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Yasadigimiz ¢agin en blylk problemlerinden biri ozon tabakasindaki
delinme sonucu artan deri kanseri vakalari gibi goziikmektedir. Deri kanseri agik
tenli popllasyonlarda en sik rastlanan kanser tipidir. Bu nedenle, UV-B isinlarina
karsi dogal ve sentetik koruyucu faktorlerin kesfi ve sentezi 6nem arz etmektedir.

Bu tez calismasinda, UV-B isinlarini absorbe etme potansiyeline sahip olan
(-)- usnik asit, atranorin, giroforik asit ve vulpinik asit gibi liken asitlerinin, insan
keratinosit hiicrelerini (HaCaT), 2,5 J/cm? UV-B 1Isinina karsi koruyucu aktiviteleri
MTT, LDH, ROS testleri ve DAPI, TRITC-phalloidin boyama yontemleri gibi in vitro
yontemlerle arastirilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda, sirasiyla vulpinik asit,
giroforik asit, atranorin ve (-)- usnik asit HaCaT hicrelerini UV-B isinlarina karsi

koruyucu oOzellikte bilesikler olarak tanimlanmustir.

Anahtar Kelimeler: Liken asitleri, UV-B, MTT, LDH, ROS, DAPI, aktin filament
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ABSTRACT

Master of Science Thesis

INVESTIGATION OF PROTECTIVE EFFECT OF LICHEN ACIDS AGAINST
ULTRAVIYOLET RAYS

Mehmet VAROL

Anadolu University
Graduate School of Science

Biology Program

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ayse Tansu KOPARAL
2013, 94 pages

One of the biggest problems of our era seems to be the increasing
incidence of skin cancer as a result of perforation in the ozone layer. Skin cancer
is the most common type of cancer in fair-skinned populations. Therefore,
discovery and synthesis of natural and synthetic protection factors against UV-B
rays are important.

In this thesis study, the protective activities to human keratinocyte cells
(HaCaT) against 2,5 J/cm2 UV-B radiation of the lichen acids such as (-)- usnic
acid, atranorin, gyrophoric acid and vulpinic acid compounds which have
potential to absorb UV-B rays were investigated by in vitro methods such as MTT,
LDH, ROS assays and DAPI, TRITC-phalloidin staining methods. As a result of the
studies, respectively vulpinic acid, gyrophoric acid, atranorin, (-)- usnic acid were

defined as capable of protecting HaCaT cells against UV-B radiations.

Keywords: Lichen acids, UV-B, MTT, LDH, ROS, DAPI, actin filament
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1. GIRiS
1.1. Likenler

Gunlimize kadar yasayabilen en uzun 6mirli ve yash organizmalar
arasinda ilk siralarda yer alan likenlerin olusumunun, yaklasik 400 milyon vyil
oncesine, paleozoik zamanin erken devoniyen donemine denk geldigi bilinmekte
ve liken benzeri ortak yasam bigimlerinin olusumunun 600 milyon yil dncesine
kadar dayandigi fosil kayitlar ile kanitlanmaktadir (Chen ve ark. 2000; Yuan ve
ark. 2005). Bu uzun yasam donemine karsi Ustiin adaptasyon saglayarak
glinimize kadar varlklarini sirdiirmelerine ragmen, diger bitki gruplarina gore

az ¢alisilmis olmalari ilgingtir (Miller 2001; Podterob 2008).

Liken kelimesi yaklasik iki bin yil énce botanik biliminin babasi sayilan
Theophrastus tarafindan agac¢ kabuklari Uzerinde vyetisen tanimlanmamis
organizmalar i¢in kullanilarak literatlire sokulmustur. On dokuzuncu ylizyila kadar
tek bir organizma oldugu distnilen likenler, Schwender ve Trebox’ un yaptigl
calismalarla, mantarlar ve alglerin birleserek olusturdugu, morfolojik ve fizyolojik
bir bittnlik icinde olan, ortak yasamh (simbiyotik) bitkisel organizmalar olarak
belirlenmistir (Aprile ve ark. 2001). Bununla birlikte; bircok arastirmaci, likenlerin
olusturdugu simbiyotik birliktelikte mantarlarin daha baskin {iye oldugu
dislincesindedir. Bu nedenle, likenler 1983 yilindan glinimiize mantarlarin bir
yasam formu seklinde siniflandirilmakta ve likenler isimlendirilirken mantarlarin

isimlerinden yararlanilmaktadir (Boustie ve Grube 2005; Molnar ve Farkas 2010).

Simbiyotik organizmalar olan likenler; mikobiyont ortak olarak
isimlendirilen funguslar ve fotobiyont ortak olarak isimlendirilen fotosentetik
siyanobakteriler (mavi-yesil alg) veya alglerden olusmaktadirlar. Mikobiyont olan
funguslar; Ascomycotina (Likenlerin yaklasik %98’lik kismi), Basidiomycotina,
Deuteromycotina ve Mastigomycotina alt subelerinden olusmaktadir. Fotobiyont
olan prokaryotik siyanobakteriler; Nostoc, Gleocapsa, Scytonema, Stigonema,

Chroococus, Hyella, Calothrix ve Dichotrix cinslerinden olusmaktadir.



IVERSITESI

@) ANADOLU UN

Fotobiyont olan algler ise Chlorophyta, Xanthophyta ve Phaeophyta subelerinden
olusmaktadir (Miller 2001; Gilbert 2004; Boustie ve Grube 2005; Podterob 2008;
Purvis ve Pawlik-Skowronska 2008). Simbiyotik yasam bicimine adapte olmus
liken birlikteliklerinin tamami g6z énilinde bulunduruldugunda; bu birlikteliklerin
%80’i okaryotik tek hiicreli yesil alglerin, %10’u ipliksi yesil alglerin, diger %10’luk
kismi ise prokaryotik siyanobakterilerin fotobiyont ortak goérevi Uslenmesi ile

meydana gelmektedir (Richardson 1999).

Likenler; govde (tallus) yapilarina goére heteromerik veya homeomerik
olarak ikiye ayrilmaktadirlar. Mikobiyont ve fotobiyont ortaklar farkh oranlarda
birleserek bir birliktelik olusturabilirler. Eger simbiyotik ortaklarin dagilimi
birbirine esit ise basit bir yapi gosteren homeomerik liken, heterojen bir dagilim
varsa heteromerik liken adini almaktadirlar (Sekil 1.1.). Heteromerik likenler
homeomerik olanlara goére daha karmasik bir yapiya sahiptirler ve farkh
katmanlar gézlemlenmektedir. Bu katmanlar Ust korteks (lst koruyucu katman),
algal katman (fotobiyont katman), medulla (6z bolgesi), alt korteks (alt koruyucu
katman) ve rizina (kok benzeri uzanti) olarak siralanmaktadir (Sekil 1.2.). Likenler
bu farkl oranlarda olusturduklari birliktelikler sayesinde farkli yasam kosullarina

uygun sekilde yapilasma sergileyebilmektedirler (Aprile ve ark. 2001; Jézwiak ve

Jozwiak 2009) .

Sekil 1.1. Tallus yapisi (TEM); (A), homeomerik tallus; (B), heteromerik tallus (Aprile ve ark. 2001)
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Sekil 1.2. Heteromerik bir likenin; (A) diyagrami (B) stereo mikroskobik kesiti
(Purvis ve Pawlik-Skowronska 2008; Molnar ve Farkas 2010)

Toprak, kaya ve agac kabuklari gibi farkli ortamlar Gzerinde gelisebilen
likenler karasal habitatlar arasinda en erken kolonilesebilmis ve simbiyotik yasam
ortakhgr kurabilmis organizmalardir, simbiyotik ortaklar kendi aralarinda bazi
fizyolojik is bolimlerine sahiptirler. Genel olarak; liken birlikteligini olusturan
mikobiyont lye, fotobiyont ortak icin mineral, su ve karbon kaynagi saglarken,
fotobiyont Gye klorofil pigmenti sayesinde fotosentez yaparak mikobiyont ortak
icin besin kaynagini olusturmaktadir. Tim dinya ylizeyinin %8’ini 6rten likenler,
bu simbiyotik ortaklik sayesinde bitkiler igcin ekstrem olan ¢ok kuru ya da gok
soguk ortamlara ve besinin disik oldugu alanlara adaptasyon saglamislardir
(Chen ve ark. 2000; Cocchietto ve ark. 2002; Valencia-Islas ve ark. 2007; Chooi ve
ark. 2008; Valarmathi ve ark. 2009; Nybakken ve ark. 2010).

Besin zincirinin 6nemli aktorleri olarak goérev alan likenler arktik ve
antarktik tundra alanlarinda baskin olarak yayilis gostermekte, bitki ekolojisinde
ve karbon(C), azot (N), fosfor (P) gibi elementlerin dongisiinde kilit rol

oynamaktadirlar (Purvis ve Pawlik-Skowronska 2008).
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Ozellikle siyanobakterilerin ortakliginda kurulan liken birliktelikleri
mineral dongusu icin dnemli aktorlerdir, ekolojik denge lzerine bu kadar etkili
organizmalar olmalarina ragmen likenler yilda birka¢ milimetreden birkag
santimetreye kadar blylme gosterebilirler, hizh buylyenleri ise biokitlelerini

%20-40 arttirabilirler (Dobson 2005).

Nispeten yavas Ureyen ve genelde kiigiik boyutlu organizmalar olan
likenler yaklasik olarak 18.500 farkli tiire sahiptir ve bu sayl glinden giine yeni
turlerin tanimlanmasiyla artmaktadir, lkemizdeki liken florasi ise heniz yeni
calisiimaya baslanmistir (Boustie ve Grube 2005; Halici ve ark. 2010). Likenlerin
yavas Uremelerine ragmen ¢ok sayida tire sahip olmalarinin nedeni Urettikleri
kimyasal bilesiklerin gesitliligi ve bu bilesiklerin aktiviteleriyle iligkilidir. Likenlerin
Urettikleri yaklasik olarak 1050 farkli metabolit tanimlanmistir (Miller 2001;
Boustie ve Grube 2005; Stocker-Worgotter 2008).

Likenler olagantsti farkhlik sergileyen metabolitlerini sentezlerken
sikimik asit yolagi, mevalonik asit yolagi ve asetil-polimalonil yolagi gibi farkl
sentez yolaklari izleyebilmektedir (Sekil 1.3.), (Molnar ve Farkas 2011; Stocker-
Worgotter 2008)

Likenlerin Urettikleri bilesikler, primer ve sekonder bilesikler olarak iki
kisma ayrilmaktadir. Yapisal olarak diger bitkilerin Grettikleri bilesiklere benzer
Ozelliklere sahip olan primer metabolitler; protein, lipit, karbonhidrat ve diger
organik bilesikler gibi hiicre metabolizmasinda, yapisal fonksiyonlara ve rollere
sahiptirler. Primer metabolitler, simbiyotik ortaklarin herhangi biri tarafindan ya
da ortaklasa olarak sentezlenebilmektedir (Tirk ve ark. 2003). Sekonder
metabolitlerin gorevleri ise henliz tam olarak netlesmemistir; ancak cesitli
koruyucu gorevler Ustlendikleri ve fotosenteze dahil olabildikleri bilinmektedir.
Likenlerin Urettikleri 250 den fazla sekonder metabolitin yapisi aydinlatilmis ve
bunlardan 75 tanesinin likenlere 6zgli oldugu tespit edilmistir (Mduller 2001;

Podterob 2008; Stocker-Worgotter 2008).
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Likenler tarafindan sentezlenen sekonder metabolitlerin genelinin asidik
Ozelliklere sahip olmalari nedeniyle, sekonder metabolitler karakteristik olarak
“liken asitleri” olarak anilmaktadirlar ancak, bu metabolitler siniflandirilirken
kimyasal yapilarina ya da ozelliklerine gore siniflandirilirlar (Sekil 1.3.), (Muller

2001; Molnar ve Farkas 2011).

Farkli kimyasal 6zelliklere, yapilara ve cesitlilige sahip olmalari nedeniyle

liken asitleri; antik Misir zamanindan glinimiize boya malzemesi olarak, kozmetik

amaclarla ve geleneksel tedavi araclari olarak kullaniimaktadir, hatta giinimizde

bazi Asya Ulkelerinde tedavi amach kullanimi devam etmektedir (Boustie ve

IVERSITESI

Grube 2005). Yapilan cahsmalar liken asitlerinin; antimikrobial, antiviral,
antiprotozoal, antipiretik, antitiimoral, antiproliferatif, antienflamatuar,
fotoprotektif, analjezik ve enzim inhibe edici aktiviteler gibi 6nemli biyolojik ve
farmakolojik o6zelliklere sahip olduklarini gostermistir (Koparal ve ark. 2006;

Valarmathi ve ark. 2009; Koparal ve ark. 2010; Molnar ve Farkas 2010).
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1.2. Liken Asitlerinin Biyolojik Aktiviteleri

Likenlerden izole edilen sekonder metabolitler; genis kimyasal cesitlilige
sahip olmalariyla ve farkli biyoaktiviteleri nedeniyle, asirlardir degisik kullanim
alanlarina girme imkani bulmuslardir. Bu nedenle likenlerden izole edilen
asitlerin miktarini artirmak amaciyla gesitli ¢alismalar yapilmaktadir (Chooi ve
ark. 2008); ancak yaygin ticari kullanim sadece usnik asit i¢in yapilmaktadir.
Bununla birlikte, likenlerin geleneksel kullanimi 6zellikle Asya Ulkelerinde devam
etmekteyken, liken asitlerinin genis fayda yelpazesine sahip olmalari ve
yenilerinin kesfedilmesiyle  ticari kullanima sunumlarinin artacagi
disunidlmektedir (Boustie ve Grube 2005). Liken asitlerinin biyolojik aktiviteleri

farkli kategorilere ayrilarak incelenebilmektedir.
1.2.1. Allelopatik aktiviteler

Allelopati; bitki, alg, bakteri ve mantarlar tarafindan sentezlenebilen
sekonder metabolitlerin herhangi bir biyolojik sistemin bliyimesini ve gelismesini
engelleyici slre¢ olarak tanimlanmaktadir. Allelopatide amag; diger
organizmalarin gelisimini engelleyerek kendine daha fazla gelisim alani
saglayabilmek veya daha fazla kaynaga tek basina ulasabilmek olarak basitce tarif

edilebilmektedir (Macias ve Molinillo 2007).

Bazi liken asitleri de allelopatik aktiviteye sahiptirler ve bu asitler
allelopatik asitler veya allelokimyasallar olarak anilmaktadirlar (Macias ve
Molinillo 2007; Molnar ve Farkas 2010; Molnar ve Farkas 2011). Allelokimyasallar
diger organizmalarin fotosentez mekanizmalari, solunum ve transpirasyon
mekanizmalari, protein ve niikleik asit sentezleri, hiicre zari gegirgenligi ve iyon
transferi Uzerine etkili olabilmektedirler (Macias ve Molinillo 2007; Molnar ve
Farkas 2010). Liken asitlerinin allelopatik etkileri Gzerine yapilan calismalar;
vulpinik ve evernik asitlerin, Caloplaca citrina ve Graphis scripta askosporlarinin
cimlenmesini inhibe ettikleri, ancak stiktik asidin etkilemedigi; 4-O-metil evernik
ve squamatik asitlerin ise bazi yosun sporlarinin gelisimini durdurdugu

belirlenmistir.
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Ayrica, Cladonia cristatella’ nin sporlarinin ¢gimlenmesi, evernik ve stiktik
asit tarafindan engellenmektedir. Atranorin ise Caloplaca citrina sporlarinin
cimlenmesini tamamen engellemektedir. Birgok liken tlrinin gelisim ylzeyi, 151k,
su ve besin eldesi amaciyla allelopatik etkilere sahip olduklari bilinmekte, fakat
hangi sekonder bilesiklerin etkili oldugu ve tam etki mekanizmalari heniiz

bilinmemektedir (Armstrong ve Welch 2007; Molnar ve Farkas 2010).
1.2.2. Metal dengesi ve kirlilige tolerans lizerine aktiviteler

Agir metaller ve hava kirliligi gibi faktorler bitki ve mantarlarin gelisimini
etkilemektedir. Likenler ise gelisimlerini devam ettirebilmek icin sekonder
metabolitler araciligiyla bir savunma sistemi olusturmus ve yasamlarini agir
kosullar altinda devam ettirebilmektedirler (Boustie ve Grube 2005; Purvis ve
Pawlik-Skowronska 2008; Jozwiak ve Jozwiak 2009; Molnar ve Farkas 2010).
Liken sekonder metabolitleri agir metal birikimine karsi hassastirlar ve bu
hassasiyet tlire 6zglidir (Molnar ve Farkas 2010). Yapilan ¢alismalar gostermistir
ki; Hypogymnia physodes’den izole edilen sekonder metabolitlerden; atranorin,
fisodik asit, fisodalik asit ve protosetrarik asidin, liken hiicre zarindan Na®, Ca+2,
Mg*?, Cu*? ve Mn*? iyonlarinin absorbsiyonunu engelledigi Fe** iyonunun ise
absorbsiyonunu arttirdig gézlemlenmistir (Molnar ve Farkas 2010). Ayrica;
krom, fosfor ve silfir igerikli bilesikler sentezleyen bitkilerin yakininda bulunan
likenlerde atranorin, fisodik asit ve hidroksifisodik asidin miktarinin azaldigi tespit
edilmistir (Molnar ve Farkas 2010; Molnar ve Farkas 2011). Dibenzofuran usnik
asit ve divarikatik asitin ise hiicreler arasi Cu** ve Mn*? iyonlarinin seviyesini
arttirdiklari tespit edilmistir (Hauck ve ark. 2009). Elde edilen bilgiler gostermistir
ki; liken asitleri metal dengesini saglamakta da gorevlidirler ( Boustie ve Grube
2005; Purvis ve Pawlik-Skowronska 2008; Hauck ve ark. 2009; Molnar ve Farkas
2010; Kovacik ve ark. 2011;). Bunlarin disinda, likenler yilizeylerinde veya
hiicrelerinde biriktirdikleri; agir metaller, radyonuklidler, polintkleer aromatik
hidrokarbonlar (PAH) ve poliklorlu biyofeniller (PCB) ile biyoindikator olarak

kullanilabilmektedirler (Aprile ve ark. 2001; Jézwiak ve Jézwiak 2009).
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1.2.3. Antiherbivor ve insektisidal aktiviteler

Likenlerin besin iceriklerinin az olmasi nedeniyle herbivor veya insektler
tarafindan beslenme amaciyla kullanimlarina az rastlanmakla birlikte sahip
olduklari sekonder bilesiklerin bir savunma sistemi olarak gérev gordigi tespit

edilmistir (Molnar ve Farkas 2010).

