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Ozet: Likenler yapisinda farkli metabolitleri bulunduran ve bu bilesenleri sayesinde
antik caglardan beri bircok hastaligin tedavisinde yararlanilan organizma olarak
dikkat cekmektedir. Bu ylzden, mevcut ¢alisma 6nemli liken tiirlerinden biri olan
Platismatia glauca (L.) W.L.Culb. & C.F.Culb.'nin insan lenfositleri {izerindeki
etkilerini incelemeyi amacglamistir. P. glauca'dan elde edilen metanol (PME) ve su
(PSE) ekstraktlarinin hiicreler lizerindeki sitotoksik aktiviteleri 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir ve laktat dehidrogenaz testleri ile analiz
edilmistir. PME ve PSE ile muamele edilen lenfositlerdeki oksidatif degisimin
belirlenmesi amaciyla toplam antioksidan kapasite (TAK) ve toplam oksidan durum
(TOD) analizleri gerceklestirilmistir. Bu uygulamalara ek olarak, ekstraktlarin
hiicreler tizerinde sebep oldugu genetik hasar hiicrelerdeki 8-hidroksi-2'-
deoksiguanozin seviyeleri olgiilerek tespit edilmistir. Hesaplanan ICso degerleri,
PSE'nin (162,26 mg/L) PME'ye (84,02 mg/L) kiyasla ¢ok daha diisiik seviyede
sitotoksik aktivite gosterdigini ortaya c¢ikarmistir. Her iki ekstraktin tim
konsantrasyonlarinin (6,25-200 mg/L) negatif kontrole kiyasla istatistiksel olarak
(p>0,05) hiicrelerdeki TAK'yi yiikselttizi ve ayni zamanda disiik
konsantrasyonlarinin genetik hasar meydana getirmedigi belirlenmistir. Tim
uygulamalar g6z o©niine alindiginda, PME ve o0zellikle PSE'nin belli
konsantrasyonlarinin (<25 mg/L) lenfositler iizerinde anlamli derecede oksidatif ve
genetik hasara neden olmadan TAK'yi ylikselttigi ve bu nedenle P. glauca likeninin
dogal bir antioksidan olarak kullanilabilecegi gézlenmistir.
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Abstract: Lichens are distinguished as organisms that have different metabolites in
their structures and benefited in the treatment of many diseases due to their
constituents since antiquity. Therefore, the present study aimed to examine the
effects of one of the important lichen species, Platismatia glauca (L.) W.L.Culb. &
C.F.Culb. on human lymphocytes. The cytotoxic activities of methanol (PME) and
water (PSE) extracts obtained from P. glauca on the cells were analyzed by 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide and lactate dehydrogenase
assays. Total antioxidant capacity (TAK) and total oxidative status (TOD) analyzes
were performed to determine the oxidative change in lymphocytes treated with PME
and PSE. In addition to these assays, genetic damage caused by extracts on cells was
determined by measuring levels of 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine in cells. Calculated
ICso values revealed that PSE (162,26 mg/L) showed much lower levels of cytotoxic
activity than PME (84,02 mg/L). It was determined that all concentrations (6,25-200
mg/L) of both extracts increased TAK in cells statistically (p>0,05) compared to
negative control and at the same time low concentrations did not cause genetic
damage. Considering all applications, it was observed that certain concentrations
(<25 mg/L) of PME and especially PSE increased TAC without significant oxidative
and genetic damage on lymphocytes and thus, P. glauca lichen can be used as a
natural antioxidant.
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1. Giris

