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ÖZET 

KAPLAN M, Bazı Liken Sekonder Metabolitlerinin Lipopolisakkarit ile İndüklenmiş RAW264.7 

Makrofaj Hücrelerindeki Antienflamatuvar Etkinliklerinin İncelenmesi, Temel Eczacılık Anabilim 

Dalı, Biyokimya Bilim Dalı, Yüksek Lisans Tezi, Van, 2022. Enflamasyon, romatoid artrit, kronik 

enflamatuvar bağırsak hastalıkları, nörodejeneratif bozukluklar, septik şok sendromu, kalp krizleri, 

Alzheimer hastalığı ve kanser gibi birçok hastalığın etiyolojisinde yer almaktadır. Enflamasyona bağlı 

olarak gelişen hastalıkların tedavisi için yeni ilaçların keşfine yönelik çalışmalar, antienflamatuvar 

potansiyele sahip etkin maddelerin tespiti üzerine yoğunlaşmıştır. Oluşabilecek yan etkinin de en aza 

indirgenmesini sağlamak adına, bu çalışmalarda yoğun olarak doğal kaynaklı etkin maddeler ele 

alınmaktadır. Likenler, mikobiyont fungal ortak ile fotobiyont bir ya da daha fazla sayıda alg ya da 

siyanobakterinin simbiyotik ortaklığı ile oluşan organizmalar olarak tanımlanmaktadır. Liken kaynaklı 

sekonder metabolitlerin antibakteriyel, antifungal, antioksidan, antiviral, antiinflamatuvar ve antikanser 

gibi biyolojik etkinliklerini ortaya çıkarmakta ve bu konuyla ilgilenecek araştırmacıların dikkatini 

çekmektedir. Yaptığımız çalışmada, ülkemizde yaygın olarak bulunan liken türlerindeki bazı sekonder 

metabolitlerin (atranorin, diffraktaik asit, evernik asit ve vulpinik asit), lipopolisakkarit ile indüklenen 

makrofaj hücrelerindeki antienflamatuvar aktivitesini araştırdık. Yaptığımız çalışmada lipopolisakkrit 

(LPS) (1 µg/mL) indüksiyonu ile RAW264.7 makrofaj hücrelerinde enflamasyon modeli oluşturulmuş ve 

farklı konsantrasyonlardaki (200 µM, 100 µM, 50 µM, 25 µM ve 12,5 µM) çeşitli liken sekonder 

metabolitlerinin (atranorin, diffraktaik asit, evernik asit ve vulpinik asit) antienflamatuvar etkinliği 

araştırılmıştır. Bu amaçla madde uygulanan ve uygulanmayan hücrelerdeki nitrik oksit, prostaglandin E2 

(PGE2), tümör nekroz faktör-alfa (TNF-α), interlökin-1 beta (IL-1β), IL-6 ve IL-10 düzeyleri ELISA kit 

kullanılarak ölçüldü. Yapılan çalışma beş tekrar olarak dizayn edilmiştir. Analizler SPSS for Windows 

v16.0 paket programında yapılmıştır. Tüm parametreler için gruplar arasındaki istatistiksel farklılıkların 

test edilmesinde ANOVA ve alt grup karşılaştırmalarında Tukey çoklu karşılaştırma testleri kullanılmıştır. 

Tanıtıcı istatistik olarak ortalama±standart sapma değerleri verilmiştir. Elde edilecek sonuçlarda p<0,05 ise 

fark veya ilişki istatiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir. Elde ettiğimiz bulgular, atranorin, diffraktaik asit, 

evernik asit ve vulpinik asit sub-toksik konsantrasyonlarda bile LPS indüksiyonuyla aktive edilen makrofaj 

hücrelerdeki enflamatuvar yanıtı baskılayabildiğini ve antienflamatuvar etkinlik gösterebileceğini işaret 

etmektedir. Bu sonuçlar doğrultusunda liken sekonder metabolitlerinin LPS kaynaklı enflamatuvar 

hastalıkların tedavisinde önemli bir değere sahip olabileceğini söylemek mümkün olabilmektedir. Bu 

nedenle, zengin bir liken florasına sahip olan ülkemizde liken sekonder metabolitlerinin LPS’nin neden 

olduğu enflamasyon hastalıklarının tedavilerine yönelik yeni ilaçların geliştirilmesinde daha ileri 

çalışmalara yön vereceğini ve özellikle antienflamasyon etkisi yüksek olan türlerin biyolojik kökenli ilaç 

hammaddesi olarak endüstriyel üretimlerinin gerçekleştirilmesi halinde ülke ekonomisine katkı 

sağlayabileceğini söylemek mümkündür. 

