her 12 saatte bir alinan Olgtimleri iceren Sekil 11°de ki veriler esas alinarak 60.
saatte en yliksek seviyeye c¢ikan peroksit olusumu esnasinda Olgiilen TAA’lar Tablo
4’de sunuldu. Tablo 4 ve Sekil 11°ten goriilebilecegi gibi FCAE’nin ii¢ dozu, troloks ve
askorbik asidin total antioksidan aktivitesi sirasiyla 0.173+£0.001, 0.097+0.001,
0.047+0.001, 0.040+0.001 ve 0.513£0.002 olarak tespit edilmistir. Tablo 4’e gore,
kontrolle karsilastirildiginda FCAE’ nin ii¢ dozunun sirasiyla %86.3, %92.3, %96.3 ve
pozitif kontroller troloks ve askorbik asit’in ise %96.8 ve 9%359.5 oraninda peroksit
olusumunu inhibe ettigi tespit edilmistir (p<0.05). Bu sonuglar bize FCAE’nin ii¢
dozununda giiclii antioksidan aktiviteye sahip oldugu ve doz artisina bagl olarak da

antioksidant aktiviteninde arttigin1 géstermektedir.

Farkli bir antioksidan ozellik gostergesi olan FCAE’nin indirgeme giicii ise
0.116 = 0.002 (ort. abs.) oldugu tespit edilmistir. Bitki ekstrelerinin genellikle

antioksidan 6zelliginden igerdikleri fenolik maddeler sorumlu'®'"'

olmasindan yola
¢ikarak FCAE ekstresinin toplam fenolik madde igerigi tespit edilmis ve fenolik madde
iceriginin 54.5 = 1.3 GAE/g liyofilizat’a tekabiil ettigi bulunmustur (Tablo 4). Bu sonug
bize FCAE’nin antioksidan o&zelliginin genellikle igerdigi yiliksek fenolik madde

iceriginden kaynaklandigin1 gostermektedir.
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Tablo 4. Flavocetraria cucullata’nin aseton ekstresinin (FCAE) total antioksidan
aktivitesinin, indirgeme giiciiniin ve fenolik bilesik miktarinin karsilastirilmasi.

Ornekler Doz Total antioksidan aktivite Indirgeme giicii Fenolik bilesik miktar1
/ml Ort. Absorb GAE/g liyofilizat
me Ort. Absorbans % (700S§;)ans (mg g liyofilizat)

(60. saat , 500 nm) inhibisyon
0.173£0.001¢

FCAE 1 863  0.116+0.002 545+13
55 0.0970.001b 023 _ _
s 0.047+0.001a 06.3 — —
Cvitamini 1 0-5130.002d 59.5 — —
Troloks 1 0.040£0.001a 96.8 — —
Kontrol 1.265£0.003¢ — — —

Sonuglar, paralel {i¢ 6l¢limiin ortalamasi (+standart hata) olarak verilmistir. Ayni harfe
sahip olan degerler Duncan testine gore istatistiksel agidan farksizdir (o = 0,05).

1,4
_e_FCAE(1,0mg/ml)  —m—FCAE (2,5 mg/ml)

1,2 1 —+—FCAE (5,0 mg/ml) ——ASCORBIC ASIT /G\\e
—a— TROLOX —o— KONTROL

0,8
0,6

0,4

Absorbans (500 nm)

0,2 1

Saatler

Sekil 11. Flavocetraria cucullata’nin aseton ekstresinin (FCAE) troloks’un ve askorbik
asit’in antioksidan aktiviteleri. Sonuglar, her 12 saatte bir paralel {i¢ 6l¢limiin ortalamasi olarak
verilmistir.
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4.2. Evernia divaricata’nin antioksidan ozellikleri:
Evernia divaricata’nin su ekstresi (EDSE)

EDSE’nin total antioksidan aktivitesi (TAA), toplam fenolik bilesik (TFB) miktar1
ve indirgeme giicii (IG) belirlenerek sonuglar Tablo 5 ve Sekil 12°de gdsterilmistir.
TAA’ya ait sonuglar, pozitif kontroller (troloks ve askorbik asit) ile mukayese edilerek

verilmistir.

Her 12 saatte bir alinan Olgiimleri iceren Sekil 12°de ki veriler esas alinarak 60.
saatte en yliksek seviyeye c¢ikan peroksit olusumu esnasinda Olgiilen TAA’lar Tablo
5’de sunuldu. Tablo 5 ve Sekil 12°den goriilebilecegi gibi EDSE’nin ii¢ dozu, troloks ve
askorbik asidin total antioksidan aktivitesi sirasiyla 0.309+0.001, 0.111+0.001,
0.095+0.001, 0.084+0.003 ve 0.721£0.002 olarak tespit edilmistir. Tablo 5’e gore,
kontrolle karsilastirildiginda EDSE’nin {i¢c dozunun sirasiyla %79.7, %92.7, %93.8 ve
pozitif kontroller troloks ve askorbik asit’in ise %94.5 ve 9%52.6 oraninda peroksit
olusumunu inhibe ettigi tespit edilmistir (p<0.05). Bu sonuglar 1s18inda EDSE’nin ii¢
dozununda antioksidant aktiviteye sahip oldugu ve doz artigina bagl olarak antioksidant

aktiviteninde arttig1 s0ylenebilir.

Farkl1 bir antioksidan 6zellik gostergesi olan EDSE’nin indirgeme giicii ise 0.291
+ 0.003 (ort. abs.) oldugu tespit edilmistir. Bitki ekstrelerinin genellikle antioksidan
ozelliginden igerdikleri fenolik maddeler sorumludur'®'”!. Bu nedenle EDSE
ekstresinin toplam fenolik madde igerigi tespit edilmis ve fenolik madde iceriginin 34.3
+ 0.8 GAE/g liyofilizat’a tekabiil ettigi bulunmustur (Tablo 5). Bu sonug bize EDSE’nin
antioksidan ozelliginin  genellikle icerdigi yiiksek fenolik madde igeriginden

kaynaklanabilecegini gostermektedir.
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Tablo 5. Evernia divaricata’nin su ekstresinin (EDSE) total antioksidan aktivitesinin,
indirgeme giiciiniin ve fenolik bilesik miktariin karsilastirilmast.

Ornekler Doz Total antioksidan aktivite Indirgeme giicii Fenolik bilesik miktari
mg/ml Ort. Absorbans (mg GAE/g liyofilizat)
Ort. Absorbans % (700 nm)
(60. saat , 500 nm) Inhibisyon
0.309+0.001d
EDSE 1 79.7 0.291 £ 0.003 343 +0.8
0.111+0.001 — —
25 ¢ 92.7
0.095+0.001b — —
5 93.8
.. 0.721£0.002¢
C vitamini 1 52.6 — —
0.084+0.003
Troloks 1 a 94.5 — —

1.521+0.003f
Kontrol — — —

Sonuglar, paralel ii¢ 6l¢limiin ortalamas1 (£standart hata) olarak verilmistir. Ayn1 harfe
sahip olan degerler Duncan testine gore istatistiksel agidan farksizdir (o = 0,05).
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Sekil 12. Evernia divaricata’nin su ekstresinin (EDSE) troloks’un ve askorbik asit’in
antioksidan aktiviteleri. Sonuglar, her 12 saatte bir paralel li¢ Ol¢iimiin ortalamasi olarak
verilmistir.
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Evernia divaricata’nin etanol ekstresi (EDEE):

EDEE’nin total antioksidan aktivitesi (TAA), toplam fenolik bilesik (TFB) miktari
ve indirgeme giicii (IG) belirlenerek sonuglar Tablo 6 ve Sekil 13’de gdsterilmistir.
TAA’ya ait sonuglar, pozitif kontroller (troloks ve askorbik asit) ile mukayese edilerek

verilmistir.

Her 12 saatte bir alinan Olgtimleri iceren Sekil 13’de ki veriler esas alinarak 60.
saatte en yliksek seviyeye cikan peroksit olusumu esnasinda oOlgiilen TAA’lar Tablo
6’da sunuldu. Tablo 6 ve Sekil 13’ten goriilebilecegi gibi EDEE’nin {i¢ dozu, troloks ve
askorbik asidin total antioksidan aktivitesi sirasiyla 0.142+0.001, 0.060+0.001,
0.026+0.001, 0.030+0.001ve 0.691+0.002 olarak tespit edilmistir. Tablo 6’ya gore,
kontrolle karsilastirildiginda EDEE’nin ii¢ dozunun sirastyla %88.3, %95.0, %97.9 ve
pozitif kontroller, troloks ve askorbik asit’in ise sirayla %97.5 ve %42.8 oraninda
peroksit olusumunu inhibe ettigi tespit edilmistir (p<0.05). Bu sonuglar acik¢a
EDEE’nin ii¢ dozununda antioksidant aktiviteye sahip oldugu ve doz artisina bagl

olarak antioksidant aktivitenin de arttigin1 gostermektedir.

Farkl1 bir antioksidan 6zellik gostergesi olan EDEE’nin indirgeme giicii ise 0.170
+ 0.002 (ort. abs.) oldugu tespit edilmistir. Bitki ekstrelerinin genellikle antioksidan

19171 ldugundan yola ¢ikilarak

ozelliginden igerdikleri fenolik maddelerin sorumlu
EDEE ekstresinin toplam fenolik madde igerigi tespit edilmis ve fenolik madde
iceriginin 49.6 = 0.7 GAE/g liyofilizat’a tekabiil ettigi bulunmustur (Tablo 6). Bu sonug
bize EDEE’nin antioksidan o&zelliginin genellikle igerdigi yiliksek fenolik madde

iceriginden kaynaklanabilecegini gostermektedir.
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Tablo 6. Evernia divaricata’nin etanol ekstresinin (EDEE) total antioksidan
aktivitesinin, indirgeme giiciiniin ve fenolik bilesik miktarinin karsilastirilmasi.

