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OZET

KAPLAN M, Baz1 Liken Sekonder Metabolitlerinin Lipopolisakkarit ile indiiklenmis RAW264.7
Makrofaj Hiicrelerindeki Antienflamatuvar Etkinliklerinin incelenmesi, Temel Eczacilik Anabilim
Dali, Biyokimya Bilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi, Van, 2022. Enflamasyon, romatoid artrit, kronik
enflamatuvar bagirsak hastaliklari, norodejeneratif bozukluklar, septik sok sendromu, kalp krizleri,
Alzheimer hastalig1 ve kanser gibi birgok hastaligin etiyolojisinde yer almaktadir. Enflamasyona bagl
olarak gelisen hastaliklarin tedavisi i¢in yeni ilaglarin kesfine yonelik caligmalar, antienflamatuvar
potansiyele sahip etkin maddelerin tespiti lizerine yogunlagsmustir. Olusabilecek yan etkinin de en aza
indirgenmesini saglamak adina, bu caligmalarda yogun olarak dogal kaynakli etkin maddeler ele
almmmaktadir. Likenler, mikobiyont fungal ortak ile fotobiyont bir ya da daha fazla sayida alg ya da
siyanobakterinin simbiyotik ortaklig1 ile olusan organizmalar olarak tanimlanmaktadir. Liken kaynakli
sekonder metabolitlerin antibakteriyel, antifungal, antioksidan, antiviral, antiinflamatuvar ve antikanser
gibi biyolojik etkinliklerini ortaya cikarmakta ve bu konuyla ilgilenecek arastirmacilarin dikkatini
cekmektedir. Yaptigimiz ¢aligmada, lilkemizde yaygin olarak bulunan liken tiirlerindeki baz1 sekonder
metabolitlerin (atranorin, diffraktaik asit, evernik asit ve vulpinik asit), lipopolisakkarit ile indiiklenen
makrofaj hiicrelerindeki antienflamatuvar aktivitesini arastirdik. Yaptigimiz c¢alismada lipopolisakkrit
(LPS) (1 pg/mL) indiiksiyonu ile RAW264.7 makrofaj hiicrelerinde enflamasyon modeli olusturulmus ve
farkli konsantrasyonlardaki (200 pM, 100 uM, 50 uM, 25 puM ve 12,5 puM) cesitli liken sekonder
metabolitlerinin (atranorin, diffraktaik asit, evernik asit ve vulpinik asit) antienflamatuvar etkinligi
arastirilmistir. Bu amagla madde uygulanan ve uygulanmayan hiicrelerdeki nitrik oksit, prostaglandin E;
(PGEy), tiimor nekroz faktor-alfa (TNF-a), interlokin-1 beta (IL-1B), IL-6 ve IL-10 diizeyleri ELISA kit
kullanilarak 6l¢iildii. Yapilan calisma bes tekrar olarak dizayn edilmistir. Analizler SPSS for Windows
v16.0 paket programinda yapilmistir. Tiim parametreler igin gruplar arasindaki istatistiksel farkliliklarin
test edilmesinde ANOVA ve alt grup karsilastirmalarinda Tukey ¢oklu karsilastirma testleri kullanilmustir.
Tanitic istatistik olarak ortalamatstandart sapma degerleri verilmistir. Elde edilecek sonuglarda p<0,05 ise
fark veya iliski istatiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Elde ettigimiz bulgular, atranorin, diffraktaik asit,
evernik asit ve vulpinik asit sub-toksik konsantrasyonlarda bile LPS indiiksiyonuyla aktive edilen makrofaj
hiicrelerdeki enflamatuvar yaniti baskilayabildigini ve antienflamatuvar etkinlik gosterebilecegini isaret
etmektedir. Bu sonuglar dogrultusunda liken sekonder metabolitlerinin LPS kaynakli enflamatuvar
hastaliklarin tedavisinde 6nemli bir degere sahip olabilecegini sdylemek miimkiin olabilmektedir. Bu
nedenle, zengin bir liken florasina sahip olan iilkemizde liken sekonder metabolitlerinin LPS’nin neden
oldugu enflamasyon hastaliklarinin tedavilerine yonelik yeni ilaglarmn gelistirilmesinde daha ileri
caligmalara yon verecegini ve ozellikle antienflamasyon etkisi yliksek olan tiirlerin biyolojik kdkenli ilag
hammaddesi olarak endiistriyel iiretimlerinin gerceklestirilmesi halinde iilke ekonomisine katki
saglayabilecegini soylemek miimkiindiir.

Anahtar Kelimeler: Liken, Sekonder metabolit, Lipopolisakkarit, RAW264.7 hiicre hatti, Makrofaj,
Enflamasyon



ABSTRACT

KAPLAN M, Investigation of Anti-Inflammatory Activities of Some Lichen Secondary Metabolites
in Lipopolysaccharide-induced RAW264.7 Macrophage Cells, Van Y.Y.U. Institute of Health
Sciences, Department of Basic Pharmaceutical Sciences, Biochemistry Science, Master Thesis, Van,
2022. Inflammation is involved in the etiology of many diseases such as rheumatoid arthritis, chronic
inflammatory bowel diseases, neurodegenerative disorders, septic shock syndrome, heart attacks,
Alzheimer's disease and cancer. Studies for the discovery of new drugs for the treatment of diseases caused
by inflammation have focused on the detection of active substances with anti-inflammatory potential. In
order to minimize the possible side effects, these studies focus heavily on active substances of natural
origin. Lichens are defined as organisms formed by the symbiotic partnership of mycobiont fungal partner
and photobiont one or more algae or cyanobacteria. It reveals the biological activities of lichen-derived
secondary metabolites such as antibacterial, antifungal, antioxidant, antiviral, anti-inflammatory and
anticancer, and attracts the attention of researchers who will be interested in this subject. In our study, we
investigated the anti-inflammatory activity of some secondary metabolites (atranorine, diffractaic acid,
evernic acid and vulpinic acid) in lipopolysaccharide-induced macrophage cells in lichen species common
in our country. In our study, an inflammation model was created in RAW?264.7 macrophage cells with the
induction of lipopolysaccharide (LPS) (1 pg/mL), and various lichen secondary metabolites (atranorine,
diffractaic acid, evernic acid and vulpinic acid) anti-inflammatory activity was investigated. For this
purpose, nitric oxide, prostaglandin E; (PGE_), tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), interleukin-1 beta (I1L-
1B), IL-6 and IL-10 levels were measured using ELISA kit in the cells treated and untreated. The study was
designed as five repetitions. Analyzes were made in SPSS for Windows v16.0 package program. ANOVA
was used to test for statistical differences between groups for all parameters, and Tukey's multiple
comparison tests were used for subgroup comparisons. Meantstandard deviation values are given as
descriptive statistics. If p<0.05 in the results to be obtained, the difference or relationship was considered
statistically significant. Our findings indicate that even at sub-toxic concentrations of atranorine, diffractaic
acid, evernic acid and vulpinic acid, it can suppress the inflammatory response in macrophage cells
activated by LPS induction and show anti-inflammatory activity. In line with these results, it is possible to
say that lichen secondary metabolites may have an important value in the treatment of LPS-induced
inflammatory diseases. For this reason, we believe that in our country, which has a rich lichen flora, lichen
secondary metabolites will guide further studies in the development of new drugs for the treatment of
inflammatory diseases caused by LPS, and it is possible to say that especially species with high anti-
inflammatory effects can contribute to the country's economy if industrial production is carried out as a
biological drug raw material.

Key Words: Lichen, Secondary metabolite, Lipopolysaccharide, RAW?264.7 cell line, Macrophage,
Inflammation
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1. GIRIS

Enflamasyon, cesitli zararli etkenler nedeniyle gelisen doku irritasyonuna karsi,
dokunun yeniden yapilanmasini ve iyilesmesini saglayan vaskiiler, humoral ve hiicresel
reaksiyonlar1 i¢eren koruyucu yanittir. Enflamasyonun genetik mekanizmasi olmasina
ragmen zararl yonleri bulunmaktadir. Enflamatuvar yanit ¢esitli hastaliklarda farklilik
gostermesine ragmen, biiylime faktorleri, prostaglandinler, kemokinler, matriks
metaloproteazlar1 gibi endojen mediatorlerin, interlokin-1 (IL-1), IL-6, IL-8 gibi
interlokinler, timor nekroz faktorii (TNF) gibi enflamatuvar sitokinler, nitrik oksit gibi
toksik molekiiller ve serbest radikallerin yaygin spekturumu ile karakterizedir. Kisacasi
enflamatuvar yanitin, enflamasyonu tetikleyen etkene bagimli olarak, farkli fizyolojik

amaci1 ve patolojik sonucu olabilir (Goverman, 2009).

Enflamatuvar uyariciya yanit olarak makrofajlar, dendritik hiicreleri ve mast
hiicleri gibi immiin hiicreler aktiflesir. Bunu takiben hiicrelerde enflamatuvar
mediyatorler salinir. Bu mediyatorler kizariklik, viicut 1sisinin artisi, sislik, agri ve
fonksiyon kaybi gibi klinik belirtilerin ortaya ¢ikmasina neden olur. Enflamasyon
sliresince vazodilatasyon meydana gelir ve enflamasyon alanina bagigiklik hiicrelerinin
yiikksek miktarda taginmasiyla kan akisi artar. Bazi mediatorler agriya duyarliligi
artirirken, bazi mediatorler ise damarlara 16kosit goglinii saglamak i¢in kan damarlarinin
gecirgenligini arttirabilir (Harvey ve Champe, 1998). Baslangigta akut enflamasyon
notrofilik infiltrasyon ile karakterizedir. 24 ve 48 saat sonra ise ortamda monositik
hiicreler hakimdir. Buna karsilik kronik enflamasyon makrofajlar ve lenfositler gibi tek
cekirdekli hiicrelerin varlig1 ile karakterizedir. Akut enflamasyona eikozanoidler ve
vazoaktif aminler aracilik eder. Bu mediyatorler, enflamasyon bolgesinde plazma ve
l6kositlerin hareketini artirarak enflamatuvar uyararanlara karsi bagisiklik sisteminde
erken yaniti baslatir. Cesitli sitokinler ve biiylime faktorleri kronik enflamasyonda
1okosit, lenfosit ve fibroblastlar gibi immiin hiicreleri tarafindan salinir (Medzhitov,
2008).

Akut enflamasyon, cesitli enflamatuvar uyaranlara karsi yararli konak yanit
olmasina ragmen kronik enflamasyon siireklidir ve doku hasaria neden olabilir. Kronik
enflamasyon romatoid artrit, kronik enflamatuvar bagirsak hastaliklari, ndrodejeneratif

bozukluklar, septik sok sendromu, kalp krizleri, Alzheimer hastaligi ve kanser gibi



bircok hastaligin etiyolojisinde yer almaktadir (Nardin ve Abastado, 2008; Gabay,
2006). Kronik enflamasyona bagli olarak gelisen hastaliklarin tedavisi igin yeni ilaglarin
kesfine yonelik ¢alismalar, antienflamatuvar potansiyele sahip etkin maddelerin tespiti
iizerine yogunlagmistir. Olusabilecek yan etkinin de en aza indirgenmesini saglamak
adina, bu ¢aligmalarda yogun olarak dogal kaynakli etkin maddeler ele alinmaktadir (de

Haas ve ark., 2008; Paloneva ve ark., 2002).

Likenler, bir mikobiyont ile bir veya daha fazla ekolojik olarak zorunlu biyotrof
olarak fotosentez yapan tek hiicreli veya filament6z yapilar arasindaki simbiyotik iliski
ile olusan kararli, mutualist yasam sergileyen ve biyolojik olarak aktif bir¢ok diisiik
molekiiler agirlikli sekonder metabolit kaynagi olusturan mikroorganizmalarin

kompleks topluluklaridir (Calcott ve ark., 2018; Molnar ve Farkas, 2010).

Likenler tarafindan iiretilen metabolitler, primer ve sekonder metabolit olmak
tizere ikiye ayrilir. Protein, amino asit, poliol, karotenoid, polisakkarit ve vitamin
yapisinda olan primer metabolitler, dogrudan hayati fonksiyonlarla ilgili {irtinlerdir.
Poliketid, polifenol, kinon, terpenoid, ksanton, dibenzofuran, depsid, depsidon, depson,
terpenoid vb. yapisinda olan sekonder metabolitler ise temel hayati fonksiyonlarla
dogrudan ilgili olmayan ancak likenlere bir¢cok avantaj saglayan iiriinlerdir (Fernandez-
Moriano ve ark., 2016). Cesitli liken tiirlerinden ve bunlarin kiiltiirlii simbiyontlarindan
tanimlanan 1000'den fazla sekonder metabolit likenlerin cevre kosullarina uyum
saglamasinda, onlar1 korumada, hayatta kalmasina ve biiyiimesine destek olmada ve
ekosistemle iligkileri diizenlemesinde cesitli gorevleri iistlenmektedir (Calcott ve ark.,

2018).

Deneysel yontemlerle liken sekonder metabolitleri hakkinda birgcok bilgi
edinilmesine ragmen simbiyotik yasamdaki islevleri hakkinda hala net bilgiler elde
edilememistir. Yapisal olarak birbirlerine ¢ok benzer olan metabolitler arasinda bile ¢ok
farkli biyolojik etkilerin oldugu gozlemlenmistir. Birgogunun da ¢oklu biyolojik aktivite
sergiledigi bilinen bu metabolitlerin liken talluslarim1 zararli otlara, patojenlere,
rakiplerine ve yiiksek ultraviyole (UV) isimasi gibi dis faktorlere karsi korudugu
diisiiniilmiistiir. Arastirmalar sonucunda ise genel fonksiyonlarinin antioksidan aktivite,
simbiyoz gelisimi, metal homestazisi ve kirlilik toleransi, fotokoruma, allelopati,

antimikrobiyal, antiviral ve antifungal aktivite, antiherbivor ve bdcek Oldiiriicii



aktivitesi, antikanser aktivitesi, antipiretik ve analjezik etki oldugu belirlenmistir
(Molnar ve Farkas, 2010). Yaptigimiz c¢alismada liken sekonder metabolitlerinden
atranorin, diffraktaik asit, evernik asit ve vulpinik asitin lipopolisakkarit ile indiiklenen

makrofaj hiicrelerindeki antienflamatuvar aktiviteleri arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Makrofajlar

Makrofajlar, fagositozu tanimlamasi nedeniyle 1905'te Nobel 6diilii kazanan Elie
Metchnikoff tarafindan tamimlanmigtir (Nathan, 2008). ilk olarak fagositoz teorisini
tanimlamasiyla baslanilan ¢alismalar glinlimiize kadar devam etmektedir. Makrofajlarin
patojenlere karsi primer yanitta onemli rolleri olan dogustan gelen immiin hiicreleri
oldugu, enfeksiyon veya yaralanmadan sonra antijenlerin ortaya ¢ikarilmasinda, yara
tyilesmesinde ve enflamasyonun diizenlenmesinde 6nemli gorevleri oldugu bilinmektedir

(Sekil 1) (Gouinaud ve Leclerc, 2013; Hao ve ark., 2012).

Sekil 1. Makrofajlarin mikroskopik goriintiisii (Gouinaud ve Leclerc, 2013)

Kan monositleri, kemik iliginde, ayn1 zamanda notrofillere yol acan ortak bir
miyeloid progenitoriinden kaynaklanir (Strauss-Ayali ve ark., 2007). Makrofajlar,
viicudun tim dokularinda bulunan mononiikleer fagositlerdir (Desalegn ve Pabst, 2019).
Fizyolojik ve patolojik durumlarda cesitli gorevlerde yer alan hemetopoetik kok

hiicrelerden koken alan dogal bagisiklik sisteminin miyeloid hiicrelerinin heterojen bir



popiilasyonunu olusturur (Genin ve ark., 2015). Makrofajlar, kemik iliginden
olgunlagmamis monositler olarak tiretilir ve kan dolasimdan sonra, karacigerdeki kupffer
hiicreleri, akcigerdeki alveolar makrofajlar ve kemikteki osteoklastlar dahil olmak iizere
yerlesik makrofajlara farklilasmak i¢in dokulara go¢ ederler (Bingle ve ark., 2002).
Ozellikle enflamasyon ve enfeksiyonda aktif olmalarmin yani sira yara iyilesmesinde de
gorev almaktadirlar. Bu kosullar altinda, kan monositleri, makrofajlara farklilastiklar:
dokularda toplanmaktadir (Gordon, 2007). Dokuda yerlesik makrofajlar, yetiskin
memelilerin hemen hemen tiim organlarinda bulunan ve hem doku homeostazinin
gelismesine hem de enflamasyonun giderilmesine 6nemli dl¢iide katkida bulunan ¢ok
yonli hiicrelerdir. Kokenlerine gore, dokuda yerlesik makrofajlar kan monositinden
tiiretilmis makrofajlar ve yerel olarak kendi kendine yenilenen yerlesik makrofajlar olarak

siiflandirilabilir (Funes ve ark., 2018).

Makrofajlar, fagositoz, sitotoksisite ve ¢ok c¢esitli sitokin dizisinin salgilanmasi,
biliylime faktorleri, lizozimler, proteazlar, kompleman bilesenleri, pihtilasma faktorleri
ve prostaglandinler dahil olmak iizere doku yeniden sekillenmesi, enflamasyon ve
bagisiklik i¢in gerekli ¢ok sayida iglevi yerine getirir (Bingle ve ark., 2002). Makrofajlar,
hem pro-enflamatuvar hemde anti- enflamatuvar etki géstermektedir. Makrofajlarin doku
mikrogevrelerindeki degisikliklere islevsel olarak adapte olma kabiliyetlerinden dolay:
asir1 fonksiyonel ve fenotipik heterojenligi olusturmaktadir. Bu islevsel plastisiteyi doku
hasarma ve/veya enfeksiyonuna cevap verme, hasar gormils doku ve istilaci
mikroorganizmalarin temizlenmesine katkida bulunma, adaptif bagisiklik sisteminin
uyarilmasina katkida bulunma ve yaranin iyilesmesine katkida bulunma yeteneklerinde

kritik bir rol oynamaktadir (Quero ve ark., 2017).

Klasik akut enflamatuvar yanitta, kan monositleri, nétrofillerden kisa bir siire
sonra hasarl1 dokuya girer. Bakteriler, iirlinleri ile karsilagilan hasarli bir doku, tiimor
nekroz faktor-alfa (TNF-a), IL-1 ve IL-6 {iretimi ve metaloproteinazlarin salgilanmasi
gibi pro-enflamatuvar aktivitelerin aktivasyonu ile sonuglanir. Doku igindeki bakterilerin
temizlenmesi ilerledikce, temizlenmis doku bolgelerindeki enflamatuvar ve efektor
aktiviteler i¢in uyaran azalir. Akut faz proteinleri, glukokortikoidler, transforme edici
biiyiime faktor-beta (TGF-B), IL-10 ve apoptotik nétrofillerin fagositozu gibi birg¢ok

faktoriin mevcudiyeti ile birlikte enflamatuvar aktivite i¢in uyarandaki bu azalma,



makrofaj  enflamatuvar/sitotoksik  aktivitelerin asag1 regiilasyonuna katkida
bulunmaktadir. Anti-enflamatuvar ve doku yenileyici aktivitelerin gelismis olmaktadir
(Diegelmann ve Evans, 2004; Cvetanovic ve Ucker, 2004; Lucas ve ark., 2003). Bu
nedenle, dinamik bir enflamatuvar yanit sirasinda, makrofaj popiilasyonu, doku
mikrogervesinde mevcut olan makrofaj modiile edici ligandlarin dengesine bagl olarak,

cesitli fonksiyonel modeller gosterecektir (Stout ve Suttles, 2005).

Makrofajlar tarafindan olusturulan enflamatuvar c¢evre miyeloid dendritik
hiicrelerin olgunlagsmasini 6nemli 6lgiide etkileyebilir ve bdylece ortaya ¢ikacak adaptif

immiin yanitin dogasini etkileyebilir (Gratchev ve ark., 2000).
2.1.1. Makrofaj polarizasyonu

Makrofajlar hemen hemen tiim dokularda bulunur ve doku homeostazinin
korunmasinda 6nemli roller oynar (Hao ve ark., 2012). Doku makrofajlari, yaslanmis
hiicrelerin temizlenmesi ve enflamasyon sonrast dokularin yeniden yapilandirilmasi ve
onarimi yoluyla doku homeostazinin korunmasinda genis bir role sahiptir (Gordon ve

Taylor, 2005).