Yapilan c¢alismalar gostermistir ki; Spodoptera littoralis tlrlnin
polyphagous larvalarina karsi (+) — ve (-) — usnik asit bilesikleri, akut toksik ve
beslenmeyi engelleyici etkiye sahiptir (Molnar ve Farkas 2011). Ayrica; Cetin ve
arkadaglarinin 2012 yilinda yaptigi calismaya gore (+) — usnik asit, vulpinik asit,
giroforik asit, 3-hidroksifisodik asit ve atranorin bilesikleri Culiseta

longiareolata’nin larvalarina karsi larvasidal aktiviteye sahiptir.

Likenlerin antiherbivor ve insektisidal aktiviteye sahip olmalarinin 6nemi
ise bitkilerden izole edilen bilesiklerin, sentetik kimyasallara gére ¢ok daha az
etkili olmalari nedeniyledir. Sentetik kimyasallar dogada geri donlisiimi olmayan
bozulmalara neden olurken dogal kimyasallar bu durumun ©6nine
gecebilmektedir. Dolayisiyla likenlerden elde edilen sekonder bilesiklerin gelecek
vadeden birer insektisidal ve antiherbivor 0Ozellige sahip olmalari biyolojik
anlamda 6nem arz etmektedir (Guo ve ark. 2008; Molnar ve Farkas 2010; Molnar

ve Farkas 2011; Cetin ve ark. 2012).
1.2.4. Antimikrobiyal aktivite

Mikroorganizmalarin farmakolojik ajanlara karsi direng gelistirmeleri
nedeniyle antimikrobiyal ajanlarin dGnemi her gegen giin artmaktadir. Likenlerden
izole edilen sekonder metabolitlerin blyuk bir kismi belki de ekolojik rekabet icin
onemli olan allelopatik o6zellikleri nedeniyle fungus, bakteri ve diger
mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etkilere sahiptirler (Lauterwein ve ark.

1995; Tiirk ve ark. 2003; Boustie ve Grube 2005; Molnar ve Farkas 2010)
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Sekonder metabolitlerin antimikrobiyal etkileri Gzerine yapilan ¢alismalar;
atranorin, (+)- ve (-)- usnik, stiktik, protosetrarik, fisodik, lekanorik,
fumarprotosetrarik, giroforik, protolikesterinik, evernik ve vulpinik asit gibi liken
asitlerinin antimikrobiyal etkilere sahip oldugunu gostermistir (Lauterwein ve ark.
1995; Muller 2001; Turk ve ark. 2003; Boustie ve Grube 2005; Podterob 2008;
Molnar ve Farkas 2010; Molnar ve Farkas 2011). Ayrica, bazi liken ekstrelerinin
de antimikrobiyal etkileri tespit edilmis, fakat hangi liken asitlerinin etkili oldugu
calisiimamistir (Podterob 2008). Liken asitlerinden atranorin, fisodik ve usnik
asidin ise bazi metabolik enzimler Gzerine gli¢li bir sekilde inhibe edici aktivite

gosterdigi bulunmustur (Podterob 2008).
1.2.5. Ultraviyole isinlara karsi koruyucu aktivite

Glinesten gelen zararli ultraviyole isinlarinin yaklasik %90’inin diinyaya
ulasmasi koruyucu ozon tabakasi tarafindan onlenmektedir. Solar UV isinlari
temel olarak UV-C (A = 100-290 nm), UV-B (A = 290-320 nm) ve UV-A (A = 320-
400 nm) olarak l¢ kisma ayrilmaktadir. UV-C isinlarinin tamami ozon tabakasi
tarafindan tutulurken UV-A ve UV-B isinlarinin bir kismi gecgebilmektedir
(Scharffetter ve ark. 1991). Sogutma ve klima uygulamalarinda kullanilan
kloroflorokarbon (CFC) ve hidrokloroflorokarbonlar (HCFC) atmosfere verildikten
sonra difizyon ve atmosferdeki riizgarlarin etkisiyle yukari dogru yukselirler.
Ozellikle CFC’lerin kimyasal kararliliklari cok fazla oldugu icin yapilari bozulmadan
atmosferde yliz yildan uzun bir sire kalabilirler. CFC’ler kimyasal kararliliklari
sayesinde ozon tabakasinin bulundugu yukari stratosfere (mezosfer) kadar

yikselir ve ozon tabakasinin delinmesine sebep olurlar (Onat ve ark. 2004).

Ozon tabakasinin delinmesiyle diinyaya daha fazla ulasan ultraviyole
isinlar, bitlin canli organizmalar Uzerinde ciddi problemlere neden olmaktadir.
Ozon tabakasindaki agigin %1 oraninda artmasi, diinyaya gelen zararh ultraviyole
isinlarin %2 oraninda artmasina neden olmaktadir. Birlesmis Milletler cevre
programi raporuna gore ozon tabakasindaki acigin %10 artmasi deri kanseri

vakalarini %26 artirmaktadir (Onat ve ark. 2004; Narayanan ve ark. 2010).
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UV-A ve UV-B iginlarinin DNA, protein ve lipitler Gzerinde foto-oksidatif
hasarlara neden oldugu ve yogun olarak DNA yapisindaki siklobitan primidin
dimerlerin (CPDs) yapisini bozarak mutasyonlara neden oldugu belirlenmistir.
Ayrica, derideki dermis tabakasi tarafindan absorbe edilen bu isinlarin kollojen ve
fibroblast yapisini bozdugu kanitlanmistir (Scharffetter ve ark. 1991; Onat ve ark.
2004; Narayanan ve ark. 2010). Bununla birlikte, UV-B isinlarinin hayvanlarda ve
insanlarda ki deri kanseri olgularina neden olan en etkili 1sin oldugu da deneysel

olarak kanitlanmistir (Ichihashi ve ark. 2003; Narayanan ve ark. 2010).

Yapilan ¢alismalar farkli organizmalarin UV sinlarina karsi farkh
mekanizmalar gelistirerek adaptasyon sagladigini gostermistir (Cockell ve
Knowland 1999). Likenlerin; UV isinlarina karsi koruyucu sekonder metabolitler
sentezlemeleri, likenlerin diinya lzerinde varolus tarihiyle ilgili bir durumdur,
clinkdi liken benzeri yapilar alti yiz milyon yil 6nce diinya Ulzerinde yayilis
gostermeye baslamislardir. Alti yiz milyon yil énce UV-B isinlarinin diinya
ylzeyine ulasimi, ozon tabakasinin durumu nedeniyle, su anda ulasan miktardan
¢ok daha fazla oldugu igin likenler UV-B isinlarina karsi koruyucu bir mekanizma

gelistirmek zorunda kalmislardir (Yuan ve ark. 2005).

UV-B isinlari, fotosentezi inhibe edici ve DNA lizerine olan etkileriyle, liken
birlikteliginin devamliligini tehlikeye sokmaktadir, bu nedenle mikobiyont ortak
tarafindan korteks ylizeyi sekonder UV-B absorblayici metabolitlerle kaplanarak
fotobiyont ortagi koruyucu bir filtre sistemi olusturulmaktadir (Molnar ve Farkas

2010).

Likenlerden tarafindan sentezlenen sekonder metabolitler, kimyasal
yapilarinda benzen halkasina bagh bir karbonil grup ve en az bir tane
ortohidroksil grup igerir ki sahip olduklari bu kimyasal yapilari ile UV isinlarina

karsi bir filtre gorevi gorirler (Fernandez ve ark. 1998; Hidalgo ve ark. 2002).

10
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Yapilan galismalar géstermistir ki; kalisin, rizokarpik asit, parietin, pinastrik
asit, melanin, usnik asit gibi sekonder liken metabolitlerinin sahip olduklari
kimyasal yapi ve UV iginlarini absorblama 6zellikleri ile sekonder metabolitlerin
UV isinlarina karsl koruyucu etkiye sahip olabilecekleri belirlenmistir (Hidalgo ve
ark. 2002; Solhaug ve ark. 2003; Nybakken ve Julkunen-Tiitto 2006; Molnar ve
Farkas 2010; Molnar ve Farkas 2011).

1.2.6. Antioksidan aktivite

Serbest radikaller (stperoksitler, hidroksil radikali vs.) hiicre dengesini
saglama, elektron transferi, enerji Uretimi, fotosentez ve bir¢ok hiicre i¢i kimyasal
slireg icin 6nem arz etmektedir. Ancak, hiicre icindeki reaktif oksijen tirlerinin
(ROS) miktari ile antioksidan bilesiklerin miktari arasinda denge bulunmalidir
(Sekil 1.4.). Aksi durumda; protein denaturasyonu, lipit peroksidasyonu, DNA
hasarlari gibi hiicre ici problemler olusmaktadir (Kog ve Ustiin 2008; Molnar ve

Farkas 2010; Tsuda 2012).

Oksidatif Stress Antioksidanlar

Diger Reaktif Oksijen Turleri ' GSH proksidaz ve GSH reduktaz |

Speroksit anyonu Katalaz ve Stiperoksit Dismutaz

Hidrojen Peroksit Taurin, Hipotaurin, Laktate ve Piruvat

Hidroksil Radikali Alfa-tokoferol

Sekil 1.4. Reaktif oksijen tirleri (ROS) ile antioksidanlar arasindaki denge (Tsuda 2012)

11



.

IVERSITESI

@) ANADOLU UN

Atomik ya da molekiiler yapidaki kimyasallarin bir veya daha fazla
eslesmemis elektron tasiyan durumlari serbest radikal olarak adlandiriimaktadir.
Bu durumda molekiller bagska molekillerle ¢ok kolay bir sekilde elektron alig
verisine girmektedirler ve oksidan molekiller ya da reaktif oksijen tirleri (ROS)

olarak adlandiriimaktadirlar (Kog ve Ustiin 2008).

Normal kosullar altinda, mitokondri ve peroksizom gibi organeller; hiicre
ici metabolik faaliyetlerde kullanilmak tzere az miktarda reaktif oksijen turlerini
olusturmaktadir. Hava kirliligi, UV 1sinlari, toksik bilesikler gibi hicreleri strese
sokabilecek durumlarda bu oksidan bilesikler artarak proteinlere, nikleik asitlere
ve hicre zarindaki yag asitlerine baglanma egilimine girmektedir. ROS
bilesiklerinin bu aktiviteleri ise hilicre dengesinde bozulmaya neden olarak;
mutasyonlara, hlicre metabolizmasinda bozulmalara, hiicre zarinda farklliklara
neden olmakta ve hiicrenin normal islevlerini yerine getirmesini engellemekte;
yaslanma, kanser, Alzheimer, Parkinson gibi hastaliklara neden olabilmektedir

(Sekil 1.5.), (Kog ve Ustiin 2008; Molndr ve Farkas 2010; Tsuda 2012).

Reaktif oksijen tirlerine karsi hiicre tarafindan olusturulan savunma
mekanizmasi enzimatik ve enzimatik olmayan olarak iki kisimda incelenen
antioksidanlar tarafindan gercgeklestirilmektedir. Enzimatik antioksidanlar; katalaz
enzimi (CAT), askorbat peroksidaz (APX), glutatyon rediiktaz (GR) ve glutatyon s-
transferaz enzimlerinden, enzimatik olmayan antioksidantlar ise selenyum, ¢inko
gibi mineraller, vitamin A, C, E, koenzim Q10, melatonin hormonu, bazi

karotenoidler, flavonoidler ve tanninlerden olusmaktadir (Kog ve Ustiin 2008).

Yapilan arastirmalara gore; likenler tarafindan sentezlenen sekonder
metabolitler, 6zellikle fenolik gruplari sayesinde reaktif oksijen tirlerini stipUricu
etkiye sahiptirler (Valencia-Islas ve ark. 2007; Molnar ve Farkas 2010; Molnar ve
Farkas 2011). Cesitli cahsmalarda liken asitlerinden, atranorin, divarikatik asit,
usnik asit, pannarin, 1-kloropannarin, giroforik asit ve sphaerophorin
metabolitlerinin ROS siplrici etkileri gosterilmistir (Valencia-Islas ve ark. 2007;

Russo ve ark. 2008; Molnar ve Farkas 2010; Backorova ve ark. 2012).
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1.2.7. Sitotoksik ve antitimoral aktivite

Likenlerden elde edilen sekonder metabolitlerin sahip oldugu bircok
aktivitenin kesfedilmesiyle, bu inanilmaz 6zelliklere sahip olan asitlerin sitotoksik
ve antikanserojen ajanlar olabilme ihtimali arastirma konusu olmustur.
Likenlerden elde edilen ekstrelerin timor hiicreleri Gzerine sitotoksik etkiler
gostermesi de bu dislincenin gliglenmesini saglamistir (Molnar ve Farkas 2010;

Molnar ve Farkas 2011).

Likenlerden elde edilen sekonder metabolitlerin sitotoksik ve antitimoral
etkileri giin gectikce daha ¢ok dikkat ¢eken bir konu olmaktadir. Yapilan
calismalara gore; (+) — usnik asit bilesiginin fare gastrik hepotositlerine karsi,
hicrelerde oksidatif stres olusturarak glcli hepatotoksik etki gosterdigi rapor
edilmistir (Backorova ve ark. 2011). (+)- ve (-)- usnik asit bilesiklerinin ise cesitli
kanser hiicrelerine karsi antikanserojen ve apoptotik ajan aktiviteleri
gozlemlenmistir (Koparal ve ark. 2006; Backorova ve ark. 2012). Ayrica;
atranorin, parietin, giroforik asit, diffraktaik asit gibi sekonder metabolitlerin
glclu sitotoksik ve antitimoral aktivite gosterdikleri belirlenmistir (Kumar ve
Midller 1999; Boustie ve Grube 2005; Koparal ve ark. 2006; Burlando ve ark.
2009; Backorova ve ark. 2011; Backorova ve ark. 2012). Bununla birlikte vulpinik
asit, salazinik asit gibi bazi sekonder metabolitlerin diisik toksisiteye sahip
olduklari bulunmustur (Ingélfsdéttir ve ark. 2002; Burlando ve ark. 2009). Koparal
ve arkadaslari tarafindan 2010 yilinda yapilan bir ¢calismada ise liken asitlerinden

olivetorik asidin antianjiyojenik etkiye sahip oldugu gosterilmistir.