Hiicreler ve organellerimizde gerceklesen
biyokimyasal reaksiyonlar yasamimizi siirdiirmemize
sebep olan o6nemli faktdrlerdir. Bu aktivitelerin
olusum siirecinde ortaya ¢ikan bazi iriinler
viicudumuzda kronik hastaliklara sebep
olabilmektedir [1]. Farkli molekiillerle gerceklesen
kimyasal reaksiyonlara karsi oldukg¢a kararsiz ve aktif
eslenmemis elektronlara sahip serbest radikaller
biyokimyasal siirecte basi ¢eken iriinlerdir. Temel
olarak reaktif oksijen tiirleri (ROS), reaktif azot
tiirleri (RNS) ve reaktif kiikiirt tiirleri (RSS) olarak ti¢
baslik altinda incelenirler [2]. Metabolizmanin
normal bir parc¢asi olarak meydana gelen serbest
radikaller sigara, pestisit, radyasyon, ilag, c¢evre
kirleticileri ve ozon gibi dis faktdrlerin uyarimi
nedeniyle gereginden fazla {lretilebilmektedir.
Antioksidanlar tarafindan ROS'nin iretilmesi ve
notralize edilmesi arasindaki denge ¢ok hassastir ve
eger bu denge ROS'nin asir1 {retimi kismina
kayiyorsa, hiicreler oksidatif stresin sonuglarina
maruz kalmaya baslamaktadir [3]. Kanser,
kardiyovaskiiler, diyabet, ateroskleroz, yasla iliskili
immiin yetmezlik, yashlik bunamasi, katarakt ve
hipertansiyon gibi ciddi hastaliklarin olusmasinda
oksidatif stres ©nemli rol oynamaktadir [4-6].
Viicudu oksidatif stres kaynakli hasardan korumak
icin, serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi
onemlidir. ROS'nin zararli etkileri, sentetik
antioksidanlar veya gida ile alman dogal
antioksidanlar sayesinde dengelenmektedir [7].
Dogal antioksidanlar ile karsilastirilmak suretiyle
standart bir antioksidan aktivite Ol¢lim sistemine
sahip olmak igin  sentetik  antioksidanlar
gelistirilmistir. Bugiin, islenmis gidalarin g¢ogu
sentetik antioksidan icermektedir fakat yapilan
bir¢ok bilimsel ¢alisma bu antioksidanlarin oldukga
kararli ve ucuz olmasmna ragmen potansiyel yan
etkilerinin ihmal edilemeyecek diizeyde oldugunu
gostermektedir [8]. Bu nedenle, son yillarda gida ve
tip sektoriinde dogal bitkisel antioksidanlar iizerine
yogun bir ilgi artis1 gézlenmektedir. Dogal olarak
meydana gelen bir¢ok antioksidan bitkiler tarafindan
iretilmektedir. Antioksidan bilesik gurubu olan
flavonoidler en ¢ok yararlanilan bitkisel iriinlerden
biridir. Fenolik asitler, karotenoidler ve vitaminler de

diger oOnemli dogal antioksidan maddelerden
bazilaridir [9].

Likenler, mantar  ve alglerin simbiyotik
birlikteliginden meydana gelen ve yapilarinda

benzersiz bilesikler bulunduran organizmalardir.
Liken bilesikleri icerisinde ¢ok sayida dogal
antioksidan maddeler mevcuttur. Seker alkolleri,
monosiklik aromatik bilesikler, kinonlar, alifatik
asitler, ksantonlar ve terpenoidler 6nemli liken
iriinlerinden bazilaridir [10,11]. Likenler, tasidiklar
ve yalmizca Kkendilerine has olan saf bilesenleri
sayesinde farkli bir¢cok alanda kullanilmislardir.
Antimikrobiyal [12] antiviral [13], antienflamatuar
[14], antioksidan [15], immiinolojik  [16],

antigenotoksik ve antimutajenik [17] gibi bir¢ok
aktivite likenler tarafindan sergilenmistir. Daha
spesifik bakildiginda, likenlerin tiiberkiiloz [18],
hemoroit ve dizanteri [19] hastaliklarinda tedavi
amagly, prostat [20] ve bagirsak [21] gibi organlarda
ise apoptozu indiikleyici olarak kullanildiklari rapor
edilmistir. Ayn1 sekilde bir¢ok liken tiiriiniin farkl
organlar tizerindeki antikanser etkileri de ¢alismalara
yansimistir  [22-24]. Gergeklestirilen tiim bu
calismalar, likenlerin alternatif tedavi kapsaminda
temel metotlara destek amacgh yararlanilabilecek bir
organizma oldugunu gozler oniine sermistir. Bununla
birlikte,  literatiir = ¢alismalar1  incelendiginde
Platismatia glauca (L.) W.L.Culb. & C.F.Culb. likeninin
insan lenfositleri tlizerindeki farkli aktivitelerinin
degerlendirilmedigi tespit edilmistir. Bu nedenle,
mevcut ¢alisma 6nemli liken tiirlerinden biri olan P.
glauca'nin insan lenfositleri {izerindeki etkilerini
incelemeyi amaglamistir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Liken ornekleri

Calismada kullanilan Platismatia glauca (L.) W.L.Culb.
& C.F.Culb. liken tiirii Erzurum, Oltu, Inci Kéyii,
Masirik Mevkii (40°35'K-41°49'D) istasyonundan
toplanarak oda sartlarinda kurumaya birakilmistir.
Daha sonra herbaryumlar yapilarak cesitli flora
kitaplarindan  [25,26] faydalanmak  suretiyle
teshisleri yapilmistir. Herbaryum érnekleri Yiiziinci
Y1l Universitesi Eczaciik Fakiiltesi herbaryumunda
muhafaza edilmektedir.