Ornekler Doz Total antioksidan aktivite Indirgeme giicii Fenolik bilesik miktar1

(mg/ml) Ort. Absorbans (mg GAE/g liyofilizat)
Ort. Absorbans % (700 nm)
(60. saat , 500 nm) Inhibisyon
0.1424+0.001c
EDEE 1 88.3 0.170 = 0.002 49.6 £0.7
0.060+0.001b — —
2.5 95.0
0.026+0.001a — —
5 97.9
o 0.691+0.002d
C vitamini 1 42.8 — —
0.030+0.001a
Troloks 1 97.5 — —

1.208+0.002¢
Kontrol — — —

Sonuglar, paralel ii¢ 6l¢limiin ortalamas1 (£standart hata) olarak verilmistir. Ayn1 harfe
sahip olan degerler Duncan testine gore istatistiksel agidan farksizdir (o = 0,05).
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Sekil 13. Evernia divaricata’nin etanol ekstresinin (EDEE) troloks’un ve askorbik asit’in
antioksidan aktiviteleri. Sonuglar, her 12 saatte bir paralel ii¢ Ol¢limiin ortalamasi olarak
verilmisgtir.
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Evernia divaricata nin aseton ekstresi (EDAE):

EDAE’nin total antioksidan aktivitesi (TAA), toplam fenolik bilesik (TFB)
miktar1 ve indirgeme giicii (IG) belirlenerek sonuglar Tablo 7 ve Sekil 14’de
gosterilmistir. TAA’ya ait sonuglar, pozitif kontroller (troloks ve askorbik asit) ile

mukayese edilerek verilmistir.

Her 12 saatte bir alinan Olgtimleri iceren Sekil 14’de ki veriler esas alinarak 60.
saatte en yliksek seviyeye c¢ikan peroksit olusumu esnasinda Olgiilen TAA’lar Tablo
7’de sunuldu. Tablo 7 ve Sekil 14’ten goriilebilecegi gibi EDAE’nin ii¢ dozu, troloks ve
askorbik asidin total antioksidan aktivitesi sirasiyla 0.082+0.001, 0.064+0.001,
0.027+0.001, 0.040+0.001 ve 0.513+£0.002 olarak tespit edilmistir. Tablo 7’ye
gore,negatif kontrolle karsilastirildiginda EDAE’nin {i¢ dozunun sirasiyla 9%93.5,
%95.0, %97.9 ve pozitif kontroller, troloks ve askorbik asit’in ise sirasiyla %96.8 ve
%59.5 oraninda peroksit olusumunu inhibe ettigi tespit edilmistir (p<0.05). Bu sonuglar
151¢inda EDAE’nin ii¢ dozununda antioksidant aktiviteye sahip oldugu ve doz artisina
bagl olarak antioksidant aktiviteninde arttig1 hatta 5 mg/ml dozda ¢ok daha giiclii bir

antioksidan 6zellik sergiledigi sdylenebilir.

Farkl1 bir antioksidan 6zellik gostergesi olan EDAE’ nin indirgeme giicii ise 0.185
+ 0.002 (ort. Abs.) oldugu tespit edilmistir. Bitki ekstrelerinin genellikle antioksidan
ozelliginden icerdikleri fenolik maddeler sorumludur'®'”'. Bu nedenle EDAE
ekstresinin toplam fenolik madde igerigi tespit edilmis ve fenolik madde igeriginin 63.7
+ 1.2 GAE/g liyofilizat’a tekabiil ettigi bulunmustur (Tablo 7). Bu sonug¢ bize
EDAE’nin antioksidan 0zelliginin de genellikle icerdigi yiiksek fenolik madde

iceriginden kaynaklanabilecegini gostermektedir.
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Tablo 7. Evernia divaricata’nin aseton ekstresinin (EDAE) total antioksidan
aktivitesinin, indirgeme giiciiniin ve fenolik bilesik miktarinin karsilastirilmasi.

Ornekler Doz Total antioksidan aktivite ~ Indirgeme giicii Fenolik biles@k miktarl
(mg/ml) Ot Absorbans % Ort(.7AOI(:;sI§)r1E))ans (mg GAE/g liyofilizat)
(60. saat , 500 nm) Inhibisyon
EDAE | 0082:0.001d 93.5  0.185+0.002 63.7+1.2
25 0.064+0.001¢ 95.0 — —
5 0.027+0.001a 979 — —
Cvitamini 1 0-°13+0.002¢ 59.5 — —
Troloks | 0.040+0.001b 96.8 o o
Kontrol 1.265+0.003f - o -

Sonuglar, paralel {i¢ 6l¢limiin ortalamasi (+standart hata) olarak verilmistir. Ayni harfe
sahip olan degerler Duncan testine gore istatistiksel agidan farksizdir (a = 0,05).
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Sekil 14. Evernia divaricata’nin aseton ekstresinin (EDAE) troloks’un ve askorbik asit’in
antioksidan aktiviteleri. Sonuglar, her 12 saatte bir paralel ti¢ Ol¢iimiin ortalamasi olarak
verilmistir.
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4.3. Physcia aipolia’nin antioksidan ozellikleri:
Physcia aipolia 'nin su ekstresi (PASE):

PASE’nin total antioksidan aktivitesi (TAA), toplam fenolik bilesik (TFB) miktari
ve indirgeme giicii (IG) belirlenerek sonuglar Tablo 8 ve Sekil 15°de gdsterilmistir.
TAA’ya ait sonuglar, pozitif kontroller (troloks ve askorbik asit) ile mukayese edilerek

verilmistir.

Her 12 saatte bir alinan Olgtimleri iceren Sekil 15°de ki veriler esas alinarak 60.
saatte en yliksek seviyeye c¢ikan peroksit olusumu esnasinda Olgiilen TAA’lar Tablo
8’de sunuldu. Tablo 8 ve Sekil 15’ten goriilebilecegi gibi PASE’nin ii¢ dozu, troloks ve
askorbik asidin total antioksidan aktivitesi sirastyla 0.384+0.002, 0.101+0.001,
0.085+0.001, 0.084+0.003 ve 0.721£0.002 olarak tespit edilmistir. Tablo 8’e
gore,negatif kontrolle mukayese edildiginde PASE’nin {i¢ dozunun sirasiyla %74.8,
%93.4, %94.4 ve pozitif kontroller, troloks ve askorbik asit’in ise sirasiyla %94.5 ve
%352.6 oraninda peroksit olusumunu inhibe ettigi tespit edilmistir (p<0.05). Bu sonuglar
bize PASE’nin ii¢ dozununda antioksidan aktiviteye sahip oldugu ve doz artisina bagl

olarak antioksidant aktivitesininde arttigin1 gostermektedir.

Farkl1 bir antioksidan 6zellik gostergesi olan PASE’nin indirgeme giicii ise 0.171
+ 0.002 (ort. abs.) oldugu tespit edilmistir. Bitki ekstrelerinin genellikle antioksidan

ozelliginden igerdikleri fenolik maddeler sorumludur'®'”"

. Bu bilgiden yola ¢ikarak
PASE ekstresinin toplam fenolik madde igerigi tespit edilmis ve fenolik madde
igeriginin 26.4 = 0.2 GAE/g liyofilizat’a tekabiil ettigi bulunmustur (Tablo 8). Bu sonug
bize PASE’nin antioksidan o6zelliginin genellikle igerdigi yiiksek fenolik madde

iceriginden kaynaklandigin1 gostermektedir.



64

Tablo 8. Physcia aipolia’nin su ekstresinin (PASE) total antioksidan aktivitesinin,
indirgeme giiciiniin ve fenolik bilesik miktarinin karsilastirilmast.

Ornekler Doz Total antioksidan aktivite Indirgeme giicii Fenolik bilesik
(mg/ml) . Ort. Absorbans miktari
Ort. Absorbans o /.0 (700 nm) (mg GAE/g
(60. saat, 500 nm) Inhibisyon liyofilizat)
PASE 1 0.384:0.002c 74.8 0.171 £0.002 26.4+0.2

)5 0.101+0.001b 93.4 — —
5 0.085+0.001a 94.4 — —
Cvitamini =~ 1 0/21¥0.002d 52.6 _ _
Troloks 1 08400033 945 — —

Kontrol 1.5210.003¢ - - o

Sonuglar, paralel {i¢ 6l¢limiin ortalamasi (+standart hata) olarak verilmistir. Ayni harfe
sahip olan degerler Duncan testine gore istatistiksel agidan farksizdir (o = 0,05).
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Sekil 15. Physcia aipolia’nin su ekstresinin (PASE), troloks’un ve askorbik asit’in
antioksidan aktiviteleri. Sonuglar, her 12 saatte bir paralel ii¢ Ol¢limiin ortalamasi olarak
verilmistir.
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Physcia aipolia 'nin etanol ekstresi (PAEE):

PAEE’nin total antioksidan aktivitesi (TAA), toplam fenolik bilesik (TFB) miktar1
ve indirgeme giicii (IG) belirlenerek sonuglar Tablo 9 ve Sekil 16’da gdsterilmistir.
TAA’ya ait sonuglar, pozitif kontroller (troloks ve askorbik asit) ile mukayese edilerek

verilmistir.

Her 12 saatte bir alinan Olgtimleri iceren Sekil 16’da ki veriler esas alinarak 60.
saatte en yliksek seviyeye cikan peroksit olusumu esnasinda oOlgiilen TAA’lar Tablo
9’da sunuldu. Tablo 9 ve Sekil 16’dan goriilebilecegi gibi PAEE nin ii¢ dozu, troloks ve
askorbik asidin total antioksidan aktivitesi sirastyla 0.142+0.002, 0.097+0.001,
0.061+0.001, 0.030+0.001ve 0.691£0.002 olarak tespit edilmistir. Tablo 9’a
gore,negatif kontrolle karsilastirildiginda PAEE nin {i¢ dozunun sirastyla %88.2%92.0,
%95.0 ve pozitif kontroller troloks ve askorbik asit’in ise sirasiyla %97.5 ve %42.8
oraninda peroksit olusumunu inhibe ettigi tespit edilmistir (p<0.05). Bu sonuglar
151¢inda PAEE’nin {i¢ dozununda antioksidant aktiviteye sahip oldugu ve doz artisina

bagl olarak antioksidan aktivitesininde arttig1 sdylenebilir.