Liken asitlerinden usnik asitin, insan gogiis kanseri ve akciger kanseri
hiicreleri Gzerine DNA hasari olusturmaksizin, antiproliferatif etki gostermesi, bu
metabolitin gelecegin genotoksik olmayan antikanserojen ajani olarak
gorilmesine neden olmustur. Clinkl terapotik kimyasal bir ajanin genotoksik
Ozellikte olmamasi, tedavi sonrasi yeniden habis timoér olusumu riskini ortadan

kaldirmaktadir (Molnar ve Farkas 2010).
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1.2.8. Antiviral aktivite

Liken asitleri Uzerine yapilan calismalar, bu sekonder metabolitlerin
antiviral aktivitelere de sahip olduklarini gostermistir. On yedi farkh depside ve
depsidone HIV integrazi ve farmakoforu lizerine galisilmis ve gesitli baskilayici
etkiler gostermislerdir (Boustie ve Grube 2005). Usnik asit, Junin virlsi ve
Tacarabe virlslerine karsi antiviral aktivite gostermis, parietin metabolitinin ise
bazi virlslere karsi virlisidal aktiviteye sahip oldugu bulunmustur (Molnar ve

Farkas 2010; Molnar ve Farkas 2011).
1.2.9. Alerjen aktivite

Liken asitlerinin temas veya hava yoluyla akut dermatite neden olabildigi
tespit edilmistir. incelenen vakalarda olusan dermatitin liken asitleri kaynakli
oldugu ve 1siga duyarli dermatit olusturabilecegi belirlenmistir. Atranorin, usnik
asit, lobarik asit ve stiktik asidin etkili olabilecegi gozlemlenmistir (Aalto-Korte ve

ark. 2005; Molnar ve Farkas 2010; Molnar ve Farkas 2011).
1.2.10. Antipiretik ve analjezik aktivite

Hayvanlar lzerine yapilan deneylerde bazi likenlerin agrn kesici, ates
duslirtict etkileri gézlemlenmis ve bu etkilerin insanlarda da benzer olacagi
tahmin edilmistir. (+) — usnik asidin agn kesici ve ates dusiricl etkiye sahip
oldugu, diffraktaik asitin ise agr kesici etkileri belirlenmistir (Boustie ve Grube

2005; Molnar ve Farkas 2010)
1.3. Calismada Kullanilan Liken Asitleri
1.3.1. (-)- Usnik asit

Likenlerden izole edilen sekonder bilesikler arasinda cesitli biyolojik
aktiviteler gostermesi nedeniyle en cok calisilan liken asidi olan usnik asit
kimyasal yapi bakimindan dibenzofuran sinifina ait 6zelliklere ve sarimsi bir renge

sahiptir (Cocchietto ve ark. 2002; Ingolfsdottir 2002).
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Ayrica, uzun yillardir geleneksel tedavide ve tipta antimikrobiyal ajan olarak

kullanimi mevcuttur (Guo ve ark. 2008).

Usnik asit [2,6-diasetil- 7,9-dihidroksi- 8,9b-dimetil-dibenzofuran-
1,3(2H,9bH)-dione] ilk kez 1844 yilinda Alman bilim adami Knop tarafindan izole
edilmistir. Yapisal olarak (+) D-usnik ve (-) L-usnik asit olmak Uzere 9b
pozisyonundaki CHs'Gn durumuna goére 2 kisma ayrilmaktadir (Sekil 1.6.a.).
Ayrica, yapisal olarak usnik asite benzeyen (+) ve (-) izousnik asit [2,8-diasetil-
7,9-dihidroksi- 6,9b-dimeildibenzofuran- 1,3(2H,9bH)-dione] bilesiklerinin de
likenlerde varligi tespit edilmistir (Sekil 1.6.b), (Cocchietto ve ark. 2002;
Ingolfsdottir 2002; Koparal ve ark. 2006; Guo ve ark. 2008).

OH 0
H-C ‘ C H3 L 1 ‘
3 \Ia/’/gx\sa s \\‘/ \CH3
8 I o o N
HO 6 ( (2 4 OH
N\
0" "CHs,
O OH 0O O
] CHy | .
HzC~ \\,//’\ ‘ 7,/‘\ ot CHa
b !
HO/L\\»I-/J\O/ N 0H
CHs

Sekil 1.6. Usnik (a) ve izousnik (b) asit metabolitlerinin kimyasal yapilari (Guo ve ark. 2008)

Usnik asidin biyolojik aktiviteleri tzerine yapilan calismalar sonucunda;
antimikrobiyal, antiprotozoal, antiproliferatif, anti-inflammator, antipiretik,
analjezik, insektisidal, larvasidal, beslenmeyi engelleyici, antitimoral, sitotoksik,
fotoprotektif, hepatotoksik, enzim inhibe edici ve bazi vakalarda alerjik etkilere
sahip oldugu gozlemlenmistir (Lauterwein ve ark. 1995; Cocchietto ve ark. 2002;
Ingolfsdottir 2002; Ribeiro-Costa ve ark. 2004; Behera ve ark. 2006; Koparal ve
ark. 2006; Nybakken ve Julkunen-Tiitto 2006; Guo ve ark. 2008; Safak ve ark.
2009).
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1.3.2. Atranorin

Likenlerden izole edilen sekonder metabolitler arasinda sik rastlanan bir
asit olan atranorin; 192-194 °C’de eriyen, renksiz, kokusuz, kristal yapida bir liken
metabolitidir ve usnarin, parmelin gibi farkh isimlerle de anilabilmektedir.
Atranorin [3-formil-2,4-dihidroksi-6-metil-,3-hidroksi-4-(metoksikarbonil)-2,5-
dimetilfenil ester] kimyasal olarak depside grubunun 6nemli bir Gyesidir (Sekil
1.7.) (Kumar ve Miller 1999; Podterob 2008; Valarmathi ve ark. 2009; Backorova
ve ark. 2012).

CH, CH

3

HO OH

CHO CH OCH

Sekil 1.7. Atranorin metabolitinin kimyasal yapisi (Cetin ve ark. 2012)

Atranorin (zerine vyapilan c¢alismalar sonucunda; UV-A isinlarinin
likenlerde atranorin miktarini arttirdigi tespit edilmis ancak; krom, fosfor, stlflr
icerikli bilesikler sentezleyen bitkilerin yakininda gelisen likenlerde atranorin
miktarinin azaldigi gdzlemlenmistir. Ayrica, bu metabolitin UV-A ve UV-B isinlarini
absorbe edebildigi belirlenmistir (Rozema ve ark. 2002; Solhaug ve ark. 2003;
Molnar ve Farkas 2010; Kovacik ve ark. 2011).

Atranorin, bircok liken tirinde bulunan ve fotosenteze dahil olabilen bir
metabolit olmakla birlikte antioksidan, antimikrobiyal, larvasidal ve enzim
baskilayici bir liken asitidir, insanlar izerinde ise dermatit etkeni olabilmektedir
(Aalto-Korte ve ark. 2005; Boustie ve Grube 2005; Turk ve ark. 2006; Podterob
2008; Molnar ve Farkas 2010; Kovacik ve ark. 2011; Melo ve ark. 2011; Backorova
ve ark. 2012; Cetin ve ark. 2012;).

17



IVERSITESI

@) ANADOLU UN

1.3.3. Vulpinik asit

ilk kez 1925 yilinda Mazza tarafindan izole edilen vulpinik asit [Metil (2E)-
2-(5-hidroksi-3-okso-4-fenilfuran-2-ilidene)-2-fenilasetat] bazi likenler ve likenize
olmayan mantarlar tarafindan sikimik asit yolagi ile sentezlenmektedir. Ayrica,
kimyasal olarak tetronate yapida ve pulvinik asitin metil esteri durumunda
sarimsi bir metabolittir (Sekil 1.8.) (Mazza 1925; Stocker-Woérgotter 2008;
Burlando ve ark. 2009; Hauck ve ark. 2009; Kovacik ve ark. 2011).

Sekil 1.8. Vulpinik asit metabolitinin kimyasal yapisi (Lauterwein ve ark. 1995)

Vulpinik asit Uzerine yapilan ¢alismalar sonucunda; antimikrobiyal,
sitotoksik, yara iyilestirici, antitimoral, larvasidal ve beslenmeyi engelleyici
etkilere sahip oldugu gozlemlenmistir. Ayrica, UV isinlarina maruz birakilan
likenlerde vulpinik asit miktarinda artis gézlemlenmis ve UV 1sinlarini absorblama
Ozelligine sahip oldugu rapor edilmistir (Lauterwein ve ark. 1995; Burlando ve

ark. 2009; Molnar ve Farkas 2010; Kovacik ve ark. 2011; Cetin ve ark. 2012).

1.3.4. Giroforik asit

Kimyasal olarak tridepside grubuna dahil olan giroforik asit [4-[4-(2,4-
dihidroksi -6- metilbenzoil) oksi -2- hidroksi -6- metilbenzoil] oksi -2- hidroksi -6-

metilbenzoik asit] nispeten az calisilmis liken asitlerindendir.

Ayrica, giroforik asit 270-304 nm dalga boyu araligindaki UV isinlarini
absorbe edebilme kapasitesine sahiptir (Sekil 1.9.), (Fahselt 1993; Candan ve ark.
2006; Backorova ve ark. 2011).
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HO OH

Sekil 1.9. Giroforik asit metabolitinin kimyasal yapisi (Backorova ve ark. 2011)

Giroforik asit lGzerine yapilan calismalarda; antiproliferatif, antiherbivor,
sitotoksik, antimikrobiyal, yara iyilestirici ve reaktif oksijen tirlerini stipurici
etkilere sahip oldugu gozlemlenmistir (Kumar ve Miller 1999; Candan ve ark.

2006; Burlando ve ark. 2009; Molnar ve Farkas 2010; Backorova ve ark. 2012).

1.4. Calismada Kullanilan Hiicre Hatti
1.4.1. HaCaT hiicre hatti

insan deri keratinosit hiicre hatti olan HaCaT hiicreleri; insandan izole
edilmis ve slrekli cogalabilme 6zelligine sahip olan ilk epidermal hiicre hattidir.
Anoploid karyotipe sahip olan HaCaT hiicreleri; Boukamp ve arkadaslari
tarafindan ilk kez 1988 yilinda Kafkas irkina mensup 62 yasinda ki bir erkegin
derisinden izole edilmis monolayer bir hiicre hattidir (Boukamp ve ark. 1997).
HaCaT hiicreleri, UV 1sinlarinin insan (zerine olusturabilecegi etkileri incelemede
ve UV isinlarina karsi koruyucu oldugu disiinilen ajanlarin test edilmesinde
uygun bir model olusturarak in vitro calismalara olanak saglamaktadir (Engel ve

ark. 2007; Poquet ve ark. 2008; Bae ve ark. 2010).
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1.5. CGalismada Kullanilan Yontemler

1.5.1. Hiicrelerin UV-B isinlarina maruz birakilmasi

Likenlerden elde edilen sekonder metabolitlerin ve liken 6zutlerinin UV
1sinlarina karsi koruyucu etkileri her gecen giin arastirmacilarin daha cok dikkatini
cekmekte ve bu konuda yapilan calismalarin sayisi glinden gline artmaktadir
(Fahselt 1993; Rancan ve ark. 2002; Solhaug ve ark. 2003; Nybakken ve Julkunen-
Tiitto 2006; Hager ve ark. 2008; Russo ve ark. 2008; Kohlhardt-Floehr ve ark.
2010; Kovacik ve ark. 2011). Ayrica, UV isinlarindan dolayl her gegen giin artan
deri kanseri vakalari ve UV i1sinlarinin yaslandirici etkileri, bu tiir galismalara olan
ihtiyaci arttirmakta ve bu tir c¢alismalari daha 6nemli bir hale getirmektedir
(Narayanan ve ark. 2010; Seité ve ark. 2010). Dolayisiyla, UV isinlarina karsi
koruyucu etkiye sahip oldugu dustnilen etken bilesiklerin pratikte boyle bir
aktiviteye sahip olup olmadiklarinin kesin bir yontemle tespit edilmesi amaciyla
yeni deney yontemleri olusturulmaktadir (Poquet ve ark. 2008; Kohlhardt-Floehr
ve ark. 2010).

Poquet ve arkadaslari 2008 yilinda; UV isinlarina karsi dihidrokaffeik asidin
koruyucu etkisini belirmek amaciyla farkli bir deney yontemi olusturmuslar ve bu
¢alismada HaCaT hicrelerini kullanilmiglardir. Bu hiicrelere koruyucu etken
madde olarak dihidrokaffeik asit; UV dncesi, UV sonrasi ve UV ile birlikte ayri ayri
verilerek test edilmistir. Kohlhardt-Floehr ve arkadaslari tarafindan 2010 yilinda
yapilan deneylerde ise usnik asit metabolitinin, UV-B isinlarina karsi koruyu
etkilerinin belirlenmesi amaciyla Jurkat hicreleri kullanilmis ve usnik asit bilesigi,
hiicrelerin farkli dozlarda UV-B sinlarina  maruz birakilmasini  takiben

uygulanmistir.

HaCaT hiicreleri yapilan deneysel ¢alismalar; 2,5 J/cm*lik UV-B dozunun
HaCaT hicreleri icin ICso degeri oldugunu gostermistir (Offord ve ark. 2002;
Tarozzi ve ark. 2005; Zanatta ve ark. 2010). Ayrica; UV isinlarinin hiicre medyumu
icindeki fenol-red boyasi (pH indikatori) ve fetal bovine serum (FBS) tarafindan

absorbe edildigi tespit edilmistir.
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Bu nedenle, UV isinlarina maruz birakilma siresince hiicre medyumu yerine PBS
(Phosphate Buffer Saline) kullaniminin daha uygun oldugu belirlenmistir
(Hernandez-Pigeon ve ark. 2006; Engel ve ark. 2007; Poquet ve ark. 2008; Glaser
ve ark. 2009; Choi ve ark. 2010; Zanatta ve ark. 2010).

1.5.2. Mitokondrial aktiviteye dayali MTT testi

Basit ve glvenilir bir yontem olmasi nedeniyle in vitro ¢alismalarda gok
tercih edilen MTT [3-(4,5- dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolium bromide]
testi, suda ¢ozlinebilen sari renkli tetrazolium tuzlarinin, suda ¢éziinemeyen mor
renkli formazan tuzlarina indirgenmesi temeline dayanmaktadir (Sekil 1.10.).
Sitotoksisite testleri sonucunda yasayan hicrelerin belirlenmesi amaciyla
hiicrelerin, MTT boyasi iceren hiicre medyumu icinde inklbasyonu ile uygulanir
(Mossmann 1983; Yuanbin Liu ve ark. 1997; Risuleo ve ark. 2009; Igbal ve ark.
2010; Wang ve ark. 2010). Hiicre medyumu icinde ¢6ziinmus olan tetrazolium
tuzlari, yasayan hicreler tarafindan endositoz yoluyla hiicre igine alinirlar ve
mitokondrilerin elektron tasima sistemlerinin (ETS) elemanlari olan primidin
nikleotid kofaktér NADH, NADPH dehidrojenazlar ve N-etilmaleimide (NEM)
duyarli flavin oksidazlar araciligiyla formazan tuzlarina indirgenirler (Sekil 1.10),
(Yuanbin Liu ve ark. 1997; Wang ve ark. 2010). Suda ¢6ziinmeyen mor renkli
formazan tuzlar, dimetilsilfoksit (DMSO) gibi organik ¢oziciler icinde
¢6ziinmekte ve 570 nm’de absorbanslarinin ol¢lilmesiyle yasayan hiicre
miktarlari spektral olarak belirlenebilmektedir (Mossmann 1983; Yuanbin Liu ve
ark. 1997; Hamid ve ark. 2004; Jaszczyszyn ve Gasiorowski 2008; Wu ve ark.
2008; Risuleo ve ark. 2009; Igbal ve ark. 2010; Wang ve ark. 2010).
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Sekil 1.10. Canli hiicreler tarafindan MTT’nin formazan tuzuna metabolizasyonu
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1.5.3. Laktat dehidrojenaz (LDH) aktivite 6lglimii

Laktat dehidrojenaz (LDH) aktivitesinin ol¢lilmesi canh ve saghkl
hicrelerin belirlenmesinden ziyade 6lmis veya hiicre zari zarar gormus
hicrelerin miktarinin 6lgtlmesi temeline dayanmaktadir. LDH tim hiicrelerde
stabil olarak bulunan, ancak bir hicrenin 6limi veya plazma zarinin zarar
gormesi sonucu hlicre medyumuna birakilan sitoplazmik bir enzimdir. Hicre
medyumuna birakilan LDH hiicre iginde oldugu gibi aktivitesini devam
ettirmektedir (Fotakis ve Timbrell 2006; Smith ve ark. 2011; Manerba ve ark.
2012). Bu nedenle, hicrelerden izole edilen medyuma, laktat ve sari renkli
tetrazolium tuzlariyla (2-[4-iyodofenil]-3-[4-nitrofenil]-5-feniltetrazolium klorit)

olusturulan karisim, reaksiyon sollisyonu olarak eklenir.

Formazan Tetrazolium

Sekil 1.11. Laktat dehidrojenaz (LDH) aktivite testi reaksiyon diyagrami (Fotakis ve Timbrell 2006)
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Hiicreler tarafindan medyum ortamina birakilmis LDH enzimleri, laktat
bilesigini piruvat bilesigine katalizler ve ortamda bulunan NAD+ bilesikleri
NADH/H® olarak dénusirler. NADH/H+ Urinleri ise sari renkli tetrazolium
tuzlarinin, kirmizi renkli formazan tuzlarina indirgenmesini saglamaktadir (Sekil
1.11.). Suda ¢Oziinebilen kirmizi renkli formazan tuzlarinin 490-500 nm’de
absorbanslarinin 6l¢ilmesiyle LDH miktari spektral olarak belirlenebilmekte,
boylece 6len ya da hicre zari hasar goéren hiicrelerin miktari dolayli olarak
hesaplanabilmektedir (Fotakis ve Timbrell 2006; Le ve ark. 2010; Smith ve ark.
2011; Zhang ve ark. 2011; Manerba ve ark. 2012).