2.2, Ekstraksiyon

Liken 6rnekleri toz haline getirildikten sonra Soxhlet
ekstraktoriinde ekstraksiyon islemine tabi
tutulmustur. 30 g liken 6rnegi kullanilmistir. Metanol
ve su ¢oziiciilerinde ekstrakte edilen liken 6rnekleri,
ekstraksiyon isleminin ardindan adi siizge¢ kagidinda
stiziilmiis ve elde edilen siiziintiler doéner
buharlastiric1 ile yogunlastirlmistir. P. glauca'nin
metanol ekstraksiyonu (PME) sonucunda 1,8 g, su
ekstraksiyonu (PSE) sonucunda 2,4 g ham ekstrakt
elde edilmistir. Denemelerde kullanilan ekstraktlar
%2 oraninda dimetil siilfoksit (DMSO) ¢oziiciisiinde
¢ozdiiriilmiis ve negatif kontrol (kontrol-) olarak %2
DMSO kullanilmistir. Denemelerde kullanilan PME ve
PSE'nin farkli konsantrasyonlarn (6,25, 12,5, 25, 50,
100 ve 200 mg/L), gerceklestirilen 6n denemeler
sonucunda ortaya ¢ikan medyan inhibitor
konsantrasyon (ICso) degerleri (Tablo 1) temel
alinmak suretiyle belirlenmistir.

2.3. Periferik lenfosit kiiltiiriiniin elde edilmesi

Hiparinize kan 6rnekleri, sigara ve alkol kullanmayan,
ilag tedavisi altinda olmayan ve yakin ge¢cmiste
mutajenlerle karsilasmamis olan godniillilerden
alinmistir. Lenfositler Fikol-Hipak (Sigma Aldrich, St
Louis, Missouri, ABD) ile yogunluk gradientine bagh
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olarak ayrilmistir. izole edilen lenfositler 2 mM/L L-
glutamin, %10 FBS ve penisilin-streptomisin (Sigma-
Aldrich, St Louis, Missouri, ABD) ile RPMI-1640
ortaminda (Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri, ABD)
%5 CO ve 37°C'de inkiibe edilmistir.

24. 3 - (45 - dimetiltiazol - 2 - il) - 2,5 -
difeniltetrazolyum bromiir (MTT) analizi

Liken ekstraktlarinin lenfositler tizerindeki etkilerini
belirlemek amaciyla ticari MTT hiicre proliferasyon
kiti (Cayman, ABD) kullanmilmistir. Bu kit araciligl ile
hiicre proliferasyonunun inhibisyonu ve indiiksiyonu
lizerinde analizler gerceklestirilmistir. Bu
uygulamada MTT, sahip oldugu net pozitif yik ve
plazma zar1 potansiyeli nedeniyle hiicre icerisine
hareket etmekte ve hiicre icindeki NAD(P)H
oksidoreduktazlar tarafindan mor renge sahip olan
formazana indirgenmektedir [27]. MTT testleri i¢in
pozitif kontrol olarak mitomisin-C kullanilmistir.

2.5. Laktat dehidrogenaz (LDH) salinimi analizi

Liken ekstraktlarinin lenfositler tizerindeki sitotoksik
etki gostererek ortaya c¢ikardiklari LDH salinim
seviyelerini  belirlemek amaciyla ticari LDH
sitotoksisite kiti (Cayman, ABD) kullanilmistir. Kit
uygulamasinin ilk basamaginda, laktatin piruvat
oksidasyonu aracilig1 ile LDH, NAD+'1n NADH ve H*'a
indirgenmesini katalizlemektedir. Reaksiyonun ikinci
basamaginda, diyaforaz, tetrazolyum tuzunun (INT)
renkli bir bilesen olan formazana indirgenmesini
katalizlemek amaciyla yeni meydana gelen NADH ve
H*1 kullanmaktadir. Olii ya da plazma membrani
hasara ugramis hiicrelerin sayisinin artisi kiiltiir
siipernatantinda LDH aktivitesinin artisina neden
olmaktadir. LDH testinin denemelerde
kullanilmasimin temel sebebi hiicrelerin nekroz
sonucu hasar gorip gormediklerinin tespit
edilmesidir [28]. Ayrica gercgeklestirilen MTT
analizlerini destek amaci ile de LDH testi tercih
edilmistir. LDH testleri i¢in pozitif kontrol olarak
mitomisin-C kullanilmistir.

2.6. Toplam antioksidan kapasite (TAK) analizi

Liken ekstraktlarinin lenfositler tizerindeki TAK
seviyelerini belirlemek amaciyla ticari TAK kiti (Rel
Assay Diagnostics, Tiirkiye) kullanilmistir. Kitin
uygulamasinda amag, kullanilan Orneklerin bir
serbest radikal olan 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) bilesiginin
olusumunu inhibe etmek suretiyle sahip olduklar
antioksidan diizeylerini belirlemektir [29]. Kit
uygulamasi, vitamin E analogu olan ve Troloks
esdegeri olarak adlandirilan kararh bir antioksidan
ile kalibre edilmektedir. TAK testleri icin pozitif
kontrol olarak askorbik asit kullanilmistir.