Anahtar Kelimeler: Liken, Sekonder metabolit, Lipopolisakkarit, RAW264.7 hücre hattı, Makrofaj, 

Enflamasyon 
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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 RAW264.7 macrophage cells with the 

induction of lipopolysaccharide (LPS) (1 µg/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 E2 (PGE2), tumor necrosis factor-alpha (TNF-α), interleukin-1 beta (IL-

1β), 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. Mean±standard 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, RAW264.7 cell line, Macrophage, 

Inflammation 
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SİMGELER VE KISALTMALAR 

 

ANOVA    : Tekrarlanan ölçümlü varyans analizi 

ATR     : Atranorin 

 C/EBP   : CCAAT/enhancer bağlayan protein 

C/EBP   : CCAAT/enhancer bağlayan protein 

COX-1   : Siklooksijenaz-1 

COX-2   : Siklooksijenaz-2 

CREB    : cAMP yanıt elementi bağlayan protein 

CREB    : cAMP yanıt elementi bağlayan protein 

DA     : Diffraktaik asit 

DMSO    : Dimetil sülfoksit 

EA     : Evernik asit 

EDTA    : Etilendiamin tetraasetik asit 

ELISA   : Enzim bağlı immünosorbent analizi 

eNOS     : Endotelyal NOS 

FBS     : Fetal Bovine Serum 

GM-CSF    : Granülosit makrofaj koloni uyarıcı faktör 

IFN-γ     : İnterferon-gama 

IgE     : İmmünoglobulin E 

IL-1    : İnterlökin-1 

IL-1Ra    : IL-1 reseptör antagonisti 

iNOS     : İndüklenebilen NOS 

LPS     : Lipopolisakkarit 

M1    : Klasik olarak aktive edilmiş makrofaj 

M2    : Alternatif olarak aktive edilmiş makrofaj 

MAP kinaz    : Mitojen tarafından aktive edilen kinaz 

MCP-1   : Monosit kemotaktik proteini-1 

MHC     : Büyük doku uygunluk kompleksi 

mtNOS   : Mitokondriyal nitrik oksit sentaz 

MTT     : 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium    

                                                bromide                                               
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NADPH    : Nikotinamid adenin dinükleotid fosfat hidrojen 

NF-κB    : Nükleer faktör kappa beta 

nNOS     : Nöronal NOS 

NOS    : Nitrik oksit sentaz  

NOx     : Nitrik oksit 

NSAIDs    : Non-steroidal antienflamatuvar ilaçlar 

PBS     : Phosphate Buffered Saline 

PGE2     : Prostaglandin E2 

PGES     : Prostaglandin E sentetaz 

PGs     : Prostaglandinler 

ROS     : Reaktif oksijen türleri 

TGF-β    : Transforme edici büyüme faktör-beta 

Th2    : Tip 2 yardımcı T lenfosit 

TLR     : Toll-benzeri reseptör 

TNF-α    : Tümör nekroz faktörü-alfa 

UV     : Ultraviyole 

VA     : Vulpinik asit 

VEGF    : Vasküler endotelyal büyüme faktörü 
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1. GİRİŞ 

Enflamasyon, çeşitli zararlı etkenler nedeniyle gelişen doku irritasyonuna karşı, 

dokunun yeniden yapılanmasını ve iyileşmesini sağlayan vasküler, humoral ve hücresel 

reaksiyonları içeren koruyucu yanıttır. Enflamasyonun genetik mekanizması olmasına 

rağmen zararlı yönleri bulunmaktadır. Enflamatuvar yanıt çeşitli hastalıklarda farklılık 

göstermesine rağmen, büyüme faktörleri, prostaglandinler, kemokinler, matriks 

metaloproteazları gibi endojen mediatörlerin, interlökin-1 (IL-1), IL-6, IL-8 gibi 

interlökinler, tümör nekroz faktörü (TNF) gibi enflamatuvar sitokinler, nitrik oksit gibi 

toksik moleküller ve serbest radikallerin yaygın spekturumu ile karakterizedir. Kısacası 

enflamatuvar yanıtın, enflamasyonu tetikleyen etkene bağımlı olarak, farklı fizyolojik 

amacı ve patolojik sonucu olabilir (Goverman, 2009). 