1.5.4. Reaktif oksijen tiirleri (ROS) birikiminin 6l¢limi

Ultraviyole 1sinlarin, deri hicrelerinde reaktif oksijen tirlerini (ROS)
arttirdigl 6nceden yapilmis ¢calismalarda gosterilmis ve reaktif oksijen tirlerinin,
mitojen aktiflenmis protein kinaz (MAPK) sinyal yolaginda bir etken olarak deri
kanseri, yaslanma, iltihaplanma gibi olusumlari tetikledigi belirlenmistir (Sekil
1.5.), (Bae ve ark. 2010; Choi ve ark. 2010). Ayrica, reaktif oksijen tiirlerinin
nikleik asit, protein ve lipit gibi biyomolekillerde oksidatif hasar olusturdugu
bilinmektedir (Ko¢ ve Ustiin 2008; Molnar ve Farkas 2010; Tsuda 2012).
Dolayisiyla UV 1sinlara karsi koruyucu oldugu disintlen etken maddelerin ayni
zamanda antioksidan 6zellikte olmasi beklenmektedir (Russo ve ark. 2008; Choi

ve ark. 2010; Swalwell ve ark. 2012).

Hiicre kiltirinde yapilan ROS birikimi 6lcimi deneylerinde floresan
Ozellikte olmayan ve hiicre icine difize olabilen DCFH-DA [2',7’-
Diklorodihidrofloresin diasetat] molekill belirte¢ olarak kullanilmaktadir. Hiicre
icine giren DCFH-DA molekilleri diasetat grubunu kaybederek yine floresan
Ozellikte olmayan DCFH [2’,7’-Diklorodihidrofloresin] molekiillerine
doénismektedir. DCFH molekdlleri ise hiicre icinde birikmis olan reaktif oksijen
tirleri tarafindan aktive edilerek floresan 1sima gosterebilen, 480 nm isik
tarafindan uyarilarak 530 nm 1sima gosteren DCF [2’,7’-Diklorodihidrofloresein]

molekillerine donliismektedir (Sekil 1.12.).
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Sekil 1.12. Hiicre ici ROS birikiminin DCF metabolizmasi ile iliskisi (Russo ve ark. 2008)

Boylece, hiicre iginde biriken ROS miktari spektral olarak
belirlenebilmektedir (Russo ve ark. 2008; lovine ve ark. 2009; Pauloin ve ark.
2009). Yapilan calismalar gostermistir ki; usnik asit, atranorin ve giroforik asit
metabolitleri UV-B isinlarinin hicreler Uzerine olusturdugu reaktif oksijen
tirlerinin birikimine karsi antioksidan aktiviteye sahiptir (Kohlhardt-Floehr ve ark.
2010; Molnar ve Farkas 2010; Backorova ve ark. 2012; Bugukoglu ve ark. 2012).
Vulpinik asit metabolitinin ise reaktif oksijen tirleri (ROS) birikimine karsi

aktivitesi hakkinda herhangi bir calisma yapiimamistir.
1.5.5. TRITC-phalloidin boyama

Aktin filamentleri; hticre iskeletinin vyapisinda vyer alan, hiicre
bollinmesinde, hiicre goglinde, sekresyonda, hiicreler arasi iletisimde, endositoz

ve ekzositoz gibi dnemli hiicre faaliyetlerde gorevli bir komponenttir.
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Aktin filamentleri, hiicre siklusunun S fazinin sonunda kontraktil kofulda
yogunlastigl halde, GO/G1 fazinda hicre iskeletinin 6nemli bilesiklerinden olan

stres ipliklerine yardimci olmaktadir (Fujiwara ve ark. 2004).

Zehirli Amanita phalloides mantarindan izole edilen fungal bir toksin olan
phalloidin, f-aktinlere baglanma egilimindedir. Floresan isimayi ise phalloidin
toksinine baglanmis olan TRITC moleklli saglamaktadir. UV-B isinlarinin ise
f-aktinlerin yapisini bozarak hiicre bélinmesinde ve karyokinezde hatalara neden

oldugu bulunmustur (Chen ve ark. 2011).
1.5.6. DAPI [4,6-diamidino-2-fenilindole, dihidroklorit] boyama

DNA’ya baglanabilen floresan bir boya olan DAPI, adenin-timin (AT)
kiimeleri arasindaki kii¢clik bosluklara dolarak aktive olurlar. Hiicre ¢ekirdeginde
meydana gelen morfolojik degisimler, 358-461 nm dalga boyunda i1sima gosteren
DAPI boyama sonucunda belirlenebilmektedir. Yapilan ¢alismalar sonucunda; UV-
B isinlarinin nukleik asitlerin yapilarinda bozulmalara neden olarak gekirdek
morfolojisini degistirdigi belirlenmistir (Xiong 2001; Yu-Ying He ve Hader 2002;
Kumar ve ark. 2004; Xia ve ark. 2004; Chen ve ark. 2007; Wang ve ark. 2008;
Chen ve ark. 2012).
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Liken Asitlerinin izolasyon Yéntemleri
2.1.1. (-) - Usnik asit bilesiginin izolasyonu

Usnik asit bilesigi Cladonia foliacea likeninden izole edilmistir. Eskisehir
Mayislar koylnin dogu mevkiinde 230 metre yikseklikten Dog.Dr. Mehmet
Candan tarafindan toplanan ve tayin edilen C. foliacea tiri likenler Anadolu
Universitesi Biyoloji Bolimi Herbaryumunda (ANES) 6rnek olarak saklanmistir.
Calismada kullanilacak likenler ise havada kurutma yontemi ile kurutulmus ve

izolasyon islemleri Do¢.Dr. Turgay Tay tarafindan yapilmistir.

Kurutulmus likenlerden 20 gr tartilarak 100 ml asetonda ¢6zllmuis ve
karisim bir saat sonikasyona tabi tutulmustur. Bir gece oda sicakliginda bekletilen
karisim Whatman No 1 kagidi ile filtre edilmistir. Filtre edilen sollisyon 0,45 um
filtre ile sterilize edilmis ve ¢6zlici sollisyon rotavapor ile ugurulmustur. Elde
edilen 6zit ince tabaka kromatografisi (TLC) ile ayrilarak (-)— usnik asit izolasyonu

saglanmistir (Yilmaz ve ark. 2004).
2.1.2. Atranorin bilesiginin izolasyonu

Atranorin bilesigi Pseudevernia furfuracea likeninden izole edilmistir.
Eskisehir Bozdag mevkiinde 1200 metre vyikseklikten Pinus nigra subsp.
pallasiana tirinin govdeleri Gzerinden Dog¢.Dr. Mehmet Candan tarafindan
toplanan ve tayin edilen P. furfuracea tiri likenler Anadolu Universitesi Biyoloji
Bolima Herbaryumunda (ANES) 6rnek olarak saklanmistir. Calismada kullanilacak
likenler ise havada kurutma yéntemi ile kurutulmus ve izolasyon islemleri Dog.Dr.
Turgay Tay tarafindan yapilmistir. Kurutulmus likenlerden 20 gr tartilarak 100 ml
asetonda ¢6zlilmus ve karisim bir saat sonikasyona tabi tutulmustur. Bir gece oda
sicakliginda bekletilen karisim Whatman No 1 kagidi ile filtre edilmistir. Filtre
edilen sollisyon 0,45 um filtre ile sterilize edilmis ve ¢dziicl sollisyon rotavapor
ile ucurulmustur. Elde edilen 06ziit ince tabaka kromatografisi (TLC) ile ayrilarak

atranorin bilesiginin izolasyonu saglanmistir (Tirk ve ark. 2006).

26



.

IVERSITESI

@) ANADOLU UN

2.1.3. Vulpinik asit bilesiginin izolasyonu

Vulpinik asit bilesigi Letharia vulpina (L.) hue likeninden izole edilmistir.
Eskisehir Kavacik koylnin kuzey mevkiinde 1085 metre yikseklikten Pinus nigra
tlrd bitki Gzerinden Dog.Dr. Mehmet Candan tarafindan toplanan ve tayin edilen
L. vulpina tiiri likenler Anadolu Universitesi Biyoloji Béliimii Herbaryumunda
(ANES) ornek olarak saklanmistir. Calismada kullanilacak likenler ise havada
kurutma yontemi ile kurutulmus ve izolasyon islemleri Do¢.Dr. Turgay Tay
tarafindan yapilmistir. Kurutulmus likenlerden 20 gr tartilarak 100 ml asetonda
¢Ozlilmiis ve karisim bir saat sonikasyona tabi tutulmustur. Bir gece oda

sicakliginda bekletilen karisim Whatman No 1 kagidi ile filtre edilmistir.

Filtre edilen sollisyon 0,45 um filtre ile sterilize edilmis ve ¢6zlicli sollisyon
rotavapor ile ucurulmustur. Elde edilen 6zit ince tabaka kromatografisi (TLC) ile

ayrilarak vulpinik asit bilesiginin izolasyonu saglanmistir.
2.1.4. Giroforik asit bilesiginin izolasyonu

Giroforik asit bilesigi Xanthoparmelia pokornyi likeninden izole edilmistir.
Eskisehir Bozdag mevkii 1200 metre yikseklikten Dog¢.Dr. Mehmet Candan
tarafindan toplanan ve tayin edilen X. pokornyi tiirii likenler Anadolu Universitesi
Biyoloji Bolimi Herbaryumunda (ANES) ornek olarak saklanmistir. Calismada
kullanilacak likenler ise havada kurutma yontemi ile kurutulmus ve izolasyon
islemleri Do¢.Dr. Turgay Tay tarafindan yapilmistir. Kurutulmus likenlerden 20 gr
tartilarak 100 ml asetonda c¢ozilmis ve karisim bir saat sonikasyona tabi
tutulmustur. Bir gece oda sicakliginda bekletilen karisim Whatman No 1 kagidi ile
filtre edilmistir. Filtre edilen sollisyon 0,45 um filtre ile sterilize edilmis ve ¢ozlicl
sollisyon rotavapor ile ugurulmustur. Elde edilen 6zit ince tabaka kromatografisi
(TLC) ile ayrilarak giroforik asit bilesiginin izolasyonu saglanmistir (Candan ve ark.

2006) .
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2.2. Kullanilan Arag ve Gereglerin Hazirlanmasi

Galismalarda kullanilan bazi cam ve plastik malzemeler ile sivi sollisyonlar
aliminyum folyolara sarili olarak otoklavda 121 °C ve 1,5 atm/Hg basincta 20
dakika, diger cam ve metal malzemeler ise aliminyum folyolara sarili olarak
sterilizatérde 180 °C’de 2 saat siire ile steril edilerek kullaniimistir. Kullanilan bazi
sivi kimyasallar 0,2 um aralikh seliloz nitrat filtreden gecgirmek suretiyle steril

edilerek kullaniimistir.
2.3. Test Maddelerinin Dozlarinin Hazirlanmasi

Bltlin test maddeleri; dimetil silfoksit (DMSO) icinde c¢ozilerek stok
sollisyon hazirlanmis ve 25 — 50 — 100 — 200 — 400 - 800 uM’lik konsantrasyonlar
PBS (Phosphate Buffer Saline: 137 uM NaCl, 2.7 uM KCl, 15 uM KH,PO,4, 8 uM
NaHPO,; pH 7.3) icinde hazirlanmistir.

Test maddeleri, DMSO icinde ¢o6ziildigl icin; negatif kontrol olarak ¢oziici
madde olan DMSO kullanilmistir. DMSQ’in final konsantrasyonu % 0,3 den kiglik
olacak sekilde ayarlanmistir. Stok calisma sollisyonu her galisma icin yeniden

hazirlanarak kullanilmistir.
2.4. Calismada Kullanilan Hiicreler
2.4.1. HaCaT hiicre kultiiri

HaCaT (Human keratinocyte cell line ) hiicreleri ATCC (American Type
Culture Collection)’dan satin alinip stoklanmis hticrelerdir. Hiicreler; %10 Fetal
Bovine Serum (FBS), %1 penisilin-streptomisin ve 1,5 g/L sodyum bikarbonat
iceren Dubecco’s Modified Eagles — High Glucose (DMEM vyiiksek glukoz)

medyum icinde 37°C ve % 5 CO, ortaminda kiltiire edilmislerdir.
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2.5. Hiicrelerin Testler igin Hazirlanmasi

Uygun kosullarda cogalmaya birakilan hicreler flask vyizeyini %70
oraninda kapladiklari zaman tripsin-EDTA ile muamele edilerek flask tabanindan
kaldirilmistir. Trypan blue boyasi ile boyanan hiicreler, Thoma lami yardimiyla 3
kez sayilarak belirlenen sayida hiicreler %10 FBS iceren DMEM yliksek glukoz besi
yeri icinde, hiicre kultlriu plakalarina, hiicre slispansiyonu halinde, aktarilmistir.
Hicrelerin yapismasi ve yeni ortama alismasi icin 37°C'de inklibe edilmislerdir.
Belirlenen inklibasyon sireleri sonunda hicrelerin Uzerindeki besi vyerleri

uzaklagtirilmis ve deney yontemleri uygulanmistir.
2.5.1. Genel deney yontemi
2.5.1.1. Doksan alti kuyucuklu plakalarda uygulanan yontem

HaCaT hiicreleri kullanilarak yapilan in vitro deneylerde, test maddelerinin
UV-B isinlarina karsi koruyucu etkilerini belirlemek amaglanmistir. Bu kapsamda,
her bir test bilesigi icin ayri olmak tzere, 96’lik plakalara 2x10 4 hicre/kuyucuk
oraninda hicrelerin ekilmesiyle, 48 saat inklibasyona birakilan 2 adet 96
kuyucuklu plaka kullanilmistir. inkiibasyona birakilan plakalardan biri, UV-B
Isinlarina maruz birakilirken diger plaka, UV-B isinlarina maruz birakilmadan
birincinin maruz kaldig1 tim diger kosullara sahip olarak kontrol plakasi gorevi
gormustir. Plakalarin UV-B i1sinina maruz birakilma islemi, UVP marka C-65
chromato-vue kabin igerisinde, Ug farkl dalga boyu segenegine sahip olan (254-
302-365 nm) UVP marka EL-serisi 8 watt lamba aracihgiyla gerceklestirilmistir.
UV-B dozu ise UVP marka UVX radyometre ile mW/cm? cinsinden 6lciilerek

“)Jem? = t(sn) x 107 x mW/cm?” formiiliyle hesaplanmustir.

Test bilesiklerinin farkh etkilerini belirlemek amaciyla uygulanan deneyler

icin genel yontem asagidaki gibidir;

1- 96 kuyucuklu plakalara 2x10* hiicre/kuyucuk olarak ekilen

hiicreler 48 saat inklibasyona birakilir.
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2- inkiibasyon siiresi sonunda plakalar ters cevrilerek hiicre
medyumu uzaklastirilir ve yerine test bilesiklerinin belirlenen

konsantrasyonlarini igeren PBS verilir.

3- Plakalar test bilesiklerinin hicreler ile etkilesime girmesi ve
cesitli biyolojik faaliyetlerin gerceklesmesi amaciyla 40 dakika

inkiibasyona birakilir.

4- inkiibatérden cikarilan plakalardan biri 2,5 J/ecm? UV-B Isinina
40 dakika sireyle maruz birakilirken, diger plaka bu siire

zarfinda inklbator disinda bekletilir.

5- Plakalar tekrar inkiibator icine alinarak 40 dakika inklibasyona

birakilir ve biyolojik faaliyetlerin gerceklesmesi beklenir.
2.5.1.2. On iki kuyucuklu plakalarda uygulanan yontem

HaCaT hicreleri kullanilarak yapilan in vitro deneylerde, test maddelerinin
UV-B 1sinlarina karsi koruyucu etkilerini belirlemek amaglanmistir. Bu kapsamda,
her bir test bilesigi igin ayri olmak Uzere, 12’lik plakalara yuvarlak lameller
yerlestirilmesi ve kuyucuklara 2x10° hicre/kuyucuk olacak sekilde ekim
yapilmasini takiben 24 saat inklibasyona birakilan, 2 adet 12 kuyucuklu plaka
kullanilmistir. Bu plakalardan biri UV-B isinlarina maruz birakilirken diger plaka
UV-B 1sinlarina maruz birakilmadan birincinin maruz kaldigi tim diger kosullara
sahip olarak kontrol plakasi gorevi gérmustiir. Plakalarin UV-B isinina maruz
birakilma islemi, UVP marka C-65 chromato-vue kabin icerisinde, g farkli dalga
boyu secenegine sahip olan (254-302-365 nm) UVP marka EL-serisi 8 watt lamba
araciligiyla gerceklestirilmistir. UV-B dozu ise UVP marka UVX radyometre ile
mW/cm? cinsinden olciilerek “J/cm? = t(sn) x 102 x mW/cm?®” formiliyle

hesaplanmistir.
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Test bilesiklerinin farkl etkilerini belirlemek amaciyla uygulanan deneyler

icin genel yontem asagidaki gibidir;

1

12 kuyucuklu plakalara 2x10 > hicre/kuyucuk olarak ekilen hiicreler 24

saat inklibasyona birakilir.