2.7. Toplam oksidan durum (TOD) analizi

Liken ekstraktlarinin lenfositler izerindeki TOD
diizeylerini belirlemek amaciyla ticari TOD kiti (Rel

Assay Diagnostics, Tirkiye) kullanilmistir. Kit
uygulamasinda, Ornekte mevcut olan oksidan
maddeler, demir iyonu igeren kompleksleri demir
iyonuna oksitlemektedir. Oksidasyon reaksiyonu,
reaksiyon ortami i¢inde bol miktarda mevcut olan
giiclendirici molekiiller ile siirdiriilmektedir. Demir
iyonlar1 asidik ortamda kromojen ile renkli bir yapi
meydana getirmektedir. Spektrofotometrik olarak
Olciilen renk yogunlugu, érnekte bulunan oksidan
molekiillerinin toplam miktari ile iliskilidir [30]. Kit
uygulamasi hidrojen peroksit (H20;) ile Kkalibre
edilmektedir. TOD testleri icin pozitif kontrol olarak
H,0; kullanilmistur.

2.8. Oksidatif DNA hasar analizi

Liken ekstraktlarinin lenfositlerin DNA yapilari
iizerinde oksidatif hasara neden olarak ortaya
cikardiklar1 8-OH-dG seviyelerini belirlemek amaciyla
ticari DNA/RNA oksidatif hasar kiti (Cayman, ABD)
kullanilmistir. Kit uygulamasinda amag, ekstraktlara
maruz birakilan hiicrelerde, oksidasyona ugramis
guanin bazi olan 8-OH-dG miktarinin hesaplanmasi
araciligl ile hiicrelerde oksidatif DNA hasarinin
belirlenmesidir [31]. 8-OH-dG testleri igin pozitif
kontrol olarak mitomisin-C kullanilmistir.

2.9. Verilerin analizi

Verilerin istatistiksel analizleri SPSS 21.0 istatistik
veri paketi araciligl ile gerceklestirilmistir. Veriler
arasindaki istatistiksel farkliliklarin belirlenmesinde
post-hoc Duncan ¢oklu karsilastirma testinden,
degiskenler arasindaki iliski seviyelerinin tespit
edilmesinde ikili korelasyon analizinden ve ICso
degerlerinin hesaplanmasi amaciyla probit
analizinden yararlanilmistir.

3. Bulgular

3.1. MTT analizi ile hiicrelerde canlilik oraninin
test edilmesi

PME ve PSE'nin farkh konsantrasyonlar (6,25, 12,5,
25, 50, 100 ve 200 mg/L) ile muamele edilen
lenfositlerin canlilik oranlar1t MTT analizi aracilig ile
tespit edilmistir. Sonuglar incelendiginde, her iki
ekstrakt icin de konsantrasyona bagh sitotoksisite
belirlenmistir. En yiiksek konsantrasyonlar temel
alindiginda, PME'nin 200 mg/L'lik
konsantrasyonunun hiicrelerin %41,51'i iizerinde
toksik etki gostermedigi ve ekstrakt denemeleri
icerisinde en yliksek sitotoksisiteye bu uygulamanin
sebep oldugu gorilmiistiir (Sekil 1).

PME ve PSE icin hesaplanan ICso degerleri, sitotoksik
acidan daha etkili olan ekstrakt tiirtinii ortaya
cikarmistir. ICso degerleri baz alinarak gerekli
kiyaslama gerceklestirildiginde PME<PSE seklindeki
siralama dikkat ¢ekmistir. Bu veriye gore, PME'nin
lenfositler  lizerinde daha yiiksek seviyede
sitotoksisiteye sebep oldugu tespit edilmistir. Ayrica
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hesaplanan ICso degerlerinin istatistiksel agidan
(p<0,05) birbirinden farkli oldugu da c¢alisma
sonuglarina yansimistir (Tablo 1).

Tablo 1. Farkl liken ekstraktlar1 ile muamele edilen
lenfositler icin tespit edilen ICso degerleri (mg/L)

ICso Egim + Standart
Ekstrakt (Sinirlar) Hata (Sinirlar)
PME 84,022 1,30 £ 0,07
(74,23-96,36) (1,16-1,44)
b
PSE 162,26 1,22+ 0,08

(136,86-198,81) (1,07-1,37)
Ayni siitunda farkh istel harfler ile gosterilen degerler p<0,05
diizeyinde birbirinden farkldir.