Farkl1 bir antioksidan 6zellik gostergesi olan PAEE’nin indirgeme giicii ise 0.202
+ 0.001 (ort. abs.) oldugu tespit edilmistir. Bitki ekstrelerinin genellikle antioksidan
ozelliginden icerdikleri fenolik maddeler sorumludur'®'”'. Bu nedenle PAEE
ekstresinin toplam fenolik madde igerigi tespit edilmis ve fenolik madde igeriginin 35.9
+ 0.5 GAE/g liyofilizat’a tekabiil ettigi bulunmustur (Tablo 9). Bu sonug bize PAEE’nin
antioksidan oOzelliginin de genellikle igerdigi yiiksek fenolik madde igeriginden

kaynaklanabilecegini gostermektedir.
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Tablo 9. Physcia aipolia’nin etanol ekstresinin (PAEE) total antioksidan aktivitesinin,
indirgeme giiciiniin ve fenolik bilesik miktariin karsilastirilmast.

Ornekler Doz Total antioksidan aktivite Indirgeme giicii Fenolik bilesik
(mg/ml) Ort. Absorbans o, Ort(.%Bsorb)ans ( mllétiré /
(60. saat , 500 nm) Inhibisyon . Ego ﬁlizat)g
PAEE 1 0.142%0.002d 88.2 0.202 + 0.001 35.9+0.5
5 0.061+£0.001b 95.0 — —
Cvitamini 1 0-691£0.002¢ 42.8 — —
Troloks 1 0.030+0.001a 97.5 — —

1.208+0.002f
Kontrol — — —

Sonuglar, paralel ii¢ 6l¢limiin ortalamas1 (£standart hata) olarak verilmistir. Ayn1 harfe
sahip olan degerler Duncan testine gore istatistiksel agidan farksizdir (o = 0,05).
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Sekil 16. Physcia aipolia’nin etanol ekstresinin (PAEE) troloks’un ve askorbik asit’in
antioksidan aktiviteleri. Sonuglar, her 12 saatte bir paralel li¢ Ol¢liimiin ortalamasi olarak
verilmistir.
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Physcia aipolia’nin aseton ekstresi (PAAE):

PAAE’nin total antioksidan aktivitesi (TAA), toplam fenolik bilesik (TFB) miktar1
ve indirgeme giicii (IG) belirlenerek sonuglar Tablo 10 ve Sekil 17°de gosterilmistir.
TAA’ya ait sonuglar, pozitif kontroller (troloks ve askorbik asit) ile mukayese edilerek

verilmistir.

Her 12 saatte bir alinan Olgtimleri iceren Sekil 17°de ki veriler esas alinarak 60.
saatte en yliksek seviyeye cikan peroksit olusumu esnasinda oOlgiilen TAA’lar Tablo
10’da sunuldu. Tablo 10 ve Sekil 17°den goriilebilecegi gibi PAAE’nin {i¢ dozu, troloks
ve askorbik asidin total antioksidan aktivitesi sirasiyla 0.052+0.001, 0.046+0.001,
0.035+0.001, 0.040+0.001 ve 0.513+0.002 olarak tespit edilmistir. Tablo 10’a gore,
negatif kontrolle karsilastirildiginda PAAE’nin ii¢ dozunun sirastyla %95.9, %96.4,
%97.2 ve pozitif kontroller, troloks ve askorbik asit’in ise sirasiyla %96.8 ve %59.5
oraninda peroksit olusumunu inhibe ettigi tespit edilmistir (p<0.05). Bu sonuglar bize
PAAE’nin ii¢ dozununda ¢ok yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugunu ve doz
artisina bagl olarakda antioksidan aktivitesinin arttigin1 ve hatta 2.5 mg/ml dozda
troloks ile ayni oranda, 5 mg/ml dozda ise trolokstan daha gii¢lii bir antioksidant

aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir.

Farkl1 bir antioksidan 6zellik gostergesi olan PAAE’nin indirgeme giicii ise 0.155
+ 0.002 (ort. abs.) oldugu tespit edilmistir. Bitki ekstrelerinin genellikle antioksidan
ozelliginden igerdikleri fenolik maddeler sorumludur'®'”'. Bu nedenle PAAE
ekstresinin toplam fenolik madde icerigi tespit edilmis ve fenolik madde igeriginin 56.2
+ 1.2 GAE/g liyofilizat’a tekabiil ettigi bulunmustur (Tablo 10). Bu sonug¢ bize
PAAE’nin antioksidan o6zelliginin de genellikle icerdigi yiliksek fenolik madde

iceriginden kaynaklanabilecegini gostermektedir.
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Tablo 10. Physcia aipolia’nin aseton ekstresinin (PAAE) total antioksidan
aktivitesinin, indirgeme giiciiniin ve fenolik bilesik miktarinin karsilastirilmasi.

Ornekler Doz Total antioksidan aktivite Indirgeme giicii Fenolik bilesik miktar1
(mg/ml) Ort. Absorbans o Ort(.7jggsorb)ans (mg GAE/g liyofilizat)
(60. saat , 500 nm) Inhibisyon .
PAAE 1 0.052+0.001d 95.9 0.155 = 0.002 562+12
Cvitamini 1  0-513+0.002¢ 59.5 — —
Troloks 1 0:040x0.001b 96.8 — —

1.265+0.003f
Kontrol — — —

Sonuglar, paralel {i¢ 6l¢limiin ortalamasi (+standart hata) olarak verilmistir. Ayni harfe
sahip olan degerler Duncan testine gore istatistiksel agidan farksizdir (o = 0,05).
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Sekil 17. Physcia aipolia’nin aseton ekstresinin (PAAE) troloks’un ve askorbik asit’in
antioksidan aktiviteleri. Sonuglar, her 12 saatte bir paralel ili¢ Ol¢limiin ortalamasi olarak
verilmistir.
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4.4. Ramalina polymorpha’nin antioksidan ézellikleri:
Ramalina polymorpha’nin su ekstresi (RPSE):

RPSE’nin total antioksidan aktivitesi (TAA), toplam fenolik bilesik (TFB) miktari
ve indirgeme giicii (IG) belirlenerek sonuglar Tablo 11 ve Sekil 18’de gosterilmistir.

TAA’ya ait sonuglar, pozitif kontroller ile mukayese edilerek verilmistir.

Her 12 saatte bir alinan oOlgiimleri iceren Sekil 18’de ki veriler esas alinarak 60.
saatte en yliksek seviyeye c¢ikan peroksit olusumu esnasinda Olgiilen TAA’lar Tablo
11°de sunuldu. Tablo 11 ve Sekil 18’den goriilebilecegi gibi RPSE’nin ii¢ dozu, troloks
ve askorbik asidin total antioksidan aktivitesi sirasiyla 1.136+0.013, 0.941+0.008,
0.593+0.008, 0.084+0.003 ve 0.721+0.002 olarak tespit edilmistir. Tablo 11’e gore,
negatif kontrolle karsilastirildiginda RPSE’nin {i¢ dozunun sirasiyla %25.3, %38.1,
%61.0 ve pozitif kontroller, troloks ve askorbik asit’in ise sirasiyla %94.5 ve %52.6
oraninda peroksit olusumunu inhibe ettigi tespit edilmistir (p<0.05). Bu sonuglar
151¢inda RPSE’nin antioksidan potansiyelinin oldukg¢a diisiik bulundugu, yalnizca
yluksek dozda (5 mg/ml ) orta diizeyde bir antioksidant 6zelligine sahip oldugu

sOylenebilir.

Farkl1 bir antioksidan 6zellik gostergesi olan RPSE’nin indirgeme giicii ise 0.159
+ 0.002 (ort. abs.) oldugu tespit edilmistir. Bitki ekstrelerinin genellikle antioksidan

ozelliginden igerdikleri fenolik maddelerin sorumlu'®-'"!

olmasindan yola g¢ikarak
RPSE ekstresinin toplam fenolik madde igerigi tespit edilmis ve fenolik madde
iceriginin 17.0 £ 0.3 GAE/g liyofilizat’a tekabiil ettigi bulunmustur (Tablo 11). Bu

sonu¢ bize RPSE’nin diisiik antioksidan 6zelliginin genellikle icerdigi diisiik orandaki

fenolik madde iceriginden kaynaklanabilecegini gostermektedir.
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Tablo 11. Ramalina polymorpha’nin su ekstresinin (RPSE) total antioksidan
aktivitesinin, indirgeme giiciiniin ve fenolik bilesik miktarinin karsilastirilmasi.

Ornekler Doz Total antioksidan aktivite Indirgeme giicii Fenolik bilesik
(mg/ml) o Ort. Absorbans miktari

Ort. Absorbans Lo A) (700 nm) (mg GAE/g

(60. saat , 500 nm) Inhibisyon liyofilizat)

RPSE 1 113620013 253 0.159 = 0.002 17.0 0.3
25 0.941+0.008d 381 — —
5 0.593+0.008b 61.0 — —
Cvitamini 1 0-721#0.002c 52.6 — —
Troloks 1 0.084::0.003a 94.5 — —

1.521+0.003f
Kontrol — — —

Sonuglar, paralel ii¢ 6l¢limiin ortalamas1 (£standart hata) olarak verilmistir. Ayn1 harfe
sahip olan degerler Duncan testine gore istatistiksel agidan farksizdir (a = 0,05).
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Sekil 18. Ramalina polymorpha’nin su ekstresinin (RPSE) troloks’un ve askorbik asit’in
antioksidan aktiviteleri. Sonuglar, her 12 saatte bir paralel ii¢ Olgiimiin ortalamasi olarak
verilmistir.
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Ramalina polymorpha’nin etanol ekstresi (RPEE):

RPEE’nin total antioksidan aktivitesi (TAA), toplam fenolik bilesik (TFB) miktar1
ve indirgeme giicii (IG) belirlenerek sonuglar Tablo 12 ve Sekil 19°da gosterilmistir.
TAA’ya ait sonuglar, pozitif kontroller (troloks ve askorbik asit) ile mukayese edilerek

verilmistir.