Heterojenite, farkli anatomik bolgelerdeki makrofajlarin fonksiyonun farkl
uzmanlagmasini yansitmaktadir. Osteoklastlarin kemigi yeniden sekillendirmesi yetenegi
(Quinn ve Gillespie, 2005), akcigerlerdeki mikroorganizmalarin, viriislerin ve gevresel
partikiillerin temizlenmesinde rol oynayan alveoler makrofajlar (Palecanda et.al., 1999),
bagirsaktaki makrofaj yiiksek fagositik ve bakterisidal aktiviteye sahip, ancak pro-
enflamatuvar sitokinlerin zayif {retimi ile karakterize edilen bir makrofaj
fenotipini vurgulanmistir (Smythies ve ark., 2005). Bu fenotip, intestinal stromal hiicreli
iirlinler tarafindan periferal kandan tiiretilmis makrofajlarda indiiklenebilir, bu da doku
mikrogevresindeki komponentler dokuda yerlesik makrofajlarin fenotipini belirgin
sekilde etkileyebilecegini gostermektedir. Farkli organlardaki makrofaj heterojenligine
ek olarak, tek bir organda makrofaj heterojenligi goézlenebilir ve makrofaj alt kiime

heterojenligine yansimaktadir (Rubio ve ark., 2019).

Fenotipik degisikliklerin, polarize sitokinlere maruz kaldiktan sonra kromatin

modifikasyonlar1 ile biiylik dl¢lide sabitlenebilecegi lenfositlerin aksine; makrofajlar,



baska uyaricilar tarafindan yogun sekilde degerlendirildigi gibi, uyarict maddelere maruz
kalmanin tipine, konsantrasyonuna ve uzunluguna bagh olarak degisen plastisite gen
ekspresyon fenotipine sahiptir (Murray ve Wynn 2011). Diger immiin efektor hiicreler
gibi makrofajlar, ¢coklu alt tiplere sahiptir ve mikrogevreye bagli olarak cesitli fenotipleri
alabilmektedir. Th1/Th2 siniflandirmasina benzer sekilde, makrofajlar i¢in iki farkli
polarize olmak {izere klasik olarak aktive edilmis makrofaj (M1) ve alternatif olarak
aktive edilmis makrofaj (M2) olarak siiflandirilmistir. Polarize makrofajlar sitokin ve
kemokin iiretimi, reseptor ifadesi, efektor fonksiyonu ve aktivitesi agisindan farklilik

gostermektedir (Hao ve ark., 2012).

Makrofaj aktivasyon fenotipleri, interferon-gama (IFN-y) ve toll benzeri reseptor
(TLR) ligandlar1 gibi mikrobiyal iirlinler ile indiiklenen klasik aktivasyon (M1) ve T
yardimer (Th) tarafindan iretilen sitokinler IL-4 ve IL-13 ile indiiklenen alternatif
aktivasyon (M2) makrofajlari olarak bilinmektedir. M1 makrofajlari konak savunmasinda
ve patojenleri temizlemede etkilidir ve M2 makrofajlar, iltihaplanma ve doku onarimi igin

onemlidir (Ivashkiv, 2013).

Makrofaj plastisitesi, dis kosullara bagli olarak hiicrenin fenotipik ve fonksiyonel
kapasitelerini kolayca degistirme kapasitesi olarak tanimlanir. Bu nedenle, yiizey
reseptOrlerinin  repertuari, reaktif oksijen tiirleri {iiretme kabiliyeti ve spesifik
kemoatraktanlara dogru go¢ etme potansiyeli, dis kosullara bagli olarak biiyiik 6lgiide
degisebilir. Buna karsilik, makrofaj polarizasyonu terimi, spesifik sartlar tarafindan
indiiklenebilen ve spesifik ylizey belirteclerinin veya fonksiyonel kapasitelerin varligi ile
tanimlanmis olan, makrofaj plastikligi durumlari i¢in kullanilir (Biswas ve ark., 2008).
Thl tipi tepkiler hiicre-i¢i bagisiklik ve hiicre i¢i patojenlerle basa ¢ikmak i¢in dnemli
sitotoksik cevabi indiiklemektedir. Bununla birlikte, yiiksek Thl yaniti otoimmdiiniteye
neden olmaktadir. Ote yandan, Th2 tipi yanit, hiicre dis1 patojenlerin yani sira mukozal
immiinite ile basa ¢ikmak i¢in 6nemli humoral bagisiklig1 arttirmaktadir. Artan Th2
yanitlar1 asttm ve alerji gibi kronik enflamatuvar hastalik durumlarina neden
olabilmektedir. Monositler bir Th1l bagisiklik ortaminda M1 polarize makrofaja, Th2
bagisiklik ortaminda elde edilen M2 polarize makrofaja farklilasmaktadir (Van
Ginderachter, 2006). M1 ve M2 polarize fenotipleri, c¢oklu faktorler tarafindan

indiiklenen ve 6zel fonksiyonlar altinda yatan transkripsiyonel modiillerin ekspresyonu



ile karakterize edilen, makrofaj polarizasyon durumlarinin fonksiyonel bir spektrumunun

iki ucunu temsil eder (Sica ve Mantovani, 2012).
Klasik Olarak Aktive Edilmis Makrofajlar (M1)

Hiicre aracili immiin yanitlar sirasinda iiretilen efektdr makrofajlarini belirtmek
icin klasik olarak aktive edilen makrofajlar (M1) terimi kullanilmigtir. Klasik olarak
aktive edilmis makrofajlarin orijinal karakterizasyonunda, Thl sitokinlerinden IFN-y ve
TNF-o kombinasyonu, mikrobisidal veya tiimorisidal kapasiteyi arttirmis ve yiiksek
seviyede pro-enflamatuvar sitokin salgilayan bir makrofaj popiilasyonu ile
sonuglanmistir (Mosser ve Edwards,2008). Makrofajlar mikro ¢evrelerini siirekli
algilamaktadir. Buna gore, polarize durumlarini kontrol etmek i¢in diizenleyici epigenetik
programlar gelistirmektedirler. Histon yeniden yapilanmasinda (metilasyon, asetilasyon,
fosforilasyon ve ubikikasyon yoluyla) degisikliklerin lipopolisakkarit (LPS), IL-4 ve
IFN-y ile makrofajlarin polarizasyonu sirasinda ortaya ¢iktigi bildirilmistir. Bu histon
modifikasyonlari, hayatta kalma, farklilagma ve aktivasyon dahil olmak iizere cesitli

makrofaj biyolojik dzellikleri ile iligkili oldugu diistiniilmektedir (Rubio ve ark., 2019).

M1 polarize makrofajlar IFN-y, graniilosit makrofaj koloni stimiile edici faktor
(GM-CSF), LPS ve diger mikrobiyal iiriinler tarafindan indiiklenmektedir. Mikroplari
oldiirmede ve enflamatuvar sitokinleri liretmede etkilidir, ancak mikrop oldiiriicii
toksisitesi kollateral doku hasarma yol acabilmektedir. M1 benzeri fenotip grubunun
temel Ozellikleri, salgiladiklari sitokinler TNF-o, IL-1 ve IL-12, antimikrobiyal
molekiiller, reaktif oksijen ve reaktif azot ara maddeleri ve Thl alict kemokinler CXCL9

ve CXCL10 gibi IFN'larin neden oldugu genler tarfindan sentezlenir (Ivashkiv, 2013).

M1 polarizasyonu ile iliskili belirtecler ve salgilanan molekiiller, STAT1, STATS3,
IRF4, NF«kB, CIITA, CD80, CD86, ana histo-uyumluluk kompleksi sinif II reseptorii
(MHC-I1), kemokinler reseptorleri (CXC'ler), kemokin ligandlar1 (CXCL'ler ve CCL'ler),
CCL2 (MCP1), COX-2, TNF-qa, IFN-y, nitrik oksit (NOX), indiiklenebilir nitrik oksit
sentaz (iNOS), reaktif oksijen tiirleri (ROS), ve IL-12f bulunmaktadir (de Groot ve
Pienta, 2018). M1 polarize makrofajlar tarafindan iiretilen pro-enflamatuvar sitokinler,
konak¢1 savunmasinin énemli bir bilesenidir, ancak konakg¢iya biiyiik hasar verebilir.

Ornegin, IL-1, IL-6 ve IL-23, klasik olarak aktive edilmis makrofajlar tarafindan iiretilir



(Mosser ve Edwards, 2008). Makrofaj polarizasyonunu ve plastisitesini yonlendiren
mekanizmalar ¢esitlidir ve sinyallesme, epigenetik ve transkripsiyon sonrasi degisiklikler
seviyesinde hareket eder (Lawrence ve Natoli, 2011). Her polarize makrofaj
popiilasyonundaki gen transkripsiyonu, farkli transkripsiyon faktorlerinin koordineli
etkisinin bir sonucudur. DNA veya sargisiz niikkleozomlarin diferansiyel
kompresyonunun sematik olarak epigenetik degisiklikleri temsil ettigi gosterilmistir
(Biswas ve ark., 2012). Kanserojenezin erken safthasinda, M1 makrofajlarinda niikleer
faktor kappa-beta (NF-xB) aktivasyonu, kansere bagli enflamasyon igin gereklidir.
Enflamatuvar aracilarin kronik salinimi yoluyla bu makrofajlar doku hasari, neoplastik

doniisiim ve neoplastik hiicrelerin biiyiimesini baslatir (Biswas ve ark., 2008).
Alternatif Olarak Aktive Edilmis Makrofaj (M2)

Makrofajlarin alternatif aktivasyonu, ozellikle parazitik ve seg¢ilmis patojen
enfeksiyonlarina alerjik, hiicresel ve humoral cevaplar sirasinda, Th-2 tipi bir cevapta
tiretilen sitokinler 1L-4 ve IL-13 tarafindan indiiklenmektedir (Varin ve Gordon,2009).
Anjiyojenezden, dokunun yeniden yapilanmasindan sorumludur ve tiimoriin ilerlemesini
kolaylastirabilmektedir (Sica ve ark., 2008). Sitokin uyaranlarina gore ve {retilen
transkripsiyonel degisiklikler ile M2 polarize makrofajlart M2a'dan M2d'ye kadar farkl
alt gruplara ayrilmistir (Rubio ve ark., 2019).

M2 polarize makrofajlari, IL-4 gibi Th2 sitokinleri tarafindan
indiiklenebilmektedir. IL-10 gibi Th2 sitokinlerini eksprese edebilirler ve spesifik olarak
CD163, CD206 (mannoz reseptoril) veya temizleyici reseptor-A ve CD36 gibi ylizey
reseptorlerinin ekspresyonu ile karakterize edilmektedir (Gleissner ve Erbel, 2012). M2
polarize makrofajlar M2a (IL-4 veya IL-13 tarafindan indiiklenen), M2b (immiin
kompleksleri ve TLR ligandlar1 tarafindan indiiklenen), M2c¢ (IlI-10 tarafindan
indiiklenen) ve M2d (IL-6 adenosinler tarafindan indiiklenen) olmak tizeri 4 farkli alt
gruplara ayrilmaktadir (Rubio ve ark., 2019). Genel olarak, M2 makrofajlar Th2 yanitini
yansitir ve oldukg¢a anti-enflamatuvar olarak kabul edilebilir (Gleissner ve Erbel, 2012).

M2 makrofajlar1 tlimoriin baglatilmas1 ve ilerlemesi ile korele olmus, ayrica
enflamasyonun inhibitorleri olarak tanimlanmaktadir (Ohri ve ark., 2009). M2 polarize

makrofajlari, IL-10 gibi anti-enflamatuvar sitokinler tiretmekte ve iNOS ekspresyonunu



azaltmakta, antijen sunumunu ve T hiicresi ¢ogalmasini inhibe etmektedir (Redente ve
ark., 2010). M2 polarize makrofajlarinin, ¢esitli tiimor hiicrelerinin in vitro biiytimesini
tesvik ettigi ve timor hiicresi sagkalimini arttirdigi bulunmaktadir. (Biswas ve ark.,
2008). Anjiyogenezin 6nde gelen bir aracisi olan vaskiiler endotelyal biiyltime faktorii
(VEGF) ile anjiyogenezin desteklenmesinde hayati bir rol oynamaktadir (Almatroodi ve
ark., 2016). Alternatif olarak aktive edilmis makrofajlar, Th2 tepkilerini indiikkler ve
genellikle IL-4, IL-13, IL-10 ve glukokortikoidler tarafindan polarize edilmektedirler. M2
polarize makrofajlarla iliskili markerler ve salgilanan molekiiller arasinda SOCSI,
PPARy, STAT6, GATA3, ¢c-MYC, HIF-la, LXR, CD206 (MRC1), CD163, CD36,
ARG1, IL-10, TGF-y, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), FIZZ1 ve YM1
(Chi313) bulunmaktadir (de Groot ve Pienta, 2018).

2.2. Enflamasyon ve Makrofajlarin Rolii
2.2.1. Enflamasyon

Enflamasyon, cesitli zararli etkenler nedeniyle gelisen doku irritasyonu veya
enfeksiyonuna karsi, dokunun yeniden yapilanmasini ve iyilesmesini saglayan vaskiiler,
humoral ve hiicresel reaksiyonlart igeren koruyucu yamttir. Enflamasyon genetik
faktorler ve ¢oklu fizyolojik yanitlarin birikmis sonucudur. Enflamasyon bir savunma
mekanizmasi olmasina ragmen zararli yonleri bulunmaktadir (Goverman, 2009).
Enflamatuvar yanit ¢esitli hastaliklarda farklilik gostermesine ragmen, biiyiime
faktorleri, prostaglandinler, kemokinler, matriks metaloproteazlar1 gibi endojen
mediatorlerin, IL-1, IL-6, IL-8 interlokinler, TNF-a gibi enflamatuvar sitokinler, nitrik
oksit gibi  toksik molekiiller ve serbest radikallerin yaygin spekturumu ile
karakterizedir. Kisacas1 enflamatuvar yanitin, enflamasyonu tetikleyen etkene bagimli

olarak, farkli fizyolojik amac1 ve patolojik sonucu olabilir (Medzhitov, 2008).

Enflamatuvar uyariciya yanit olarak makrofajlar, dendritik hiicreleri ve mast
hiicleri gibi immiin hiicreleri aktiflesir. Bunu takiben hiicrlerde enflamatuvar
mediyatorler salinir. Bu mediyatorler kizariklik, viicut 1sisinin artisi, sislik, agr1 ve
fonksiyon kaybi gibi klinik belirtilerin ortaya ¢ikmasina neden olur. Enflamasyon
stiresince vazodilatasyon meydana gelir ve enflamasyon alanina bagisiklik

hiicrelerinin yiiksek miktarda tasimmasiyla kan akisi artar. Bazi mediatorlerin agriya
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duyarlilig1 artirirken, bazi mediatorler kan damarlarindan damarlara 16kosit gogiine
saglamak icin kan damarlarin1 degistirir (Harvey ve Champe, 1998). Baslangicta akut
enflamasyon notrofilik 16kosit infiltrasyonu ile karakterizedir. 24 ve 48 saat sonra
monositik hiicreler hakimdir. Buna karsilik kronik enflamasyon makrofajlar ve
lenfositler gibi tek cekirdekli hiicrelerin varlig: ile karakterizedir. Akut enflamasyona
eikozanoidler ve vazoaktif aminler aracilik eder. Bu mediyatorler, enflamasyon
bolgesinde plazma ve 16kositlerin hareketini artirarak enflamatuvar uyararanlara karsi
bagisiklik sisteminde erken yaniti baslatir. Cesitli sitokinler ve biiyiime faktorleri
kronik enflamasyonda 16kosit, lenfosit ve fibroblastlar gibi immiin hiicreleri tarafindan
salinir (Gabay, 2006).

Akut enflamasyon cesitli enflamatuvar uyaranlara karsi yararli konak yanit
olmasina ragmen kronik enflamasyon siireklidir ve doku hasarina neden olabilir.
Kronik enflamasyon romatoid artrit, kronik enflamatuvar bagirsak hastaliklari,
norodejeneratif bozukluklar, septik sok sendromu, kalp krizleri, Alzheimer hastalig
ve kanser gibi birgok hastaligin etiyolojisinde yer almaktadir (Coussens ve Werb,
2002).

2.2.2. Enflamasyona makrofajlarin yaniti

Enfeksiyona karsi ilk savunma hatti doku makrofajlaridir. Enflamasyon
basladiktan sonra, dakikalar i¢cinde dokuda var olan makrofajlar deri alti dokulardaki
histiyositler, akcigerdeki alveoler makrofajlar, beyindeki mikrogliyalar ve digerleri,
hemen fagositik etkinliklerine baglarlar. Enflamasyon veya bu hiicrelerin hizla
genislemeleridir. Sonra, daha dnce sabit olan makrofajlarin cogu baglarindan ayrilarak
hareketli hale gelirler ve ilk birkag¢ saat i¢inde infeksiyona karsi ilk savunma hattini
olustururlar. Bu erken mobilize olan makrofajlarin sayilar1 genellikle ¢ok fazla degildir

ancak yasam kurtaricidirlar.

Notrofillerin yayilimi ile birlikte monositler de kanda enflamasyonlu dokuya go¢
eder ve genisleyerek makrofaj haline gelirler. Ancak, dolasan kandaki monosit sayisi
diisiiktiir, ayrica kemik iligindeki monositlerin depo havuzu, notrofillerden daha azdir.
Bu yiizden enflamasyonlu doku bdlgesinde makrofajlarin yerlesmesi yavas olup etkin

olmalar1 i¢in giinler gerekir. Bu arada kemik, iliginde monosit iiretimi ¢ok artacagi i¢in,
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ancak glinler, haftalar sonra, sonugta makrofajlar enflamasyonlu doku bolgesinde en
baskin fagositik hiicre haline gelirler. Makrofajlar nétrofillere oranla daha fazla bakteriyi
(yaklasik bes kat1) ve daha biiyiik partikiilleri, hatta notrofillerin kendilerini bile ve
bliylik miktarda 6lii dokuyu fagosite edebilirler. Ayrica makrofajlar antikorlarin

gelisiminin baglamasinda 6nemli rol oynarlar (Nardin ve Abastado, 2008).

2.2.3. Enflamasyon Biyobelirtecleri
Nitrik Oksit

Nitrik oksit (NOXx) hiicre i¢i ve hiicreler arasi sinyalizasyonda onemli bir
molekiildiir. Birgok organin fizyolojik ve patolojik fonksiyonuna katkida bulunan pek
¢ok hiicre tipi tarafindan iretilir. N6ronal sistemde norotransmitterler gibi biyolojik
mediyator olarak gorev yapar. Vaskiiler sistemde ise kan damar tonunu diizenler ve

bagisiklik hiicreleri i¢in dnemli bir savunma molekiiliidiir.

NOX, nitrik oksit sentaz (NOS) tarafindan sentezlenir. Boylece noronal NOS
(nNOS ya da NOSI), indiiklenebilen NOS (iNOS ya da NOSII) ve endotelyal NOS
(eNOS ya da NOSIII) meydana gelir. Ayrica farkli NOS enzimi olan mitokondriyal
NOS (MmtNOS)’mn bazi1 kalintilar1 vardir. Bu enzim ailesi, L-arjinin nikotinamid
adenin diniikleotid fosfat hidrojen (NADPH) bagimli oksidasyonunu, NOx ve L-sitrulin
tiretimini  katalizlerler. nNOS ve eNOS yapisal olarak noéronal ve endotelyal
hiicrelerinde ifade edilir. INOS ise yapisal olarak bulunmaz, hizli bir sekilde
enflamatuvar  uyaranlar, bakteriyal lipopolisakkarit ve sitokinler tarafindan
indiiklenebilir (Aktan, 2004).