Enflamatuvar uyarıcıya yanıt olarak makrofajlar, dendritik hücreleri ve mast 

hücleri gibi immün hücreler aktifleşir. Bunu takiben hücrelerde enflamatuvar 

mediyatörler salınır. Bu mediyatörler kızarıklık, vücut ısısının artışı, şişlik, ağrı ve 

fonksiyon kaybı gibi klinik belirtilerin ortaya çıkmasına neden olur. Enflamasyon 

süresince vazodilatasyon meydana gelir ve enflamasyon alanına bağışıklık hücrelerinin 

yüksek miktarda taşınmasıyla kan akışı artar. Bazı mediatörler ağrıya duyarlılığı 

artırırken, bazı mediatörler ise damarlara lökosit göçünü sağlamak için kan damarlarının 

geçirgenliğini arttırabilir (Harvey ve Champe, 1998). Başlangıçta akut enflamasyon 

nötrofilik infiltrasyon ile karakterizedir. 24 ve 48 saat sonra ise ortamda monositik 

hücreler hâkimdir. Buna karşılık kronik enflamasyon makrofajlar ve lenfositler gibi tek 

çekirdekli hücrelerin varlığı ile karakterizedir. Akut enflamasyona eikozanoidler ve 

vazoaktif aminler aracılık eder. Bu mediyatörler, enflamasyon bölgesinde plazma ve 

lökositlerin hareketini artırarak enflamatuvar uyararanlara karşı bağışıklık sisteminde 

erken yanıtı başlatır. Çeşitli sitokinler ve büyüme faktörleri kronik enflamasyonda 

lökosit, lenfosit ve fibroblastlar gibi immün hücreleri tarafından salınır (Medzhitov, 

2008). 

Akut enflamasyon, çeşitli enflamatuvar uyaranlara karşı yararlı konak yanıt 

olmasına rağmen kronik enflamasyon süreklidir ve doku hasarına neden olabilir. Kronik 

enflamasyon romatoid artrit, kronik enflamatuvar bağırsak hastalıkları, nörodejeneratif 

bozukluklar, septik şok sendromu, kalp krizleri, Alzheimer hastalığı ve kanser gibi 
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birçok hastalığın etiyolojisinde yer almaktadır (Nardin ve Abastado, 2008; Gabay, 

2006). Kronik enflamasyona bağlı olarak gelişen hastalıkların tedavisi için yeni ilaçların 

keşfine yönelik çalışmalar, antienflamatuvar potansiyele sahip etkin maddelerin tespiti 

üzerine yoğunlaşmıştır. Oluşabilecek yan etkinin de en aza indirgenmesini sağlamak 

adına, bu çalışmalarda yoğun olarak doğal kaynaklı etkin maddeler ele alınmaktadır (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 hücreli veya filamentöz yapılar arasındaki simbiyotik ilişki 

ile oluşan kararlı, mutualist yaşam sergileyen ve biyolojik olarak aktif birçok düşük 

moleküler ağırlıklı sekonder metabolit kaynağı oluşturan mikroorganizmaların 

kompleks topluluklarıdır (Calcott ve ark., 2018; Molnár ve Farkas, 2010). 

Likenler tarafından üretilen metabolitler, primer ve sekonder metabolit olmak 

üzere ikiye ayrılır. Protein, amino asit, poliol, karotenoid, polisakkarit ve vitamin 

yapısında olan primer metabolitler, doğrudan hayati fonksiyonlarla ilgili ürünlerdir. 