Her 12 saatte bir alinan Olgtimleri iceren Sekil 19°da ki veriler esas alinarak 60.
saatte en yliksek seviyeye cikan peroksit olusumu esnasinda oOlgiilen TAA’lar Tablo
12°de sunuldu. Tablo 12 ve Sekil 19°dan goriilebilecegi gibi RPEE’ nin ii¢ dozu, troloks
ve askorbik asidin total antioksidan aktivitesi sirasiyla 0.2434+0.002, 0.166+0.002,
0.061+0.001, 0.0304£0.001 ve 0.691+0.002 olarak tespit edilmistir. Tablo 12’ye gore,
kontrolle karsilastirildiginda RPEE’ nin ii¢ dozunun sirasiyla %79.9, %86.3, %95.0 ve
pozitif kontroller troloks ve askorbik asit’in ise sirasiyla %97.5 ve %42.8 oraninda
peroksit olusumunu inhibe ettigi tespit edilmistir (p<<0.05). Bu sonuglar bize RPEE’ nin
lic dozununda antioksidan aktiviteye sahip oldugu ve doz artisina bagli olarak bu

antioksidan aktivitenin arttigin1 géstermektedir.

Farkl1 bir antioksidan 6zellik gostergesi olan RPEE’ nin indirgeme giicii ise 0.154
+ 0.006 (ort. abs.) oldugu tespit edilmistir. Bitki ekstrelerinin genellikle antioksidan
ozelliginden icerdikleri fenolik maddeler sorumludur'®"'"!. Bu bilgi 1s15:nda RPEE
ekstresinin toplam fenolik madde icerigi tespit edilmis ve fenolik madde igeriginin 25.6
+ 0.2 GAE/g liyofilizat’a tekabiil ettigi bulunmustur (Tablo 12). Bu sonug¢ bize
RPEE’nin antioksidan 6zelliginin genellikle icerdigi yiiksek fenolik madde igeriginden

kaynaklandigin1 géstermektedir.
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Tablo 12. Ramalina polymorpha’nin etanol ekstresinin (RPEE) total antioksidan
aktivitesinin, indirgeme giiciiniin ve fenolik bilesik miktarinin karsilastirilmasi.

Ornekler Doz Total antioksidan aktivite Indirgeme giicii Fenolik bilesik
me | Ort. Absorbans % Ort(.;él(;sg;?)ans (m% /e
(60. saat , 500 nm) Inhibisyon liyofilizat)
RPEE o 0243£0.002d 799 0.154+0.006 25.6+0.2
75 0.166+0.002¢ 86.3 — —
5 0.061+0.001b 95.0 — —
Cvitamini 1  0-691+0.002e 42.8 - —
Troloks 1 0.030+0.001a 97.5 _ _

1.208+0.002f
Kontrol — — —

Sonuglar, paralel {i¢ 6l¢limiin ortalamasi (+standart hata) olarak verilmistir. Ayni harfe
sahip olan degerler Duncan testine gore istatistiksel agidan farksizdir (o = 0,05).
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Sekil 19. Ramalina polymorpha’nin etanol ekstresinin (RPEE) troloks’un ve askorbik
asit’in antioksidan aktiviteleri. Sonuglar, her 12 saatte bir paralel {i¢ 6lgiimiin ortalamasi olarak
verilmistir.
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Ramalina polymorpha’nin aseton ekstresi (RPAE):

RPAE’nin total antioksidan aktivitesi (TAA), toplam fenolik bilesik (TFB) miktar1
ve indirgeme giicii (IG) belirlenerek sonuglar Tablo 13 ve Sekil 20°de gosterilmistir.
TAA’ya ait sonuglar, pozitif kontroller (troloks ve askorbik asit) ile mukayese edilerek

verilmistir.

Her 12 saatte bir alinan Olgtimleri iceren Sekil 20’de ki veriler esas alinarak 60.
saatte en yliksek seviyeye c¢ikan peroksit olusumu esnasinda Olgiilen TAA’lar Tablo
13’de sunuldu. Tablo 13 ve Sekil 20°den goriilebilecegi gibi RPAE nin {i¢ dozu, troloks
ve askorbik asit’in total antioksidan aktivitesi sirasiyla 0.577+0.002, 0.282+0.002,
0.147+0.001, 0.040+0.001 ve 0.513+£0.002 olarak tespit edilmistir. Tablo 13’e
gore,negatif kontrolle karsilagtirlldiginda RPAE’nin ii¢ dozunun sirasiyla %54.4,
%77.7, %88.4 ve pozitif kontroller troloks ve askorbik asit’in ise sirasiyla %96.8 ve
%59.5 oraninda peroksit olusumunu inhibe ettigi tespit edilmistir (p<0.05). Bu sonuglar
RPAE’nin {i¢ dozununda antioksidan aktiviteye sahip oldugu ve doz artisina bagl

olarak antioksidant aktiviteninde arttigin1 gostermektedir.

Farkl1 bir antioksidan 6zellik gostergesi olan RPAE’nin indirgeme giicii ise 0.122
+ 0.002 (ort. abs.) oldugu tespit edilmistir. Bitki ekstrelerinin genellikle antioksidan
ozelliginden icerdikleri fenolik maddeler sorumludur'®'"". Bu bigiler 1s151nda RPAE
ekstresinin toplam fenolik madde igerigi tespit edilmis ve fenolik madde igeriginin 46.2
+ 0.9 GAE/g liyofilizat’a tekabiil ettigi bulunmustur (Tablo 13). Bu sonu¢ bize
RPAE’nin antioksidan 6zelliginin genellikle igerdigi yiiksek fenolik madde igeriginden

kaynaklanabilecegini gostermektedir.
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Tablo 13. Ramalina polymorpha’nin aseton ekstresinin (RPAE) total antioksidan
aktivitesinin, indirgeme giiciiniin ve fenolik bilesik miktarinin karsilastirilmasi.

Ornekler Doz Total antioksidan aktivite Indirgeme giicii Fenolik bilesik

myg/ml Ort. Absorbans % Ort(.%l(;sl(l)rr;))ans (m% /e

(60. saat , 500 nm) Inhibisyon liyofilizat)

RPAE o 0.577%0.002¢ 544 0.122£0.002 46.2+0.9
75 0.282+0.002c 777 — —
5 0.147+0.001b 8.4 — —
Cvitamini 1 0-513£0.002d 59.5 — —
Troloks 1 0.040+0.001a 96.8 o .
Kontrol 1.265+0.003f o o -

Sonuglar, paralel {li¢ 6l¢limiin ortalamasi (+standart hata) olarak verilmistir. Ayni harfe
sahip olan degerler Duncan testine gore istatistiksel agidan farksizdir (a0 = 0,05).
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Sekil 20. Ramalina polymorpha’nin aseton ekstresinin (RPAE), troloks un ve askorbik
asit’in antioksidan aktiviteleri. Sonuglar, her 12 saatte bir paralel li¢ 6lgiimiin ortalamasi olarak
verilmistir.
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4.5. Usnea filipendula’nin antioksidan o6zellikleri:
Usnea filipendula’nin su ekstresi (UFSE):

UFSE’nin total antioksidan aktivitesi (TAA), toplam fenolik bilesik (TFB) miktar1
ve indirgeme giicii (IG) belirlenerek sonuglar Tablo 14 ve Sekil 21°de gosterilmistir.

TAA’ya ait sonuglar, pozitif kontroller ile mukayese edilerek verilmistir.

Her 12 saatte bir alinan oOlgiimleri iceren Sekil 21°de ki veriler esas alinarak 60.
saatte en yliksek seviyeye cikan peroksit olusumu esnasinda Olgiilen TAA’lar Tablo
14’de sunuldu. Tablo 14 ve Sekil 21°den goriilebilecegi gibi UFSE’ nin ii¢ dozu, troloks
ve askorbik asidin total antioksidan aktivitesi sirasiyla 0.8854+0.009, 0.443+0.006,
0.254+0.004, 0.084+0.003 ve 0.721+0.002 olarak tespit edilmistir. Tablo 14’e gore,
kontrolle karsilastirildiginda UFSE’nin ii¢ dozunun sirasiyla %41.8,% 70.9, %83.3 ve
pozitif kontroller troloks ve askorbik asit’in ise sirasiyla %94.5ve %52.6 oraninda
peroksit olusumunu inhibe ettigi tespit edilmistir (p<0.05). Bu sonuglar 1s1ginda
UFSE’nin antioksidant potansiyelinin diger liken ekstrelerine oranla oldukg¢a diisiik
bulundugu, yalnizca yiiksek dozda (5 mg/ml ) orta diizeyde bir antioksidant 6zelligine

sahip oldugu belirlendi.

Farkl1 bir antioksidan 6zellik gostergesi olan UFSE’nin indirgeme giicii ise 0.187
+ 0.003 (ort. abs.) oldugu tespit edilmistir. Bitki ekstrelerinin genellikle antioksidan
ozelliginden icerdikleri fenolik maddeler sorumludur'®'”'. Bu nedenle UFSE
ekstresinin toplam fenolik madde igerigi tespit edilmis ve fenolik madde igeriginin 18.6
+ 0.2 GAE/g liyofilizat’a tekabiil ettigi bulunmustur (Tablo 14). Bu sonu¢ bize
UFSE’nin disiik antioksidan &zelliginin genellikle igerdigi diisiik orandaki fenolik

madde iceriginden kaynaklanabilecegini gostermektedir.
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Tablo14. Usnea filipendula’nin su ekstresinin (UFSE) total antioksidan
aktivitesinin, indirgeme giicliniin ve fenolik bilesik miktarinin karsilagtirilmasi.

Ornekler Doz Total antioksidan aktivite Indirgeme giicii Fenolik bilesik
(mg/ml) Ort. Absorbans % Ort(.7A03s§rr;>)ans (mrg%tzré /e
(60. saat , 500 nm) Inhibisyon liyofilizat)
UFSE p 0.88520.00% 418  0.187=0.003 18.6%0.2

75  0.443+0.006¢ 70.9 — —
5 0.254+0.004b 833 — _
Cvitamini 1 0-72120.002d 52.6 —
Troloks p 0.084x0.003a 94.5 —

Kontrol 1.521+0.003f o o .

Sonuglar, paralel {i¢ 6l¢limiin ortalamasi (+standart hata) olarak verilmistir. Ayni harfe
sahip olan degerler Duncan testine gore istatistiksel agidan farksizdir (o = 0,05).