Kontrol
>

6.25 mg/L B 12.5 mg/L
B 25mg/L [0 50 mg/L
100 mg/L @ 200 mg/L

Mitomisin-C
=

Uygulama

PSE

d

b

PME

e

M HHITHITTII[INY

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

C

Hiicre Canlihg: (%)

Sekil 1. P. glauca'nin farkh ekstraktlari ile muamele edilen
lenfositlerde MTT analizi sonucu elde edilen canlilik
oranlari (Ortalama # Standart Sapma, n = 3) (Farkli harfler
ile gosterilen degerler p<0,05 diizeyinde birbirinden
farkhdir.)

3.2. LDH salinnmi analizi ile ekstraktlarin
hiicreler lizerindeki sitotoksik etkilerinin
belirlenmesi

PME ve PSE'nin farkhi konsantrasyonlarimin (6,25,
12,5, 25, 50, 100 ve 200 mg/L) lenfositler tizerindeki
sitotoksik etkilerini belirlemek amaciyla LDH salinim
testinden yararlanilmistir. Zar1 hasara ugramis bir
hiicrenin medyumunda fazla oranda LDH enzimi
bulunacagi géz 6niline alinarak yapilan ¢alismada, en
yiksek  konsantrasyona (200 mg/L) sahip
ekstraktlarin en fazla LDH salinimina sebep oldugu
gorilmistiir. Hiicre medyumlarinda en fazla LDH
konsantrasyonu (181,04 pU/mL), 200 mg/L
konsantrasyona sahip PME uygulamasinda tespit
edilmistir. Ayrica hiicreler iizerinde, PME'nin 100
mg/L'lik  konsantrasyonunun  diger  ekstrakt

uygulamalarina kiyasla daha yiiksek oranda LDH
salimmmina (179,28 pU/mL) sebep oldugu dikkat
cekmektedir. PSE'nin en diisiikk konsantrasyonlu
denemesinin sebep oldugu LDH seviyesinin istatistiki
olarak  (p>0,05) kontrol'den farkli olmadig:
gorilmistir. Aynm1  zamanda, tim  ekstrakt
uygulamalarinin sebep oldugu LDH aktivitelerinin
pozitif kontrol (mitomisin-c) degerine ¢ok uzak
oldugu dikkat cekmektedir (Sekil 2).

Kon_trol

Mitomisin-C
f5]

Uygulama

6.25 mg/L
B 12.5 mg/L
B 25 mg/L
@ 50 mg/L
B3 100 mg/L
@ 200 mg/L

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Ekstraselliiler LDH Aktivitesi (nU/mL)
Sekil 2. P. glauca'nin farkh ekstraktlari ile muamele edilen
lenfositlerde gozlenen LDH salinim seviyesi (Ortalama *

Standart Sapma, n = 3) (Farkl harfler ile gosterilen degerler
p<0,05 diizeyinde birbirinden farkhdir.)

3.3. Ekstraktlarin in vitro kosullarda olusturdugu
TAK diizeylerinin belirlenmesi

PME ve PSE'nin farkh konsantrasyonlari (6,25, 12,5,
25, 50, 100 ve 200 mg/L) ile muamele edilen
lenfositlerdeki  toplam  antioksidan  kapasite
degisimlerini belirlemek amaciyla TAK analizinden
yararlanilmistir.

Sekil 3'te verilen, ekstraktlarin hiicreler tzerinde
meydana getirdikleri TAK diizeylerine bakildiginda,
dalgali bir goriniim dikkat c¢ekmektedir. Yani
konsantrasyon ve TAK seviyesi arasinda bir
korelasyon belirlenmemistir. Ozellikle PSE'nin 25 ve
50 mg/L'lik konsantrasyonlarinin pozitif kontrol
degerinden sonraki en yiiksek degerlere sahip oldugu
tespit edilmistir (sirasiyla 8,91 ve 9,04 mmol Troloks
Esdegeri/L). Ayni sekilde, PME'nin de yiliksek ve
diisiik konsantrasyonlu uygulamalar1 daha diisiik
seviyede TAK degeri gostermistir. Bu verilere ek
olarak, tiim ekstrakt uygulamalarinin kontrol-'ye
kiyasla istatistiki acidan (p<0,05) hiicrelerdeki TAK'yi
yukselttigi calisma sonug¢larina yansimistir.
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3.4. Ekstraktlarin in vitro kosullarda olusturdugu
TOD diizeylerinin belirlenmesi

PME ve PSE'nin farkl konsantrasyonlar (6,25, 12,5,
25, 50, 100 ve 200 mg/L) ile muamele edilen
lenfositlerdeki toplam oksidan durum degisimlerini
belirlemek amaciyla TOD analizinden
yararlanilmistir.