Poliketid, polifenol, kinon, terpenoid, ksanton, dibenzofuran, depsid, depsidon, depson, 

terpenoid vb. yapısında olan sekonder metabolitler ise temel hayati fonksiyonlarla 

doğrudan ilgili olmayan ancak likenlere birçok avantaj sağlayan ürünlerdir (Fernández-

Moriano ve ark., 2016). Çeşitli liken türlerinden ve bunların kültürlü simbiyontlarından 

tanımlanan 1000'den fazla sekonder metabolit likenlerin çevre koşullarına uyum 

sağlamasında, onları korumada, hayatta kalmasına ve büyümesine destek olmada ve 

ekosistemle ilişkileri düzenlemesinde çeşitli görevleri üstlenmektedir (Calcott ve ark., 

2018). 

Deneysel yöntemlerle liken sekonder metabolitleri hakkında birçok bilgi 

edinilmesine rağmen simbiyotik yaşamdaki işlevleri hakkında hala net bilgiler elde 

edilememiştir. Yapısal olarak birbirlerine çok benzer olan metabolitler arasında bile çok 

farklı biyolojik etkilerin olduğu gözlemlenmiştir. Birçoğunun da çoklu biyolojik aktivite 

sergilediği bilinen bu metabolitlerin liken talluslarını zararlı otlara, patojenlere, 

rakiplerine ve yüksek ultraviyole (UV) ışıması gibi dış faktörlere karşı koruduğu 

düşünülmüştür. Araştırmalar sonucunda ise genel fonksiyonlarının antioksidan aktivite, 

simbiyoz gelişimi, metal homestazisi ve kirlilik toleransı, fotokoruma, allelopati, 

antimikrobiyal, antiviral ve antifungal aktivite, antiherbivor ve böcek öldürücü 
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aktivitesi, antikanser aktivitesi, antipiretik ve analjezik etki olduğu belirlenmiştir 

(Molnár ve Farkas, 2010). Yaptığımız çalışmada liken sekonder metabolitlerinden 

atranorin, diffraktaik asit, evernik asit ve vulpinik asitin lipopolisakkarit ile indüklenen 

makrofaj hücrelerindeki antienflamatuvar aktiviteleri araştırılmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Makrofajlar 

Makrofajlar, fagositozu tanımlaması nedeniyle 1905'te Nobel ödülü kazanan Elie 

Metchnikoff tarafından tanımlanmıştır (Nathan, 2008). İlk olarak fagositoz teorisini 

tanımlamasıyla başlanılan çalışmalar günümüze kadar devam etmektedir. Makrofajların 

patojenlere karşı primer yanıtta önemli rolleri olan doğuştan gelen immün hücreleri 

olduğu, enfeksiyon veya yaralanmadan sonra antijenlerin ortaya çıkarılmasında, yara 

iyileşmesinde ve enflamasyonun düzenlenmesinde önemli görevleri olduğu bilinmektedir 

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

 

Şekil 1. Makrofajların mikroskopik görüntüsü (Gouinaud ve Leclerc, 2013) 

 

Kan monositleri, kemik iliğinde, aynı zamanda nötrofillere yol açan ortak bir 

miyeloid progenitöründen kaynaklanır (Strauss‐Ayali ve ark., 2007). Makrofajlar, 

vücudun tüm dokularında bulunan mononükleer fagositlerdir (Desalegn ve Pabst, 2019). 

Fizyolojik ve patolojik durumlarda çeşitli görevlerde yer alan hemetopoetik kök 

hücrelerden köken alan doğal bağışıklık sisteminin miyeloid hücrelerinin heterojen bir 
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popülasyonunu oluşturur (Genin ve ark., 2015). Makrofajlar, kemik iliğinden 

olgunlaşmamış monositler olarak üretilir ve kan dolaşımdan sonra, karaciğerdeki kupffer 

hücreleri, akciğerdeki alveolar makrofajlar ve kemikteki osteoklastlar dahil olmak üzere 

yerleşik makrofajlara farklılaşmak için dokulara göç ederler (Bingle ve ark., 2002). 