Biyolojik sivilarda NOx’in yar1 6mrii ¢ok kisadir ve hizla nitrit ve nitrata
oksitlenir. NOX tiretimi, NOx’in son {iriinleri ile dl¢iilebilir. Bagisiklik sistemi aktive
edildiginde, monositler, makrofajlar ve nétrofiller nitrik oksit iretirler (Sun ve ark.,
2003). NOx ciftleri siiperoksit O™ ile birleserek peroksinitriti (ONOQ) olustururlar.
NOx ve O3 ile karsilastirildiginda peroksinitrit (ONOQO") oldukga reaktiftir. Ayrica NOx
nitrasyon ve oksidasyonuyla DNA hasarina neden olan kimyasal olarak potensiyel bir
molekiil olarak bilinir (Szabo ve Ohshima, 1997).

INOS geninin transkripsiyonu, uyarana ya da hiicre tipine bagl olarak protein
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kinaz C, tirozin kinaz, janus kinaz, raf-1 protein kinaz, mitojen tarafindan aktive edilen
kinazlar (MAP kinaz) gibi farkli sinyal yolaklar1 tarafindan uyarilir (Lahti ve ark.,
2002). Faredeki iINOS geninin promotér bolgesi NF-kB gibi transkripsiyon
faktorlerinin yani sira Jun/Fos heterodimer, bazi CCAAT/enhancer baglayan protein
(C/IEBP), cAMP yanit elementi baglayan protein (CREB) ve transkripsiyon
faktorlerinin sinyal ileticisi ve transkripsiyon aktivator (STAT) ailesi igin ¢esitli
baglayici bolgeleri igerir (Kleinert ve ark., 1998). NF-kB ve AP-1 gibi transkripsiyon
faktorleri INOS ekspresyonuna da aracilik eder (Xia ve ark., 2001). LPS, sitokinler, IFN-
v, TNF-o gibi uyaricilar sitozolden ¢ekirdege NF-kB’nin translokasyonunu ve iNOS
gen ifadesinin indiiksiyonunu Kkolaylastirirlar. TNF-a, IL-l1oo ve IL-1pB sitokinleri

iNOS“m endojen uyaricilaridir (Huang ve ark., 1998).

INOS tarafindan tiretilen NOX, makrofajlarin antimikrobiyal aktivitesine katkida
bulunur. Bununla birlikte NOx ve onun peroksinitrit ve azot dioksit gibi reaktif
tiirlerinin yliksek konsantrasyonlar1 karsinogenezis ve enflamasyonda onemli rol
oynadig1 bilinmektedir (Tsai ve ark., 1999). Ayrica NOx enflamasyon ve sepsis de
onemli bir molekiil olarak tanimlanmistir. INOS ile indiiklenen NOX iiretiminin
inhibisyonu enflamasyona karsi ilaglarin etkinligini degerlendirmek i¢in bir 6l¢iim
saglayabilir (Chen ve ark., 2001).

Prostaglandin

Prostaglandinler (PGs), arasidonik asitin prostanoid yag asitleri tiirevleridir.
Hiicre zarinda bulunan fosfolipidlerden, fosfolipaz enzimi ile arsidonik asitler olusur.
Arasidonik asit, PGG; ve PGH: olusturmak i¢in siklooksijenaz-1 (COX-1) veya COX-2
tarafindan metabolize edilir. Ardindan, prostaglandin E sentetaz (PGES) tarafindan
PGE: dontistiiriiliir (Kudo ve Murakami, 2005).

COX-1 enzimi her hiicrede yapisal olarak bulunan ve hemostatik
fonksiyonlar, mide hiicre koruyucu ve hemostaz dahil olmak iizere gerekli olan
PG’leri saglar. COX-2 enzimi ise enflamasyon sirasinda hiicrelerde indiiklenir ve
enflamasyon boyunca PG’nin olusumunda rol oynar. Segici COX-2 inhibisyonu, klasik
non-steroid antienflamatuvar ilaglarin gastrointestinal yan etkiler olmaksizin

antienflamatuvar aktivitesi i¢in 6nemlidir (Rouzer ve Marnett, 2009).
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COX-1 kaynakli PGE;,, mide mukozasinin korunmasinda rol oynar. Bobrekte
PGE; tretimi, normal bobrek fonksiyonu igin tuz ve su dengesi ve renin saliniminin
uyarilmasinda dnemlidir. PGE,, ya diiz kas gevsemesini ya da dokuya bagl kasilmay1
uyarir. Ayrica kan basmcinin siirekliliginde rol oynadigi gosterilmistir (Hata ve
Breyer, 2004). PGE, damar diiz kas hiicrelerinin gevsemesini saglar, kan akisi artirir

boylece 6demi artirir.

PGE; aferent sinir sonlarinda, bradikin ve histaminin etkisiyle agriya hassasiyeti
artirir  (Giuliano ve Warner, 2002). COX-2, bakteriyel lipopokisakkarit dahil olmak
tizere pro-enflamatuvar uyaricilar tarafindan indiiklenir ve enflamasyon yerinde pro-
enflamatuvar  prostaglandileri  iiretir  (Akira ve Takeda, 2004). COX-2’nin
enflamasyondaki rolii disinda, ayn1 zamanda kolon kanseri, Alzheimer hastaligi, kalp
yetmezligi ve hipertansiyon gibi hastaliklarin patojenezinde 6nemli rol oynar (Chen
ve ark., 2001).

Sitokinler

Sitokinler, aktive olan hiicreler tarafindan sentezlenen, enflamasyon, travma,
immun cevap ve enfeksiyon gibi 6nemli biyolojik olaylarda rol oynayan glikoprotein
yapisindaki sinyal polipeptidlerdir (Zhang ve An, 2009). Esas olarak makrofaj ve
lenfositler tarafindan tretilen sitokinler her g¢esit hiicre tarafindan salgilanmaktadir
(Stout ve Suttles, 1997). Sentezlenmeleri ve hedef hiicreleri etkilemeleri igin
cogunlukla bir uyar1 gerektirir. Sentezlenen sitokinler hemen salgilanir, hiicre iginde
biriktirilmez. Genel olarak sentezleri gen transkripsiyonu ile baslatildigindan
salimmmlart gegici olup, hiicre membranindaki sitokin reseptorleri araciligiyla
gorevlerini yaparlar. Sitokinler enflamasyon reaksiyonlarindaki rollerine gore pro-
enflamatuvar sitokinler ve antienflamatuvar sitokinler olarak siniflandirilmaktadir
(Zhang ve An, 2009).

Pro-enflamatuvar Sitokinler

Genellikle makrofaj ve fibroblastlardan meydana gelen pro-enflamatuvar
sitokinler, enflamatuvar cevabin siddetini, yapisini, siiresini diizenlemede aracilik yapan

ve immun sistemini aktive eden mediyatorlerdir. Enflamatuvar degisikliklerin meydana
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gelmesinde, patojenin eleminasyonunu saglayan hizli bagisiklik yanitin ortaya
cikmasinda rol oynar. Pro-enflamatuvar sitokin reaksiyonu, ilk olarak IL-1 ve TNF-a
salmimmi ile baslamaktadir. Bunlar ates, enflamasyon, doku yikiminda iiretilir. Bazi
durumlara sok ve olimiin yam sira pro-enflamatuvar genler ve endotel adezyon

molekiillerin transkripsiyonu uyarir (Van Herreweghe ve ark., 2010).

TNF-a, enflamasyon, bagisiklik sisteminin gelistirilme ve apoptozda yer alir
(Salek-Ardakani ve Croft, 2010). TNF-o, astim, Crohn hastaligi, romatizmal artrit,
noropatik agri, otoimmiinite ve kanserler de dahil olmak tizere bir¢ok patolojik kosullari
kapsar (Hehlgans ve Pfeffer, 2005). TNF’ye karst monoklonol antikorlarm, Chron
hastaligina karst klinik acidan aktif oldugu gosterilmisti. TNF-o, enflamasyon
bolgesine notrofil ve monositlerin ¢ekilmesinde 6nemli rol oynar ve diger hiicrelerden
ozellikle IL-1 ve IL-6 salgilanmasina neden olur. Diisiik yogunluklarda 16kositler ve
endotel hiicreleri i¢in akut enflamasyonu indiikler. Normal dozlarda enflamasyonun
sistemik etkilerini  diizenler. Yiiksek dozlarda septik sokun patolojik anormalliklerine
neden olur (Van Deventer, 2000).

IL-1a ve IL-1p immun yanitin diizenlenmesine, enflamatuvar reaksiyonlara ve
hematopoeze katilan sitokinlerdir. IL-1a ve IL-1P, fibroblastlar ve kondrositlerden
olugsan akut faz proteinleri; prostaglandin ve kolajenaz sentezini artirirlar. COX-2
transkripsiyonunu indiiklerken, COX-1 iiretiminin artmasinda ¢ok az etkiye sahiptir. Tip
Il fosfolipaz A2’ nin gen ifadesini indiikler bu durumda pirojeniteyi arttirir (Dinarello,
2000).

IL-6 akut faz yanitlara aracilik eder ama pro-enflamatuvar sitokinlerin aktivitesi
devam ettigi zaman akut enflamasyon bagisiklik yanitlari igeren kronik enflamasyona
dontigiir.  Kronik enflamasyonda IL-6, yaralanma bolgesinde mononiikleer hiicrelerin
toplanmasini saglar, bu durumu monosit kemotaktik proteini-1 (MCP-1) sekresyonu ve
T- hiicrelerinin anti-apoptotik ve anjiyoproliferasyon etkileri takip eder. Nétrofillerden
makrofajlara sinyalizasyonun degisikligi akut enflamasyondan kronik enflamasyona
geciste  Onemli bir belirtegdir.  Makrofajlar pro-enflamatuvar sitokinlerin ana
kaynagidir. Sistemik jivenil idiopatik artrit, sistemik deri veremi eritematozus,
ankilozan spondilit, sedef ve Crohn hastaligi, romatizmal artrit de dahil olmak {izere

bazi enflamasyon hastaliklarinda dolasimdaki IL-6 seviyeleri yiiksektir (Gabay, 2006).
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Antienflamatuvar Sitokinler

Antienflamatuvar sitokinler monositik biiyiik doku uygunluk kompleksi (MHC)
smif 2 ekpresyonunu, antijen sunma aktivitelerini ve hiicrelerin pro-enflamatuvar sitokin
salinimlarin1 azaltma da gorev alirlar (Bone ve ark., 1997). Sitokin iiretimini azaltici
faktor olarak da adlandirilmig olan IL-10, yardimci1 T lenfositler, B lenfositler, mast
hiicreleri, eozinofiller, monositler, makrofajlar ve keratinositler tarafindan salgilanirlar
(Lalani ve ark., 1997). IL-10’un iki onemli etkisi vardir. Bunlardan birincisi
makrofajlar tarafindan sitokinlerin (6rn: TNF-o, IL-1, IL-12, kemokin) iiretimini
engellemek, ikincisi ise makrofajlarin T hiicresi aktivasyonundaki islevleri
engellemektir. Bu etkilerin sonucunda T hiicresi aracilig1 ile gelisen bagisiklik  yaniti
inhibe edilir (Moore ve ark., 1993). T hiicrelerinin proliferasyonunu ve sitokin
salgilamasini baskilar. Pro-enflamatuvar sitokinlerin salgilanmasini engeller. Ayrica IL-
15, IL-6, IL-12 ve TNF-o’y1 baskilar. Nitrik oksitve prostaglandin sentezinin baskilar,
IFN-y iretiminin baskilar, B hiicrelerinin farklilasmasi ve proliferasyonunu artirir,
makrofajlarca IL-1 reseptor salgilanmasini artirarak enflamasyonu engelleyebilir
(Mosser DM ve Zhang, 2008).

T hiicresi kaynakli, B hiicresi biiyiime faktorii olarak tanimlanan IL-4
antienflamatuvar bir sitokindir (Dinarello, 2000). Temel olarak tip 2 yardimci T lenfosit
(Th2) hiicrelerinden salinmakla birlikte, makrofajlar, monositler, mast hiicreleri,
bazofiller, fibroblast ve endotel hiicrelerinden de salinimlari yapilmaktadir (Momose ve
ark., 2000). IL-4, TNF-a ve IL-6 gibi enflamatuvar sitokinlerin ve monositler tarafindan
salgilanan (monokin) pargalayict enzimlerin tiretimini azaltir. IL-1p sentezini azaltabilir
ve bu sentezi dogal olarak durduran IL-1 reseptor antagonistini (IL-1Ra) uyarir (De
Vries, 1998).

IL-13, hiicresel kaynagi Th2 hiicreleri olup, bir¢ok o6zellikleri IL-4 ile ortaktir.
Immiinoglobulin E (IgE) sentezi yoniinden B hiicrelerine yardimci olur, monosit
adezyonuna katkis1 vardir (Moore ve ark., 2004). IL-4’tin aksine IL-13, yardimc1 T2
lenfositlerin farklilasmasina neden olmaz. IL-13, ozellikle IL-4 iiretiminin az veya
hi¢ olmadig1 durumlarda IgE’nin uygun bir sekilde iiretilmesi igin gereklidir (De Vries,
1998). IL-13’tin in vitro olarak pro-enflamatuvar sitokin (IL-1 ve TNF) ve kemotaktik

sitokinlerin tiretimini inhibe ettigi ve in vivo olarak giiglii antienflamatuvar etkilere
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sahip oldugu bilinmektedir. IL-13 ve IL-4; IL-1a ve IL-1P, IL-6, IL-8, TNF-q, IL-10

gibi sitokinler ile nitrik oksit tiretimini inhibe ederler (Moore ve ark., 1993).
2.3. Likenler

Likenler, bir mikobiyont (mantar partneri) ile bir veya daha fazla ekolojik olarak
zorunlu (obligat) biyotrof olarak fotosentez yapan tek hiicreli veya filamentéz yapili
fotobiyont (fotoototrofik partnerleri: alg veya siyanobakteri) arasindaki simbiyotik iliski
ile olusan kararli, mutualist yasam sergileyen ve biyolojik olarak aktif bir¢ok diisiik
molekiiler agirlikli sekonder metabolit kaynagi olusturan mikroorganizmalarin kompleks

topluluklaridir (Calcott ve ark., 2018; Molnar ve Farkas, 2010).

Likenler, kutup bolgelerinden tropik boélgelere, ovalardan en yiiksek daglara kadar
ok ¢esitli habitatlarda ortaya ¢ikar. Ornegin kayalarm iginde veya yiizeyinde, toprakta,
agag¢ govdelerinde ve caliliklarda, canli yapraklarin ylizeyinde ve ahsap, deri, cam, metal,
beton gibi insan yapimi iriinlerin yiizeylerinde bulunabilirler. Cogu liken karasal
ortamlarda bulunurken bazi liken tiirleri tatli su akintilarinda ve deniz intertidal
bolgelerinde bulunur. Ayrica likenler asir1 sicakliklara, kurakliga, su baskinligina,
tuzluluk oranina, yiiksek hava kirletici konsantrasyonlarina ve besin agisindan fakir,
yiiksek oranda nitrit bulunan ortamlara uyum saglayarak ekstrem g¢evresel kosullarda da

yasayabilirler (Molnar ve Farkas, 2010).

Liken birlikteliklerinde mikobiyont gibi davranan mantar partnerleri, tim
mantarlarin yaklasik % 21°lik kismim1 kapsamaktadir. Tanimlanan bu dominant
mikobiyontlarin % 98’inden fazlas1 Ascomycetes subesine aittir ve tiim
Ascomycetes’lerin yaklasik % 50’si mutualist olan bu liken hayatin1 benimsemislerdir.
Bu mikobiyontlarin geriye kalan yaklasik % 0,3’liik kism1 ise Basidiomycetes subesine
aittir ve kalanlarin ¢ogu anamorfik mantarlardir yani eseysel lireme evresi olmayan ¢esitli

mantarlardir (Calcott ve ark., 2018; Huneck ve ark., 1999).

Mikobiyontlar, likenlerde fotobiyontlar i¢in uygun bir ortam saglama; fotosentez,
hidrasyon ve gaz degisimi gibi olaylar i¢in genis bir ylizey alani olusturma; asiri
sicakliklar ve zararli ultraviyole radyasyon gibi olumsuz cevresel kosullarina karsi

fotobiyontu koruma ve fotobiyontun optimum 1§18a maruz kalmasini saglama; mantar
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hifleri sayesinde koruyucu bir tabaka olusturarak savunma; dis ortamdan konsantre ettigi
fosfor, demir, ¢inko ve magnezyum gibi temel iz mineralleri ile simbiyoza besin maddesi
olarak katkida bulunma; fotobiyontlar ve liken talluslari i¢in su ve CO2 saglamak gibi
birgok gorevi tistlenmektedir (Lo ve ark., 2019; Sigurbjérnsdottir ve ark., 2016; Nguyen
ve ark., 2013).

Likenlerin yaklagik % 95’1 iki kisimli olup mikobiyontun fotosentetik partneri
Klorobiyont (yesil algal form, kloromorf) (likenlerin yaklasik % 85'i) veya
siyanobiyonttan (siyanobakteriyel form, siyanomorf) (likenlerin yaklasik % 10'u) sadece
biri olur (Osyczka ve ark., 2021). Geriye kalan yaklasik % 5°lik kisim ise ti¢ kisimlidir
yani mikobiyontun fotosentetik partneri olarak klorobiyont ve siyanobiyont birlikte
bulunur ve bu likenler fotosimbiyodem olarak isimlendirilirler (Simon ve ark., 2018).
Fotobiyont liken olusumuna katildiktan sonra genellikle tek hiicreli hale gelmeye tesvik
edilmektedir ve eseyli iiremeleri baskilanmaktadir. Ayrica liken olusumu esnasinda
mikobiyontun hiicre duvarlari, fotosentezle liretilen ve bir kism1 dagilan karbonhidratlarin
mikobiyont tarafindan kullanilabilmesi i¢in daha gecirgen hale gelir ve bdylece
fotobiyontlar sayesinde mikobiyontlar enerji kaynagi edinmis olur (Kosecka ve ark.,
2021).

Likenlerin yaklasik % 98’inin fotobiyontlart tiir diizeyinde bilinmemekle beraber
fotosentetik partner olarak 40 cins tanimlanmistir ve bunlarin 25 tanesi alg (klorobiyont),
15 tanesi de siyanobakteridir (siyanobiyont). Fotobiyontlar arasinda algler baskin
olmasina ragmen likenlerde sadece birka¢ farkli alg sinifi tanimlanmistir. Yesil alg
fotobiyontlarinin en biiylik grubunu Trebouxiophyceae olusturmaktadir. Bir sonraki en
yaygin klorobiyont ise Trentepohlia cinsinin tiirlerine aittir ve serbest yasayan filamentli
yesil alglerden, tiiretilen ve klorofili maskeleyen turuncu bir karotenoid ile ayirt edilirler.
Diger kiiciik alg siniflar1 ise yaygin olarak suda yasayan likenlerde géze ¢arpip bunlarin
arasinda altin alg Heterococcus ve kahverengi alg Pteroderma maculiforme yer
almaktadir. Doygun haldeyken fotosentez yapabilen ve bunun sonucu olarak diistik 1s1kl1,
nemli, besin agisindan fakir habitatlara 6zellikle iyi adapte olabilen siyanobiyontlar
arasinda en yaygin olan fotobiyontlar ise Nostoc, Scytonema ve Rhizonema cinsine ait
tirlerdir. Siyanobakteriler disinda en baskin olan bakteri sinifi Alphaproteobacteria

olmasina ragmen, 6zellikle Burkholderiales ve Actinomycetales gibi sekonder metabolit
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iretimini zengin bir sekilde gerceklestiren bakteriler de likenlerdeki bakteri
popiilasyonlarina katilmaktadir (Calcott ve ark., 2018). Klorobiyontlar ve siyanobiyontlar
tirettikleri birincil metabolitleri agisindan birbirinden ayrilirlar. Yesil algal fotobiyontlar
birincil metabolit olarak ribitol, eritritol ve sorbitol gibi seker alkolleri iiretirken
siyanobakteriyel fotobiyontlar (siyanobiyotlar) glukoz iiretir. Sonug olarak iiretilmis olan
bu karbonhidratlar mantarlara aktarilir ve mantarlar tarafindan baska bir seker alkolii olan
mannitola donistiiriilerek depolanir. Ayrica siyanobiyontlar, klorobiyontlarin aksine,
atmosferden azot fikse etme yetenegine sahiptir ve bdylece simbiyoza ek bir besin katkis1

saglarlar (Kosecka ve ark., 2021).
2.3.1. Likenler tarafindan iiretilen metabolitler

Likenler tarafindan tretilen metabolitler, primer ve sekonder metabolit olmak
tizere ikiye ayrilir. Protein, amino asit, poliol, karotenoid, polisakkarit ve vitamin
yapisinda olan primer metabolitler, dogrudan hayati fonksiyonlarla ilgili triinlerdir.
Poliketid, polifenol, kinon, terpenoid, ksanton, dibenzofuran, depsid, depsidon, depson,
terpenoid vb. yapisinda olan sekonder meatbolitler ise temel hayati fonksiyonlarla
dogrudan ilgili olmayan ancak likenlere bircok avantaj saglayan iiriinlerdir (Ferndndez-
Moriano ve ark., 2016). Cesitli liken tiirlerinden ve bunlarin kiiltiirlii simbiyontlarindan
tanimlanan 1000'den fazla sekonder metabolit likenlerin ¢evre kosullarina uyum
saglamasinda, onlar1 korumada, hayatta kalmasina ve biiyiimesine destek olmada ve

ekosistemle iliskileri diizenlemesinde gesitli gorevleri tistlenmektedir (Calcott ve ark.,
2018).