Ekstraktlarin lenfositler i{izerinde sebep olduklari
oksidatif stres diizeyi incelendiginde, konsantrasyona
bagh bir artis géze carpmaktadir. PME ve PSE'nin 200
mg/L'lik konsantrasyonlu uygulamalari ile muamele
edilen hiicrelerdeki TOD diizeyleri sirasiyla 13,91 ve
13,15 pmol H,0; Esdegeri/L olarak rapor edilmistir.
PME ve PSE'nin 100 ve 200 mg/L uygulamalarinin
ortaya ¢ikardigr TOD degerlerinin istatistiksel olarak
(p>0,05) birbirinden farksiz oldugu gorilmistiir.
Kontrol- grubu ile kiyaslama yapildiginda, PME ve
PSE'nin her ikisinin de 6,25 ve 12,5 mg/L'lik
konsantrasyonlarinin hiicrelerdeki TOD seviyelerini
istatistiksel olarak (p>0,05) ylkseltmedigi
belirlenmistir. Bununla birlikte, pozitif kontrole
kiyasla tiim uygulamalarin istatistiksel acidan farkh
ve daha diisiik degerlere sahip olduklar1 gorilmiistiir
(Sekil 4).

3.5. Ekstraktlarin hiicreler iizerinde sebep
olduklar1 oksidatif DNA hasar diizeylerinin
belirlenmesi

PME ve PSE'nin farkli konsantrasyonlarinin (6,25,
12,5, 25, 50, 100 ve 200 mg/L) lenfositler tizerindeki
oksidatif DNA hasar diizeylerini belirlemek amaciyla
hiicrelerde ortaya ¢ikan 8-hidroksi-2'-
deoksiguanozin (8-OH-dG) seviyeleri belirlenmistir.

PME ve PSE'nin hiicreler iizerinde sebep olduklari
oksidatif DNA hasar diizeyleri incelendiginde, tiim
uygulamalarin birbirine ¢ok yakin verilere sahip
oldugu gorilmekle beraber ekstrakt uygulamalari
icerisindeki en yiiksek deger istatistiki olarak (p >
0,05) birbirinden farksiz olan PME'nin 100 ve 200
mg/L'lik konsantrasyonlarina aittir. Diger taraftan, en
diisik 8-OH-dG seviyesine sahip olan uygulamalar
PME'in 6,25 ve 12,5 mg/L'lik ¢ozeltileri (sirasiyla
1,58 ve 1,59 pg/mL) olmustur ki s6z konusu degerler
istatistiki ac¢idan (p>0,05) kontrol'den farksizdir
(Sekil 5). Tiim ekstrakt uygulamalarinin lenfositler
lizerinde meydana getirdigi oksidatif DNA hasar
diizeyleri incelendiginde, verilerin pozitif kontrol
degerine kiyasla ¢ok uzakta kaldig1 ve bundan dolay1
onemli derecede oksidatif DNA hasar1 meydana
getirmedikleri calisma sonuclarina yansimistir.

3.6. Lenfositler iizerinde gerceklestirilen
uygulamalar sonucunda degiskenler arasindaki
korelasyon seviyelerinin belirlenmesi

PME ve PSE'nin lenfositler tizerindeki aktiviteleri goz
online alinarak gercgeklestirilen ikili korelasyon
analizleri sonucunda hiicre canliligi-konsantrasyon,

hiicre canliligi-LDH aktivite ve hiicre canliligi-TOD
degiskenleri arasinda 0,01 seviyesinde negatif
korelasyonlar tespit edilmistir. Ayrica test edilen tiim
ekstraktlar icin LDH aktivite-TOD degiskenleri
arasinda Pearson korelasyon Kkatsayisinin>0,90
olmasi, hiicreler iizerindeki oksidatif stres diizeyinin
LDH aktiviteden kaynaklanabilecegi fikrini ortaya
cikarmistir (Tablo 2 ve 3).
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Sekil 3. Lenfositler lizerinde test edilen P. glauca'nin farkl
ekstraktlarinin olusturdugu TAK diizeyleri (Ortalama #*
Standart Sapma, n = 3) (Farkl harfler ile gosterilen degerler
p<0,05 diizeyinde birbirinden farklidir.)
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Sekil 4. Lenfositler lizerinde test edilen P. glauca'nin farkl
ekstraktlarinin olusturdugu TOD diizeyleri (Ortalama *
Standart Sapma, n = 3) (Farkl harfler ile gosterilen degerler
p<0,05 diizeyinde birbirinden farklidir.)
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Sekil 5. P. glauca'nin farkl ekstraktlari ile muamele edilen
lenfositlerde go6zlenen 8-OH-dG seviyesi (Ortalama =*
Standart Sapma, n = 3) (Farkli harfler ile gosterilen degerler
p<0,05 diizeyinde birbirinden farklidir.)