2- inkiibasyon siiresi sonunda plakalardan hiicre medyumu uzaklastirilir
ve yerine test bilesiklerinin belirlenen konsantrasyonlarini iceren PBS

verilir.

3- Plakalar test bilesiklerinin hicreler ile etkilesime girmesi ve gesitli
biyolojik faaliyetlerin gerceklesmesi amaciyla 40 dakika inkiibasyona

birakilir.

4- inkiibatérden cikarilan plakalardan biri 2,5 J/cm? UV-B isinina 40
dakika slireyle maruz birakilirken, diger plaka da bu sire zarfinda

inklibator disinda bekletilir.

5- Plakalar tekrar inkibator icine alinarak 40 dakika inklibasyona birakilir

ve biyolojik faaliyetlerin gergeklesmesi beklenir.
2.5.3. MTT olgiimdi (in vitro hiicre canhligi belirleme ¢alismalari)

Madde 2.5.1.1’de belirtilen genel yonteme tabi tutulan hiicrelerden
uygulama suresi sonunda, PBS uzaklastirilmis ve yerine medyum ilave edilerek 4
saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda hiicre medyumu
uzaklastirilmistir. Hiicreler 5 mg/ml'l MTT solisyonu ile canli hicrelerin
mitokondrial metabolik aktiviteleri sonucu MTT boyasinin suda ¢6ziinmeyen
formazan tuzuna donlisebilmesi icin 2 saat inklibasyona birakilmistir. Bu siire
sonunda hicrelerden MTT boyasi uzaklastirilmistir.  Canli hiicreler tarafindan
olusturulan formazan tuzlarinin ¢éziinmesi icin her bir kuyucuga 0,1 ml DMSO

ilave edilmistir.

Plakalardaki hiicrelerin optik dansiteleri (OD) ELISA cihazinda 570 nm

dalga boyunda okutulmustur. Test maddesiyle ve UV-B isinlari ile muamele
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edilmeyen kontrol hiicre canliik orani % 100 olarak kabul edilerek, deney
hicrelerinin canhlik oranlar ylizde olarak ifade edilmistir (Mossmann 1983).
Deneyler, birbirinden bagimsiz olarak 3 kez tekrarlanmistir. MTT deneylerinin
sonuglarinin istatistiksel degerlendirmesinde SPSS programi kullaniimis ve elde
edilen verilerin tek yonli ANOVA ile post-hoc olarak Tukey testi uygulanarak

anlamliliklari belirlenmistir. Anlamlilik degeri olarak p<0.05 kabul edilmistir.
2.5.4. LDH ol¢iimii

Laktat Dehidrojenaz Testi (LDH) bir protein deneyidir, hiicreler tarafindan
kullanilan  medyumdaki laktat dehidrojenaz 6l¢iimiine dayanmaktadir.
Guvenilirligi, hizi ve basit olmasi bu testin 6zellikleridir. Hicre i¢i LDH kaybi ve
bunun medyum ortamina hiicre tarafindan birakilmasi hiicre zarinda hasar
meydana gelmesi ve buna bagli olarak hiicre 6liminin bir belirtecidir. LDH testi

Fotakis ve Timbrell (2006) metoduna gore uygulanmistir.

Madde 2.5.1.1 de tarif edilen genel yonteme uygun olarak deney
gerceklestirilir ve uygulamayi takiben hiicrelerden PBS uzaklastirilarak yerine
medyum ilave edilerek plakalar 4 saat inkiibasyona birakilir. inkiibasyon siiresi
sonunda deneyler Roche LDH kiti kullanilarak, uretici firmanin direktifleri

dogrultusunda yapilmistir.

LDH deneylerinin sonuglarinin istatistiksel degerlendirmesinde SPSS
programi kullaniimis ve elde edilen verilerin tek yonlii ANOVA ile post-hoc olarak
Tukey testi uygulanarak anlamliliklari belirlenmistir.  Anlamlilik degeri olarak

p<0.05 kabul edilmistir.
2.5.5. ROS dl¢iimii

Reaktif Oksijen Tirleri testi (ROS testi) antioksidant ozelligi veya ROS
miktarini belirlemeye yarayan hiicre temelli ve floresan o6zellikli bir deneydir.
Madde 2.5.1.1'e uygun olarak gerceklestirilen ve siyah dipli 96’lik plakalarin
kullanildigr yontem, OxiSelect TM Intracellular ROS Assay Kit (Gren Fluorescence)

kullanilarak tretici firmanin direktifleri dogrultusunda gergeklestirilmistir.
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2.5.6. TRITC-phalloidin boyama yontemi

On iki kuyucuklu plakalara yerlestirilen steril lameller (zerine 2x10°
hicre/kuyucuk olacak sekilde ekilen HaCaT hiicreleri 24 saat sire ile lamellerin
lizerine yapismalari icin 37 °C’de %5 CO; iceren inkiibatérde kiiltiire edilmiglerdir.
Deney yontemi madde 2.5.1.2’ye uygun olarak gerceklestiriimis ve bu sire
sonunda lameller % 3.7’lik formaldehit ile tespit edilmislerdir. Daha sonra steril
fosfatlanmis tampon ¢ozeltisi (PBS: 137 uM NaCl, 2.7 uM KCl, 15 puM KH,PO4, 8
UM NaHPOy; pH 7.3) ile yikamalari yapilan lamellere, 5 ug/ml TRITC-phalloidin ile
60 dakika muamele yapilarak hiicrelerin f-aktin komponentleri boyanmistir. Daha
sonra PBS ile yikanan lameller ile preparatlar hazirlanarak floresan atagmana
sahip Olympus BX50 mikroskop ile incelenmisler ve 100x biiylitme ile fotograflari

cekilmistir.
2.5.7. DAPI boyama yontemi

On iki kuyucuklu plakalara yerlestirilen steril lameller Uzerine 2x10°
hicre/kuyucuk olacak sekilde ekilen HaCaT hiicreleri 24 saat sire ile lamellerin
tizerine yapismalari icin 37 °C’'de %5 CO, iceren inkiibatérde kiiltiire edilmislerdir.
Deney yontemi madde 2.5.1.2'ye uygun olarak gergeklestiriimis ve bu sire
sonunda lameller %3,7’lik formaldehit ile tespit edilmislerdir. Daha sonra steril
fosfatlanmis tampon c¢ozeltisi (PBS: 137 uM NaCl, 2.7 uM KCl, 15 uM KH,PQ,, 8
UM NaHPOgy4; pH 7.3) ile yikamalari yapilan lamellere, 1 mg/ml DAPI boya ile 30
dakika muamele yapilarak hicrelerin gekirdek materyalleri boyanmisdir. Daha
sonra PBS ile yikanan lameller ile preparatlar hazirlanarak floresan atagmana
sahip Olympus BX50 mikroskop ile incelenmisler ve 100x biiylitme ile fotograflari

uygun kontrast ve netlikte ¢ekilmistir.
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3.1

BULGULAR

MTT Sonuglari (Hiicre Kiiltiirii Yoluyla /In Vitro Sitotoksisite Belirleme

Calismalani)

(-) - usnik asit, atranorin, vulpinik asit ve giroforik asit bilesiklerinin 25-50-

100-200-400 ve 800 uM konsantrasyonlari HaCaT hicreleri Gizerine uygulanarak

in vitro sitotoksik etkilerinin ve 2,5 j/cm2 UV-B 1sinina karsi koruyucu etkilerinin

MTT testi ile belirlenmesi amaglanmistir.

3.1.1. (-) - Usnik asit bilesiginin HaCaT hiicreleri lizerine toksik etkileri ve UV-B

isinlarina karsi koruyucu aktiviteleri

Hiicre Canliligi (% Seri 1 Kontrol)

= Seril

bd Seri2

Test Bilesigi Konsantrasyonlan

Sekil 3.1. (-) - Usnik asit bilesiginin HaCaT hiicreleri Gzerine ve UV-B isinlarina karsi etkisinin MTT

testi ile degerlendirilmesi. Seri 1: Test bilesiginin farkli konsantrasyonlarinin sitotoksik
aktivitesi, Seri 2: Test bilesiginin farkh konsantrasyonlar + 2,5 J/cm® UV-B 1sIniNin
sitotoksik aktivitesi, Seri 3: Seri 2'nin kendine ait kontrol grubuna gore
degerlendirilmesi. (*) isareti UV-B isinlarina ve maddeye maruz kalmamis kontrol

grubuna gore anlamh farklihklari géstermektedir. Anlamlilik degeri p< 0,05
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Usnik asit bilesiginin HaCaT hiicreleri Gzerine olan UV-B isinlarina karsi
koruyucu ve HaCaT hicreleri Uzerine sitotoksik etkisini belirlemek amaciyla
yapilan MTT testi sonucuna gore; usnik asit bilesigi yogunluga bagiml olarak
HaCaT hicreleri Uzerine yliksek toksik etkilere sahiptir. Bununla birlikte; test
bilesigi, uygulanan 2,5 J/cm?® UV-B isinina karsi HaCaT hiicreleri igin koruyucu bir
etkiden cok absorbe edici bir etkiye sahiptir. Uygulanan test yontemindeki
kontrol plakasinda UV-B isinlarina maruz birakilmayan HaCaT hicrelerinde 100
uM’lik  test bilesigi uygulamasi kontroliine gore vyaklasik %30’luk bir
sitotoksisiteye sahipken, 2,5 J/em? UV-B Isinin@a maruz birakilan HaCaT
hiicrelerinde 100 uM’lik test bilesigi kontroliine gore yaklasik %10’luk bir
sitotoksik etkinlige sahiptir. Ayrica, UV-B i1sinina maruz birakilan hicrelerde 50
UM’k konsantrasyon uygulamasi kontroliine gbére %20’ye vyakin bir
sitotoksisiteye sahipken 200 uM’lik test bilesigi uygulamasi kontrolliine gore
%15’e yakin bir sitotoksisiteye sahiptir. Bu sonuclara gore; usnik asit bilesiginin
HaCaT hiicrelerini UV-B isinlarina karsi tam olarak koruyamadigl ancak UV-B
isinlariyla etkilesime girerek kendi sitotoksisitesini azalttigi ve absorbe edebilme

kapasitesine sahip oldugu soylenebilir.
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3.1.2. Atranorin bilesiginin HaCaT hiicreleri lizerine toksik etkileri ve UV-B

iIsinlarina karsi koruyucu aktiviteleri

= Seril

bl Seri2

Hiicre Canhiligi (% Seri 1 Kontrol)

Test Bilesigi Konsantrasyonlar

Sekil 3.2. Atranorin bilesiginin HaCaT hiicreleri tizerine ve UV-B isinlarina karsi etkisinin MTT testi
ile degerlendirilmesi. Seri 1: Test bilesiginin farkli konsantrasyonlarinin sitotoksik
aktivitesi, Seri 2: Test bilesiginin farkli konsantrasyonlari + 2,5 JJem® UV-B 1SININIn
sitotoksik aktivitesi, Seri 3: Seri 2'nin kendine ait kontrol grubuna gore
degerlendirilmesi. (*) isareti UV-B isinlarina ve maddeye maruz kalmamis kontrol

grubuna gore anlaml farklihklari géstermektedir. Anlamlilik degeri p< 0,05

Atranorin bilesiginin HaCaT hiicreleri Uzerine olan UV-B isinlarina karsi

koruyucu ve HaCaT hiicreleri Uzerine sitotoksik etkisini belirlemek amaciyla

yapilan MTT testi sonucuna gore; atranorin bilesigi yogunluga bagimli olarak

HaCaT hicreleri Gzerine toksik etkilere sahiptir. Bununla birlikte; test bilesigi

uygulanan 2,5 J/cm? UV-B isinina karsi HaCaT hiicreleri icin filtreleyici bir etki

IVERSITESI

sergilemektedir. Uygulanan test yontemindeki kontrol plakasinda; UV-B isinlarina
maruz birakilmayan HaCaT hiicrelerinde 800 uM’lik yogunluk kontroliine gore
%45’e yakin bir sitotoksisiteye sahipken, 2,5 J/cm? UV-B isinina maruz birakilan
HaCaT hiicrelerinde 800 uM’lik konsantrasyon kontroliine gore yaklasik %25

oraninda bir sitotoksik etkinlige sahiptir.
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Dolayisiyla; uygulanan deney yontemine gore elde edilen veriler i1siginda
atranorin bilesiginin HaCaT hcreleri igin sitotoksik 6zellikte oldugunu ancak UV-

B 1sinlarini absorbe edebildigi savunulabilir.

3.1.3. Vulpinik asit bilesiginin HaCaT hiicreleri Gizerine toksik etkileri ve UV-B

isinlarina karsi koruyucu aktiviteleri

200 4

Hiicre Canliligi (% Seri 1 Kontrol)

& 5 \“jg > & & @&“ & & &

o o o
) N A N &

Test Bilesigi Konsantrasyonlar:

Sekil 3.3. Vulpinik asit bilesiginin HaCaT hiicreleri tizerine ve UV-B isinlarina karsi etkisinin MTT
testi ile degerlendirilmesi. Seri 1: Test bilesiginin farkli konsantrasyonlarinin sitotoksik
aktivitesi, Seri 2: Test bilesiginin farkli konsantrasyonlari + 2,5 J/em® UV-B Isininin
sitotoksik aktivitesi, Seri 3: Seri 2’nin kendine ait kontrol grubuna goére
degerlendirilmesi. (*) isareti UV-B isinlarina ve maddeye maruz kalmamis kontrol

grubuna gore anlamh farklihklari gostermektedir. Anlamlilik degeri p< 0,05

Vulpinik asit bilesiginin HaCaT hiicreleri tizerine olan UV-B isinlarina karsi
koruyucu ve HaCaT hiicreleri Uzerine sitotoksik etkisini belirlemek amaciyla
yapilan MTT testi sonucuna gore; vulpinik asit bilesigi HaCaT hiicreleri Gzerine
uygulanan konsantrasyonlari ve deney yontemine gore sitotoksik bir ozellige
sahip degildir. Bununla birlikte; test bilesigi uygulanan 2,5 J/ecm? UV-B ISInina

karsi HaCaT hiicreleri icin koruyucu ve UV-B absorbe edici bir etkiye sahiptir.
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Uygulanan deney yonteminde 2,5 J/em? UV-B isint HaCaT hicreleri
Uzerine yaklasik olarak %50 oraninda bir sitotoksiteye neden olurken, vulpinik
asit bilesigi doza bagh olarak bu sitotoksik etkiyi engelleyici bir aktivite
gostermektedir; nitekim 800 uM vyogunluktaki test bilesigi UV-B isininin
sitotoksik etkisini yaklasik %50’den %15’e kadar disiirmektedir.