Nispeten diisiik molekiiler agirliga sahip olan sekonder metabolitlerin likenlerde
olusturduklar1 kimyasal profil, mikobiyont ile fotobiyont arasindaki iletisimden, kiiltiir
temelli ¢aligmalarda karbon kaynagindan, UV-radyasyonu gibi ¢evresel etkenlerden ve
mevsim, iklim, bulundugu bolge gibi cografi durumlardan etkilenmektedir (Gauslaa ve
ark., 2013). Ayrica fotobiyont, mikobiyontun sekonder metabolizmasi iizerinde de bir
etkiye sahiptir. Bazi ¢alismalarda aksenik mikobiyont kiiltiirleri veya mikobiyont ve
fotobiyont iceren ko-kiiltiirleriyle kiyaslandiginda, liken olusumuna katilan
mikobiyontlarin daha farkli metabolit serisi tirettigi gosterilmistir (Wrede ve ark., 2014).
Baska bir ¢alismada da fotobiyontlar1 olmadan yetistirilen mikobiyontlarin, belirli

kosullar altinda spesifik olarak sentezledikleri sekonder liken bilesiklerinden farkli,
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simbiyozda bulunmayan maddeler de sentezledigi belirtilmistir. Ayrica simbiyotik
bakteriler tarafindan iiretilen sekonder metabolitlerin, simbiyotik olmayan bakterilerde

nadir goriildiigi saptanmistir (Brunauer ve ark., 2007).

Uretilmis olan bu metabolitlerin % 15,5'inin mantar ve % 17,6'sinin bakteri orjinli
oldugu, % 7,6'sinin mantar ve bakteri bilesiklerine benzer oldugu ve %59,3"liniin ise
kiiltiirlenebilir bakteri ve mantarlarin iirettigi bilesiklerle alakasiz oldugu belirlenmistir.
Bakteri orjinli bilesiklerden sadece % 12'si tatl su siyanobakteri ornekleri tarafindan
iiretilen bilesiklere benzemektedir. Siyanobiyontlar 1.100'den fazla essiz sekonder
metabolit liretmektedir ve genomlart siklikla yiiksek sayida biyosentetik kiime igerir.
Sekonder metabolit iiretimine ayrica biiyiik katki saglayan bakteri popiilasyonlari
Burkholderiales ve Actinomycetales cinsleridir. Ancak izole edilebilen liken sekonder

metabolitlerinin biiyiik ¢ogunlugu mantar orjinlidir (Calcott ve ark., 2018).

Liken metabolitleri poliketit yolu (asetil — polimalonil yolu), mevalonik asit yolu
ve sikimik asit yolu olmak iizere ii¢ farkli biyosentez yolundan biri tarafindan
tiretilmektedir. Sekonder metabolitlerin ¢ogu ise poliketit yolagindan, geri kalan kisimlar

ise mevalonik asit ve sikimik asit yolaklarindan iretilmektedir (Stocker-Worgotter,

2008).

Likenlerde alt ve iist korteks, alg tabakas1 ve mediiller olarak adlandirilan kisimlar
goze carpmaktadir. Mikobiyontlar tarafindan {iretilen metabolitler kortekste veya
mediiller katman igerisinde birikirler. Ayrica ¢esitli sekonder metabolitler, mantar
hiflerinin dis ylizeylerinde hiicre dis1 minik kristaller olusturacak sekilde bulunurlar. Bu
konumlandirilma durumlar1 da simbiyotik hayata katkida bulunmaktadir. Ornegin korteks
tabakasinda bulunan kortikal liken bilesikleri, alg tabakasi i¢in bir ¢esit 151k filtresi olarak
kabul edilmektedir (Molnar ve Farkas, 2010).

2.3.2. Liken sekonder metabolitlerinin genel etkileri

Deneysel yontemlerle liken sekonder metabolitleri hakkinda birgok bilgi
edinilmesine ragmen simbiyotik yasamdaki islevleri hakkinda hala net bilgiler elde
edilememistir. Yapisal olarak birbirlerine ¢ok benzer olan metabolitler arasinda bile ¢ok

farkli biyolojik etkilerin oldugu gézlemlenmistir. Bircogunun da ¢oklu biyolojik aktivite
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sergiledigi bilinen bu metabolitlerin liken talluslarin1 zararli otlara, patojenlere,
rakiplerine ve yliksek UV 1s1mas1 gibi dis faktorlere karsi korudugu diistiniilmiistiir.
Aragtirmalar sonucunda ise genel fonksiyonlarinin antioksidan aktivite, simbiyoz
gelisimi, metal homestazisi ve kirlilik toleransi, fotokoruma, allelopati, antimikrobiyal,
antiviral ve antifungal aktivite, antiherbivor ve bocek oldiriicti aktivitesi, antikanser

aktivitesi, antipiretik ve analjezik etki oldugu belirlenmistir (Molnar ve Farkas, 2010).
Antioksidan aktivite

Hidroksil radikali, stiperoksit anyonu ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen
tiirleri ve nitrik oksit gibi reaktif azot tiirleri hiicrelerde kimyasal siireclerde énemli rol
oynamasina ragmen bu serbest radikaller hiicrelerde proteinlere, niikleik asitlere ve hiicre
zarindaki doymamis yag asitlerine saldirarak hasara neden olmaktadir. Bu serbest
radikallerin zarar verici etkileri ise ¢esitli antioksidan savunma sistemleri tarafindan
giderilmeye calisilmaktadir. Bu radikaller ve antioksidan savunma sistemleri arasinda
denge kurulamadigi takdirde hiicrelerde oksidatif stres durumu meydana gelmektedir.
Likenlerde ise bu oksidatif stres durumu liken talluslarinda meydanar gelir ve sekonder
metabolitler, UV 15181 tarafindan iiretilen serbest radikallere karsi koruma saglar (Toledo
Marante ve ark., 2003). Bu yiizden oksidatif stres durumuna karsi likenler bunu elemine
etmek icin sekonder metabolit iiretimine yonelirler. Ornegin Antarktika'daki diisiik
sicaklik, kuraklik, kis karanligi, ylksek UV-B ve gilines 151m1 gibi ekstrem kosullar
oksidatif stresin artmasina neden olur. Bunun sonucu olarak da Antarktika likenlerinin
daha fazla miktarda antioksidan madde igerdigi ve bu madde iceriginin tropik ve 1liman
likenlerinkinden daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir
(Harrisson ve ark., 1989). Bu maddeler fenolik grup igerdiklerinden dolayi zararli olan
bu serbest radikalleri yok edebilme yetenegine sahiplerdir. Dolayist ile liken ve liken
metabolitlerinin dogal antioksidanlar i¢in yeni kaynak olusturabilecegi diisiiniilmektedir

(Molnar ve Farkas, 2010).
Metal homeostaz ve Kkirlilik toleransina etkisi

Metal homeostazinda ve kirlilik toleransinda genel bir rol oynayan liken sekonder
metabolitleri agir metal birikimine kars1 hassas olup bu hassasiyetleri tiire 6zgiidiir

(Molnar ve Farkas, 2010). Agir metallere maruz kalan likenlerde bazi sekonder
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metabolitlerinin miktarinin azaldigr bazilarmin ise agir metallerin zararl etkilerini
ortadan kaldirmak i¢in metabolit miktarlarinin arttig1 gesitli caligmalarda gosterilmistir
(Hauck, 2008; Hauck ve Huneck, 2007). Bu calismalar dogrultusunda bu liken
metabolitlerinin belirli metal katyonlarinin alimini tesvik ederek likenlerde metal
homeostazisini kontrol ettigi, digerlerinin adsorpsiyonunu azalttig1 ve bdylece likenlerin
kirli alanlarda agir metallere kars1 toleransinin arttig1 belirlenmistir (Molnar ve Farkas,
2010).

Fotokoruma

Likenler, yiiksek 1sik seviyelerine ve UV isinlariin zararl etkilerine karsi
klorobiyontlarini korumak i¢in alg tilakoid membranlarindaki ksantafil dongiisii ve liken
metabolitlerinin 151k taramas1 ve UV-B korumas gibi stratejiler kullanmaktadir. Ornegin
151k tarama stratejisinde kortikal kisimda biriken liken bilesikleri sayesinde iist korteksin
opakligr artmakta ve bunun sonucunda alg katmanina ulasan yiiksek olay 1simasi
azaltilmaktadir. Burada gorev alan 151k tarama pigmentleri (parietin, usnik asit, vulpinik
asit gibi), gelen 15181 emerek fotobiyontu yogun radyasyondan korumaktadir ve alg
katmanina ulagan giines 1sinlarini1 diizenlemektedir (Solhaug ve Gauslaa, 1996). Ayrica
fotosentezi inhibe eden ve DNA’ya zarar veren UV-B 1sinlari, birkag liken sekonder
metabolitleri (atranorin, kalisin, pinastrik asit, pulvinik asit, rizokarpik asit, usnik asit,
vulpinik asit gibi) tarafindan gii¢lii bir sekilde emilerek bu 1sinlara karsi liken bilegikleri
filtre gorevini dstlenmektedir. Bu metabolitlerin sentezini ise UV-B 1smlar
tetiklemektedir (Carter ve ark., 2007). Ayrica UV-B 1sinlarina karsi fotokoruma saglayan
bazi liken sekonder metabolitlerinin (atranorin) floresans karaktere sahip olmalarindan
dolayr bu bilesiklerden yayilan i1siklar algler tarafindan fotosentezde kullanilarak

fotobiyont i¢in fayda saglamaktadir (Thune ve Solberg, 1980).
Allelopati

Liken sekonder metabolitleri; 151k, substrat, besin ve su i¢in rekabet eden komsu
likenlerin, yosunlarin ve vaskiiler bitkilerin yan1 sira mikroorganizmalarin gelisimini ve
biliylimesini etkileyerek allelopatik ajan (allelokimyasallar olarak adlandirilir) olarak islev
gostermektedir. Bu allelopatik ajanlar ortama salinarak diger organizmalarin fotosentez,

solunum, terleme, protein ve niikleik asit sentezi, iyonlarin zardan tagimimi ve iyon zari
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gecirgenligi gibi temel hiicresel fonksiyonlar1 etkileyebilmektedir. Ornegin liken
birlikteligine katilmayan diger mantarlarin istilasina kars1 vulpinik asit ve evernik asit,
saldiran mantarlarda aksospor germinasyonunu engelleyerek etki gostermektedir. Liken
metabolitleri, bitkiler iizerindeki allelopati 6zelligini bitkilerin biiyiimesini inhibe ederek

veya biiyiik ol¢lide geciktirerek gostermektedir (Macias ve ark., 2007).
Antimikrobiyal aktivite

Likenler dogadaki patojenlerin ¢oguna kars1i antimikrobiyal, antiviral ve
antifungal olacak sekilde savunma saglayan sekonder metabolitler sentezlemektedir.
Bunlara 6rnek olarak fisodik asit, atranorin, lekanorik asit, usnik asit, evernik asit ve
vulpinik asit verilebilir. Bu sonuglara gore liken sekonder metabolitleri, antibiyotiklere
direng gosteren mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal ajan olarak yeni kaynak

olusturma potansiyeline sahiptir (Schmeda-Hirschmann ve ark., 2008).
Antiherbivor ve bocek oldiiriicii aktivitesi

Likenler bocekler, akarlar, salyangozlar, stimiiklii bocekler, lepidopteran larvalari,
karibu ve ren geyigi gibi herbivorlar tarafindan besin olarak tiiketilmektedir. Ancak bu
duruma likenlerin bitki ortiisii, muhtemelen diisiik beslenme kalitesi, kendilerine 6zgii
yapisal Ozellikleri ve savunma bilesikleri sentezlemesi nedeniyle nadir olarak
rastlanmaktadir. Ayrica herbivorlarin gida olarak likenleri tercih etmelerinde de liken
sekonder metabolitleri 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu yiizden zararli sentetik
kimyasallarin pestisit olarak kullanimi yerine dogal ve ¢evreye daha az zararli etkisi
oldugu bilinen bu liken sekonder metabolitlerinin iyi birer pestisit olabilecegi

distintilmistiir (Asplund ve Gauslaa, 2008).
Antikanser etkisi

DNA'’ya zarar vermeden ve hastanin ilerleyen yasaminda ikincil malignitelerin
gelisimine neden olmayan yan etkilerin az oldugu kanser tedavilerinin aragtirilmas biiyiik
ilgi odag1 haline gelmistir. Bu nedenle dogal ortamlarda bulunan daha az yan etkisi
olabilecek yeni antikanser ilaglar1 arastirilmaya baslanmistir. Birgok liken sekonder
metabolitinin de antikanser etkisinin varlig1 incelenmis ve saptanmistir. Bunlara 6rnek

olarak, usnik asit, atranorin, parietin, salazinik asit, evernik asit, vulpinik asit, difraktaik
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asit, lekanorik asit, lobarik asit gibi bircok sekonder metabolit verilebilir. Bu liken
sekonder metabolitlerinin ise ¢esitli antikanser mekanizmalarint kullanarak bu etkiyi

sagladig1 gosterilmistir (Kumar ve ark., 2014; White ve ark., 2014).
Antipiretik ve analjezik etki

Bazi liken sekonder metabolitlerinin agriyr etkili bir sekilde hafiflettigi ve bazi
memelilerde ates ve enflamasyonu azalttig: gosterilmistir. Ornegin usnik asit, siganlarda
penge 6demini azalttigi ve Onemli derecede doza bagl olarak antienflamatuvar etki
gosterdigi belirlenmistir (Vijayakumar ve ark., 2000). Bir baska ¢alismada ise difraktaik
ve usnik asitlerinin farelerde analjezik etkiye, usnik asidin ise lipopolisakkaritlerin
tetikledigi atese karsi antipiretik etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Bu ylizden liken
sekonder metabolitlerinin insanlar iizerinde de etkili olabilecegi diisliniilmektedir

(Okuyama ve ark., 1995).

Bircok yararli biyolojik aktiviteye sahip olan bu liken sekonder metabolitlerinin
kullanimim kisitlayan bir¢ok durum s6z konusudur. Likenlerden elde edilecek olan
bilesiklerin aydinlatilmast ve c¢aligmalarda kullanilabilmesi icin gereken yeterli
miktarlarda bilesiklerin, oldukca yavas biiyliyen ve kompleks yapiya sahip olan
likenlerden saflastirilmasinin zor ve zahmetli olmasindan dolayi ¢aligsmalarin ytriitilmesi
olduk¢a zorlagsmaktadir. Ayrica liken ve liken bilesiklerinin (atranorin, difraktaik asit,
evernik asit, lobarik asit vb.) hassas kisilerde alerjik reaksiyonlara (alerjik dermatit,
fotokontakt dermatit, eritem, kasint1, 6l¢eklenme, rinit ve astim vb.) neden olmasi da

likenlerin kullaniminmi kisitlamaktadir (Calcott ve ark., 2018; Molnar ve Farkas, 2010).
2.3.3. Cahsmamizda kullanilan liken sekonder metabolitleri
Atranorin

C19H180s kapal1 formiiliine sahip atranorin, depsidler grubunun 6nemli bir {iyesi
olup, c¢esitli liken tiirlerinde bulunmaktadir (Sekil 2) (Studzinska-Sroka ve ark., 2017).
Genellikle, Stereocaulon cacspitorim, Everniastrum vexans ve Parmatrema tiirleri gibi
cesitli likenlerde rapor edilen bir liken sekonder metabolitidir. Atronorinin biyolojik
ozellikleri arasinda antimikrobiyal ajanlar, antinosiseptif, antienflamatuvar, antioksidan,

antikanser ve fotokoruyucu kapasite bulunmaktadir (Studzinska-Sroka ve ark., 2017).
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Sekil 2. Atranorinin molekiiler yapist (Studzinska-Sroka ve ark., 2017)
Evernik Asit

C17H1607 kapali formiiliine sahip olan depsid yapisindaki evernik asit, Evernia
prunastri ve Pseudoevernia furfuraceae gibi likenlerde bulunan bir sekonder metabolittir
(Sekil 3) (Wang ve ark., 2018; Fernandez-Moriano ve ark., 2017). Bu bilesigin
antioksidan, antimikrobiyal ve antikarsinogenik etkiler gosterdigi belirtilmistir (Ristic ve
ark., 2016). Ayrica evernik asidin likenlerin yakin cevrelerinde yasayan yosunlarin
biiyiimesini ve spor lretimini inhibe ederek alleopatik etki gosterdigi saptanmistir

(Calcott ve ark., 2018).

OH O

o
Sekil 3. Evernik asitin molekiiler yapis1 (Wang ve ark., 2018)
Vulpinik Asit

Vulpinik asit (C19H140s), ilk olarak Letharia vulpina'dan izole edilen furan
yapisindaki bir lakton olup kimyasal yapisi ilk olarak 1881'de formiile edilmistir (Sekil
4) (Kilig ve ark., 2018; Koparal ve ark., 2015). Sikimik asit yolag1 lizerinden sentezlenen
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sar1 renkli bu bilesik ilk olarak 1925 yilinda Mazza tarafindan izole edilmistir (Kili¢ ve
ark., 2018).

Sekil 4. Vulpinik asitin molekiiler yapis1 (Kili¢ ve ark., 2018)
Diffraktaik Asit

Basta Usnea cinsine ait liken tiirleri olmak tizere Usnea diffracta, Protousnea
magellanica, Usnea subcavata, Usnea longissima tiirlerinden izole edilen difraktaik asit
(C20H2207) depsid grubuna ait bir sekonder metabolit olup antioksidan ve mide koruyucu,
bagisiklik uyarici, antikanserojenik, analjezik ve antipiretik etkiler gosterdigi

kanitlanmustir (Sekil 5) (Wang ve ark., 2018; Okuyama ve ark., 1995).

HO'

Sekil 5. Diffraktaik asitin molekiiler yapis1 (Wang ve ark., 2018)
2.4. Calismanin Amaci

Son zamanlarda enflamasyon sonucu olusan organ hasarmi asgari diizeye
indirecek fitokimyasallar ile ilgili calismalarin sayis1 giderek artmaktadir. Bu amagla
kullanilan maddelerin bircogu sahip olduklart antioksidan ve antienflamatuvar

aktivitelerden dolay: bu etkiyi gostermektedir. Enflamasyon sonucu olugsan doku ve
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organ hasarimi Onlemede cesitli fitokimyasallarin koruyucu rolii arastirilmistir. Liken
kaynaklt ikincil metabolitlerin antibakteriyel, antifungal, antioksidan, antiviral,
antienflamatuvar ve antikanser gibi biyolojik etkinliklerini ortaya g¢ikarmakta ve bu
konuyla ilgilenecek arastirmacilarin dikkatini ¢ekmektedir. Yaptigimiz ¢alismada, liken
sekonder metabolitlerinden atranorin, diffraktaik asit, evernik asit ve vulpinik asitin
lipopolisakkarit ile indiiklenen makrofaj hiicrelerindeki antienflamatuvar aktivitesini

arastirdik.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg¢

3.1.1. Hiicre hatti

Calismamizda kullanilan RAW264.7 fare makrofaj hiicre hattt Sayin Prof. Dr.
Ahmet CUMAOGLU’nun (Erciyes Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Biyokimya

Anabilim Dal1) hiicre kiiltiirii koleksiyonundan temin edildi.