[ Ze—UFSE (1,0mgm|)  —m—UFSE (2,5 mgm) /e\e
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Sekil 21. Usnea filipendula’nin su ekstresinin (UFSE), troloks’un ve askorbik asit’in
antioksidan aktiviteleri. Sonuglar, her 12 saatte bir paralel li¢ Ol¢iimiin ortalamasi olarak
verilmistir.
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Usnea filipendula’nin etanol ekstresi (UFEE):

UFEE’nin total antioksidan aktivitesi (TAA), toplam fenolik bilesik (TFB) miktar1
ve indirgeme giicii (IG) belirlenerek sonuglar Tablo 15 ve Sekil 22°de gosterilmistir.
TAA’ya ait sonuglar, pozitif kontroller (troloks ve askorbik asit) ile mukayese edilerek

verilmistir.

Her 12 saatte bir alinan oOlgiimleri iceren Sekil 22°de ki veriler esas alinarak 60.
saatte en yliksek seviyeye cikan peroksit olusumu esnasinda Olgiilen TAA’lar Tablo
15°de sunuldu. Tablo 15 ve Sekil 22°den goriilebilecegi gibi UFEE’ nin ii¢ dozu, troloks
ve askorbik asidin total antioksidan aktivitesi sirasiyla 0.118+0.001, 0.088+0.001,
0.073+0.001, 0.030+0.001 ve 0.691+0.002 olarak tespit edilmistir. Tablo 15’e gore,
kontrolle karsilastirildiginda UFEE’nin {i¢ dozunun sirasiyla %90.2, %92.7, %94.0 ve
pozitif kontroller troloks ve askorbik asit’in ise sirasiyla %97.5 ve %42.8 oraninda
peroksit olusumunu inhibe ettigi tespit edilmistir (p<0.05). Bu sonuglar 1s1ginda
UFEE’nin ii¢ dozununda UFSE gibi ¢ok yliksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu ve
doz artisina bagh olarak antioksidan aktiviteninde arttig1 ve uygulanan en yiiksek doz
olan 5 mg/ml dozda ise ¢ok giiclii bir antioksidant olan troloksa yakin bir deger aldig1

sOylenebilir.

Farkl1 bir antioksidan 6zellik gdstergesi olan UFEE’nin indirgeme giicii ise 0.167
+ 0.001 (ort. abs.) oldugu tespit edilmistir. Bitki ekstrelerinin genellikle antioksidan
ozelliginden igerdikleri fenolik maddeler sorumludur'®'”!. Bu nedenle UFEE
ekstresinin toplam fenolik madde icerigi tespit edilmis ve fenolik madde igeriginin 34.5
+ 0.1GAE/g liyofilizat’a tekabiil ettigi bulunmustur (Tablo 15). Bu sonug¢ bize
UFEE’nin antioksidan 6zelliginin genellikle igcerdigi yiiksek fenolik madde iceriginden

kaynaklanabilecegini gostermektedir.
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Tablo 15. Usnea filipendula’nin etanol ekstresinin (UFEE) total antioksidan
aktivitesinin, indirgeme giiciiniin ve fenolik bilesik miktarinin karsilastirilmasi.

Ornekler Doz Total antioksidan aktivite Indirgeme giicii Fenolik bilesik
(mg/ml) Ort. Absorbans o Ort(.7jggsorb)ans ( ml(léiir]; /
(60. saat , 500 nm) Inhibisyon fm lrl‘;%) ﬁhzat;‘%
UFEE 1 0.118£0.001d 90.2 0.167 + 0.001 34.5+0.1
5 0.073+£0.001b 94.0 — —
Cvitamini 1 0-691+0.002¢ 42.8 — —
Troloks 1 0.030+0.001a 97.5 — —

Kontrol 1.208+0.002f o — —

Sonuglar, paralel {i¢ 6l¢limiin ortalamasi (+standart hata) olarak verilmistir. Ayni harfe
sahip olan degerler Duncan testine gore istatistiksel agidan farksizdir (a = 0,05).
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Sekil 22. Usnea filipendula’nin etanol ekstresinin (UFEE), troloks’un ve askorbik asit’in
antioksidan aktiviteleri. Sonuglar, her 12 saatte bir paralel {i¢ Ol¢limiin ortalamasi olarak
verilmistir
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Usnea filipendula’nin aseton ekstresi(UFAE):

UFAE’nin total antioksidan aktivitesi (TAA), toplam fenolik bilesik (TFB) miktar1
ve indirgeme giicii (IG) belirlenerek sonuglar Tablo 16 ve Sekil 23’de gosterilmistir.

TAA’ya ait sonuglar, pozitif kontroller ile mukayese edilerek verilmistir.

Her 12 saatte bir alinan oOlgiimleri iceren Sekil 23’de ki veriler esas alinarak 60.
saatte en yliksek seviyeye cikan peroksit olusumu esnasinda Olgiilen TAA’lar Tablo
16’da sunuldu. Tablo 16 ve Sekil 23’ten goriilebilecegi gibi UFAE’nin ii¢ dozu, troloks
ve askorbik asidin total antioksidan aktivitesi sirasiyla 0.138+0.001, 0.072+0.001,
0.045+0.001, 0.04040.001 ve 0.513+0.002 olarak tespit edilmistir. Tablo 16’ya gore,
kontrolle karsilastirildiginda UFAE’nin {i¢ dozunun sirasiyla %89.1, %94.3, %96.4 ve
pozitif kontroller troloks ve askorbik asit’in ise sirasiyla %96.8 ve %59.5 oraninda
peroksit olusumunu inhibe ettigi tespit edilmistir (p<0.05). Bu sonuglar bize UFAE’ nin
tic dozununda hem UFEE hemde UFSE gibi ¢ok yiiksek antioksidant aktiviteye sahip

oldugu ve doz artisina bagli olarak antioksidant aktiviteninde arttigin1 gostermektedir.

Farkl1 bir antioksidan 6zellik gostergesi olan UFAE’nin indirgeme giicii ise 0.116
+ 0.007 (ort. Abs.) oldugu tespit edilmistir. Bitki ekstrelerinin genellikle antioksidan
ozelliginden icerdikleri fenolik maddeler sorumludur'®'”'. Bu nedenle UFAE
ekstresinin toplam fenolik madde icerigi tespit edilmis ve fenolik madde iceriginin 51.6
+ 0.9 GAE/g liyofilizat’a tekabiil ettigi bulunmustur (Tablo 16). Bu sonu¢ bize
UFAE’nin antioksidan 6zelliginin genellikle i¢erdigi yiiksek fenolik madde iceriginden
kaynaklanabilecegini gostermektedir. UFAE’ nin sahip oldugu fenolik madde miktari
aynen UFEE ve UFSE’ de oldugu gibi ¢ok yliksek bir miktar olarak ortaya ¢ikmakta ve
bu tiiriin her ii¢ ekstraktininda hem antioksidant aktivite yoniinden hemde fenolik icerik

yoniinden ¢ok yiiksek oldugunu gozler 6niine sermektedir.
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Tablo 16. Usnea filipendula’nin aseton ekstresinin (UFAE) total antioksidan
aktivitesinin, indirgeme giiciiniin ve fenolik bilesik miktarinin karsilastirilmasi.

Ornekler Doz Total antioksidan aktivite Indirgeme giicii Fenolik bilesik
Ort. Absorbans % Ort. Absorbans miktari

(mg/ml) (60 saar, 500 nm) Inhibisyon (700 nm) (ing GAE/g

liyofilizat)

UFAE 1 0.138+0.00lc 89.1 0.116 £ 0.007 51.6+0.9
25 0.072+0.001b 943 _ o
5 0.045+0.001a 96.4 — _
C vitamini 1 0.513+0.002d 505 o -
Troloks 1 0.040+0.001a 96.8 . -
Kontrol 1.265+0.003¢ o - —

Sonuglar, paralel {i¢ 6l¢limiin ortalamasi (+standart hata) olarak verilmistir. Ayni harfe
sahip olan degerler Duncan testine gore istatistiksel agidan farksizdir (a0 = 0,05).
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Sekil 23. Usnea filipendula’nin aseton ekstresinin (UFAE), troloks’un ve askorbik asit’in
antioksidan aktiviteleri. Sonuglar, her 12 saatte bir paralel li¢ Ol¢iimiin ortalamasi olarak
verilmistir.
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5. TARTISMA

Bitkisel organizmalar igerisinde incelenen likenlerden antik caglardan beri
morfolojik 6zelliklerine dayanilarak (6rnegin: akcigere benzeyen Lobaria pulmonaria)
o organdaki hastaliklarin tedavisinde yararlanilmaya calisilmis ve tibbi Ozellikleri

itibariyle ~degerlendirilmislerdir'*®'*®.

Fungus (mycobiont) ve alg (phycobiont)
partnerlerinin olusturdugu simbiyotik bitkiler olan likenler, yavas {iremelerinden
kaynaklanan rekabette zayif kalma dezavantajlarini, iirettikleri 6zel maddeler sayesinde

telafi ederler. Ozellikle aromatik yapili sekonder metabolitler, onlarm en giiclii

antagonistik maddelerini olusturmaktadir.

Likenlerde bulunan maddelerin ¢ogu asit ozelligi gdosterdigi i¢in bunlara
karakteristik olarak “liken asitleri” de denilmektedir. Likenlerin kayalar1 pargalama
Ozelligini sentezledikleri bu asitler vasitast ile gergeklestirdiklerine inanilmaktadir.
Likenlerin bu asidik maddeleri %1-5 oraninda, liken ekstrelerinin ise ¢ogu zaman
%25’lere varan oranlarda igermeleri bu maddelerin izolasyonunu kolaylastirmakta,
dolayisiyla da likenlerin bu yoniiyle tohumlu bitkilerden daha fazla 6nem kazanmasina
neden olmaktadir'*>. Cladonia, Evernia, Cetraria, Usnea, Alectoria, Ramalina cinsleri
antibiyotik 0Ozellige sahip asitler yoniinden onemlidir. Bu maddeler gram pozitif

149

koklara, verem basiline ve difteri mikrobuna kars1 etkilidir ™. Likenlerin primer

metabolitleri yalniz algler tarafindan fotosentezle sentezlenmektedir. Likenlere 6zgii

cesitli polisakkaritlerin yani sira ¢esitli aminoasit, amin ve proteinler de likenlerden

150,162

izole edilmis primer metabolitlerdir . Likenler tarafindan sentezlenen alifatik ve

aromatik bilesikler ise sekonder metabolitler olup giinlimiize kadar 300’den fazla
sekonder metobolit saflastirilmis ve yapist spektroskopik yontemlerle aydinlatilarak

karakterize edilmistir' %%,
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Bitki, sebze ve meyve tiiketiminin pek ¢ok hastaligin yami sira kanser ve
kardiovaskiiler hastaliklara da yakalanma riskini azalttigi kaydedilmistir'. Bu 6zelligin
bitki, sebze ve meyvelerde bulunan antioksidan maddelerden kaynaklandigina
inanilmaktadir. Antioksidan maddeler besinlerin korunmasini artirirken depolanmis
besinlerin bozulma siiresini de uzatir. Bu yiizden ¢ok sayida antioksidan madde besin

endiistrisinde kullanilmaktadir’.