4. Tartisma ve Sonug¢

Dogal antioksidan olarak adlandirilan, bitkilerin
yapilarinda barindirdigi  antioksidan bilesenler
araciigr ile yillardir sayisiz bilimsel c¢alisma
gerceklestirilmistir. Bu ¢alismalara konu olan bitkisel
drinler gelistirilen yeni ilaglar igin giivenilir kaynak
olarak gorilmistiir. Gergeklestirilen ¢alismalarin
¢ogunda aktif fitokimyasallar ve c¢esitli bitkisel
ilaclarin faaliyetlerinden sorumlu mekanizmalar
tanimlanmis, bu sayede belli hastaliklar tizerinde 6zel
bitkisel triinlerin kullanimi tesvik edilmistir [32].
Baz1 bitkilerin yapilarinda bulunan antioksidan
bilesenlerin, genellikle diyabetli hastalarda goriilen
kan basmcim  diisiirdiigli  veya renal ve
kardiyovaskiiler fonksiyonlar1 iyilestirdigi tespit
edilmistir [33]. Aym1 sekilde oksidatif strese bagh
bébrek hasarinin bitkisel antioksidanlar tarafindan
azaltildigy bilim insanlar: tarafindan rapor edilmistir
[34]. Likenler de essiz metabolitleri sayesinde su ana
kadar bir¢ok arastirma alanmi igerisine dahil edilen
o6nemli canlilardan biridir. P. glauca likeninden elde
edilen farkl ekstraktlarin icerisinde barindirdigi
bilesenler araciligl ile insan lenfositleri tizerindeki

biyolojik aktiviteleri mevcut ¢alismanin temasini
olusturmaktadir.

Calisma icerisinde yer alan aktiviteler arasindaki
iliskilerin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen
korelasyon analizleri, PME ve PSE'nin lenfositler
uzerindeki sitotoksik etkisinin konsantrasyon artisi
ile orantili oldugunu goéstermistir (Tablo 2 ve 3). Ayni
zamanda hesaplanan ICso degerleri, hiicreler iizerinde
proliferasyonu inhibe edici ekstrakt
konsantrasyonlar1 hakkinda fikir vermistir (Tablo 1).
PME, PSE'ye kiyasla sahip oldugu diisiik ICso degeri
ile htcreler iizerinde daha ytksek sitotoksik etki
gosteren uygulama olmustur. Liken bilesenleri ile
gerceklestirilen konsantrasyona bagh sitotoksisite
calismalar1 bir hayli fazladir. Onemli bir liken
metaboliti olan usnik asidin melanom, kolon kanseri
[35], 16semi, serviks kanseri [36,37], mide, prostat,
akciger kanseri [38], beyne metastaz yapmis prostat
kenseri, meme Kkanseri [39] hiicreleri iizerinde
antitimorojenik aktivite gosterdigi arastirmacilar
tarafindan ortaya konmustur.

Mevcut ¢alismada, sitotoksik etkiye sebep olabilecek
aktiviteler incelendiginde LDH ve TOD aktiviteleri
dikkat cekmektedir. Hiicre canliligi-TOD ve hiicre
canliligi-LDH arasindaki korelasyon katsayilar1 < -
0,90 olarak ol¢iilmiistiir (Tablo 2 ve 3). Calisma
sonucu ile iligkili olan yani liken bilesenlerinin sebep
oldugu oksidatif stres indiiklii sitotoksik aktivite ile
ilgili bir¢cok arastirma farkli bilim insanlari tarafindan
bilim diinyasina duyurulmustur. Usnik asit bilesiginin
bazi hiicrelerde oksidatif strese neden oldugu ve
bundan dolayr nekroz olaymin gerceklestigi fare
hepatosit  hiicreleri  iizerinde  gerceklestirilen
calismada goriilmiistiir [40]. Baz1 hiicreler lizerinde
anlamli derecede oksidatif strese neden olmayan
liken bilesenleri de mevcuttur. Bununla ilgili, Demir
vd. [41] diffraktaik asit ile gerceklestirdikleri bir
calismada, test edilen metabolitin kan hiicreleri
izerinde o6nemli derecede  oksidatif stres
olusturmadigini  tespit  edilmislerdir. = Mevcut
calismada, PME ve o0zellikle PSE'nin lenfositler
iizerinde sebep oldugu LDH ve TOD aktivitelerinin
kontrol-'ye kiyasla istatistiki agcidan farklilik (p>0,05)
gostermedigi gozlenmistir. Bu veri ile test edilen
liken ekstraktlarinin ki o6zellikle PSE'nin belli
konsantrasyonlarinin (<25 mg/L) lenfositler
iizerinde anlamli derecede toksisiteye sebep
olmadiklar1 kanisina varilmistir (Sekil 2 ve 4).