3.1.2. Analizlerde kullamlan kimyasallar

[3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)]-2,5-difeniltetrazolyum bromiir Sigma

Atranorin Carbosynth
Bidistile su Sigma
Diffraktaik Asit Carbosynth
Disodyum hidrojen fosfat heptahidrat Merck
DMSO Merck
EDTA Merck
Evernik Asit Carbosynth
Fetal Bovine Serum (FBS) Sigma
Hidroklorik asit Merck
L-Glutamin Sigma
Mouse IL-10 ELISA Kkiti Elabscience
Mouse IL-1p ELISA Kiti Elabscience
Mouse IL-6 ELISA Kiti Elabscience
Mouse Nitrik Oksit ELISA Kiti Elabscience
Mouse Prostaglandin E> ELISA Kiti Elabscience
Mouse TNF-a ELISA Kiti Elabscience
Penisilin Sigma
Potasyum dihidrojen fosfat Merck
Potasyum kloriir Merck
RPMI 1640 medium Sigma
Sodyum hidroksit Merck
Sodyum kloriir Merck
Streptomisin Sigma
Tripan Blue Sigma
Tripsin-EDTA ¢ozeltisi Sigma
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Tris-HCI Nzytech
Vulpinik Asit Carbosynth
3.1.3. Kullanilan cihazlar
Buzdolab1 Vestel
Ceker Ocak Biolab
Derin Dondurucu (-20 °C) Vestel
Derin dondurucu (-80 °C) Elcold
Distile Su Cihazi Millipore
ELISA mikroplate okuyucu VersaMax
Etuv Niuve
Hassas Terazi Mettler Toledo
Inverted mikroskop Euromex
Isik mikroskobu Olympus
Isiticili Manyetik Karistirict Wisd
Karbondioksit tiipii Tiipas
Karbondioksitli inkiibator Biolab
Laminar Akim Kabini (Class II) Niive
Mikropipet Seti Brand
Mini santrifiyj Niive
Otoklav Niive
Otomatik Pipetor Isolab
pH Metre Mettler Toledo
S1vi Azot Stok Tanki1 Thermo
Sogutmali Santrifuj Niive
Su Banyosu Wisd
Ultrasonik Su Banyosu Wisd
UV Lambast Philips
Vorteks Wisd
3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre kiiltiirii ortamm

Hiicre kiiltiirii caligmalari steril laminar akim kabininde (Class II) ger¢eklestirildi.

Hiicre kiiltiirii calismalarina baslamadan 6nce kabin % 70’lik etil alkol ile silindi. UV
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1isiktan etkilenmeyen ve kabin igerisinde kullanilacak olan malzemeler kabin igerisine
birakilarak 15 dakika UV 1s1gina maruz birakildi. Calisma sonunda kabin % 70’lik etil
alkol ile tekrar silindi ve kabinin kapagi kapatildi. Kabin ve hiicre kiiltiiri odas1 1 saat

UV 1s18a maruz birakildi.
3.2.2. Dondurulmus hiicrelerin ¢ozdiiriilmesi

Calismamizda kullanilan RAW264.7 makrofaj hiicre hatti, ¢alisma yapilana
kadar s1v1 azot igerisinde (-196°C) saklandi. Calismaya baslamadan 6nce dondurulmus
hiicreler 37°C sicakligindaki su banyosunda 1-2 dakika (yaklasik 90 saniye) icerisinde

¢Ozildi.
3.2.3. Hiicrelerin ekilmesi

Hiicre Besiyeri Ortamm (Komplete Medyum): Hiicre kiiltiiriinde kullanilan hiicre

besiyeri ortam1 su sekilde hazirlands;

RPMI 1640 besiyeri ortami 100 mL
Fetal sigir serumu % 10
L-Glutamin 2mM
Penisilin 100 U/mL
Streptomisin 100 pg/mL

Tim bu bilesenler otoklavlanmis kapakli rekatif siselerinin igerisinde
hazirlanarak iyice karistirildi ve ¢alisma giiniine kadar +4 °C’de saklandi. Calismamizda
kullanilan RAW264.7 makrofaj hiicre hattinda kriyoprotektif ajan olarak % 10’luk
dimetil siilfoksit (DMSO) bulunmaktaydi. Bu DMSO’yu ortamdan uzaklastirmak igin
¢ozdiirilen hiicreler 15 mL’lik falkon tiiplere konuldu ve iizerine 9 mL komplete
medyum eklenerek 1000 rpm’de 3 dk santrifiij edildi. Siipernatant vakum ile hassas bir
sekilde uzaklastirildiktan sonra altta kalan pellet {lizerine taze hazirlanmis komplete
medyumdan 6 mL eklenerek hiicrelerin iyice siispande olmasi saglandi ve 25 cm?’lik
flasklara ekim yapilarak % 5 CO2 ve % 95 hava iceren 37°C’deki inkiibatore kaldirildi
(Agrawal ve ark., 2021).
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3.2.4. Alt kiiltiirleme (Pasajlama)

Pek c¢ok hayvan hiicre hatti plastik ya da cam yiizeye yapisarak, tek bir hiicre
tabakas1 olusturacak sekilde biiyiimektedir. Yiizey hiicrelerle tam olarak kaplandiginda
(konfliie kiiltiir) biiyiime once yavaslar, sonra durur. Hiicrelerin biiyiimeye devam etmesi
icin diizenli araliklarla alt kiiltiirleme (pasajlama) yapilmasi gerekmektedir. Alt
kiiltiirleme, hiicre-hiicre ve hiicre-substrat arasindaki baglarin tripsin, dispaz ya da
kollajenaz gibi proteolitik enzimlerle kirilmasimni gerektirir. Birbirlerinden ve
tutunduklar1 ylizeyden ayrilmis hiicreler sayilir, istenilen diliisyon yapilarak taze besiyeri
iceren yeni kiiltiir ortamina (flask, petri kab1 vs.) alinir. Yeni kiiltlir kabinda hiicreler 6nce
yiizeye tutunur, daha sonra biiyiimeye ve bdliinmeye baslar. Baslangigta eklenen hiicre
sayisina, kiiltlir kosullarina ve hiicre hattina bagl olarak inkiibasyon zamaninin sonunda
kiiltiir, yeniden konfliie hale gelir ve alt pasajlama tekrarlanir. Calismamizda
kullandigimiz RAW264.7 makrofaj hiicreleri % 80-90 konfliie hale geldiginde yapildi.

Pasajlamada kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlaniglar1 asagida belirtildi;

Stok Phosphate Buffered Saline (PBS) Tamponu (10X): 80 g NaCl, 2 g KCI, 11,5 g
Na2HPO4.7H0, 2 g KH2PO4 son hacim 1 L olacak sekilde distile su igerisinde
¢ozildiikten sonra, pH degeri 7,5’e ayarlandi, 121°C’de 20 dakika otoklavlanarak steril

edildi ve ¢alisma giiniine kadar oda sicakliginda saklandi.

PBS Cahsma Tamponu (1X): Hiicre kiiltlirii ¢alismasindan 6nce 10X stok PBS

tamponu 1:10 oraninda steril distile su ile seyreltilerek hazirland1 ve ayni giin igerisinde
kullanildi.

1X Tripsin-EDTA Cozeltisi: Ticari olarak elde edilen Tripsin-EDTA, steril 1X PBS ile

1:10 oraninda seyreltilerek hiicre pasajlamasinda kullanildi.

Calismada RAW264.7 makrofaj hiicreleri % 80-90 konfliie hale geldiklerinde 25
cm?lik flasklardaki kiiltiir besiyeri uzaklastirildi, hiicreler 5 mL 1X PBS tamponu ile
yikand1 ve 1 mL 1X tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklenerek 1 dakika boyunca hiicrelerin
tizerinde bekletildi. Daha sonra flasklar CO>’li inkiibatorde hiicreler yiizeyden ayrilana
kadar (yaklasik 2 dakika) bekletildi. Hiicrelerin PBS tamponu ile yikanmasinin sebebi,

kiilltir ortamindan tripsinin inhibitérii olan fetal sigir serumunu ortamdan
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uzaklastirmaktir. Inkiibasyon sonras1 5’er mL komplete medyum ile hiicreler falkon tiip
icerisinde toplandi. Tripsinin etkisinin ortadan kaldirilmasi i¢in tripsinizasyon isleminden
sonra hiicrelere eklenen medyumun iceriginde mutlaka % 10’luk fetal sigir serumu
bulunmalidir. Komplete medyum eklenen hiicre siispansiyonu 1000 rpm’de 3 dakika
santrifiij edilerek hiicreler ¢oktiiriildii. Siipernatant vakum ile hassas bir sekilde
uzaklastirildiktan sonra altta kalan pellet iizerine komplete medyumdan 1 mL eklenerek
hiicrelerin iyice siispanse olmasi saglandi. Hiicre siispansiyonundan bir miktar 6rnek
alinarak hiicre sayimi yapilir. Hiicre sayrmi yapildiktan sonra 25 cm?’lik flasklara uygun
sayida (yaklasik 2x10°) hiicre aktarildi ve toplam besiyeri hacmi 5 mL’ye tamamland.
Yaptigimiz ¢aligmada hiicre sayimi ile yapilan alt kiiltiirlemede pasajlama orani genelde

1:3 olarak bulunmustur (Agrawal ve ark., 2021).
3.2.5. RAW264.7 makrofaj hiicrelerinin sayilmasi ve canhlik testi

Hiicre kiiltiirii testlerinde her kuyucukta esit sayida hiicre olmalidir. Calisma
oncesinde mL’deki canli hiicre sayisinin hesaplanarak belirlenen sayida hiicrenin
kuyucuklara alinmasi gerekmektedir. Bu amagla hiicreler tripan mavisi ile boyanarak
canli-6lii hiicre sayimi1 yapilmaktadir. Hiicrelerin sayimi i¢in neubauer lami kullanildi.
Neubauer lami kalin, diiz, sayim odaciklidir. Neubauer lami {izerinde 16’sar kareden
olusan, hacmi 0,1 puL olan toplam dort alan bulunmaktadir. Sekil 6’da neubauer laminin

sayim alanlar1 sematize edilmistir.
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Sekil 6. Neubauer laminin sayim alani

Tripsinizasyon sonrasi falkon tiiplere toplanan hiicrelerin 10 pL.’> si 10 pL tripan
blue ile karigtirilarak karisim 5 dakika oda sicakliginda bekletildi. Karisim, pipet ile

tekrar karigtirilarak 10 pL’s1 alindi ve neubauer lamina aktarildi. Toplam dort alandaki
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secili kare cizgisi i¢indeki hiicreler 151k mikroskobu altinda 10x objektif kullanilarak
sayildi. Sayilan alanlardaki toplam hiicre sayisi dorde bolenerek alan basina diisen
ortalama hiicre sayis1 bulundu. Hiicreler ¢cok yogun halde ise siispande hiicreler
seyreltilerek bununan sonug diliisyon katsayisi ile ¢arpildi. Neubauer laminda dort biiyiik
karedeki hiicreler sayilip ortalamasi alindiktan sonra mililitredeki hiicre sayis1 asagidaki

formiile gore hesaplandi (Tanaka ve ark., 1998);
1 mL’deki hiicre sayisi (hiicre/mL) = Ortalama canli hiicre sayis1 x Diliisyon Faktorii x 10

Tripan mavisi boyama yontemi ile canli-6lii hiicrelerin sayisi ve canli-6lii
hiicrelerin yiizdesi belirlenebilmektedir. Olii hiicrelerde meydana gelen membran hasari
sonucunda islev gérmeyen Na*-K*-ATPaz pompasi nedeniyle boya membran tarafindan
absorblanmakta ve disar1 atilamamakta, dolayisiyla hiicreler mavi renkte goriilmektedir.
Tripan blue ile boyanan hiicrelerden canli olanlarin membranlar1 intakt durumda
oldugundan kiigiik, yuvarlak ve refraktil yapida olup sari-yesil renkte, 6lii olanlar ise

biiyiik ve sis yapida olup mavi renkte goriiliirler (Sekil 7) (Tanaka ve ark., 1998).

Sekil 7. RAW264.7 makrofaj hiicrelerinin tripan mavisi ile boyamasi (100x biiyiitme)

3.2.6. RAW264.7 makrofaj hiicrelerinin dondurulmasi ve saklanmasi

Pasajlanan hiicrelerin bir kismi daha sonra c¢alisilmak {izere dondurularak

saklandi. Hiicreleri dondurmak i¢in Oncelikle hiicrelerin {izerindeki besiyeri
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uzaklastirildi. 5 mL PBS ile hiicreler yikandiktan sonra flasklara, 1 mL tripsin-EDTA
cozeltisi eklendi. Eklenen tripsin 1 dakika boyunca hiicreler ilizerinde gezdirildi ve
flasklar inkiibatorde 2 dakika bekletildi. Inkiibasyon sonras1 5’er mL % 10 FBS igeren
RPMI 1640 ile hiicreler falkon tiip igerisinde toplandi ve hiicre siispansiyonu 400 g’ de 5
dakika santrifiijlendi. Santriflij sonunda slipernatant kismi 1 mL kalacak sekilde
uzaklastirildi. Hiicreler 1 mL besiyeri i¢inde sulandirilarak sayildi. Hiicre sayisi
mililitrede 2x10° olacak sekilde %20 FBS iceren RPMI 1640 ile seyreltildi ve
kriyoviallere 900 pL bolistiiriildii. Buz {lizerine alindi ve son hacminin %10’u olacak
sekilde DMSO damla damla eklendi. DMSO eklenirken parmak ucuyla kriyovialler
karistirildi. Kriyoviallerin kapaklar1 kapatildiktan sonra +4°C’de 1 saat, -20°C’de 1 saat
ve daha sonra -80 °C’de 1 gece bekletildi. Kisa siire i¢inde kullanilacak hiicreler -80°C
de saklanmaya devam edildi. Uzun siire kullanilmayacak hiicreler azot tankinin

buharinda saklandi1 (Agrawal ve ark., 2021).
3.2.7. Stok ve ¢calisma ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Oncelikle her dért madde (atranorin, diffraktaik asit, evernik asit ve vulpinik asit)
icin 1’er mM konsantrasyonunda stok ¢ozeltiler ve bu stok ¢ozeltilerden hareketle farkli

konsantrasyonlarda giinliik ¢alisma ¢6zeltileri hazirlandi (Cardile ve ark., 2017).

Atranorin stok ¢ozeltisi (1ImM) (MW: 374.34 gr/mol): Bir miktar RPMI 1640 steril
falkon tiipiine alindi, iizerine 3,743 mg atranorin eklendi, toplam hacim 10 mL olacak
sekilde RPMI 1640 eklendi ve vortekslendi.

Farkhh konsantasyonlardaki atranorin cozeltilerinin hazirlamisi: 1 mM’lik stok
¢ozeltiyle seri diliisyon yontemi kullanilarak 12,5, 25, 50, 100 ve 200 uM’lik atranorin
cozeltileri RPMI 1640 ile seyreltilerek hazirlandi.

Diffraktaik asit stok ¢ozeltisi (1mM) (MW: 374.384 gr/mol): Bir miktar RPMI 1640
steril falkon tiipiine alindi, {izerine 3,744 mg diffraktaik asit eklendi, toplam hacim 10
mL olacak sekilde RPMI 1640 eklendi ve vortekslendi.

Farkh konsantasyonlardaki diffraktaik asit ¢ozeltilerinin hazirlamsi: 1 mM’lik stok
cozeltiyle seri diliisyon yontemi kullanilarak 12,5, 25, 50, 100 ve 200 uM’lik diffraktaik
asit ¢ozeltileri RPMI 1640 ile seyreltilerek hazirlandi.
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Evernik asit stok ¢ozeltisi (1mM) (MW: 332.308 gr/mol): Bir miktar RPMI 1640 steril
falkon tiipiine alinds, tizerine 3,323 mg evernik asit eklendi, toplam hacim 10 mL olacak
sekilde RPMI 1640 eklendi ve vortekslendi.

Farkh konsantasyonlardaki evernik asit c¢ozeltilerinin hazirlamsi: 1 mM’lik stok
¢ozeltiyle seri diliisyon yontemi kullanilarak 12,5, 25, 50, 100 ve 200 uM’lik evernik asit
cozeltileri RPMI 1640 ile seyreltilerek hazirlandi.

Vulpinik asit stok ¢ozeltisi (1mM) (MW: 322.31 gr/mol): Bir miktar RPMI 1640 steril
falkon tiipiine alindi, tizerine 3,223 mg vulpinik asit eklendi, toplam hacim 10 mL olacak
sekilde RPMI 1640 eklendi ve vortekslendi.

Farkh konsantasyonlardaki vulpinik asit ¢ozeltilerinin hazirlanisi: 1 mM’lik stok
¢ozeltiyle seri diliisyon yontemi kullamilarak 12,5, 25, 50, 100 ve 200 uM’lik vulpinik
asit ¢ozeltileri RPMI 1640 ile seyreltilerek hazirlandi.

3.2.8. Liken sekonder metabolitlerinin hiicre canhhgi iizerine etkileri

Liken sekonder metabolitlerinin RAW264.7 makrofaj hiicrelerinin canlilig
tizerine etkisi 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) testi
ile degerlendirilmistir. Bu yontemde canli hiicreler tarafindan tetrazolyum tuzu olan MTT
boyasinin indirgenmesi 6zelliginden yararlanilmaktadir. Canli hiicreler, mitokondriyal
enzimleriyle MTT boyasinin tetrazolyum halkasint parcalayarak sari renkli MTT
boyasini mor renkli formazan iirliniine doniistiirebilmektedir. Hiicre igerisinde tutulan
formazan kristalleri DMSO ile ¢oziindiiriildiigiinde olusan renk yogunlugu 570 nm’de
spektrofotometrik olarak olgiiliir. Renk yogunlugu ortamdaki canli hiicre sayisi ile

orantilidir. MTT testi i¢in asagidaki islemler uygulanmistir.

Hiicre saymmi yapildiktan sonra 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir pleytinin her
kuyucuguna 200 pL besiyeri icinde 1x10* hiicre ekildi. 24 saat sonra pleyt inkiibatdrden
alindy, igerigi uzaklastirildi. Farkli konsantrasyondaki atranorin, diffraktaik asit, evernik
asit ve vulpinik asit ¢ozeltilerinden (12,5, 25, 50, 100 ve 200 uM) her bir maddenin farkli
konsantrasyonlar1 i¢in ayrilan bes kuyucuga 200 pL eklenerek 37 °C’de 48 saat inkiibe
edildi. Kontrol grubuna sadece 200 uLL. RPMI 1640 eklendi. inkiibasyondan sonra pleyt

icerigi hizlica ortamdan uzaklastirildi ve kagit pegete iizerine ters cevrilerek kalan
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besiyerinin uzaklastirilmasi saglandi. Her kuyucuga 200 uL. RPMI 1640 eklendi ve
tizerine son konsantrasyonu 0,25 mg/mL olacak sekilde 10 uL. MTT boyast eklendi ve 2
saat 37 °C’de inkiibe edildi. Pleyt icerigi uzaklastirilarak tiim kuyucuklara 200 uL DMSO
eklendi ve pleyt 20 dakika mikropleyt okuyucusunun calkalayicisinda bekletildi. Invert
mikroskop altinda kristallerin tamamen ¢6ziiniip ¢6ziinmedigi kontrol edildi. Olusan mor
renkli bilesigin absorbans1 mikropleyt okuyucusunda 570 nm dalga boyunda, 620 nm
referans dalga boyuna kars1 okundu. Atranorin, diffraktaik asit, evernik asit ve vulpinik
asitin her bir konsantrasyonu i¢in elde edilen absorbans degerinin referans absorbans

degerine orani 100 ile garpilarak % hiicre canlilig1 hesaplandi (Li ve ark., 2012).