3.1.4. Giroforik asit bilesiginin HaCaT hiicreleri lizerine toksik etkileri ve UV-B

isinlarina karsi koruyucu aktiviteleri

= Seril

b Seri2

Hiicre Canhligi (% Seri 1 Kontrol)

20 A

& &
+°<~“ o\t 4\9? 1,,5‘ §°~§§ ~°Q$ ‘»Qef §e$ $°Q$

Test Bilesigi Konsantrasyonlari

Sekil 3.4. Giroforik asit bilesiginin HaCaT hiicreleri Gzerine ve UV-B i1sinlarina karsi etkisinin MTT
testi ile degerlendirilmesi. Seri 1: test bilesiginin farkli konsantrasyonlarinin sitotoksik
aktivitesi, Seri 2: test bilesiginin farkli konsantrasyonlari + 2,5 J/em? UV-B 1Isininin
sitotoksik aktivitesi, Seri 3: seri 2’nin kendine ait kontrol grubuna goére
degerlendirilmesi. (*) isareti UV-B isinlarina ve maddeye maruz kalmamis kontrol

grubuna gore anlamh farklilklari géstermektedir. Anlamlilik degeri p< 0,05

Giroforik asit bilesiginin HaCaT hiicreleri Gizerine olan UV-B isinlarina karsi
koruyucu ve HaCaT hicreleri Uzerine sitotoksik etkisini belirlemek amaciyla

yapilan MTT testi sonucuna gore; giroforik asit bilesigi, HaCaT hicreleri Gizerine
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uygulanan test bilesigi konsantrasyonlari ve deney yontemine gore dislk
sitotoksik Ozellige sahiptir. Kontrol plakasinda 400 uM’lik giroforik asit bilesigi
HaCaT hiicreleri Uzerine yaklasik %30 oraninda bir toksisite gosterirken, 2,5
J/ecm? UV-B Isinina maruz birakilan plakada 400 uM’lik konsantrasyon kontroliine
gore yaklasik %5 oraninda koruyucu etki géstermektedir. 25-50-100-200 uM’hk
giroforik asit yogunluklari ise doza bagimh olarak HaCaT hicrelerini, UV-B

Isinlarinin toksisitesine karsi koruyucu aktivite géstermistir.
3.2. Laktat Dehidrogenaz Testi (LDH) Sonuglar

(-) - usnik asit, atranorin, vulpinik asit ve giroforik asit bilesiklerinin 25-50-
100-200-400 ve 800 pM konsantrasyonlari HaCaT hiicreleri lizerine uygulanarak
in vitro sitotoksik etkilerinin ve 2,5 j/cm2 UV-B 1sinina karsi koruyucu etkilerinin

LDH testi ile belirlenmesi amaglanmistir.
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3.2.1. (-) - Usnik asit bilesiginin HaCaT hiicreleri lizerine toksik etkileri ve UV-B

isinlarina karsi koruyucu aktiviteleri

300 -

= Seril

b Seri2

agge Seri3

LDH Aktivitesi (% Seri 1 Kontrol)

Test Bilesigi Konsantrasyonlar

Sekil 3.5. (-) - Usnik asit bilesiginin HaCaT hiicreleri Gizerine ve UV-B isinlarina karsi etkisinin LDH
testi ile degerlendirilmesi. Seri 1: Test bilesiginin farkli konsantrasyonlarinin sitotoksik
aktivitesi, Seri 2: Test bilesiginin farkli konsantrasyonlari + 2,5 J/em?® UV-B 1sInINin
sitotoksik aktivitesi, Seri 3: Seri 2’nin kendine ait kontrol grubuna gore
degerlendirilmesi. (*) isareti UV-B isinlarina ve maddeye maruz kalmamis kontrol

grubuna gore anlamh farkliliklari géstermektedir. Anlamlilik degeri p< 0,05

(-) — usnik asit bilesiginin HaCaT hicreleri tzerine olan sitotoksik ve UV-B

isinlarina karsi koruyucu etkisinin LDH aktivitesine bagl olarak belirlenmesi

amaciyla yapilan test teknigine gore; 2,5 J/em? UV-B 1sin1 kontrole gore yaklasik

olarak %125 oraninda LDH aktivitesi artisina neden olmaktadir. (-) — usnik asit

bilesiginin 200-400-800 uM olarak uygulanan konsantrasyonlari ise HaCaT

IVERSITESI

hiicrelerinin hiicre zarinda hasar olusturmus veya hicreler lizerine oldlriicit etki
gostermis, dolayisiyla LDH aktivitesinde kuvvetli bir artisa neden olmustur.
Bununla birlikte, uygulanan 200-400-800 pM test bilesigi konsantrasyonlari
kontrollerine gore incelendiginde; UV-B isinlarina maruz birakilmayan HaCaT
hicreleri Gizerinde kuvvetli bir LDH artiricisiyken, UV-B i1sinlarina maruz birakilan

HaCaT hiicreleri Gzerindeki LDH artirici etkileri daha azdir.
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3.2.2. Atranorin bilesiginin HaCaT hiicreleri lizerine toksik etkileri ve UV-B

isinlarina karsi koruyucu aktiviteleri

300 4

= Seril

bd Seri2

afige Seri3

LDH Aktivitesi (% Seri 1 Kontrol)

Test Bilesigi Konsantrasyonlar

Sekil 3.6. Atranorin bilesiginin HaCaT hiicreleri Gizerine ve UV-B i1sinlarina karsi etkisinin LDH testi
ile degerlendirilmesi. Seri 1: Test bilesiginin farkh konsantrasyonlarinin sitotoksik
aktivitesi, Seri 2: Test bilesiginin farkli konsantrasyonlari + 2,5 J/em?® UV-B 1sInINin
sitotoksik aktivitesi, Seri 3: Seri 2’nin kendine ait kontrol grubuna gore
degerlendirilmesi. (*) isareti UV-B isinlarina ve maddeye maruz kalmamis kontrol

grubuna gore anlamh farkliliklari géstermektedir. Anlamlilik degeri p< 0,05

Atranorin bilesiginin HaCaT hicreleri Uzerine olan sitotoksik ve UV-B
isinlarina karsi koruyucu etkisinin LDH aktivitesine bagl olarak belirlenmesi
amaciyla vyapilan test teknigine gore; atranorin bilesiginin uygulanan
konsantrasyonlari HaCaT hiicreleri lizerine distik oranda LDH aktivitesi artiric
etki gbstermistir. Uygulan 100-200-400-800 uM test bilesigi yogunluklari yaklasik
olarak %5 ile %20 araliginda konsantrasyona bagli olarak LDH aktivitesi artisina
neden olmuslardir. 2,5 J/cm? UV-B isinlarina maruz birakilan HaCaT hiicreleri
Uzerine uygulanan atranorin bilesiginin 100-200-400 uM’lik yogunluklari ise UV-B

isinlarinin LDH artirici etkisini azalmaktadir.
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3.2.3. Vulpinik asit bilesiginin HaCaT hiicreleri Gizerine toksik etkileri ve UV-B

isinlarina karsi koruyucu aktiviteleri

250 4

= Seril

bd Seri2

afge Seri3

LDH Aktivitesi (% Seri 1 Kontrol)

Test Bilesigi Konsantrasyonlar:

Sekil 3.7. Vulpinik Asit bilesiginin HaCaT hiicreleri tizerine ve UV-B isinlarina karsi etkisinin LDH
testi ile degerlendirilmesi. Seri 1: Test bilesiginin farkli konsantrasyonlarinin sitotoksik
aktivitesi, Seri 2: Test bilesiginin farkli konsantrasyonlari + 2,5 J/em® UV-B 1Isininin
sitotoksik aktivitesi, Seri 3: Seri 2’nin kendine ait kontrol grubuna goére
degerlendirilmesi. (*) isareti UV-B isinlarina ve maddeye maruz kalmamis kontrol

grubuna gore anlamh farklilklar géstermektedir. Anlamhilk degeri p< 0,05

Vulpinik asit bilesiginin UV-B 1sinlarina karsi  koruyucu etkisinin

incelenmesi amaciyla yapilan LDH aktivitesi belirleme c¢alismalarina gore;

Uygulanan vulpinik asit konsantrasyonlari HaCaT hiicreleri izerine LDH aktivitesi

artirict etkiye sahip degildir. Ayrica, UV-B isinlarina maruz birakilan HaCaT

hiicrelerinde olusabilecek LDH aktivitesi artisini engelleyerek UV-B isinlarina

IVERSITESI

karsi koruyucu aktivite gostermektedir.
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3.2.4. Giroforik asit bilesiginin HaCaT hiicreleri lizerine toksik etkileri ve UV-B

isinlarina karsi koruyucu aktiviteleri

300

= Seril

b Seri2

== Seri3

LDH Aktivitesi (% Seri 1 Kontrol)

Test Bilesigi Konsantrasyonlari

Sekil 3.8. Giroforik asit bilesiginin HaCaT hiicreleri tizerine ve UV-B isinlarina karsi etkisinin LDH
testi ile degerlendirilmesi. Seri 1: Test bilesiginin farkli konsantrasyonlarinin sitotoksik
aktivitesi, Seri 2: Test bilesiginin farkli konsantrasyonlari + 2,5 J/em?® UV-B 1Isininin
sitotoksik aktivitesi, Seri 3: Seri 2'nin kendine ait kontrol grubuna goére
degerlendirilmesi (*) isareti UV-B 1sinlarina ve maddeye maruz kalmamis kontrol

grubuna gore anlaml farklihklari géstermektedir. Anlamlilik degeri p< 0,05

Giroforik asit bilesiginin HaCaT hiicreleri tzerine LDH aktivitesi artirici ve

UV-B 1sinlarinin etkilerine karsi koruyucu o6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla

yapilan LDH aktivite testine gore; uygulanan 400 ve 800 puM yogunluktaki

giroforik asit bilesigi kontrole gore sirasiyla yaklasik %125 ve %140 oraninda

artisa neden olmaktadir. UV-B isinlarina maruz birakilan HaCaT hiicrelerinde ise
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giroforik asidin 25-50-100-200 uM konsantrasyonlari LDH aktivitesinde azaltici
etki gostermislerdir. Bununla birlikte, uygulanan 400-800 uM konsantrasyonlari
kendi kontrollerine gore incelendiginde; UV-B isinlarina maruz birakilmayan
HaCaT hiicreleri Gzerinde kuvvetli bir LDH artiricisiyken, UV-B isinlarina maruz

birakilan HaCaT hicreleri Gizerindeki LDH artirici etkileri daha azdir.
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3.3. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) Siipiiriicii Aktivite Testi Sonuglari

Yapilan ¢alismalara gore; likenlerden izole edilen usnik asit, atranorin ve

giroforik asit bilesikleri UV-B isinlarinin hicreler (zerine olusturdugu reaktif

oksijen tlrlerinin birikimine karsi antioksidan aktiviteye sahip olduklari tespit

edilmistir (Kohlhardt-Floehr ve ark. 2010; Molnar ve Farkas 2010; Backorova ve

ark. 2012; Bugukoglu ve ark. 2012).

3.3.1. Vulpinik asit bilesiginin ROS siipiriicii aktivitesi

ROS Birikimi (% Seri 1 Kontrol)

5000 -

= Seril

bed Seri2

s

=g Seri3

Test Bilesigi Konsantrasyonlan

sekil 3.9.

Vulpinik asit bilesiginin HaCaT hiicreleri Gizerine ve UV-B isinlarina karsi etkisinin ROS

testi ile degerlendirilmesi. Seri 1: test bilesiginin farkli konsantrasyonlarinin sitotoksik
aktivitesi, Seri 2: test bilesiginin farkli konsantrasyonlari + 2,5 J/em® UV-B 1Isininin
sitotoksik aktivitesi, Seri 3: seri 2’nin kendine ait kontrol grubuna gore
degerlendirilmesi. (*) isareti UV-B isinlarina ve maddeye maruz kalmamis kontrol

grubuna gore anlamh farkliliklari géstermektedir. Anlamlilik degeri p< 0,05

Vulpinik asit bilesiginin HaCaT hiicreleri lzerine olan ROS sipdricu

kapasitesini ve UV-B isinlarina karsi ROS aktivitesi baglaminda koruyucu etkisini

belirlemek amaciyla yapilan test teknigine gore; vulpinik asit bilesigi UV-B

Isinlarina maruz birakilmayan kontrol plakasinin kontrol grubuna goére doza bagh

olmak Gzere ROS aktivitesini diisik seviyede arttirici 6zelliktedir. Bununla birlikte

44



IVERSITESI

@) ANADOLU UN

2,5 J/cm? UV-B 1sin1, kontrol plakasinin kontroliine goére yaklasik %2700 oraninda
ROS artisina neden olurken, UV-B ve test maddesinin bazi dozlari bu artisi daha
da arttirmaktadir. Sonug¢ olarak, test bilesigi UV-B isinlarinin ROS aktivitesi
Uzerine etkisini engelleyici bir 6zellige sahip degildir, ancak UV-B isinina maruz

kalmayan hiicreler icinde anlamli bir ROS arttirici 6zelligi tespit edilmemistir.
3.4. TRITC Phalloidin Boyama Yontemi Sonuclari
3.4.1. (-) - Usnik asidin HaCaT hiicrelerinin f-aktinleri {izerine etkisi

(-)- usnik asit bilesiginin farkh dozlarinin, HaCaT hicreleri Uzerine
uygulamasiyla f-aktinler Gzerindeki etkisinin belirlenmesi ¢alismalari sonucu elde
edilen bilgilere gore; test bilesiginin 400 ve 800 uM’lik konsantrasyonlari f-
aktinlerin depolimerize olmasina neden olarak, f-aktinleri morfolojik ve yapisal
olarak degistirmektedir. Test bilesiginin uygulanan diger konsantrasyonlari ise f-

aktinler Uzerine herhangi bir etki gostermemektedir (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10. (-) - Usnik asit bilesiginin HaCaT hicrelerinin f-aktin komponentleri (izerine etkisi
(100x)
A) Kontrol B) DMSO C) 25 uM D) 50 uM E) 100 uM F) 200 uM G) 400 uM H) 800 uM
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3.4.2. (-) - Usnik asit bilegiginin UV-B isinlarina karsi HaCaT hiicrelerini

koruyucu etkisinin f-aktin komponentleri lizerinden incelenmesi

HaCaT hiicreleri lizerine uygulanan 2,5 J/em? doz UV-B isinlarinin, f-aktin
Komponentlerini morfolojik ve yapisal olarak degistirdigi belirlenmistir. (-)- usnik
asit bilesiginin 100 ve 200 uM’lik konsantrasyonlarinin UV-B isinlarina karsi
koruyucu etki gosterdigi ve f-aktin komponentlerinin depolimerize olmasini
engelledigi belirlenmistir. Uygulanan 25 ve 50 uM’lik yogunluklar f-aktin
komponentlerinin depolimerize olmasini engelleme kapasitesine sahip degilken,
400 ve 800 uM’lik konsantrasyonlar f-aktin komponentlerini depolimerize edici
aktivite gostermektedir. Bununla birlikte, UV-B 1sinlari hiicreler lzerine f-aktin
komponentleri disinda da etkilere sahiptir ve hicrelerin morfolojik olarak

kiicilmesine neden olmaktadir (Sekil.3.11.).
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Sekil 3.11. (-)- usnik asit bilesiginin 2,5 J/cm2 UV-B 1sinina maruz birakilmis HaCaT hiicrelerinin
f-aktin komponentleri Gizerine etkisi (100x)
A) Kontrol B) DMSO C) 25 uM D) 50 uM E) 100 uM F) 200 uM G) 400 uM H) 800 uM
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3.4.3. Atranorin bilesiginin HaCaT hiicrelerinin f-aktin komponentleri lizerine

etkisi

Atranorin bilesiginin f-aktin komponentleri Uzerine olan etkisinin
incelenmesi amaciyla vyapilan c¢alisma sonucunda; test bilesiginin farkh
konsantrasyonlarinin HaCaT hiicreleri lizerine uygulanmasi sonucunda, 25-50-
100-200 uM’hk atranorin konsantrasyonlarinin f-aktin komponentleri Uzerine
herhangi bir etkiye sahip olmadigi gdzlemlenmistir. Atranorin bilesiginin 400 ve
800 uM’lik konsantrasyonlari ise f-aktin komponentlerinde depolimerizasyona
neden olmaktadir. Bununla birlikte, hicreler arasi baglantilarin kopmadigi

gozlemlenmistir (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12. Atranorin bilesiginin HaCaT hiicrelerinin f-aktin komponentleri tGizerine etkisi (100x)
A) Kontrol B) DMSO C) 25 uM D) 50 uM E) 100 uM F) 200 uM G) 400 uM H) 800 uM
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3.4.4. Atranorin bilegiginin UV-B isinlarina karsi HaCaT hiicrelerini koruyucu

etkisinin f-aktin komponentleri lizerinden incelenmesi

Atranorin bilesiginin UV-B 1sinlarina karsi koruyucu etkisinin f-aktin
komponentleri tizerinden belirlenmesi calismalarina gére; 2,5 J/cm? UV-B isini f-
aktin komponentlerinin depolarize olmasina neden olarak morfolojik ve yapisal
degisime neden olmaktadir. Atranorin bilesiginin 25 ve 50 uM’lik
konsantrasyonlarinin f-aktin komponentlerinde depolimerizasyonu engelleyici bir
etkiye sahip olmadigi belirlenmistir. Atranorin bilesiginin 100-200-400 ve 800 uM
konsantrasyonlarinin ise 2,5 J/em? UV-B Isinina karsi koruyucu etki saglayarak f-
aktin  komponentlerinin  depolimerizasyonunu  engelledigi  belirlenmistir

(Sekil.3.13.).
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Sekil 3.13. Atranorin bilesiginin 2,5 J/cm2 UV-B 1sinina maruz birakilmis HaCaT hiicrelerinin
f-aktin komponentleri Gizerine etkisi (100x)
A) Kontrol B) DMSO C) 25 uM D) 50 uM E) 100 uM F) 200 uM G) 400 uM H) 800 uM
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3.4.5. Vulpinik asidin HaCaT hiicrelerinin f-aktin komponentleri lizerine etkisi

Vulpinik asit bilesiginin HaCaT hicreleri (izerine madde 2.5.6. da belirtilen
deney yonteminin uygulamasi ile f-aktin komponentleri Uzerindeki etkisinin
belirlenmesi testleri sonucu elde edilen bilgilere gore; test bilesiginin uygulanan
konsantrasyonlari f-aktin komponentleri lzerine morfolojik ve yapisal olarak

anlamli bir etkiye neden olmamaktadir (Sekil 3.14).
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Sekil 3.14. Vulpinik asit bilesiginin HaCaT hiicrelerinin f-aktin komponentleri tizerine etkisi (100x)