Antioksidanlar “‘serbest radikaller” olarak isimlendirilen maddelere karsi etki
gosterir. Bu maddeler bir elektrona ihtiya¢ duyarlar ve bu yiizden de yiiksek derecede
reaktiftirler. Onlar organizmalarda hiicre membranindaki lipitler gibi kritik yapilardan
ve organellerden elektron calabilirler’™ ve boylece elektronunu kaybetmis bilesen
serbest radikal olarak davranacak ve zincirleme bir reaksiyon baglayacaktir. Bunun
devaminda organizmada redoks dengesi bozulacaktir*. Kisaca, reaktif oksijen tiirleri ve

metal iyonlar1 (6rnegin, Fe™)

gibi serbest radikallerin {iretimi organizmanin
antioksidanlari tarafindan engellenmezse “oksidatif stres” olarak isimlendirilen anormal
durum ortaya c¢ikacaktir. Oksidatif stresin hastaliklarin biiyiik bir ¢ogunlugu ile iliskili
oldugu kabul edilmektedir’. Bu patolojik kosullarda yaygm olarak rastlanan bir
mekanizma, polidoymamis yag asitlerinin oksidasyona ugramasi (lipit peroksidasyonu)
dir’. Iste bu gibi patolojik durumlarin ortaya ¢ikmamasi i¢in antioksidanlar (radikal

stiptiriictiler, rediikleyici ajanlar, prooksidant metallerin potansiyel kompleksorleri,

singlet oksijen sondiiriiciileri gibi..) devreye girer ve organizmayi korur’.

Antioksidan potansiyelin etkin belirlenmesinde en dikkat c¢ekici parametrelerden
birisi fenolik maddelerdir’. Fenolik maddelerin ceside bagh olarak antioksidan
kapasiteyi degistirebilmesine ragmen bir ekstraktin toplam fenolik igerigi ekstraktin

antioksidan aktivitesi ile genellikle uyumluluk gdsterir. Bu yilizden pek ¢ok bitki
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ekstraktinin  antioksidan aktivitesinin ekstraktta bulunan fenolik maddelerden
kaynaklandig1 goriisii yaygin olarak kabul edilmistir. Antioksidan maddeler hakkindaki
diger bir gergekte sentetik antioksidanlar hakkindaki kuskulara bagli olarak dogal
antioksidanlarin tercih edildigidir'®. Bugiin insanlar ihtiyaclarii karsilama hususunda
dogal iirlinleri tiiketmek istemektedir. Bu yiizden bitkilerde bulunan antioksidanlar
(dogal antioksidanlar) ¢ok ilgi ¢ekmektedir.

Literatiirde liken ekstrelerinin ve liken metabolitlerinin antioksidan etkilerinin

incelendigi sinirli sayida arastirmaya rastlanmistir®® %447

ve mevcut arastirmalar i¢cinde
bizim aragtirma ekibimiz tarafindan gerceklestirilmis caligmalar’>**>? da 6nemli bir yer

kaplamaktadir.

Bu arastirmada iilkemizde yayilis gosteren likenlerden Evernia divaricata,
Flavocetraria cucullata, Physcia aipolia, Ramalina polymorpha ve Usnea filipendula
isimli tiirler antioksidan aktivite, fenolik bilesik miktarlar1 ve indirgeme yetenekleri
yoniinden arastirildi. Liken 6rneklerinin her bir tiirii i¢in su, etanol ve aseton ekstreleri
literatiire uygun yontemler kullanilarak elde edildi ve her ekstre ayr1 ayr1 deneylere

alinarak degerlendirildi.

Arastirmamizda FEvernia divaricata’nin her li¢ ekstresininde giiclii antioksidan
etkiye sahip oldugu belirlendi. Doza bagli olarak sirasiyla su ekstresi %79.7, 92.7 ve
93.8; etanol ekstresi %88.3, 95.0 ve 97.0; aseton ekstresi 93.5, 95.5 ve 97.9 oraninda
lipit peroksidasyonunu engelledi (Tablo 5, 6, 7 ve Sekil 12, 13, 14). Bu sonuglardan
anlasilacagi tlizere bu tiir yliksek diizeyde antioksidan aktiviteye sahiptir ve bu likenden
elde edilen ekstreler igerisinde antioksidan aktivite su<etanol<aseton seklinde
siralanabilir. Fenolik bilesik miktarlari su, etanol ve aseton ekstrelerinde sirasi ile 34.3 +

0.8, 49.6 £ 0.7 ve 63.7 £ 1.2 olarak tespit edildi (Tablo 5, 6 ve 7). Fenolik bilesik
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miktarlar1 arasindaki iliskide antioksidant aktivitede oldugu gibi su<etanol<aseton
ekstreleri seklinde siralanmaktadir. Diger yandan indirgeme giicii su, etanol ve aseton
ekstreleri i¢in sirasiyla 0.291 + 0.003, 0.170 = 0.002 ve 0.185 = 0.002 olarak

belirlenmistir (Tablo 5, 6 ve 7).

Bu sonuglar bize antioksidan aktivitenin ¢ok oldugu ekstrelerde fenolik
bilesiklerin miktarininda daha fazla oldugunu gdstermektedir. Indirgeme giicii ile ilgili
bulgularimiz igerisinde en dikkat c¢ekici olan1 da, su ekstresindeki sonuglarda
goriilebilir. Nispeten daha diisiik antioksidan aktivitenin tespit edildigi su ekstresinde

belirlenen indirgeme giicii diger ekstrelerden daha yiiksek bulunmustur.

Evernia divaricata ( L. ) Ach., soguk, nemli ve yagish bolgelerde, 6zellikle
agaclarin ince dallarinin asitli kabuklarinda gelisen bir liken tiiriidiir. Ulkemizde Dogu
Anadolu ve Dogu Karadeniz bolgesinde yaygin olarak bulunmaktadir'**. Literatiirlerde
E. divaricata’dan usnik asit ve divaricatic asit isimli iki molekiil bildirilmistir'**'”*>. Bu
likenin icerdigi molekiiller hakkinda ne yazikki fazla bilgiye sahip degiliz. Bu yiizden
literatiirdeki bu boslugun doldurulmasi gerektigini diisliniiyoruz. Diger yandan bu
likenin biyolojik aktiviteleri konusundada literatiirde ¢ok sinirli bilgiye ulasildi. Bu
tiirlin metanol ektresinin antioksidan, antimikrobial ve antiviral aktiviteye sahip oldugu
Aslan ve arkadaslari ile Karagoz ve ark. tarafindan tespit edilmistir'"*°. Bulgularimiz bu

arastirmacilarin bulgular1 vasitasiylada desteklenmektedir.

Arastirmamizda Flavocetraria cucullata’nin her li¢ ekstresi i¢inde oldukea yiiksek
antioksidan aktivite gozlendi. Doza bagli olarak sirastyla su ekstresi %69.9, 85.1 ve
90.2; etanol ekstresi %89.5, 91.1 ve 94.0; aseton ekstresi 86.3, 92.3 ve 96.3 oraninda
antioksidan etki gosterdi (Tablo 2, 3, 4 ve Sekil 9, 10 ve 11). Bu sonuglardan

anlasilacagi tlizere bu tiirde E. divaricata gibi yiiksek diizeyde antioksidan aktiviteye
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sahiptir ve bu likenden elde edilen ekstreler igerisinde de en yiiksek antioksidan aktivite
su<etanol<aseton seklindedir. Fenolik bilesik miktarlar1 su, etanol ve aseton ekstreleri
icin sirast ile 23.4 + 0.64, 32.7 + 0.42 ve 54.5 £+ 1.3 olarak tespit edilmistir (Tablo 2, 3
ve 4). Bu sonuglar bize fenolik bilesik miktarlar1 arasindaki oran ile gozlenen
antioksidan aktivite arasinda giiclii bir korelasyonun oldugunu gdstermektedir. Diger
yandan indirgeme giicii su, etanol ve aseton ekstreleri i¢in sirasiyla 0.225 + 0.002, 0.170

+0.001 ve 0.116 + 0.002 olarak belirlenmistir (Tablo 2, 3 ve 4).

Bu sonuglara gore antioksidan aktivitenin ¢ok oldugu ekstrelerde fenolik
bilesiklerin miktarida daha fazla tespit edilmistir.Bu sonuglar bu tiirlin antioksidan
ozelliginin fenolik maddelerden ileri geldigini agik¢a gdstermektedir. Indirgeme giicii
ile ilgili bulgularimiz dikkate alindiginda ekstreler arasinda antioksidan aktivite ve
fenolik miktarlarinin yiiksek oldugu yerde indirgeme giiciliniin daha diisiik bulunmus
olmast oldukg¢a ilgingtir. En yiiksek indirgeme giicii su>etanol>aseton seklinde
siralanmaktadir. Nispeten daha diisiik antioksidan aktivitenin tespit edildigi F.
cucullata’'nin su ekstresinde belirlenen indirgeme giicii diger ekstrelerden daha yiiksek

bulunmustur.