As70x 100
As20

% Hiicre Canliligi =

3.2.9. Enzim bagh immiinosorbent analizi (ELISA) calismalar:

Invert mikroskopta kontrol edilen RAW264.7 makrofaj hiicreleri pasajlama igin
yeterli yogunluga ulagtiginda, Tripsin/Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) uygulamasi
ile flasktan kaldirildi. Daha sonra kaldirilan hiicreler Neubauer laminda sayildiktan sonra,
modelimizin kosullarina gore 96 kuyucuklu plaklara, her kuyucuga 5x10* hiicre son
hacim 200 pl olacak sekilde her kosul i¢in 5 kuyucuga ekim yapildi. Ekimi yapilan 96
kuyucuklu plaklar inkiibatore kaldirildi. Ikinci giin kullanilacak olan deney ortami
hazirlandi. FBS icermeyen ve L-Glutamin, Penisilin ve Streptomisin igeren renksiz
RPMI 1640 ortam hazirlandiktan sonra su banyosunda 1sitilarak deney i¢in uygun hale
getirildi. Daha sonra 96 kuyucuklu plak inkiibatdrden alinarak deneye baslanildi.

Oncelikle kontrol, LPS ve LPS ve farkli konsantrasyonlardaki liken sekonder
metabolitleri uygulanan gruplarindaki ortamlar vakum araciligiyla ¢ekildi. Daha sonra
kontrol ve LPS gruplarina FBS icermeyen renksiz deney ortami konuldu. LPS ve farkli
konsantrasyonlardaki liken sekonder metabolitleri uygulanan gruplara ise kuyucuk
basina 100 pl hacminde 12,5, 25, 50, 100 ve 200 uM konsantrasyonlarindaki atranorin,
diffraktaik asit, evernik asit ve vulpinik asit ¢ozeltileri eklendi ve 1 saat boyunca bu grup
inkiibe edildi. Her bir sekonder metabolit i¢in ayr1 ayr1 kontrol ve LPS gruplar1 kullanildi.
1 saatlik inkiibasyon sonrasinda, LPS grubundaki ortam ¢ekilerek, kuyucuk basina 150
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pl hacminde 1 pg/ml LPS iceren deney ortami eklendi. Yine LPS ve farkli
konsantrasyonlardaki liken sekonder metabolitleri uygulanan gruplara da kuyucuk basina
50 ul hacminde 3 pg/ml LPS (son konsantrasyon 1 pg/mL olacak sekilde) ve 12,5, 25,
50, 100 ve 200 uM konsantrasyonlarindaki atranorin, diffraktaik asit, evernik asit ve
vulpinik asit ¢ozeltileri i¢eren deney ortami eklendi ve hiicreler 4 saat boyunca inkiibe
edildi. 4 saatlik inkiibasyon sonrasinda, LPS grubuna kuyucuk basina 1 pug/ml LPS i¢eren
deney ortami eklendi. LPS ve farkli konsantrasyonlardaki liken sekonder metabolitleri
uygulanan gruplara da 1 pg/ml LPS ve 125, 25, 50, 100 ve 200 uM
konsantrasyonlarindaki atranorin, diffraktaik asit, evernik asit ve vulpinik asit
¢ozeltilerini igeren deney ortami eklendi ve bu basamakta tiim kosullardaki kuyucuklarin
son hacimleri 200 pL’ye esitlenmis oldu. Tiim hiicreler 1 saatlik inkiibe edildi. Toplam 7
saatlik siire¢ sonrasinda kuyucuklarda ki son hacimleri 200 pl olan plak inkiibatérden
alind1 (Gonzalez-Guerrero ve ark., 2013). Sonrasinda hiicrelerden saliman NOx, PGE>,
TNF-a, IL-1pB, IL-6 ve IL-10 diizeyleri ELISA kit kullanilarak ve iiretici firmanin ¢alisma

protokoliine uygun olarak ol¢iildii.
3.3. Istatistik Analiz

Calisma sonunda elde edilen gruplara ait tiim veriler SPSS (versiyon 16.0)
istatistik paket programi kullanilarak yapildi. Gruplar arasi karsilastirmalar tekrarlanan
Olgtimlii varyans analizi (ANOVA) kullanilarak gergeklestirildi. Varyans analizini
takiben farkli gruplari belirlemede Tukey c¢oklu karsilastirma testi kullanildi. Tiim
analizlerden elde edilen ham degerler, gruplarin ortalamasi + standart hata seklinde

sunuldu. Hesaplamalarda istatistik anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak alindi.
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4. BULGULAR

4.1. Atranorin Uygulamasinin Hiicre Canlihigina Etkisi

Tim gruplarin hiicre canlilik oranlar1 Sekil 8’de gosterilmistir. 0-200 uM
konsantrasyonlarindaki atranorin uygulamalar1 hiicre canliliginda énemli bir diisiise yol
acmamis olup uygulanan tiim atranorin konsantrasyonlarmin RAW264.7 makrofaj

hiicreleri tizerindeki sitotoksisiteleri % 10 un altinda bulunmustur.

Hiicre Canhlik Orani (%)

102
100

98

S0 125 25 50 100 200

Atranorin (M)

Sekil 8. Atranorin uygulamasinin hiicre canlilik oranlarina etkileri (%) (n=5).
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4.2. Diffraktaik Asit Uygulamasinin Hiicre Canlihigina Etkisi

Tim gruplarin hiicre canlilik oranlar1 Sekil 9°da gosterilmistir. 0-200 uM
konsantrasyonlarindaki diffraktaik asit uygulamalari hiicre canliliginda 6nemli bir diisiise
yol agmamis olup uygulanan tiim diffraktaik asit konsantrasyonlarinin RAW264.7

makrofaj hiicreleri tizerindeki sitotoksisiteleri % 10’un altinda bulunmustur.

Hiicre Canhhk Orani (%)
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Sekil 9. Diffraktaik asit uygulamasinin hiicre canlilik oranlarna etkileri (%) (n=5).
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4.3. Evernik Asit Uygulamasinin Hiicre Canlihigina Etkisi

Tim gruplarin hiicre canlilik oranlart Sekil 10°da gosterilmistir. 0-200 uM
konsantrasyonlarindaki evernik asit uygulamalart hiicre canliliginda 6nemli bir diisiise
yol agmamis olup uygulanan tiim evernik asit konsantrasyonlarinin RAW264.7 makrofaj

hiicreleri tizerindeki sitotoksisiteleri % 10 un altinda bulunmustur.

Hiicre Canlilik Orani (%)
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Sekil 10. Evernik asit uygulamasinin hiicre canlilik oranlarina etkileri (%) (n=5).
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4.4, Vulpinik Asit Uygulamasinin Hiicre Canhhgina Etkisi

Tim gruplarin hiicre canlilik oranlart Sekil 11°de gosterilmistir. 0-200 uM
konsantrasyonlarindaki vulpinik asit uygulamalar1 hiicre canliliginda 6nemli bir diisiise
yol agmamis olup uygulanan tiim vulpinik asit konsantrasyonlarinin RAW264.7 makrofaj

hiicreleri tizerindeki sitotoksisiteleri % 10 un altinda bulunmustur.

Hiicre Canlilik Oram (%)
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Sekil 11. Vulpinik asit uygulamasinin hiicre canlilik oranlarina etkileri (%) (n=5).
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4.5. Atranorin Uygulamasinin Nitrik Oksit Diizeyine Etkisi

Tim gruplarin nitrik oksit diizeyleri Sekil 12°de gosterilmistir. LPS grubunun
nitrik oksit diizeyi, kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
bulunmustur (p<0,05). Atranorin uygulanan tim gruplarin nitrik oksit diizeyleri LPS
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede diisiikk bulunmustur (p<0,05).

Nitrik Oksit Diizeyi (uM/mL)

*
Y
o
- |

Sekil 12. Atranorin uygulamasinin nitrik oksit diizeylerine etkisi (uM/mL) (n=5). (LPS:
Lipopolisakkarit; ATR: Atranorin)

“Kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 élgiide yiiksek bulunmustur (p<0,05)
#LPS grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml 6lgiide diisiik bulunmustur (p<0,05)

Kontro! [ -
LPS+ATR12.5 _
Lrs+ATR25 I 1+
LPS+ATR50 I 1+
LPS+ATR100 Y - -+
LPS+ATR200 D 3+
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4.6. Diffraktaik Asit Uygulamasinin Nitrik Oksit Diizeyine Etkisi

Tim gruplarin nitrik oksit diizeyleri Sekil 13’de gosterilmistir. LPS grubunun
nitrik oksit diizeyi, kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
bulunmustur (p<0,05). Diffraktaik asit uygulanan tiim gruplarin nitrik oksit diizeyleri
LPS grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulunmustur (p<0,05).

©
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Sekil 13. Atranorin uygulamasinin nitrik oksit diizeylerine etkisi (uM/mL) (n=5). (LPS:
Lipopolisakkarit; ATR: Atranorin)

“Kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 6l¢iide yiiksek bulunmustur (p<0,05)
*LPS grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 6lciide diisiik bulunmustur (p<0,05)

Nitrik Oksit Diizeyi (uM/mL)

Lps I - -
LPs+DA12.5 I - i+ |
Lrps+DA25 I -
Lrs+pDAS0 I 1
Lps+DA100 D -
LrPs+DA200 I - i+
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4.7. Evernik Asit Uygulamasinin Nitrik Oksit Diizeyine Etkisi

Tim gruplarin nitrik oksit diizeyleri Sekil 14’te gosterilmistir. LPS grubunun
nitrik oksit diizeyi, kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
bulunmustur (p<0,05). Evernik asit uygulanan tiim gruplarin nitrik oksit diizeyleri LPS

grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede diisiikk bulunmustur (p<0,05).

Nitrik Oksit Diizeyi (uM/mL)
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X

Sekil 14. Evernik asit uygulamasinin nitrik oksit diizeylerine etkisi (uM/mL) (n=5).
(LPS: Lipopolisakkarit; EA: Evernik asit)

“Kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 6l¢iide yiiksek bulunmustur (p<0,05)
*LPS grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 6lciide diisiik bulunmustur (p<0,05)

Lps+EA12.5 I -
Lrs+EA25 [N -+
Lrs+EAS0 I - -

LPs+EA100 [ - i+

LPs+EA200 B - -

44



4.8. Vulpinik Asit Uygulamasinin Nitrik Oksit Diizeyine Etkisi

Tim gruplarin nitrik oksit diizeyleri Sekil 15°de gosterilmistir. LPS grubunun
nitrik oksit diizeyi, kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
bulunmustur (p<0,05). LPS+VA100 ve LPS+VA200 gruplarinin nitrik oksit diizeyleri ise
LPS grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulunmustur (p<0,05).

Nitrik Oksit Diizeyi (uM/mL)
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Sekil 15. Vulpinik asit uygulamasinin nitrik oksit diizeylerine etkisi (uM/mL) (n=5).
(LPS: Lipopolisakkarit; VA: Vulpinik asit)
“Kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 élgiide yiiksek bulunmustur (p<0,05)
#LPS grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 6lgiide diisiik bulunmustur (p<0,05)

LPS+VA50 [ -
LPS+VA100 [N - i+
LPs+VA200 NN - -

LP
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4.9. Atranorin Uygulamasinin PGE2 Diizeyine Etkisi

Tim gruplarin PGE> diizeyleri Sekil 16’da gosterilmistir. LPS grubunun PGE>
diizeyi, kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur
(p<0,05). LPS+ATR25, LPS+ATR50, LPS+ATR100 ve LPS+ATR200 gruplarinin PGE>

diizeyleri ise LPS grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik

bulunmustur (p<0,05).
PGE, Diizeyi (pg/mL)
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LPS+ATR12.5
LPS+ATR25
LPS+ATR50

LPS+ATR100
LPS+ATR200

Sekil 16. Atranorin uygulamasinin PGE: diizeylerine etkisi (pg/mL) (n=5). (PGEo::
Prostaglandin E2; LPS: Lipopolisakkarit; ATR: Atranorin)

“Kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 élgiide yiiksek bulunmustur (p<0,05)
#LPS grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 6lgiide diisiik bulunmustur (p<0,05)
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4.10. Diffraktaik Asit Uygulamasinin PGE: Diizeyine Etkisi

Tim gruplarin PGE> diizeyleri Sekil 17°de gosterilmistir. LPS grubunun PGE>
diizeyi, kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur
(p<0,05). LPS+DA25, LPS+DA50, LPS+DA100 ve LPS+DA200 gruplarmin PGE>

diizeyleri ise LPS grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik

bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 17. Diffraktaik asit uygulamasinin PGE2 diizeylerine etkisi (pg/mL) (n=5). (PGEz::
Prostaglandin E2; LPS: Lipopolisakkarit; DA: Diffraktaik asit)

“Kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 élgiide yiiksek bulunmustur (p<0,05)
#LPS grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 6lgiide diisiik bulunmustur (p<0,05)
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4.11. Evernik Asit Uygulamasinin PGE: Diizeyine Etkisi

Tim gruplarin PGE> diizeyleri Sekil 18’de gosterilmistir. LPS grubunun PGE>
diizeyi, kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur
(p<0,05). LPS+EA12.5, LPS+EA25, LPS+EA50, LPS+EA100 ve LPS+EA200
gruplarinin PGE; diizeyleri ise LPS grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede

diisiik bulunmustur (p<0,05).

PGE, Diizeyi (pg/mL)

#T

Kontrol

LPS
LPS+EA12.5
LPS+EA25
LPS+EA50
LPS+EA100
LPS+EA200

Sekil 18. Evernik asit uygulamasinin PGE: diizeylerine etkisi (pg/mL) (n=5). (PGEx::
Prostaglandin E2; LPS: Lipopolisakkarit; EA: Evernik asit)

“Kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 6lgiide yiiksek bulunmustur (p<0,05)
#LPS grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 6lciide diisiik bulunmustur (p<0,05)
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4.12. Vulpinik Asit Uygulamasinin PGE2 Diizeyine Etkisi

Tim gruplarin PGE> diizeyleri Sekil 19’da gosterilmistir. LPS grubunun PGE>
diizeyi, kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur
(p<0,05). Vulpinik asit uygulanan tiim gruplarin PGE> diizeyleri ise LPS grubuna kiyasla

istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulunmustur (p<0,05).

PGE, Diizeyi (pg/mL)

Kontrol

LPS
LPS+VA12.5
LPS+VA25
LPS+VA50
LPS+VA100
LPS+VA200

Sekil 19. Vulpinik asit uygulamasimin PGE: diizeylerine etkisi (pg/mL) (n=5). (PGEz::
Prostaglandin E2; LPS: Lipopolisakkarit; VA: Vulpinik asit)

“Kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 6lgiide yiiksek bulunmustur (p<0,05)
#LPS grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 6lciide diisiik bulunmustur (p<0,05)
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4.13. Atranorin Uygulamasinin TNF-a Diizeyine Etkisi

Tiim gruplarin TNF-a diizeyleri Sekil 20°de gosterilmistir. LPS grubunun TNF-a
diizeyi, kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur
(p<0,05). Atranorin uygulanan gruplarin TNF-o diizeyleri ise LPS grubuna kiyasla

istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulunmustur (p<0,05).

TNF-0 Diuizeyi (pg/mL)

Kontrol

LPS
LPS+ATR12.5
LPS+ATR25
LPS+ATR50
LPS+ATR100
LPS+ATR200

Sekil 20. Atranorin uygulamasinin TNF-o diizeylerine etkisi (pg/mL) (n=5). (TNF-a:
Timor nekroz faktor alfa; LPS: Lipopolisakkarit; ATR: Atranorin)

“Kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 élgiide yiiksek bulunmustur (p<0,05)
#LPS grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 6lgiide diisiik bulunmustur (p<0,05)
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4.14. Diffraktaik Asit Uygulamasinin TNF-a Diizeyine Etkisi

Tiim gruplarin TNF-a diizeyleri Sekil 21°de gosterilmistir. LPS grubunun TNF-a
diizeyi, kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur
(p<0,05). Diffraktaik asit uygulanan tiim gruplarin TNF-a diizeyleri ise LPS grubuna

kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulunmustur (p<0,05).

TNF-¢ Diizeyi (pg/mL)

Kontrol
LPS
LPS+DA12.5
LPS+DA25
LPS+DA50
LPS+DA100
LPS+DA200

Sekil 21. Diffraktaik asit uygulamasinin TNF-a diizeylerine etkisi (pg/mL) (n=5). (TNF-
a: Timor nekroz faktor alfa; LPS: Lipopolisakkarit; DA: Diffraktaik asit)

“Kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 élgiide yiiksek bulunmustur (p<0,05)
#LPS grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml 6lgiide diisiik bulunmustur (p<0,05)
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4.15. Evernik Asit Uygulamasinin TNF-a Diizeyine Etkisi

Tiim gruplarin TNF-a diizeyleri Sekil 22°de gosterilmistir. LPS grubunun TNF-a
diizeyi, kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur
(p<0,05). LPS+EA25, LPS+EA50, LPS+EA100 ve LPS+EA200 gruplarinin TNF-a

diizeyleri ise LPS grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik

bulunmustur (p<0,05).
TNF-¢ Diizeyi (pg/mL)
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Sekil 22. Evernik asit uygulamasinin TNF-a diizeylerine etkisi (pg/mL) (n=5). (TNF-a:
Timor nekroz faktor alfa; LPS: Lipopolisakkarit; EA: Evernik asit)

“Kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 élgiide yiiksek bulunmustur (p<0,05)
#LPS grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 6lgiide diisiik bulunmustur (p<0,05)
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4.16. Vulpinik Asit Uygulamasinin TNF-a Diizeyine Etkisi

Tiim gruplarin TNF-a diizeyleri Sekil 23’de gosterilmistir. LPS grubunun TNF-a
diizeyi, kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur
(p<0,05). Vulpinik asit uygulanan tiim gruplarin TNF-o diizeyleri ise LPS grubuna

kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulunmustur (p<0,05).

TNF-o Diizeyi (pg/mL)
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Kontrol

LPS
LPS+VA12.5
LPS+VA25
LPS+VAS50
LPS+VA100
LPS+VA200

Sekil 23. Vulpinik asit uygulamasinin TNF-a diizeylerine etkisi (pg/mL) (n=5). (TNF-a:
Timor nekroz faktor alfa; LPS: Lipopolisakkarit; VA: Vulpinik asit)

“Kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide yiiksek bulunmustur (p<0,05)
#LPS grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 6lgiide diisiik bulunmustur (p<0,05)
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4.17. Atranorin Uygulamasinin IL-1p Diizeyine Etkisi

Tim gruplarin IL-1p diizeyleri Sekil 24’te gosterilmistir. LPS grubunun IL-1B
diizeyi, kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur
(p<0,05). Atranorin uygulan tiim gruplarmn IL-1p diizeyleri ise LPS grubuna kiyasla

istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulunmustur (p<0,05).

IL-1p Diizeyi (pg/mL)
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Sekil 24. Atranorin uygulamasimin IL-1B diizeylerine etkisi (pg/mL) (n=5). (IL-1pB:
Interlokin-1 beta; LPS: Lipopolisakkarit; ATR: Atranorin)

“Kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 élgiide yiiksek bulunmustur (p<0,05)
#LPS grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 6lgiide diisiik bulunmustur (p<0,05)
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4.18. Diffraktaik Asit Uygulamasinin IL-1p Diizeyine Etkisi

Tim gruplarin IL-1B diizeyleri Sekil 25°de gosterilmistir. LPS grubunun IL-1B
diizeyi, kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur
(p<0,05). Diffraktaik asit uygulanan tiim gruplarin IL-1f diizeyleri ise LPS grubuna

kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulunmustur (p<0,05).