A) Kontrol B) DMSO C) 25 uM D) 50 uM E) 100 pM F) 200 uM G) 400 uM H) 800 uM
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3.4.6. Vulpinik asit bilesiginin UV-B isinlarina kargi HaCaT hiicrelerini koruyucu

etkisinin f-aktin komponentleri lizerinden incelenmesi

Vulpinik asit bilesiginin HaCaT hiicreleri Gizerine madde 2.5.6. da belirtilen
deney yonteminin uygulamasi ile 2,5 J/cm 2 Uv-B Isinina karsi koruyucu etkisinin
f-aktin komponentleri tzerinden belirlenmesi testleri sonucu elde edilen bilgilere
gére; 2,5 J/cm? UV-B isini, kontrol ve DMSO kontrol fotograflarinda da géruldugi
Uzere f-aktin komponentlerinin polimerizasyonunu ve morfolojisini engelleyici
ozellik tasimaktadir; bununla birlikte test bilesigi HaCaT hiicreleri lzerine olan
UV-B 1sininin etkisini konsantrasyona bagh olarak azaltmakta ve uygulanan en
yuksek test bilesigi konsantrasyonu olan 800 uM’da f-aktin komponentlerinin
polimer yapisi ve morfolojisi normal bir gérinime yaklasmaktadir. Dolayisiyla;
vulpinik asit bilesiginin, UV-B isinlarinin f-aktin komponentleri Uzerine olan

depolarize edici etkisini engelledigi goriilmektedir (Sekil.3.15.).
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Sekil 3.15. Vulpinik asit bilesiginin 2,5 J/cm2 UV-B 1sinina maruz birakilmis HaCaT hiicrelerinin
f-aktin komponentleri Gizerine etkisi (100x)
A) Kontrol B) DMSO C) 25 uM D) 50 uM E) 100 uM F) 200 uM G) 400 uM H) 800 uM
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3.4.7. Giroforik asidin HaCaT hiicrelerinin f-aktin komponentleri iizerine etkisi

Giroforik asit bilesiginin farkh konsantrasyonlarinin HaCaT hiicreleri
Uzerine madde 2.5.6. da belirtilen deney yontemine gore uygulamasiyla f-aktin
komponentleri lzerine etkisinin belirlenmesi testleri sonucu elde edilen bilgilere
gore; test bilesiginin farkl konsantrasyonlari f-aktin komponentleri (zerine
morfolojik ve yapisal olarak yogunluga bagimli bir etkiye sahiptir. Bununla
birlikte, 400 uM yogunlugundaki giroforik asit f-aktin komponentleri Uzerine
depolimerize edici, 800 uM yogunluk ise hicreler Uzerine toksik etki

gostermektedir (Sekil 3.16.).
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Sekil 3.16. Giroforik asit bilesiginin HaCaT hiicrelerinin f-aktin komponentleri tizerine etkisi (100x)
A) Kontrol B) DMSO C) 25 uM D) 50 uM E) 100 uM F) 200 uM G) 400 uM H) 800 uM
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3.4.8. Giroforik asit bilesiginin UV-B isinlarina karsi HaCaT hiicrelerini

koruyucu etkisinin f-aktin komponentleri lizerinden incelenmesi

Giroforik asit bilesiginin farkh konsantrasyonlarinin, HaCaT hiicreleri
tizerine madde 2.5.6. da belirtilen deney yontemine gére uygulamasiyla 2,5 J/cm?
UV-B 1sinina karsi sagladigi koruyucu etkinin f-aktin komponentleri (izerinden
belirlenmesi testleri sonucu elde edilen bilgilere gore; 2,5 J/cm? UV-B Isini,
kontrol ve DMSO kontrol fotograflarinda da gorildigi Gzere f-aktin
komponentlerinin polimerizasyonunu ve morfolojisini degistirici etkiye sahiptir.
Bununla birlikte, test bilesiginin 100 ve 200 uM’lik konsantrasyonlari UV-B
isinlarinin f-aktin komponentleri lzerine olan etkisini kismen engellemekte ve
yogunluga bagh olmak Uzere f-aktin komponentlerinin polimerize yapisinin
degisimini azaltmaktadir. Uygulanan diger konsantrasyonlarda ise f-aktin
komponentleri depolimerize olarak gézlemlenmektedir. Giroforik asit bilegiginin
25-50 uM’lik yogunluklari UV-B isinlarina karsi yeterli derecede filtrasyon
saglayamazken, 400-800 uM’lik yogunluklar toksik etkileri nedeniyle f-aktin
komponentlerinin depolimerize olmasina neden olmakta, morfolojik ve yapisal
olarak degisimler gozlemlenmektedir. UV-B isinlarinin HaCaT hiicreleri lzerine
olusturdugu etkinin, giroforik asit bilesigi tarafindan kismen engellenerek hiicre
morfolojisinin normale en yakin oldugu konsantrasyon uygulamasi 200 uM olarak

tespit edilmistir (Sekil.3.17.).
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Sekil 3.17. Giroforik asit bilesiginin 2,5 J/cm2 UV-B 1sinina maruz birakilmis HaCaT hiicrelerinin
f-aktin komponentleri Gizerine etkisi (100x)
A) Kontrol B) DMSO C) 25 uM D) 50 uM E) 100 uM F) 200 uM G) 400 uM H) 800 uM
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3.5. DAPI Boyama Yontemi Sonuglari

Test bilesiklerinin apoptotik etkilerinin belirlenmesi calismalari sirasinda
bazi test bilesiklerinin DAPI boyasinin floresan isima verdigi 358-461 nm dalga
boyu araliginda i1sima verdigi tespit edilmistir (Olympus BX50 mikroskop NU
filtre). DAPI boyama yonteminin asil amaci hiicre cekirdeginde meydana gelen
morfolojik degisimleri godzlemlemektir. Dolayisiyla, incelenen preparatlardan
fotograflar c¢ekilirken ve c¢ekildikten sonra, test bilesiklerinin hiicre
sitoplazmasinda olusturdugu isimanin goz ardi edilmesi amaciyla, netlik degerleri
=%50 oraninda, kontrast degerleri =%50 oraninda, parlaklik ise =%20 oraninda

arttinlmistir. Test bilesiklerine ait 1simalar sekil 3.18’de gosterilmektedir.

Sekil 3.18. Test bilesiklerinin 358-461 nm dalga boyunda i1sima géstermesi (100x)
A) (-) — usnik asit B) atranorin C) giroforik asit
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3.5.1. (-)- Usnik asidin HaCaT hiicrelerinin genetik materyali lizerine etkisi

(-) — usnik asit bilesiginin farkli konsantrasyonlarinin HaCaT hdcreleri
Uzerine apoptotik etkilerinin incelenmesi amaciyla yapilan ¢alisma sonucunda;
25-50-100 ve 200 uM’hk (-)- usnik asit konsantrasyonlarinin DNA materyalini
etkilemeyerek apoptotik etki yaratmadig belirlenmistir. (-)- usnik asidin 400 ve
800 uM’lik konsantrasyonlari ise genetik materyalde kayba neden olarak hiicre
cekirdeginde hacimsel kicllmeye neden olmakta ve apoptotik etkiler

gozlemlenmektedir (Sekil3.19.).
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Sekil 3.19. (-)- Usnik asit bilesiginin HaCaT hiicrelerinin genetik materyali tGzerine etkisi (100x)
A) Kontrol B) DMSO C) 25 uM D) 50 uM E) 100 uM F) 200 uM G) 400 uM H) 800 uM
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3.5.2. (-)- Usnik asit bilegiginin UV-B isinlarina karsi HaCaT hiicrelerini

koruyucu etkisinin genetik materyal iizerinden incelenmesi

(-)- usnik asit bilesiginin farkli konsantrasyonlarinin, HaCaT hicreleri
tizerine madde 2.5.7’de belirtilen deney yontemine gére uygulamasiyla 2,5 J/cm?
UV-B 1sinina karsi sagladigi koruyucu etkisinin genetik materyal (izerinden
belirlenmesi testleri sonucu elde edilen bilgilere gore; 2,5 J/cm? UV-B Isini,
kontrol ve DMSO kontrol fotograflarinda da gorildigi Gzere; UV-B i1sinlari HaCaT
hicrelerinin genetik materyalinin yapisini degistirmekte ve ¢ekirdek morfolojisini
bozmaktadir. Bununla birlikte, test bilesiginin 25, 50 ve 100 pM’lik
konsantrasyonlari UV-B isinlarinin DNA materyali (zerine olan etkisini
engelleyerek yogunluga bagl olmak Uzere cekirdek morfolojisini ve yapisini
korumaktadir. Uygulanan diger konsantrasyonlarda ise ¢ekirdek morfolojisinde

apoptotik etkiler gozlemlenmektedir (Sekil.3.20.).
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Sekil 3.20. (-)- Usnik asit bilesiginin 2,5 J/cm2 UV-B 1sinina maruz birakilmis HaCaT hiicrelerinin
genetik materyali Gzerine etkisi (100x)
A) Kontrol B) DMSO C) 25 uM D) 50 uM E) 100 uM F) 200 uM G) 400 uM H) 800 uM
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3.5.3. Atranorin bilesiginin HaCaT hiicrelerinin genetik materyali iizerine etkisi

Atranorin bilesiginin farkh konsantrasyonlarinin HaCaT hicreleri Uizerine
apoptotik etkisinin incelenmesi amaciyla yapilan ¢alisma sonucunda; 25-50-100-
200 ve 400 puM’lik atranorin bilesigi konsantrasyonlarinin HaCaT hicrelerinin
cekirdek materyalini etkilemeyerek, apoptotik etki yaratmadigi belirlenmistir.
Atranorin bilesiginin 800 uM’lik konsantrasyon ise genetik materyalde kayba
neden olarak hicre c¢ekirdeginde hacimsel kigilmeye neden olmakta ve

apoptotik etkiler gozlemlenmektedir (Sekil 3.21.).
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Sekil 3.21. Atranorin bilesiginin HaCaT hiicrelerinin genetik materyali izerine etkisi (100x)
A) Kontrol B) DMSO C) 25 uM D) 50 uM E) 100 uM F) 200 uM G) 400 uM H) 800 uM
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3.5.4. Atranorin bilesiginin UV-B isinlarina karsi HaCaT hiicrelerini koruyucu

etkisinin genetik materyal lizerinden incelenmesi

Atranorin bilesiginin farkli konsantrasyonlarinin, 2,5 J/em? UV-B 1sinlari
nedeniyle olusan apoptotik etkilere karsi koruyucu etkisini belirlemek amaciyla
yapilan calisma sonucunda elde edilen bilgilere gore; uygulanan atranorin
bilesigi konsantrasyonlarinin  UV-B nedeniyle olusan apoptotik etkileri

engelleyemedigi tespit edilmistir (Sekil 3.22.).
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Sekil 3.22. Atranorin bilesiginin 2,5 J/cm2 UV-B 1sinina maruz birakilmis HaCaT hiicrelerinin
genetik materyali tGzerine etkisi (100x)
A) Kontrol B) DMSO C) 25 uM D) 50 uM E) 100 uM F) 200 uM G) 400 uM H) 800 uM
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3.5.5. Vulpinik asidin HaCaT hiicrelerinin genetik materyali lizerine etkisi

Vulpinik asit bilesiginin HaCaT hiicreleri (izerine apoptotik etkisinin
belirlenmesi amaciyla uygulanan testler sonucu elde edilen bilgilere gore; test
bilesigi HaCaT hicreleri Uzerine apoptotik bir 6zellige sahip degildir. Test
bilesiginin uygulanan en yiksek konsantrasyonu olan 800 uM dahi HaCaT
hicrelerinde apoptoza yonlendirici bir etki gostermemekte ve hiicre ¢ekirdeginin

morfolojisinde herhangi bir degisime neden olmamaktadir (Sekil 3.23.).
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Sekil 3.23. Vulpinik asit bilesiginin HaCaT hiicrelerinin genetik materyali lizerine etkisi (100x)
A) Kontrol B) DMSO C) 25 uM D) 50 uM E) 100 uM F) 200 uM G) 400 uM H) 800 uM
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3.5.6. Vulpinik asit bilegiginin UV-B isinlarina karsi HaCaT hiicrelerini koruyucu

etkisinin genetik materyal lizerinden incelenmesi

Vulpinik asit bilesiginin HaCaT hicreleri lizerine uygulanan 2,5 J/em? UV-B
Isinina karsi sagladigi, apoptotik etkiye karsi koruyucu aktivitesinin belirlenmesi
amaciyla yapilan testler sonucu elde edilen bilgilere gore; test bilesiginin
uygulanan dozlari, UV-B 1sininin etkisini yogunluga bagh olarak azaltmaktadir.
Test bilesiginin uygulanan en vyilksek konsantrasyonu 800 uM da hicre
cekirdeklerinin morfolojisi normal bir gériinlime sahiptir. Dolayisiyla; vulpinik asit
bilesigi, UV-B isinlarinin etkisiyle hiicre cekirdegi lizerinde olusan apoptotik

olusumlari engellemektedir (Sekil 3.24.).
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Sekil 3.24. Vulpinik asit bilesiginin 2,5 J/cm2 UV-B 1sinina maruz birakilmis HaCaT hiicrelerinin
genetik materyali tGzerine etkisi (100x)
A) Kontrol B) DMSO C) 25 uM D) 50 uM E) 100 uM F) 200 uM G) 400 uM H) 800 uM
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3.5.7. Giroforik asidin HaCaT hiicrelerinin genetik materyali lizerine etkisi

Giroforik asit bilesiginin farkli konsantrasyonlarinin HaCaT hiicreleri
Uzerine apoptotik etkisinin incelenmesi amaciyla yapilan ¢alisma sonucunda; 25-
50-100 ve 200 uM’hk giroforik asit konsantrasyonlarinin DNA materyalini
etkilemeyerek, apoptotik etki yaratmadigi belirlenmistir. Giroforik asidin 400 ve
800 uM’lik konsantrasyonlari ise genetik materyalde kayba neden olarak hiicre
cekirdeginde hacimsel kiglilmeye neden olmakta ve apoptotik olusumlar

gozlemlenmektedir (Sekil 3.25.).

74



IVERSITESI

@) ANADOLU UN

Sekil 3.25. Giroforik asit bilesiginin HaCaT hiicrelerinin genetik materyali (izerine etkisi (100x)
A) Kontrol B) DMSO C) 25 uM D) 50 uM E) 100 uM F) 200 uM G) 400 uM H) 800 uM
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3.5.8. Giroforik asit bilesiginin UV-B isinlarina kargi HaCaT hiicrelerini

koruyucu etkisinin genetik materyal iizerinden incelenmesi

Giroforik asit bilesiginin farkh konsantrasyonlarinin, HaCaT hiicreleri
tizerine madde 2.5.7. de belirtilen deney yéntemine gére uygulamasiyla 2,5 J/cm?
UV-B 1sinina karsi sagladigi koruyucu etkisinin genetik materyal Uzerinden
belirlenmesi testleri sonucu elde edilen bilgilere gore; test bilesiginin 50 uM’lik
konsantrasyonu UV-B isinlarinin DNA materyali Uzerine olan etkisini kismen
engelleyerek, ¢cekirdek morfolojisini ve yapisini kismen korumaktadir. Uygulanan
diger yogunluklarda ise c¢ekirdek morfolojisinde apoptotik etkiler

gozlemlenmektedir (Sekil 3.26.).
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Sekil 3.26. Giroforik asit bilesiginin 2,5 J/cm2 UV-B 1sinina maruz birakilmis HaCaT hiicrelerinin
genetik materyali tzerine etkisi (100x)
A) Kontrol B) DMSO C) 25 uM D) 50 uM E) 100 uM F) 200 uM G) 400 uM H) 800 uM
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4. TARTISMA ve SONUC

Diinya genelinde, agik tenli insanlarda gézlemlenen kanser olgulari iginde
en ¢ok rastlanan olgu, deri kanseri vakalar olarak 6n plana ¢ikmaktadir. Bu
baglamda, deri kanseri etkeni olan ultraviyole isinlara karsi koruyucu faktorlerin

kesfi ve gelistiriimesi bliyiik 6nem arz etmektedir (Narayanan ve ark. 2010).

Ultraviyole 1sinlar, UV-A (320-400 nm), UV-B (290-320 nm) ve UV-C (100-
290 nm) olarak g grup altinda incelenmekte ve UV-C isinlari atmosferdeki ozon
tabakasi tarafindan absorbe edilerek diinyaya ulasmalari engellenmektedir. UV-A
ve UV-B isinlari ise dinya vylzeyine ulasarak insanlari ve diger canlilarn
etkilemektedir. UV-A isinlari dalga boyu yilksek isinlar olduklari igin insan
derisinde, dermis tabakasi icine kadar niifus ederek kollojen ve fibroblast
yapilarinda hasara neden olmakta, dolayisiyla deride gillenme ve yaslanma gibi
etkiler yaratmaktadir. UV-B isinlari ise deride epidermis ve dermisin Ust
kisimlarini etkileyerek; kizarikliklara, glines yaniklarina ve deri kanserine neden
olmaktadir (Poquet ve ark. 2008; Moyal ve Fourtanier 2008; Narayanan ve ark.
2010; Seité ve ark. 2010; Swalwell ve ark. 2012;). Bu nedenle UV-B isinlarinin
insan Uzerine etkilerinin incelendigi calismalarda; HaCaT (insan keratinosit)
hiicreleri, epidermisin stratum germinativum tabakasindan izole edilmis olmalari
nedeniyle en basarili model olmuslardir (Boukamp ve ark. 1997; Engel ve ark.