Özellikle enflamasyon ve enfeksiyonda aktif olmalarının yanı sıra yara iyileşmesinde de 

görev almaktadırlar. Bu koşullar altında, kan monositleri, makrofajlara farklılaştıkları 

dokularda toplanmaktadır (Gordon, 2007). Dokuda yerleşik makrofajlar, yetişkin 

memelilerin hemen hemen tüm organlarında bulunan ve hem doku homeostazının 

gelişmesine hem de enflamasyonun giderilmesine önemli ölçüde katkıda bulunan çok 

yönlü hücrelerdir. Kökenlerine göre, dokuda yerleşik makrofajlar kan monositinden 

türetilmiş makrofajlar ve yerel olarak kendi kendine yenilenen yerleşik makrofajlar olarak 

sınıflandırılabilir (Funes ve ark., 2018). 

Makrofajlar, fagositoz, sitotoksisite ve çok çeşitli sitokin dizisinin salgılanması, 

büyüme faktörleri, lizozimler, proteazlar, kompleman bileşenleri, pıhtılaşma   faktörleri   

ve   prostaglandinler dahil   olmak   üzere   doku   yeniden şekillenmesi, enflamasyon ve 

bağışıklık için gerekli çok sayıda işlevi yerine getirir (Bingle ve ark., 2002). Makrofajlar, 

hem pro-enflamatuvar hemde anti- enflamatuvar etki göstermektedir. Makrofajların doku 

mikroçevrelerindeki değişikliklere işlevsel olarak adapte olma kabiliyetlerinden dolayı 

aşırı fonksiyonel ve fenotipik heterojenliği oluşturmaktadır. Bu işlevsel plastisiteyi doku 

hasarına ve/veya enfeksiyonuna cevap verme, hasar görmüş doku ve istilacı 

mikroorganizmaların temizlenmesine katkıda bulunma, adaptif bağışıklık sisteminin 

uyarılmasına katkıda bulunma ve yaranın iyileşmesine katkıda bulunma yeteneklerinde 

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

Klasik akut enflamatuvar yanıtta, kan monositleri, nötrofillerden kısa bir süre 

sonra hasarlı dokuya girer. Bakteriler, ürünleri ile karşılaşılan hasarlı bir doku, tümör 

nekroz faktör-alfa (TNF-α), IL-1 ve IL-6 üretimi ve metaloproteinazların salgılanması 

gibi pro-enflamatuvar aktivitelerin aktivasyonu ile sonuçlanır. Doku içindeki bakterilerin 

temizlenmesi ilerledikçe, temizlenmiş doku bölgelerindeki enflamatuvar ve efektör 

aktiviteler için uyaran azalır. Akut faz proteinleri, glukokortikoidler, transforme edici 

büyüme faktör-beta (TGF-β), IL-10 ve apoptotik nötrofillerin fagositozu gibi birçok 

faktörün mevcudiyeti ile birlikte enflamatuvar aktivite için uyarandaki bu azalma, 
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makrofaj enflamatuvar/sitotoksik aktivitelerin aşağı regülasyonuna katkıda 

bulunmaktadır. Anti-enflamatuvar ve doku yenileyici aktivitelerin gelişmiş olmaktadır 

(Diegelmann ve Evans, 2004; Cvetanovic ve Ucker, 2004; Lucas ve ark., 2003). Bu 

nedenle, dinamik bir enflamatuvar yanıt sırasında, makrofaj popülasyonu, doku 

mikroçervesinde mevcut olan makrofaj modüle edici ligandların dengesine bağlı olarak, 

çeşitli fonksiyonel modeller gösterecektir (Stout ve Suttles, 2005). 

Makrofajlar tarafından oluşturulan enflamatuvar çevre miyeloid dendritik 

hücrelerin olgunlaşmasını önemli ölçüde etkileyebilir ve böylece ortaya çıkacak adaptif 

immün yanıtın doğasını etkileyebilir (Gratchev ve ark., 2000). 

2.1.1. Makrofaj polarizasyonu 

Makrofajlar hemen hemen tüm dokularda bulunur ve doku homeostazının 

korunmasında önemli   roller oynar (Hao ve ark., 2012). Doku makrofajları, yaşlanmış 

hücrelerin temizlenmesi ve enflamasyon sonrası dokuların yeniden yapılandırılması ve 

onarımı yoluyla doku homeostazının korunmasında geniş bir role sahiptir (Gordon ve 

Taylor, 2005). 