Flavocetraria cucullata (Bellardi) Kirnefelt & Thell, Ulkemizde genel olarak
Dogu Karadeniz bélgesinde yayilis gostermektedir'®. Literatiirlerde F cucullata’dan
usnik asit, protolikesterinik asit, friedelin, B12 ve C vitaminlerinin mevcut oldugu
bildirilmistir'®'”%. Bu bilesenlerden C vitamininin antioksidan bir vitamin oldugu
bildirilmistir’. Bu likenin ekstrelerinde gézlenen antioksidan aktivitenin bir béliimii bu
molekiilden ileri geliyor olabilir. Bu likenin ig¢erdigi molekiiller hakkinda ne yazik ki

fazla bilgiye sahip degiliz. Bu ylizden literatiirdeki bu boslugun doldurulmasi

gerektigini diisliniiyoruz. Diger yandan bu likenin biyolojik aktiviteleri konusunda da
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literatiirde herhangi bir bilgiye ulasilamadi. Bu liken hakkinda yalniz tek kayit mevcut
olup, bu kayitta F' cucullata nin Alaska ve Kanada’ da Eskimolar tarafindan direkt
yiyecek olarak kullanildigi, balik ve ordek corbalarina tat verici olarak katildigi
kaydedilmistir'®. Mevcut arastirmadan elde edilen bulgular literatiirde yer alan en son
caligmalari teskil edecek ve bu likenin sahip oldugunu bildirdigimiz antioksidan aktivite

ozelligi dikkate alinarak pek ¢ok c¢alismalar baslatilacaktir diye diisiiniiyoruz.

Arastirmamizda Physcia aipolia’nin her {i¢ ekstresi de peroksit olusumunu 6nemli
oranda engelledi. Doza bagl olarak sirasiyla su ekstresi %74.8, 93.4 ve 94.4; etanol
ekstresi %88.2, 92.0 ve 95.0; aseton ekstresi %95.9, 96.4 ve 97.2 oraninda antioksidan
aktivite gosterdi (Tablo 8, 9, 10 ve Sekil 15, 16, 17). Bu sonuglardan anlasilacagi iizere
bu tiirde E. divaricata ve F. cucullata gibi yiiksek diizeyde antioksidan aktiviteye sahip
olup bu likenden elde edilen ekstrelerin antioksidan aktivite siralamasi
su<etanol<aseton seklindedir. Ustelik P. aipolia’nin her ii¢ ekstresinin de ¢ok yiiksek
antioksidan etkiye sahip olan ve bizimde deneylerimizde pozitif standart olarak
kullandigimiz bir molekiil olan troloks’tan daha etkili veya ona yakin diizeyde bir

antioksidan etki gosterdigi belirlendi.

P. aipolia nin su, etanol ve aseton ekstrelerinin fenolik bilesik miktarlar1 sirasi ile
26.4 + 0.2, 35.9 £ 0.5 ve 56.2 £ 1.2 olarak tespit edilmistir (Tablo 8, 9 ve 10). Fenolik
bilesik miktarlar1 arasindaki oran ile antioksidan aktivite arasindaki oran aynidir ve
atioksidan aktivite ile fenolik igerik arasinda c¢ok giiglii bir korelasyon vardir.Bu
sonuglar ekstrelerin antioksidan etkisinin icerdigi fenolik maddelerden ileri geldigini
gostermektedir. Diger yandan indirgeme giicii su, etanol ve aseton ekstreleri igin
strastyla 0.171 £ 0.002, 0.202 + 0.001 ve 0.155 £ 0.002 olarak belirlenmistir (Tablo 8, 9

ve 10).
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Indirgeme giicii ile ilgili bulgularirmz dikkate alindiginda ekstreler arasinda
antioksidan aktivite ve fenolik miktarlarimin yiiksek oldugu yerde indirgeme giiciiniin
daha diisiik bulunmus olmasida diger liken tiirlerinden elde edilen bulgularimizla ayni
paralellikte olup oldukga ilgingtir. En yiiksek indirgeme giicii etanol>su>aseton
seklindedir. Nispeten daha diisiik antioksidan aktivitenin tespit edildigi P. aipolia nin
etanol ekstresinde belirlenen indirgeme giici diger ekstrelerden daha yiiksek
bulunmustur.

Physcia aipolia (Ehrh. ex Humb. ) Fiirnr., Ulkemizde Dogu Anadolu ve Dogu

" Bu liken tiiriiniin icerdigi

Karadeniz bolgesinde yaygin olarak yetismektedir
molekiillerin neler oldugu konusunda literatiirlerde biiyiik bosluk olup, yalnizca
atranorin isimli bir metabolit kaydedilmistir'®. Son zamanlarda yapilan arastirmalarda
bu tlriin su ekstraktlarinin bazi bakterilere karsi etkili oldugu belirlenmistir™>**. Bu
liken tiirlinlin su, etanol ve aseton ekstrelerinin yiiksek antioksidan aktiviteye sahip
olduguna dair bizim bulgularimiz literatiirlerde ilk defa yer alacak olup, bu tiirle ilgili
ileri ki zamanlarda yapilacak olan biyolojik aktivite caligmalarinda genis Olcilide
degerlendirilebilme olanaklar1 saglayacaktir. Zira bizim arastirma ekibimizin ileride

yapacagl anti-enflamatuar ve anti-lilserojenik etkili ekstre ve molekiillerle ilgili

calismalarda da bu liken 6ncelikli olarak arastirilacak tiirler arasina alinmstir.

Arastirmamizda Ramalina polymorpha’nin su ekstresinde F. cucullata, E.
divaricata ve P. aipolia’nin aksine daha diisiik antioksidan aktivite belirlendi. R.
polymorpha 'nin su ekstresinde doza bagli olarak sirastyla %25.3, 38.1 ve 61.0 oraninda
antioksidan aktivite belirlenirken dozlar igerisinde yalnizca 5 mg/ml’lik dozda orta
diizeyde aktivite gozlendi. Diger yandan aseton ve etanol ekstrelerinin su ekstresine

gore daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir. Doza bagli olarak sirasiyla
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etanol ekstresinde %79.9, 86.3 ve 95.0; aseton ekstresinde %54.4, 77.7 ve 88.4 oraninda
antioksidan aktivite belirlendi (Tablo 11, 12, 13 ve Sekil 18, 19, 20). Bu sonuglardan
anlasilacag iizere bu tiirlin aseton ekstresi ve nispetende etanol ekstresi F. cucullata, E.
divaricata ve P. aipolia gibi yiiksek diizeyde antioksidan aktiviteye sahipken su ekstresi
diisiik antioksidan aktivite gostermistir. R. polymorphanin su, etanol ve aseton
ekstresinin fenolik bilesik miktarlar1 siras1 ile 17.0 + 0.3, 25.6 £ 0.2 ve 46.2 &+ 0.9 olarak
tespit edilmistir (Tablo 11, 12 ve 13). Fenolik bilesik miktarlar1 arasindaki oranda ayni
antioksidan aktivitede oldugu gibi su<etanol<aseton ekstreleri seklindedir. Bu tiir diger
tiirlere gére daha az fenolik madde igerigine sahiptir. Bu tiiriin diger tlirlere gore
nispeten daha diisiik antioksidan etki gostermesi diisiik fenolik igerigine atfedilebilir.
Diger yandan indirgeme giicii su, etanol ve aseton ekstreleri i¢in sirasiyla 0.159 + 0.002,

0.154 + 0.006 ve 0.122 + 0.002 olarak belirlenmistir (Tablo 11, 12 ve 13).

Indirgeme giicii ile ilgili bulgularimiz dikkate alindiginda ekstreler arasinda
antioksidan aktivite ve fenolik miktarlarimin yiiksek oldugu yerde indirgeme giiciiniin
daha diisiik bulunmus olmasida diger liken tiirlerinden elde edilen bulgularimizla ayni
paralellikte olup oldukga ilgingtir. Indirgeme giicii su> etanol>aseton seklindedir. Daha
diisiik antioksidan aktivitenin tespit edildigi R. polymorpha’nin su ekstresinde
belirlenen indirgeme giicii diger ekstrelerden daha ytiksek bulunmustur.

Ramalina polymorpha (Lilj.) Ach., Besince zengin kayalar iizerinde bulunur.

144

Ozellikle kus tiineklerinin veya yuvalarinin alt kisminda gelisir **. Bu likende diger

arastirdigimiz liken tiirleri gibi fazla arastirilmamistir ve literatiir kayitlar1 oldukca
siirhidir. Bu likenle ilgili olarak literatiirde usnik asit, arabitol, mannitol ve ramalinik

27,163,172

asit isimli molekiillerin mevcut oldugu kaydedilmistir . Bu tlirin metanol

ektresinin antioksidan, antimikrobial ve antiviral aktiviteye sahip oldugu Giilliice ve
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arkadaslari ile Karagdz ve ark. tarafindan tespit edilmistir' "**. Diger yandan bu tiirden
izole edilen usnik asidin antimikrobial aktiviteye sahip oldugu da literatiirlerde
kayitlidir”’. Arastirmamizda bu liken tiiriiniin su ekstrelerinde yalnizca yiiksek dozda
orta diizeyde antioksidant aktivite belirledigimizi, diger yandan literatiirlerde usnik

asidin aseton ekstrelerinden izole edilebileceg‘gi27’173

kaydedilmis ve bizim
deneylerimizde de aseton ekstresinde yliksek antioksidan aktivite gézlenmisti. Bu tiiriin
antioksidan aktivitesi icerdigi usnik asitten ileri gelebilir. Zira usnik aside, arastirma
ekibimizin mubhtelif izolasyon c¢alismalarinda da goézledigi iizere, liken ekstrelerinin
hemen tiimiinde (su, etnol, metanol, eter, kloroform, aseton...v.s.) 6zellikle kloroform

ve aseton ekstrelerinde rastlanmaktadir.Bu bilgiler bu tiiriin antioksidan etkisinin

agirlikl olarak usnik asitten ileri geldigini dogrulamaktadir.

Arastirmamizda Usnea filipendula’nin her ii¢ ekstresi i¢in de yiiksek antioksidan
aktivite belirlendi. Doza bagl olarak sirasiyla su ekstresi %41.8, 70.9 ve 83.3; etanol
ekstresi %90.2, 92.7 ve 94.0; aseton ekstresi %89.1, 94.3 ve 96.4 oraninda antioksidan
aktivite gosterdi (Tablo 14, 15, 16 ve Sekil 21, 22, 23). Bu sonuglardan anlasilacagi
tizere U. filipendul’nin her {i¢ ekstresi de yiiksek diizeyde antioksidan aktiviteye sahiptir
ve ekstreler antioksidan aktivite siralamasi su<etanol<aseton seklindedir. Ustelik U.
filipendula’nin etanol ve su ekstreleri ¢cok yiiksek antioksidan etkiye sahip olan ve
bizimde deneylerimizde pozitif standart olarak kullandigimiz bir molekiil olan troloks

kadar veya ona yakin diizeyde bir antioksidan aktiviteye sahip oldugu gozlenmistir.