2007; Poquet ve ark. 2008; Bae ve ark. 2010;).

Liken asitlerinin ultraviyole isinlara karsi koruyucu 6zellikte olmalari ve
gines kremleri icin etken madde olabilme potansiyelleri ise likenlerin diinya
Uzerindeki varolus tarihleri nedeniyle ultraviyole isinlarina adaptasyon saglayarak
fotobiyont ortagin korunmasi gerekliligine veya izole edilen bazi sekonder
metabolitlerin kimyasal olarak UV isinlarina karsi filtre olabilecek yapiya sahip
olmalariyla iliskili géziikmektedir (Fernandez ve ark. 1998; Chen ve ark. 2000;
Miller 2001; Hidalgo ve ark. 2002; Yuan ve ark. 2005; Podterob 2008; Molnar ve
Farkas 2010).
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UV-B isinlarinin; fotosentezi inhibe edici, ROS birikimi etkeni ve DNA
Uzerine mutasyon olusturucu Ozelliklere sahip oldugu g6z Onlinde
bulunduruldugunda; bazi liken asitlerinin, fotobiyont ortagi korumak tzere UV-B
isinlarina karsi filtre Ozelliginde olabileceginin dusinilmesi gereklidir (Kog ve

Ustlin 2008; Molnar ve Farkas 2010; Molnar ve Farkas 2011).

Sekonder metabolitlerin ultraviyole sinlara karsi filtre  gorevi
gorebilecekleri; kalisin, rizokarpik asit, atranorin, parietin, pinastrik asit, melanin
bilesikleri Gzerine yapilan galismalarla belirlenmistir (Fernandez ve ark. 1998;
Solhaug ve ark. 2003; Nybakken ve Julkunen-Tiitto 2006; Molnar ve Farkas 2010).
Ancak; uygulanan yontemler nedeniyle ultraviyole isinlara karsi filtre gorevi
goren bu liken asitlerinin insan hicreleri igin koruyucu olup olamayacagi
belirlenememistir. Bununla birlikte, usnik asidin insan lenfosit hiicreleri lzerine
farkl dozlarda UV-B isinlarina karsi koruyucu etkisi incelenmistir. Fakat uygulanan
UV-B dozlari ve usnik asit dozlari dusuktir, dolayisiyla uygulanan deneylerde
usnik asit bilesiginin koruyucu oldugu belirlenebilirken toksik etkilerini
gozlemlenme ihtimali ortadan kalkmistir. Ayrica, inkiibasyon siiresinin 48 saat
gibi uzun bir slire olusu hiicre savunma mekanizmalarinin devreye girmesi ile
usnik asit bilesiginin etkinligini kaybetmesi veya medyum igerigi ile etkilesime
girme gibi sonugclar olusturabilmektedir (Kohlhardt-Floehr ve ark. 2010). Bir diger
calismada ise Usnea barbata 6zitlinin, %4 usnik asit icerigi ile UV-B isinlarina
karsi koruyuculugu test edilmistir, ancak bu c¢alisma da liken ozttt farkh
bilesenler igerdigi icin, usnik asit bilesiginin UV-B isinlarina karsi koruyucu
oldugunu belirleyecek nitelikte degildir (Engel ve ark. 2007). Bu c¢alisma
kapsaminda, UV-B isinlarinin insan hicreleri Uzerine etkilerine karsi koruyucu
aktiviteleri test edilen; atranorin, vulpinik asit ve giroforik asit bilesikleri hakkinda
benzer bir calismaya literatlirde rastlanmamistir. Uygulanan deney yontemi ise
UV-B 1sinlarina karsi insan hicrelerini koruyucu etkisi incelenen cesitli test
bilesikleri icin uygulanmis prosedirlerin modifiye edilmis bir kombinasyonu
durumundadir (Hernandez-Pigeon ve ark. 2006; Poquet ve ark. 2008; Zanatta ve

ark. 2010).
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(-)- usnik asit bilesiginin, HaCaT hiicreleri i¢in ICso dozu olan 2,5 J/em? Uv-
B 1sinina karsi koruyucu aktivitelerinin incelendigi bu tez ¢alismasinda; (-)- usnik
asit bilesiginin farkh konsantrasyonlarinin toplamda 2 saat sliresince hiicreler
Uzerine uygulanmasi sonunda test bilesiginin yiksek toksik 6zellikte oldugu MTT
ve LDH testleriyle belirlenmistir. (-) — usnik asidin yiksek toksik 6zellige sahip
olusu daha 6nceden yapilmis ¢alismalarda da belirlenmistir (Kumar ve Miller
1999; Koparal ve ark. 2006; Backorova ve ark. 2011). (-)- usnik asit bilesiginin
HaCaT hicrelerini UV-B sinlarina karsi koruyucu ozelliginin belirlendigi
calismalarda ise MTT testi sonuglarina gore yogunluga bagh sitotoksik 6zelligin
gozlemlenmesinin yaninda, test bilesiginin 100 uM’lik konsantrasyonunun UV-B
isinlarina  ciddi anlamda filtre olusturdugu goézlemlenmistir. Yapilan LDH
deneylerinde ise 50 ve 100 puM’hk konsantrasyonlar UV-B isinlarina filtre
olusturuyor gibi gériinmektedir. Test bilesiginin 50 uM yogunlugundaki, dozunun
MTT testinde spesifik bir etkisi gozlemlenmezken, LDH testinde LDH aktivitesi
azaltici 6zellikte gozlemlenmesinin nedeni ise 6len ya da pargalanan hiicrelerin ve
iceriklerinin, prosediiriin uygulanmasi sirasinda maddeli PBS ile birlikte
uzaklastirilmasi sonucu, yapilan LDH testinde laktat dehidrojenaz enzim
aktivitesinin distk ¢ikmasi olarak yorumlanabilmektedir. MTT ve LDH testlerinin
farkl sonuclar verebilecegi daha dnceden yapilmis calismalarda da belirlenmistir
(Fotakis ve Timbrell 2006). UV-B isinlari hiicrelerde f-aktin komponentleri tizerine
de etki gostermektedir (Chen ve ark. 2011). Bu kapsamda yapilan ¢alismada ise
100 ve 200 uM’hk test bilesigi konsantrasyonlarinin f-aktin komponentlerinin
depolimerize olmasini engelledigi gozlemlenmistir (Sekil 3.11.). UV-B isinlarinin
apoptotik etkileri ise 25 ve 50 uM dozlarda gozlemlenmezken 100 ve 200 pM

dozlarda kismen apoptotik etkiler gozlemlenmektedir (Sekil 3.20.).

Calisma sonucu elde edilen bilgiler 1siginda, (-)- usnik asit bilesiginin insan
keratinosit hiicreleri (HaCaT) Uzerine sitotoksik etkilere sahip oldugu ve ayni
zamanda UV-B isinlariyla etkilesimi sonucu toksisitesinde azalma meydana geldigi
belirlenmistir (Sekil 3.1.). UV-B 1sinlarinin insan keratinosit hiicreleri Uzerine;

toksik, mutajen, hilicre zarinin yapisina zarar verici ve hiicre iskeleti elemani olan
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f-aktin komponentlerinin polimerize yapisini depolimerize edici ozellikleri, (-)-
usnik asit bilesiginin 25-100 uM yogunluklari arasinda degisen konsantrasyonlari
tarafindan kismen engellendigi duslnilmektedir.  Ancak, (-) — usnik asit
bilesiginin ayni zamanda HaCaT hiicreleri igin toksik 6zelliklere sahip olmasi, UV-B
isinlari ile etkilesim o6zelligini golgelemektedir. Bu nedenle; g¢ok disuk
konsantrasyonlarin UV-B isinlarina karsi kullanimi s6z konusu olabilir ancak disuk
test bilesigi konsantrasyonlari disik miktarda UV-B isinlari ile etkilesime
girebilecektir (Engel ve ark. 2007; Kohlhardt-Floehr ve ark. 2010;); bu durumda
dahi test bilesiginin toksik ve alerjen etkileri gbz ardi edilmemeli, belki de UV-B
koruyucu faktorler igcinde sadece bir destek faktori olarak ¢ok dustk

yogunluklarda kullanimi diisiintlmelidir (Aalto-Korte ve ark. 2005).

Atranorin bilesiginin HaCaT hicrelerini UV-B isinlarina karsi koruma
potansiyelinin belirlenmesi amaciyla uygulanan calismalar sonucunda; test
bilesigi MTT test verilerine gore HaCaT hicreleri lzerine yogunluga bagh
sitotoksik 6zellige sahiptir (Sekil 3.2.). LDH testi sonuglarina gore ise 100 ve 200
MM yogunlugundaki dozlar kismi olarak UV-B isinlari sonucu olusan laktat

dehidrojenaz aktivitesini azaltmistir (Sekil 3.6.).

Ayrica, LDH testinde kismi koruyucu etkileri gbzlemlenen 100 ve 200 uM
yogunlugundaki dozlarin, HaCaT hiicrelerinin f-aktin komponentlerini de UV-B
isinlarina karsi korudugu belirlenmistir (Sekil 3.13.). Benzer sekilde 100 uM
atranorin dozu UV-B nedeniyle olusan apoptotik etkileri de kismen engellemistir.
Atranorin bilesiginin DNA vyapisini koruyucu etkisi, reaktif oksijen tirlerini
slplricu, antioksidan etkisiyle baglantili gibi gériinmektedir, ¢linkii UV-B 1sini ile
olusan ROS birikimi DNA yapisini ve nikleik asit yapilarini degistirici olarak gorev

almaktadir (Sekil 3.21.) (Melo ve ark. 2011).

Bu bilgiler 1s1ginda atranorin bilesiginin UV-B 1sinlarina karsi bir filtre
gorevi gorebilecek kapasitede oldugu duslinilmekte, ancak HaCaT hiicreleri
Uzerine yogunluga bagiml olarak sitotoksik etki gosterdigi anlasilmaktadir. (-) —

usnik asit bilesigi ile karsilastinldiginda atranorin bilesigi daha az toksik
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kapasiteye sahiptir. Fakat insan hiicrelerini UV-B i1sinlarina karsi koruyucu etken
bilesik olarak kullanilma potansiyeli (-)- usnik asit gibi degerlendirilerek alerjen ve
toksik etkileri nedeniyle UV koruyucu faktorlere yardimci bir faktor olarak disuk
dozlarda kullanilabilecek bir faktor olarak distnilmelidir (Aalto-Korte ve ark.

2005; Molnar ve Farkas 2010).

Giroforik asit Uzerine yapilan MTT testleri sonucunda, HaCaT hiicreleri
Uzerine disik sitotoksik ozellige sahip oldugu belirlenmistir. 2,5 J/cm? UV-B
Isinlarina karsi koruyucu etkileri ise atranorin ve (-)- usnik asitten farkh olarak
hicreleri kismi koruyucu degil tamamen koruyarak hilicre azalmasini engelleyici
niteliktedir. Uygulanan farkli test bilesigi konsantrasyonlarinin 400 uM yogunluga
kadar doza bagh olarak, UV-B isinlarinin hiicreler (izerine olan toksisitesini

azalttig1 gozlemlenmistir (Sekil 3.4.).

LDH aktivite 6lgimleri sonucuna goére ise 50-100-200 uM’lik giroforik asit
konsantrasyonlarinin UV-B isinlari sonucunda olusan hiicre zari hasarini ve hiicre
Olimini engelledigi belirlenmistir (Sekil 3.8.). Benzer sekilde, 100 ve 200 uM’lik
giroforik asit bilesigi konsantrasyonlarinin UV-B isinlari nedeniyle olusabilecek f-
aktin depolimerizasyonunu engelledigi belirlenmistir (Sekil 3.17.). Fakat UV-B
isinlari sonucu olusan apoptotik etkiler kismi olarak engellenebilmektedir, bu
durumun nedenin ise giroforik asit bilesiginin uygulanan konsantrasyonlarinin
antioksidan kapasitesinin, UV-B isinlari sonucu olusan ROS birikimini stipurici
etkilerinin yeterli olmamasiyla iliskilendirilebilir (Bugukoglu ve ark. 2012), (Sekil

3.25.).

Sonug olarak, giroforik asit bilesiginin insan keratinosit hicrelerini UV-B
isinlarina karsi, atranorin ve (-)- usnik asit bilesiklerine kiyasla ¢cok daha iyi bir
koruyucu oldugu gozlemlenmektedir. Bu baglamda giroforik asit bilesigi UV-B
isinlarina karsi insan deri hicrelerini koruyucu bir faktor olarak kullanilabilir

ozelliktedir.
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Vulpinik asit bilesiginin UV-B isinlarina karsi koruyucu aktivitesinin
inceledigi testler sonucunda, MTT testi verilerine gore vulpinik asit bilesigi
uygulanan yontem ve konsantrasyonlar kapsaminda HaCaT hicreleri igin

sitotoksik etkilere sahip degildir (Burlando ve ark. 2009).

UV-B 1sinlarina karsi ise doza bagimli olarak HaCaT hicrelerini koruyucu
oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.3.). Uygulanan LDH testide MTT sonuglarini
desteklemekte ve HaCaT hiicrelerinin ve hicre zarlarinin UV-B isinlarina karsi
korundugu gozlemlenmektedir (Sekil 3.7.). Benzer sekilde, UV-B isinlarinin f-aktin
komponentleri Gzerindeki etkileri ve apoptotik etkileri uygulanan vulpinik asit
dozlari tarafindan tamamen engellenmektedir (Sekil 3.15-3.24). Bununla birlikte,
test bilesiginin UV-B isinlariyla olusan ROS birikimini engelleme potansiyeline

sahip olmamasi ilginctir (Sekil 3.9.).

Reaktif oksijen tirleri (ROS) birikiminin incelenmesi testi sonucuna gore
vulpinik asit bilesigi ROS birikimini anlamli sekilde artirici bir faktor olarak
gozikmemekle birlikte, UV-B isinlari sonucu artan ROS birikimini engelleme
kapasitesine de sahip degildir. Dolayisiyla, hicrelerde UV-B isinlariyla meydana
gelen apoptotik olusumlari engelleme potansiyeli vulpinik asit icin ROS birikimini
engelleme kapasitesiyle ilgisiz gozikmektedir. Bununla birlikte, vulpnik asit
bilesiginin antioksidan 0Ozelliginin alternatif test yontemleriyle incelenmesinde
fayda vardir. Sonug olarak, vulpinik asit bilesigi incelenen liken asitleri icinde, UV-
B isinlarinin etkilerinden insan keratinosit hicrelerini koruma kapasitesi en

yuksek bilesik olarak belirlenmistir.

Liken asitlerinin UV-B isinlarina karsi insan keratinosit hiicrelerini koruma
kapasitesinin incelendigi bu tez ¢alismasinda; (-)- usnik asit, atranorin, giroforik
asit ve vulpinik asit bilesiklerinin tamaminin UV-B isinlarini absorbe ve filtre etme
kapasitesine sahip oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda (-)- usnik
asit, atranorin ve giroforik asitin azalan sirayla HaCaT hiicreleri (izerine sitotoksik
etkilere sahip oldugu, ancak wvulpinik asitin sitotoksik 0Ozellikte olmadigi

bulunmustur. Elde edilen veriler 1s1ginda, (-)- usnik asit ve atranorin UV-B
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Isinlarina karsi koruyucu bir faktérden ziyade disik dozlarda uygulanabilecek

yardimci birer etken bilesik olarak goziikmektedir.

Giroforik asit ve vulpinik asit ise glicli UV-B filtreleyicileri ve koruyuculari
olarak gelecek vadeden ve etkili birer UV-B koruyucu faktor 6zelligi tagimaktadir.
Ayrica, bu liken asitlerinin antiviral, antifungal ve antimikrobiyal etkilere sahip
olmasi, UV-B koruyucu etkileriyle birlikte kombine olarak, tek etken bilesikle
birden cok etki yaratilmasini saglayacaktir (Lauterwein ve ark. 1995; Candan ve
ark. 2006; Molnar ve Farkas 2010). Bu baglamda, endustriyel UV-B koruyucu
faktor olarak uretilmeleri igin bu bilesiklerin sentetik ve uygun maliyetli olarak
Uretilme yontemlerinin gelistirilmesinde ve izole edilen dogal tirevleri ile

karsilastirmali olarak biyoaktivitelerinin arastirilmasinda fayda vardir.
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