Tablo 2. Lenfositler iizerinde PME uygulamasi sonucu degiskenler arasindaki korelasyon seviyesi

Hiicre LDH Oksidatif
Canliligy Konsantrasyon Aktivite DNA Hasar1 TAK ToD
Hiicre
. 1a
Canliligy
Konsantrasyon -0,80™ 1
LDH - -
Aktivite 0,98 0,83 1
Oksidatif - W o
DNA Hasar -0,83 0,92 0,87 1
TAK -0,68™ 0,11 0,61 0,29 1
TOD -0,93" 0,89 0,97 0,94 0,48* 1

aPearson korelasyon katsayisi; “Korelasyon p < 0,05 diizeyinde anlamhdir; ** Korelasyon p < 0,01 diizeyinde anlamhidir.
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Tablo 3. Lenfositler iizerinde PSE uygulamasi sonucu degiskenler arasindaki korelasyon seviyesi

Hiicre LDH

Oksidatif

Canliligy Konsantrasyon Aktivite DNA Hasar1 TAK TOoD
Hiicre 1a
Canlihigy
Konsantrasyon -0,80™ 1
LDH - .
Aktivite 099 081 !
Oksidatif - -
DNA Hasar1 -0,67 0,27 0,66 1
TAK -0,48" -0,02 0,45 0,66™ 1
TOD -0,99™ 0,84 0,98 0,63" 0,44 1

aPearson korelasyon katsayisi; *Korelasyon p < 0,05 diizeyinde anlamlidir; ** Korelasyon p < 0,01 diizeyinde anlamhidir.

PME ve PSE ile muamele edilen lenfositler iizerindeki
oksidatif DNA hasar dizeyleri hiicrelerde ortaya
¢ikan 8-OH-dG oram ile olc¢iilmiistiir. Elde edilen
veriler, PME ve PSE uygulamalari tarafindan ortaya
¢ikarilan 8-OH-dG miktarinin birbirine ¢ok yakin ve
ayn1 zamanda pozitif kontrol degerinden ¢ok uzakta
oldugunu gostermistir. Ayni zamanda, 25 mg/L'den
diisiik uygulamalarin kontrol-'ye kiyasla hiicrelerdeki
oksidatif DNA hasar seviyesini anlamli derecede (p >
0,05) yukseltmedigi belirlenmistir (Sekil 5). Liken
ekstraktlar1 ve saf bilesenlerinin c¢esitli hiicrelere
kars1 genotoksik etkilerinin test edildigi calismalar
rapor edilmistir. (+)-Usnik asidin belli
konsantrasyonlarinin V79 hiicre hatlarina Kkarsi
genotoksik etki gosterdigi comet analizi ile
belirlenmistir [42]. Ayni1 zamanda, likenlerin anti-
genotoksik aktiviteleri de literatiirde mevcuttur.
Alpsoy  vd. [43] Evernia  prunastri  ile
gerceklestirdikleri arastirmada, aflatoksin indiikli
genotoksisitenin metanol ekstrakti ile diistiriildiigiinii
ortaya ¢ikarmislardir.

PME ve PSE ile muamele edilen lenfositlerin TAK
seviyelerindeki degisimler incelendiginde, tim
ekstrakt uygulamalarinin kontrol'ye kiyasla TAK'yi
anlamli seviyede (p < 0,05) yiikselttigi goriilmektedir.
Bununla beraber, hiicrelerdeki en yiiksek TAK
oranlarina PSE'nin sebep oldugu tespit edilmistir
(Sekil 3). TAK analizleri sonucunda, su ekstraktinin
metanole kiyasla ¢ok daha yiiksek seviyede
antioksidan ozellik gosterdigi ortaya e¢ikarilmistir.
Literatiir incelendiginde, genellikle liken
bilesiklerinin sahip olduklar1 fenolik iceriklerden
kaynakl antioksidan kapasiteleri lizerine meydana
getirilen c¢alismalar dikkat c¢ekmektedir [44]. Bu
kapsamda, antioksidan kapasitesinin varlig1 defalarca
¢alisilmis olan 6nemli liken metaboliti usnik asittir.
Usnik asidin hiicreler tlizerindeki TAK'yi artirici ve
sahip oldugu antioksidan bilesenlerin varlig1 tizerine
¢ok sayida arastirma gerceklestirilmistir [35,45,46].

Sonug olarak, mevcut ¢alisma sonucunda elde edilen
veriler P. glauca likeninin dogal antioksidan kaynag:
oldugunu gostermistir. Ozellikle, P. glauca'dan elde
edilen su ekstraktinin belli konsantrasyonlarda
kullanildiginda, insan lenfositleri {izerinde oksidatif
stres, genotoksisite gibi hasarlara neden olmadan

hiicrelerde toplam antioksidan diizeyi artiracag:
yonunde bilgi elde edilmistir.
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