IL-1p Diizeyi (pg/mL)

Kontro! [
Les I
%
LPs+DA12.5 NN -
I
)‘.
LPs+DA25 [N -
I
LPs+DAS0 I -
i
LPs+DA100 [N -
I
LPS+DA200 NN 1+

Sekil 25. Diffraktaik asit uygulamasinin IL-1f diizeylerine etkisi (pg/mL) (n=5). (IL-1p:
Interlokin-1 beta; LPS: Lipopolisakkarit; DA: Diffraktaik asit)

“Kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli 8lciide yiiksek bulunmustur (p<0,05)
#LPS grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 6lgiide diisiik bulunmustur (p<0,05)
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4.19. Evernik Asit Uygulamasimin IL-1p Diizeyine Etkisi

Tim gruplarin IL-1B diizeyleri Sekil 26’da gosterilmistir. LPS grubunun IL-1B
diizeyi, kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur
(p<0,05). Evernik asit uygulanan tiim gruplarin IL-1p diizeyleri ise LPS grubuna kiyasla

istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 26. Evernik asit uygulamasinin IL-1p diizeylerine etkisi (pg/mL) (n=5). (IL-1p:
Interlokin-1 beta; LPS: Lipopolisakkarit; EA: Evernik asit)

“Kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli 8lciide yiiksek bulunmustur (p<0,05)
#LPS grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 6lgiide diisiik bulunmustur (p<0,05)

IL-1p Diizeyi (pg/mL)
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4.20. Vulpinik Asit Uygulamasinin IL-1p Diizeyine Etkisi

Tim gruplarin IL-1B diizeyleri Sekil 27°de gosterilmistir. LPS grubunun IL-1B
diizeyi, kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur
(p<0,05). Vulpinik asit uygulanan tiim gruplarin IL-1p diizeyi ise LPS grubuna kiyasla

istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 27. Vulpinik asit uygulamasimin IL-1p diizeylerine etkisi (pg/mL) (n=5). (IL-1p:
Interlokin-1 beta; LPS: Lipopolisakkarit; VA: Vulpinik asit)

“Kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 élgiide yiiksek bulunmustur (p<0,05)
#LPS grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 6lgiide diisiik bulunmustur (p<0,05)

IL-1p Diizeyi (pg/mL)
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4.21. Atranorin Uygulamasinin IL-6 Diizeyine Etkisi

Tim gruplarin IL-6 diizeyleri Sekil 28°de gosterilmistir. LPS grubunun IL-6
diizeyi, kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur
(p<0,05). Atranorin uygulanan tiim gruplarin IL-6 diizeyleri ise LPS grubuna kiyasla

istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulunmustur (p<0,05).

IL-6 Diizeyi (pg/mL)

Kontrol

LPS
LPS+ATR12.5
LPS+ATR25
LPS+ATR50
LPS+ATR100
LPS+ATR200

Sekil 28. Atranorin uygulamasinin IL-6 diizeylerine etkisi (pg/mL) (n=5). (IL-6:
Interlokin-6; LPS: Lipopolisakkarit; ATR: Atranorin)

“Kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli dlgiide yiiksek bulunmustur (p<0,05)
#LPS grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 6lgiide diisiik bulunmustur (p<0,05)
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4.22. Diffraktaik Asit Uygulamasinin IL-6 Diizeyine Etkisi

Tim gruplarin IL-6 diizeyleri Sekil 29°da gosterilmistir. LPS grubunun IL-6
diizeyi, kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur
(p<0,05). Diffraktaik asit uygulanan tiim gruplarin IL-6 diizeyleri LPS grubuna kiyasla

istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulunmustur (p<0,05).

IL-6 Diizeyi (pg/mL)

Kontrol

LPS
LPS+DA12.5
LPS+DA25
LPS+DA50
LPS+DA100
LPS+DA200

Sekil 29. Diffraktaik asit uygulamasimin IL-6 diizeylerine etkisi (pg/mL) (n=5). (IL-6:
Interl6kin-6; LPS: Lipopolisakkarit; DA: Diffraktaik asit)

“Kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 6l¢iide yiiksek bulunmustur (p<0,05)
*LPS grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 6lciide diisiik bulunmustur (p<0,05)
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4.23. Evernik Asit Uygulamasinin IL-6 Diizeyine Etkisi

Tim gruplarin IL-6 diizeyleri Sekil 30°da gosterilmistir. LPS grubunun IL-6
diizeyi, kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur
(p<0,05). LPS+EA25, LPS+EA50, LPS+EA100 ve LPS+EA200 gruplarinin IL-6

diizeyleri ise LPS grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik

bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 30. Evernik asit uygulamasinin IL-6 diizeylerine etkisi (pg/mL) (n=5). (IL-6:
Interlokin-6; LPS: Lipopolisakkarit; EA: Evernik asit)

“Kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 élgiide yiiksek bulunmustur (p<0,05)
#LPS grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 6lciide diisiik bulunmustur (p<0,05)
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4.24. Vulpinik Asit Uygulamasinin IL-6 Diizeyine Etkisi

Tim gruplarin IL-6 diizeyleri Sekil 31°de gosterilmistir. LPS grubunun IL-6
diizeyi, kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur
(p<0,05). Vulpinik asit uygulanan tiim gruplarin IL-6 diizeyleri ise LPS grubuna kiyasla

istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulunmustur (p<0,05).

IL-6 Diizeyi (pg/mL)

Kontrol

LPS
LPS+VA12.5
LPS+VA25
LPS+VAS50
LPS+VA100
LPS+VA200

Sekil 31. Vulpinik asit uygulamasimin IL-6 diizeylerine etkisi (pg/mL) (n=5). (IL-6:
Interl6kin-6; LPS: Lipopolisakkarit; VA: Vulpinik asit)

“Kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 élgiide yiiksek bulunmustur (p<0,05)
#LPS grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6lgiide diisiik bulunmustur (p<0,05)
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4.25. Atranorin Uygulamasimin IL-10 Diizeyine EtKisi

Tim gruplarin IL-10 diizeyleri Sekil 32°de gosterilmistir. LPS grubu ile kontrol
grubunun IL-10 diizeyleri istatistiksel agidan fark gostermemekteydi (p>0,05). Ote
yandan LPS+ATR25, LPS+ATR50, LPS+ATR100 ve LPS+ATR200 gruplarinin 1L-10

diizeyleri ise LPS grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek

bulunmustur (p<0,05).

IL-10 Diizeyi (pg/mL)

*,# "

Kontrol

LPS
LPS+ATR12.5
LPS+ATR25
LPS+ATR50
LPS+ATR100
LPS+ATR200

Sekil 32. Atranorin uygulamasmin IL-10 diizeylerine etkisi (pg/mL) (n=5). (IL-10:
Interl6kin-10; LPS: Lipopolisakkarit; ATR: Atranorin)

“Kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 élgiide yiiksek bulunmustur (p<0,05)
*LLPS grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 6lgiide yiiksek bulunmustur (p<0,05)
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4.26. Diffraktaik Asit Uygulamasinin IL-10 Diizeyine Etkisi

Tim gruplarin IL-10 diizeyleri Sekil 33’de gosterilmistir. LPS grubu ile kontrol
grubunun IL-10 diizeyleri istatistiksel agidan fark gostermemekteydi (p>0,05). Ote
yandan LPS+DA50 ve LPS+DA200 gruplarinin I1L-10 diizeyleri ise LPS grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0,05).

IL-10 Diizeyi (pg/mL)

Kontrol

LPS
LPS+DA12.5
LPS+DA25
LPS+DAS50
LPS+DA100
LPS+DA200

Sekil 33. Diffraktaik asit uygulamasinin IL-10 diizeylerine etkisi (pg/mL) (n=5). (IL-10:
Interlokin-10; LPS: Lipopolisakkarit; DA: Diffraktaik asit)

“Kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6lciide yiiksek bulunmustur (p<0,05)
#LLPS grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 6lgiide yiiksek bulunmustur (p<0,05)
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4.27. Evernik Asit Uygulamasinin IL-10 Diizeyine Etkisi

Tim gruplarin IL-10 diizeyleri Sekil 34’te gosterilmistir. LPS grubu ile kontrol
grubunun IL-10 diizeyleri istatistiksel agidan fark gostermemekteydi (p>0,05). Ote
yandan LPS+EA50, LPS+EA100 ve LPS+EA200 gruplarmin IL-10 diizeyleri ise LPS

grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0,05).

IL-10 Diizeyi (pg/mL)

Kontrol

LPS
LPS+EA12.5
LPS+EA25
LPS+EAS0
LPS+EA100
LPS+EA200

Sekil 34. Evernik asit uygulamasinin IL-10 diizeylerine etkisi (pg/mL) (n=5). (IL-10:
Interl6kin-10; LPS: Lipopolisakkarit; EA: Evernik asit)

“Kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 élgiide yiiksek bulunmustur (p<0,05)
*LLPS grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 6lgiide yiiksek bulunmustur (p<0,05)
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4.28. Vulpinik Asit Uygulamasinin IL-10 Diizeyine Etkisi

Tim gruplarin IL-10 diizeyleri Sekil 35’de gosterilmistir. LPS grubu ile kontrol
grubunun IL-10 diizeyleri istatistiksel agidan fark gostermemekteydi (p>0,05). Ote
yandan LPS+VA50, LPS+VA100 ve LPS+VA200 gruplarinin IL-10 diizeyleri ise LPS

grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0,05).

IL-10 Diizeyi (pg/mL)
I :
S I =

l

Kontrol

LPS
LPS+VA12.5
LPS+VA25
LPS+VA50
LPS+VA100
LPS+VA200

Sekil 35. Vulpinik asit uygulamasimin I1L-10 diizeylerine etkisi (pg/mL) (n=5). (I1L-10:
Interl6kin-10; LPS: Lipopolisakkarit; VA: Vulpinik asit)

“Kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml1 6l¢iide yiiksek bulunmustur (p<0,05)
#LPS grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6lgiide yiiksek bulunmustur (p<0,05)
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5. TARTISMA VE SONUC

Makrofaj olarak adlandirilan ve fagositoz yapan hiicreler, viicutta ¢esitli dokulara
dagilmis olarak bulunurlar (Varol ve ark., 2015). Makrofajlar dogal immunite,
inflamasyon ve konak¢1 savunmasinda ¢ok dnemli rollere sahip hiicrelerdir. Bilindigi gibi
ayni zamanda antijen sunma yetenekleri de olan makrofajlar dogal immiin sistemin bir
unsurudur fakat dogal ve edinsel immiin sistemler arasinda adeta bir koprii gérevi
yaparlar. Karacigerin, yabanci antijenlere karsi immiinolojik tolerans dahil bir¢cok
fonksiyona sahip hayati bir organ olmasi nedeniyle, karaciger hastaliklar1 ciddi oranda
oliime yol acabilen ¢ok 6nemli saglik sorunlaridir. Karaciger parankimal hepatositler ve
parankimal olmayan hiicrelerden olusur; parankimal olmayan hiicreler arasinda endotel
hiicreleri, karaciger makrofaj hiicreleri olan Kupffer hiicreleri, pit hiicreleri, hepatik
stellat hiicreleri ve kolanjiyositler vardir (Ju ve Tacke, 2016; Bouwens, 1998). Bu
hiicrelerden karaciger makrofajlart homeostazisin saglanmasinda O6nemli roller
iistlenmektedirler (Guan ve He, 2013). Son yillarda, hepatogenezis sirasinda iki tiirlii
karaciger makrofaj gelisimi bildirilmistir. Prenatal donemde karaciger makrofajlarinin
biiyiik cogunlugu vitelliis kesesinden koken alan CD68 pozitif makrofajlar olup, bu
hiicreler ¢ok yliksek diizeyde fagositik aktiviteye sahiptir. Bu donemde karacigerde
CD163 ve CD204 pozitif olan hiicreler ¢cok azdir. Dogumdan sonra ise CD68 pozitif
makrofajlar derece derece azalirken CD163 pozitif Kupffer hiicreleri artar. Karaciger
makrofajlarinin gelisimindeki bu koken farkliliklar1 hepatik makrofajlarin  farkl

fonksiyonlara sahip olmasi nedeniyle 6nemlidir (Yamate ve ark., 2016).

Karaciger makrofajlari, hepatik mikrogevreden koken alan ve ozellikleri
mikrocevre kosullarindan oldukg¢a etkilenen, uyarilara kolaylikla adapte olabilen,
degisken hiicrelerdir. Patolojik lezyonlarda ortaya c¢ikan makrofajlar, patolojinin
asamalarina veya dokulara bagli olarak karmasik durumlara sahip olabililirler. Klasik
olarak aktive edilen M1 makrofajlar ve alternatif olarak aktive edilen M2 makrofajlar
olarak ayrilan iki ayr1 makrofaj polarizasyon fenotipi bulunmaktadir. Son yillarda M1/M2
makrofaj polarizasyonu olarak adlandirilan bu yeni makrofaj polarizasyon konsepti
onemli kabul edilmektedir. M1 makrofajlar; CD68 pozitif olup, esas olarak IFN-y ile

uyarilirlar ve yiiksek oranda fagositoz yetenegi ve sitotoksisiteye sahiptirler. M2 tip
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makrofajlar ise CD163 pozitif ve CD204 pozitif olup temel olarak IL-4 tarafindan
uyarilirlar ve onarici fibrozisde gorev yaparlar (Yamate ve ark., 2016). Endotoksinler
organizmada ates, sok ve Oliim gibi ciddi durumlara neden olabilirler. Tehlikeli
endotoksinlerden olan LPS’lerin ortadan kaldirilmasi karacigerde esas olarak Kupffer
hiicreleri araciligi ile olur (Hamano ve ark., 2002). TLR'lerin aktivasyonunun,
proinflamatuar aktivasyonu indiikleyen M1 polarize makrofaj cevabini uyardiklarini
bildirmistir. Karaciger makrofajlar1 olan Kupffer hiicreleri portal kandaki bagirsak
kokenli bakteriyel LPS gibi ¢esitli zararli ajanlara cevap vermede 6nemli bir rol oynarlar.
Gram negatif bakterilerin bir bileseni olan LPS, konakg¢idaki inflamatuar yanitda giiclii
bir sitokin araciligini indiikleyen, giiglii bir endotoksindir. LPS, TNF-a ve IL-1 gibi
proinflamatuvar sitokinlerin salinmasi i¢cin TLR4 sinyal yoluyla Kupffer hiicrelerini
aktive eder. LPS, karacigere notrofillerin birikimine yol agar ve ardindan inflamatuar
faktorlerin ekspresyonunu uyararak inflamasyonu bagslatir. TLR4'in uyarilmasinin
hiicresel hiperaktivasyona ve notrofillerin  karacigerin dar kilcal damarlarinda
birikmesine neden olduguna inanilmaktadir (McDonald ve ark., 2013). LPS, makrofajlar
aktive edebilir 6zelliginden dolay1 enflamasyon modeli olusturulmasi amaciyla siklikla
kullanilmaktadir. LPS ile aktive edilen makrofaj hiicreleri, sitokinler, kemokinler,
prostaglandinler, koloni stimule edici faktorler, lizozimler, proteazlar, biiytime faktorleri,
eikazonoidler ve nitrik oksit iireterek enflamatuvar cevapta merkezi rol oynarlar (Qi ve
Shelhamer, 2005). Farmakoterapide o6zellikle non-steroidal antienflamatuvar ilaglar
(NSAIDs) COX-2’nin inhibisyonunda siklikla kullanilmaktadir. Ancak bu ilaglar
trombosit agregasyonunu engelleyecek prostanoidlerin sentezini engellemekte ve
miyokart enfarktlisii ve gastrointestinal sistem patolojilerinin riskinde artisa neden
olabilmektedir (Aalbers, 2012). Bu durum yan etkisi nispeten daha az olan dogal kaynakl1
ilaglarin  kesfini gerektirmektedir. Yapilan calismalarda, dogal kaynakli pek c¢ok
molekiiliin, ¢esitli enflamatuvar sitokinlerin veya mediatérlerin seviyelerini diizenleyerek

antienflamatuvar aktivite gosterdigi bildirilmistir (Wu ve ark., 2011).

Likenler, bir mikobiyont ile bir veya daha fazla ekolojik olarak zorunlu biyotrof
olarak fotosentez yapan tek hiicreli veya filament6z yapili fotobiyont arasindaki
simbiyotik iliski ile olusan kararli, mutualist yasam sergileyen ve biyolojik olarak aktif
birgok  diisik molekiiler agirlikli  sekonder metabolit kaynagi  olusturan

mikroorganizmalarin kompleks topluluklaridir (Spribille ve ark., 2022). Liken sekonder
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metabolitlerinin  antioksidan, antibakteriyel, antifungal, antiviral, antiherbivor,
fotoprotektif, antikanser, antipiretik ve analjezik aktiviteye sahip olduklar1 bildirilmistir
(Mohammadi ve ark., 2022). Ayrica son yillarda liken ekstrelerinin ve liken sekonder
metabolitlerinin antienflamatuvar aktivitelerini arastiran ¢alismalar gittikge artmaktadir
(Mun ve ark., 2020). Lobarik asit, stereocalpin A ve ramalinin, TNF-a ile uyarilan fare
diiz kas hiicrelerinde antienflamatuvar aktivite gosterdigi bildirilmistir (Kwon ve ark.,
2016; Park ve ark., 2015; Byeon ve ark., 2012). Choi ve ark. (2009) Ramalina terebrata
ekstresinin  makrofajlarda  nitrit/nitrat  salimmim1  anlamli  derece azalttigim
gostermiglerdir. Jin ve ark. (2008), usnik asidin fare makrofaj hiicrelerinde LPS
stimulasyonu ile artan TNF-a ve nitrik oksit diizeylerini anlamli derecede azalttigini
gostermislerdir. Odabasoglu ve ark. (2006), sicanlarda indometazin ile olusturulan
gastrik iilser modelinde usnik asidin iNOS aktivitesini azalttigini ortaya koymustur. Engel
ve ark. (2007), Usnia barbata oOziitiiniin insan keratinosit hiicrelerinde UV-B ile
olusturulan enflamatuvar hasara karsin COX-2 ve PGE; iiretimini anlamli derecede
azalttigin1 gostermislerdir. Ancak literatiirde liken sekonder metabolitleri olan atranorin,
diffraktaik asit, evernik asit ve wvulpinik asitin makrofaj hiicreleri iizerindeki
antienflamatuvar aktivitesini arastiran bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Bu baglamda, biz
de caligmamizda bu sekonder metabolitlerin LPS ile uyarilan makrofaj hiicrelerinde

antienflamatuvar etkinlik gosterip gostermediklerini arastirdik.

Potansiyel terapdtik/protektif ajanlarin yliksek derecede sitotoksik etkisinin
olmamas: istendiginden dolay1, dncelikle ¢calismamizda kullanacagimiz liken sekonder
metabolitlerinin makrofaj hiicreleri iizerine sitotoksik etkisini test ettik. Calismamizda
amag LPS ile olusturulacak enflamatuvar uyariya karsin liken sekonder metabolitlerinin
sitotoksik olmayan koruyucu olabilecek konsantrasyonlarini belirlemektir. Daha dnceki
calismalarda atranorin, diffraktaik asit, evernik asit ve vulpinik asitin ¢esitli hiicrelere
sitotoksik etkisinin olmadigin1 gosterir ¢alismalar olsa da bu sekonder metabolitlerin
makrofaj hiicreleri iizerine sitotoksik etkisini aragtiran bir ¢alismaya litaratiirde
rastlanilmamistir. Yaptigimiz calismada atranorin, diffraktaik asit, evernik asit ve
vulpinik asitin 12,5-200 uM konsantrasyonlart denenmis olup bu konsantrasyonlardaki
sekonder metabolit uygulamalari makrofaj hiicrelerine gozle goriiliir bir sitotoksik etki
olusturmadigi gozlemlenmistir. 200 uM atranorin, diffraktaik asit, evernik asit ve

vulpinik asit uygulamalariin bile makrofaj hiicreleri tizerinde olusturdugu sitotoksisite
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% 10’un altindaydi. Bu nedenle ¢calismamizda atranorin, diffraktaik asit, evernik asit ve
vulpinik asitin 6nemli bir sitotoksik etki olugturmayan 12,5-200 uM konsantrasyonlari

kullanilmustir.

Yaptigimiz ¢alismada, RAW264.7 makrofaj hiicrelerine uygulanan LPS
konsantrasyonu 1 pg/mL olarak belirlenmis olup bu konsantasyondaki LPS
uygulamasinin makrofaj hiicreleri iizerinde yiiksek sitotoksik etki gostermeden,
enflamasyona bagli norodejenerasyon belirleglerinde artisa sebep olabilecegi yapilan
onceki ¢alismalarda gosterilmistir. Liu ve ark (2018), 1 ug/mL LPS ile muamele edilen
RAW264.7 hiicrelerinde TNF-o seviyesinin indiiklendigini ve enflamatuvar hiicre
modelinin olusturuldugunu bildirmislerdir. LPS gibi iyi bilinen enflamatuvar uyaran ile
aktif hale gegen makrofaj hiicreler TNF-a, IL-1p ve IL-6 gibi pro-enflamatuvar sitokinler
vel/veya NOx ve PGE; gibi sitotoksik aracit molekiiller iiretirler (Tang ve ark., 2019).
Calismamizda LPS ile uyarilarak aktif hale gegirilen RAW264.7 makrofaj hiicrelerine
farkli konsantrasyonlardaki liken sekonder metabolitlerinin TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-10,

NOx ve PGE; diizeylerine etkileri incelenmistir.