U. filipendula’nin su, etanol ve aseton ekstrelerinin fenolik bilesik miktarlar1 sirasi
ile 18.6 £ 0.2, 34.5 £ 0.1 ve 51.6 £ 0.9 olarak tespit edilmis olup diger tiirlerde oldugu
gibi en yiiksek fenolik igerik aseton ekstresindedir. Fenolik igerikte oldugu gibi

antioksidan aktivitede de en gii¢lii aktivite aseton ekstresindedir. Bdylece bu tiiriin de
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antioksidan aktivitesi fenolik maddelerden ileri gelmektedir (Tablo 14, 15 ve 16). Diger
yandan indirgeme giicii su, etanol ve aseton ekstreleri i¢in sirasiyla 0.187 + 0.003, 0.167

+ 0.001 ve 0.116 + 0.007 olarak belirlenmistir (Tablo 14, 15 ve 16).

Indirgeme giicii ile ilgili bulgularimz dikkate alindiginda ekstreler arasinda
antioksidan aktivite ve fenolik miktarlarimin yiiksek oldugu yerde indirgeme giiciiniin
daha diisiik bulunmus olmasida diger liken tiirlerinden elde edilen bulgularimizla ayni
paralellikte olup olduk¢a ilgingtir. Indirgeme giicii su>etanol>aseton seklinde
siralanmakta olup daha diisiik antioksidan aktivitenin tespit edildigi U. filipendula nin

su ekstresinde indirgeme giicii diger ekstrelerden daha yiiksek bulunmustur.

Usnea filipendula Aggr., Ulkemizde genel olarak Dogu Karadeniz bolgesinde
yaygin olarak gelismektedir'®. Usnea genusu adii yapisinda bulunan usnik asitten
almakta ve bu gruptaki likenler simiflandirilirken usnik asidin mevcudiyeti dikkate
alimir. Bu baglamda U. filipendula'nin yapisindada usnik asit mevcuttur' "2 Usnea
filipendula’nin aseton ekstresinde sar1 ignemsi seklinde bir madde kristallenerek
ayrilmistir.  Bu maddenin NMR spektroskopisi ile yapist usnik asit olarak
aydinlatilmistir ve aseton ekstresi major olarak bu maddeyi igermektedir. Boylece U.
Filipendula nin antioksidan etkisi 0Ozellikle aseton ekstresinin usnik asitten ileri
gelmektedir. Arastirma materyali olarak lizerinde ¢alistigimiz bu liken tiiri hakkinda da
literatiirlerde fazla bilgiye sahip degiliz. Bulgularimiza gore bu liken tiiriide ¢ok yiiksek
diizeyde antioksidan aktiviteye sahiptir. Giiniimiizde bilim adamlari ¢ok yogun bir
sekilde antioksidan etkili bitkiler lizerinde arastirma yapmaktadir. Fakat likenler ayr1 bir
grup olarak ¢ok az aragtirma yapilan bir bitki grubudur. Bizim bu arastirmayi tasarlayip
yapmamizdaki temel nedende zaten az arastirilmis olan bir bitki grubunu hem Ulkemize

hemde Diinya’ya antioksidan 0Ozellikleri agisindan tanitmaktir. Bu arastirmanin
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yayinlanmasin1 miiteakip cok sayida bilim adami likenlerin biyolojik aktivitelerinin
arastirilmasinda mevcut ¢alismanin datalarin1 dikkate alacaklardir diye diisiinliyoruz. Bu
tiir Rusya bolgesinde halk tarafindan belirli kumaslarin boyanmasinda boya kaynagi
olarak ve yaralarin tedavisinde kullamlmaktadir'®. Bu likenin biyolojik etkilerinin

arastirilmasinda bu nokta referans olarak degerlendirilebilir.

Bitki ekstrelerindeki yiiksek antioksidatif etki, elbette ekstrenin igerdigi
antioksidatif o6zellikteki molekiillerden ileri gelmektedir. Antioksidan bilesikler,
antioksidatif etkinliklerini degisik mekanizmalarla (gecis metallerini baglayabilirler,
peroksitleri parcalayabilirler, hidrojen koparilmasin1 engelleyebilirler, molekiillerin
radikal 6zelliklerini ortadan kaldirabilirler.. v.s.) ortaya koyabilirler'’*. Bir ekstrenin
antioksidan aktivitesini ¢cok degisik faktorlerin etkileyebilmesi, antioksidan aktivitenin
ana kaynaginin ve diger faktorlerin katkisinin tespitini zorlastirmaktadir. Ana etkenin ne
oldugunun tespiti i¢in ekstredeki her bir bilesik hakkinda ¢ok sayida veriye (indirgeme
giicii, serbest metal baglayabilme, radikal giderebilme, peroksit giderebilme, siiperoksit
giderebilme yetenekleri) ihtiyag¢ vardir. Bu amagla toplam fenolik bilesiklerin miktar1 ve
indirgeme gii¢lerinin tespit edilmesi antioksidan aktivitenin kaynagi hakkinda bize bilgi

verecektir.

Antioksidan potansiyelin etkin belirlenmesinde en dikkat c¢ekici parametrelerden
birisi fenolik maddelerdir’. Fenolik maddelerin ceside bagh olarak antioksidan
kapasiteyi degistirebilmesine ragmen bir ekstrenin toplam fenolik igerigi ekstrenin
antioksidan aktivitesi ile genellikle uyumluluk gosterir*”’. Bu yiizden pek ¢ok bitki
ekstresinin  antioksidan  aktivitesinin ekstrede bulunan fenolik maddelerden

kaynaklandig1 goriisli yaygin olarak kabul edilmistir.
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Bizim bulgularimiz da bu verilerle tam bir uyum igerisindedir. Nitekim
deneylerimizde yiiksek antioksidan aktivite belirledigimiz ekstrelerdeki fenolik madde
igceriklerinin de digerlerinden daha yiiksek oldugunu tespit ettik. Bizim bulgularimiz

literatiirlerdeki genel kabulii dogrulamaktadir.

Indirgeme giicii bir bilesigin antioksidan aktivite sergilemesinde onemli bir etken
olabilir'”®. Bizim deneylerimizde antioksidan aktivitenin yiiksek oldugu ekstrelerde
indirgeme giiciiniin daha diisiik oldugunu goézlendi. Yiiksek antioksidan aktiviteye sahip
olan ekstrelerin indirgeme giiciiniin diisiik olabilecegi literatiirlerde kaydedilmistir'’®'"".
Bunun nedeni serbest demir iyonlarinin eser miktarda var oldugu sistemlerde Fenton
reaksiyonu ile oksidasyonun net hizinin artmasidir. Indirgeme giiciiniin yiiksek oldugu
maddeler bdyle bir sistemde Fe™’ii Fe™’ye indirgeyerek oksidasyonun daha da
hizlanmasina sebep olabilir. Likenlerde de demir iyonlariin eser seviyede mevcut
olmas1 indirgeme giiciliniin yiiksek olmasina neden olmus ve antioksidan aktivitenin
daha az tespit edilmesine neden olmus olabilir veya bunun tersi durumda indirgeme
giicii diisik olup antioksidant aktivite daha yiiksek belirlenmis olabilir'’®. Nitekim
antioksidan aktivite ile indirgeme giicii arasinda bir iliski oldugu da literatiirlerde rapor

edilmigtir®>*!".

Antioksidan aktivitenin diisiik oldugu ekstrelerdeki bilesiklerin antioksidant
aktivitelerinin de diisiik olacagini sdylemek miimkiin degildir. Ekstrelerde oksidasyonu
hizlandirict maddelerin var olmasi, bu maddelerin aralarindaki sinegostik ve
enfogonistik etkilesim antioksidan etkiyi etkileyebilir. Belki de bu sebeple fenolik
bilesik miktar1 ve indirgeme giicii yiiksek olan ekstrelerde diisiik antioksidan aktivite
gozlemlemekteyiz. Ayrica ekstrelerin yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olmasi

onlardaki bilesiklerinde yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olacagini gostermez.
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Ekstrenin yiiksek antioksidan aktivitesi, ondaki birden fazla maddenin sinerjistik
ve/veya antagonistik etkisinden dolay1 olabilir ve bilesiklerin ayr1 ayri antioksidant

aktiviteleri belirlendiginde ayni aktivite elde edilemeyebilir.

Sonug olarak bu ¢caligmada asagida siralanan sonuglara ulasildi:

1. Ulkemizde yayilis gosteren likenlerden Evernia divaricata, Flavocetraria
cucullata, Physcia aipolia, Ramalina polymorpha ve Usnae filipendula isimli tiirler
antioksidant aktivite, fenolik bilesik miktarlar1 ve indirgeme yetenekleri yoniinden

arastirildi.

2. Liken orneklerinin her bir tiirii i¢in su, etanol ve aseton ekstreleri literatiire
uygun yontemler kullanilarak elde edildi ve her ekstre ayri ayri deneylere alinarak

degerlendirildi.

3. Liken orneklerinden elde edilen ekstrelerin tiimiiniin ¢ok yiliksek diizeyde
antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirlendi. Ekstreler igerisinde yalnizca Ramalina

polymorpha’nin su ekstresi orta diizeyde aktiviteye sahipti.

4. Ekstrelerde toplam fenolik bilesiklerin miktar1 antioksidan aktivite ile paralel
olarak artmaktaydi. Indirgeme giicleri ise fenolik bilesiklerin miktari tersine antioksidan

aktivitenin yliksekligine bagl olarak daha diisiik diizeydeydi.

5. Bu arastirmada deney materyali olarak kullanilan liken tiirlerinin tiimiiniin
antioksidan potansiyele sahip oldugu ve biyolojik aktivite calismalarinda Oncelikli

olarak degerlendirilebilecekleri kanaatine varildu.
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