TNF-a, endotoksin kaynakli sistemik enflamasyonda birincil enflamatuvar araci
olarak rol oynar ve IL-1p, IL-6 ve IL-10 gibi sitokinlerin salgilanmasini uyarir (Kanno ve
ark., 2004). Oldiiriicii sokta etkili ana patojenik sebebin LPS ile etkinlesen makrofajlar
tarafindan iiretilen TNF-a oldugu distinilmektedir (Beutler ve Cerami, 1988). Ishikawa
ve ark. (1998) farelere 300 pg/kg LPS’yi i.p. yolla uygulamislar ve uygulamadan sonra
90. dakikada TNF-o’nin en yiiksek seviyeye ulastigini tespit etmislerdir. Olinga ve ark.
(2001) karaciger parenkimal ve parenkimal olmayan hiicre kiiltiirleri {izerine ¢esitli
yogunluklarda LPS uygulamislar ve 24 saat sonra sadece 100 pg/mL yogunlugunda LPS
uygulanan hiicre kiiltlirlerinde kontrol grubuna gére TNF-o degerlerinin arttigini
belirtmislerdir. Kanno ve ark. (2004) da farelere 300 pg/kg LPS’nin i.p. verilmesinden 90
dakika sonra TNF-a degerlerinin kontrole gore 6nemli diizeyde arttigin1 saptamiglardir.
Dutta ve Bishayi (2009), hiperlipidemik ve saglikli farelere 1 pg/kg E. coli kaynakli
endotoksini 1.p. yolla vermisler ve LPS verilen grupta TNF-a degerlerinin her iki grupta
da arttigin1 belirtmislerdir. Nishio ve ark. (2013), LPS ile A549 insan akciger kanser
hiicrelerinde uyarilan sitotoksisiteye karsi ¢esitli tokoferollerin yangi onleyici etkilerini
incelemisgler ve 0,6 mg/mL miktarinda LPS’ye maruz birakilan insan akciger kanser

hiicrelerinde 6 saat sonra TNF-a degerinin kontrole gére 10 kat daha yiiksek oldugunu
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bildirmislerdir. Al-amri ve ark. (2013), si¢canlarda LPS ile uyarilan Parkinson hastaliginda
enflamatuvar aracilar iizerine epigallokatektin-3 gallatin etkisini arastirmiglardir. LPS
verilen grubun beyin dokularinda TNF-a degerlerinde kontrole gore artis oldugunu tespit
etmislerdir. EI-Kamouni ve ark. (2017) LPS ile uyarilan hasara kars1 zeytinyagi ve argan
yagmin etkinligini karsilastirdiklar1 ¢alismada, TNF-a degerlerinin LPS verilen grupta
kontrole gore 2 kat daha yiiksek oldugunu tespit etmiglerdir. Yaptigimiz ¢alismada LPS
uygulamas1 RAW?264.7 makrofaj hiicrelerinden TNF-a salintmini arttirdigi, atranorin,
diffraktaik asit ve vulpinik asitin uygulanan tim konsantrasyonlarda, evernik asitin ise
12,5 uM hari¢ tiim konsantrasyonlarda TNF-a diizeyini azaltarak antienflamatuvar

aktivite gosterdigi gorilmiistiir.

IL-1B, enfeksiyon, enflamasyon, hiicre yaralanmasi ve toksinler gibi ¢esitli hiicre
dis1 uyaranlara yamit olarak ¢esitli hiicreler tarafindan salinan, pro-enflamatuvar ve
bagisiklik sistemini diizenleyici bir sitokindir (Sawano ve ark., 2002). IL-1p hiicre
cogalmasi, hiicrelerin farklilasmasi ve viicut 1sisinin yiikselmesinde 6nemli rol oynar
(Kumolosasi ve ark., 2014). Olinga ve ark. (2001), karaciger parenkimal ve parenkimal
olmayan hiicre kiiltiirleri tizerine LPS’nin enflamatuvar etkinligini arastirmiglar ve sadece
100 pg/mL dozunda LPS uygulanan grupta 24 saat sonra hiicre kiiltiirlerinde kontrol
grubuna gore IL-1B degerinin arttigin1 belirtmislerdir. Lapara ve Kelly (2010), fare
makrofaj hiicre kiiltiirleri tizerine 100 ng/mL LPS uygulamislar, LPS uygulanan grupta
IL-1B’nin 2. saatte artmaya basladigmni bildirmislerdir. Yaptigimiz calismada LPS
uygulamasi RAW264.7 makrofaj hiicrelerinden IL-1B salinmmini arttirdigi, atranorin,
diffraktaik asit, evernik asit ve vulpinik asitin uygulanan tiim konsantrasyonlarda IL-1(

diizeyini azaltarak antienflamatuvar aktivite gosterdigi gorilmiistiir.

IL-6, akut faz proteinlerinin sentezi ile T ve B lenfositlerinin olgunlagmasinda
anahtar rol oynayan 6nemli bir sitokindir. Ayrica yaniklardan sonra siirekli olarak arttig1
tespit edilmistir (Agay ve ark., 2008). Dutta ve Bishayi (2009), hiperlipidemik ve saglikli
farelere 1 ug/kg E. coli kaynakli endotoksini i.p. yolla vermisler, LPS verilen her iki
grupta IL-6 degerlerinin artti@ini bildirmiglerdir. Endotoksin verilmesini takiben
sitokinlerin  (TNF-a. ve IL-6) salgilandigim1 ve hiperlipidemi sirasinda yanginin
ilerleyisini hizlandirdiklarin1 saptamiglardir. Dokladny ve ark. (2010), s1 sok proteini
70’in (HSP70) yiiksek ekspresyonunun LPS kaynakli sitokin seviyeleri lizerine etkilerini
aragtirdiklar1 ¢alismada, LPS (50 pg/kg) uygulamasindan 4 saat sonra plazma IL-6
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degerinin yaklasik olarak bes kat arttigini tespit etmislerdir. EI-Kamouni ve ark. (2017),
LPS (100 pg/kg) ile uyarilan hasara karsi zeytinyagi ve argan yaginin etkinligini
karsilastirdiklar1 ¢alismada, IL-6 degerlerinin LPS verilen grupta kontrole goére 16 kat
daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir. Lapara ve Kelly (2010), fare makrofaj hiicre
kiiltiirleri tizerine 100 ng/mL LPS uygulama sonrasi ve 2., 8. ve 19. saatlerde bazi
sitokinlerin kinetigini arastirmiglardir. LPS uygulanan grupta IL-6’nin 8. saatte dnemli
diizeyde artis gosterdigini, 19. saatte ise en yiiksek seviyeye ulastigini tespit etmislerdir.
Aragtirmacilar IL-6 degerlerinin LPS verilen grupta kontrol grubuna goére 6l¢iim yapilan
saatlerde onemli diizeyde arttigin1 belirtmislerdir. Yaptigimiz ¢caligmada LPS uygulamasi
RAW?264.7 makrofaj hiicrelerinden IL-6 salinimini arttirdigi, atranorin, diffraktaik asit
ve vulpinik asitin uygulanan tiim konsantrasyonlarda, evernik asitin ise 12,5 pM hari¢
tim konsantrasyonlarda IL-6 diizeyini azaltarak antienflamatuvar aktivite gosterdigi

gorilmustir.

Sitokin tiretimini azaltic1 faktor olarak da adlandirilmis olan IL-10, yardimc1 T
lenfositler, B lenfositler, mast hiicreleri, eozinofiller, monositler, makrofajlar ve
keratinositler tarafindan salgilanirlar (Lalani ve ark., 1997). IL-10’un iki 6nemli etkisi
vardir; bunlardan birincisi makrofajlar tarafindan sitokinlerin {iretimini engellemek,
ikincisi ise makrofajlarin T hiicresi aktivasyonundaki islevleri engellemektir. Bu etkilerin
sonucunda T hiicresi araciligi ile gelisen bagisiklik yanit1 inhibe edilir (Groschel ve ark.,
2017). T hiicrelerinin proliferasyonunu ve sitokin salgilamasin1 baskilar. Pro-
enflamatuvar sitokinlerin salgilanmasini engeller. Ayrica IL-15, IL-6, IL-12 ve TNF-a’y1
baskilar. Nitrik oksit ve prostaglandin sentezinin baskilar, IFN-y {iretiminin baskilar, B
hiicrelerinin farklilagmas1 ve proliferasyonunu artirir, makrofajlarca IL-1 reseptor
salgilanmasini artirarak enflamasyonu engelleyebilir (Lalani ve ark., 1997). Yaptigimiz
caliymada LPS uygulamasi RAW264.7 makrofaj hiicrelerinden IL-10 salinimini
degistirmedigi, atranorinin 12,5 uM hari¢ tiim konsantrasyonlarda, evernik asit ve
vulpinik asitin 12,5 ve 25 uM harig tiim konsantrasyonlarda ve diffraktaik asitin 12,5, 25
ve 100 uM hari¢ tiim konsantrasyonlarda IL-10 diizeyini arttirarak antienflamatuvar

aktivite gosterdigi goriilmiistiir.

Nitrik oksit, hiicre i¢i ve hiicreler arasi sinyalizasyonda énemli bir molekiildiir.
Bir¢ok organin fizyolojik ve patolojik fonksiyonuna katkida bulunan pek ¢ok hiicre tipi

tarafindan tretilir. Noronal sistemde norotransmitterler gibi biyolojik mediyatdr olarak
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gorev yapar. Vaskiiler sistemde ise kan damar tonunu diizenler ve bagisiklik hiicreleri
icin onemli bir savunma molekiiliidiir. iNOS tarafindan iiretilen nitrik oksit, makrofajlarin
antimikrobiyal aktivitesine katkida bulunur. Bununla birlikte nitrik oksit ve onun
peroksinitrit ve azot dioksit gibi reaktif tiirlerinin yiiksek konsantrasyonlari
karsinogenezis ve enflamasyonda nemli rol oynadigi bilinmektedir (Tsai ve ark., 1999).
Bakteriyel LPS veya sitokinlere yanit olarak {iretilen yiiksek nitrik oksit diizeyi
endotoksemi ve enflamasyonda 6nemli bir rol oynamaktadir (Stoclet ve ark., 1998). iNOS
ile indiiklenen nitrik oksit iiretiminin inhibisyonu enflamasyona karsi ilaglarin etkinligini
degerlendirmek i¢in bir 6l¢iim saglayabilir (Chen ve ark., 2001). Okamoto ve ark. (1998)
LPS’nin beyinde iNOS ekspresyonunu ve iNOS’tan sentezlenen NOx metabolitlerinin
beyin hiperemisine ne derece yol actigini degerlendirmek i¢in sicanlarda farkli deney
gruplar1 olusturarak beyin i¢i ventrikiillere LPS uygulamasindan sonra, deney
hayvanlarinin bolgesel beyin kan akimini 4 saat siireyle lazer-Doppler akis Olger ile
izlemisler ve serebral kortikal doku sivisinda iINOS’a ait mRNA ve protein seviyelerini
Olgmiiglerdir. LPS uygulamasindan 2 saat sonra, iINOS mRNA seviyelerinin biraz
yiikseldigini, LPS uygulamasindan 4 saat sonra ise iNOS etkinliginde daha biiyiik bir artis
oldugunu ve iNOS enzim aktivitesi ile iNOS protein seviyelerinin de onemli 6l¢iide
arttigin1 tespit etmiglerdir. Hori ve ark. (2001), sigan bagirsaklarinda LPS’nin iNOS
indiiksiyonu tizerindeki etkisini incelemek i¢in erkek Wistar sicanlardan alinan ileum kas
dokularmni in situ LPS’ye (100 pg/mL) maruz birakmuslardir. LPS’e maruz birakilan
dokularda kontrole kiyasla iINOS mRNA diizeylerinin giiglii bir sekilde eksprese
oldugunu, iNOS etkinliginin 90. dakikada artmaya basladigini ve 4. saatte en yiiksek
degere ulastigini bildirmislerdir. Choi ve ark. (2012), LPS uygulanan siganlarin bébrek
dokularinda iNOS’un ekspresyonunu arastirmislar ve bu amagla siganlara i.p. yolla LPS
uygulamiglardir. iNOS mRNA indiiksiyonunun, LPS uygulamasindan 1 saat sonra
basladigini, 6 ile 8 saat arasinda en yliksek diizeye ulastigini ve daha sonra hizla azaldigini
saptamislardir. Doursout ve ark. (2013), sicanlarda LPS ile deneysel olarak olusturulan
norodejenerasyonda 1., 3., 6., 12., 24. ve 48. saatlerde iNOS’un doku i¢eriginde ciddi ve
hizli artiglar gosterdigini ve nitrik oksit diizeyinin LPS uygulamasini takiben 1. saate
artmaya basladigini, 6. saate en yiiksek diizeye ulastigini, 12. saatte bir miktar diistiiglinii
ve 48. saatte Onemli Ol¢iide azaldigimi bildirmislerdir. Yaptigimiz c¢aligmada LPS

uygulamasi RAW264.7 makrofaj hiicrelerinden nitrik oksit salimimini arttirdigi,

72



atranorin, diffraktaik asit ve evernik asitin uygulanan tiim konsantrasyonlarda, vulpinik
asitin ise 12,5, 25 ve 50 puM harig tiim konsantrasyonlarda nitrik oksit diizeyini azaltarak

antienflamatuvar aktivite gosterdigi goriilmustiir.

PGE>, arasidonik asitin prostanoid yag asitleri tiirevidir. COX-2 enzimi
enflamasyon sirasinda hiicrelerde indiiklenir ve enflamasyon boyunca PGE>’nin
olusumunda rol oynar. COX-2, bakteriyel LPS dahil olmak {izere pro-enflamatuvar
uyaricilar  tarafindan indiiklenir ve enflamasyon vyerinde pro-enflamatuvar
prostaglandileri tretir (Takeda ve Akira, 2005). COX-2’nin enflamasyondaki rolii
disinda, ayni zamanda kolon kanseri, Alzheimer hastaligi, kalp yetmezligi ve
hipertansiyon gibi hastaliklarin patojenezinde 6nemli rol oynar (Chen ve ark., 2001).
Okamoto ve ark. (1998), LPS’nin beyinde COX-2 ekspresyonunu ve COX-2’den
sentezlenen COX metabolitlerinin beyin hiperemisine olan etkilerini arastirmislar ve bu
amagla sicanlarda beyin i¢i ventrikiillere LPS wuygulamasindan sonra, deney
hayvanlarmin bolgesel beyin kan akimini 4 saat siireyle lazer-Doppler ile izlemisler ve
serebral kortikal sivida COX-2 mRNA ve protein seviyelerini 6lgmiislerdir. LPS
uygulamasindan 2 saat sonra COX-2 mRNA seviyelerinin biraz yiikseldigini, 4 saat sonra
ise COX-2 mRNA seviyelerinde daha biiyiikk bir artis gorildiigini ve COX enzim
aktivitesinin 6nemli oOlgiide arttigini tespit etmislerdir. Hori ve ark. (2001), sigan
bagirsaklarinda LPS’nin COX-2 indiiksiyonu tizerindeki etkisini incelemisler ve bu
amagla erkek Wistar sicanlardan alinan ileum kas dokularina in situ LPS uygulamislardir.
LPS uygulanan dokularda kontrole kiyasla COX-2 mRNA’larmin giiglii bir sekilde
eksprese oldugunu, COX-2 mRNA diizeyinin 30. dakikada artmaya basladigin1 ve 1.
saatte en yiiksek diizeye ulastigini bildirmislerdir. Lugarini ve ark. (2002), LPS ile
olusturulan anoreksiyada COX-2 ekspresyonunun arttigini bildirmiglerdir. Kanno ve ark.
(2006), RAW 264.7 makrofajlarda LPS ile olusturduklar1 endotoksik sok durumunda
doza bagimli olarak LPS ile RAW 264.7 hiicrelerinde COX-2 etkinliginin arttiginm
bildirmislerdir. Font-Nieves ve ark. (2012), LPS ile uyarimdan sonra COX-2 indiiksiyonu
ve LPS’nin prostanoidlerin olusumundaki roliinii arastirdiklari caligmada, sican ve
farelere LPS’yi stereotaksik olarak uygulamislardir. Arastirmacilar kemirgenlerde
LPS'nin beyin i¢i uygulamasinin, 6zellikle astroglia ve mikroglia'da COX-2’yi gii¢lii bir
sekilde indiikledigini bildirmislerdir. Yaptigimiz calismada LPS uygulamasi RAW264.7

makrofaj hiicrelerinden PGE2 salinimini arttirdigi, vulpinik asit ve evernik asitin
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uygulanan tiim konsantrasyonlarda, atranorin ve diffraktaik asitin ise 12,5 uM harig tiim
konsantrasyonlarda nitrik oksit diizeyini azaltarak antienflamatuvar aktivite gosterdigi

gorilmistiir.

Calismamizda liken sekonder metabolitlerinden atranorin, diffraktaik asit, evernik
asit ve vulpinik asitin LPS uyarimi ile RAW264.7 makrofaj hiicrelerinde olusturulan
enflamatuvar yanita karsi antienflamatuvar etkinlikleri arastirilmistir. Elde ettigimiz
bulgulara gore, bu maddelerin sub-toksik konsantrasyonlarda bile makrofaj hiicrelerinde
pro-enflamatuvar sitokinlerin ve mediyatorlerin seviyesinde diistise, antienflamatuvar
sitokin seviyesinde ise artisa neden olarak, meydana gelen enflamasyonu baskiladigi ve
antienflamatuvar etkinlik gosterdigi goriilmektedir. Bu sonuglar dogrultusunda liken
sekonder metabolitlerinin LPS kaynakli enflamatuvar hastaliklarin tedavisinde dnemli bir
degere sahip olabilecegini diisiindiirtmektedir. Bu nedenle, zengin bir liken florasina
sahip olan lilkemizde liken sekonder metabolitlerinin LPS’nin neden oldugu enflamasyon
hastaliklarinin tedavilerine yonelik yeni ilaglarin gelistirilmesinde daha ileri caligmalara
yon verecegini ve 6zellikle antienflamatuvar etkisi yiiksek olan tiirlerin biyolojik kokenli
ilagc hammaddesi olarak endiistriyel {iretimlerinin gerceklestirilmesi halinde iilke

ekonomisine katki saglayabilecegini soylemek miimkiindiir.
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Ek 2. Tez Orijinallik Raporu

T.C.
VAN YUZUNCU YIL UNIVERSITESI
Saghk Bilimleri Enstitiisii

G19 —TEZ ORINALLIK RAPORU

Tez Bashg / Bazi Liken Sekonder Metabolitlerinin Lipopolisakkarit ile indiiklenmis RAW264.7
Konusu Makrofaj Hicrelerindeki Antienflamatuvar Etkinliklerinin Incelenmesi

intihal taramas: yapilan baliimler ve sayfa sayilan

Kapak sayfas Girls Ana bdlumler Sonug baldmleri Toplam sayfa sayisi
a0
intihal taramasi yapilan program Taramanin yamldig tarih | Benzerlik oran %
Turnitin 31,/05 2022 % 14
*Uygulanan filireler asagida verilmistir:
- Kabul ve onay sayfasi haric, - Gereg ve yontemler harig,
- Tegekkir harig, - Kaynakga harig,
- Icindekiler hari, - Ahntilar haric,
- Simge ve kisaltmalar harig, -Tezden ¢ikan yayinlar haric,
- 7 kelimeden daha az drtdsme iceren metin kisimlan harig (Limit match size to 7 words)

Van Yiizinci Yil Universitesi Lisansistd Tez Orijinzllik RBaporu Alinmasi ve Kullanilmasina iliskin
Yénergeyiinceledim ve bu yinergede belirtilen azami benzerlik oranlarina gdre tez calizmamin herhangi
bir intihalicermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tOrlh hukuki
sorumiulugu kabulettigimi ve yukanda vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

Geregini bilgilerinize arz ederim.
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