Heterojenite, farklı anatomik bölgelerdeki makrofajların fonksiyonun farklı 

uzmanlaşmasını yansıtmaktadır. Osteoklastların kemiği yeniden şekillendirmesi yeteneği 

(Quinn ve Gillespie, 2005), akciğerlerdeki mikroorganizmaların, virüslerin ve çevresel 

partiküllerin temizlenmesinde rol oynayan alveoler makrofajlar (Palecanda et.al., 1999), 

bağırsaktaki makrofaj yüksek fagositik ve bakterisidal aktiviteye sahip, ancak pro-

enflamatuvar sitokinlerin   zayıf   üretimi   ile   karakterize   edilen   bir   makrofaj   

fenotipini vurgulanmıştır (Smythies ve ark., 2005). Bu fenotip, intestinal stromal hücreli 

ürünler tarafından periferal kandan türetilmiş makrofajlarda indüklenebilir, bu da doku 

mikroçevresindeki komponentler dokuda yerleşik makrofajların fenotipini belirgin 

şekilde etkileyebileceğini göstermektedir. Farklı organlardaki makrofaj heterojenliğine 

ek olarak, tek bir organda makrofaj heterojenliği gözlenebilir ve makrofaj alt küme 

heterojenliğine yansımaktadır (Rubio ve ark., 2019). 

Fenotipik değişikliklerin, polarize sitokinlere maruz kaldıktan sonra kromatin 

modifikasyonları ile büyük ölçüde sabitlenebileceği lenfositlerin aksine; makrofajlar, 
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başka uyarıcılar tarafından yoğun şekilde değerlendirildiği gibi, uyarıcı maddelere maruz 

kalmanın tipine, konsantrasyonuna ve uzunluğuna bağlı olarak değişen plastisite gen 

ekspresyon fenotipine sahiptir (Murray ve Wynn 2011). Diğer immün efektör hücreler 

gibi makrofajlar, çoklu alt tiplere sahiptir ve mikroçevreye bağlı olarak çeşitli fenotipleri 

alabilmektedir. Th1/Th2 sınıflandırmasına benzer şekilde, makrofajlar için iki farklı 

polarize olmak üzere klasik olarak aktive edilmiş makrofaj (M1) ve alternatif olarak 

aktive edilmiş makrofaj (M2) olarak sınıflandırılmıştır. Polarize makrofajlar sitokin ve 

kemokin üretimi, reseptör ifadesi, efektör fonksiyonu ve aktivitesi açısından farklılık 

göstermektedir (Hao ve ark., 2012). 

Makrofaj aktivasyon fenotipleri, interferon-gama (IFN-γ) ve toll benzeri reseptör 

(TLR) ligandları gibi mikrobiyal ürünler ile indüklenen klasik aktivasyon (M1) ve T 

yardımcı (Th) tarafından üretilen sitokinler IL-4 ve IL-13 ile indüklenen alternatif 

aktivasyon (M2) makrofajları olarak bilinmektedir. M1 makrofajları konak savunmasında 

ve patojenleri temizlemede etkilidir ve M2 makrofajlar, iltihaplanma ve doku onarımı için 

önemlidir (Ivashkiv, 2013). 

Makrofaj plastisitesi, dış koşullara bağlı olarak hücrenin fenotipik ve fonksiyonel 

kapasitelerini kolayca değiştirme kapasitesi olarak tanımlanır. Bu nedenle, yüzey 

reseptörlerinin repertuarı, reaktif oksijen türleri üretme kabiliyeti ve spesifik 

kemoatraktanlara doğru göç etme potansiyeli, dış koşullara bağlı olarak büyük ölçüde 

değişebilir. Buna karşılık, makrofaj polarizasyonu terimi, spesifik şartlar tarafından 

indüklenebilen ve spesifik yüzey belirteçlerinin veya fonksiyonel kapasitelerin varlığı ile 

tanımlanmış olan, makrofaj plastikliği durumları için kullanılır (Biswas ve ark., 2008). 

Thl tipi tepkiler hücre-içi bağışıklık ve hücre içi patojenlerle başa çıkmak için önemli 

sitotoksik cevabı indüklemektedir. Bununla birlikte, yüksek Th1 yanıtı otoimmüniteye 

neden olmaktadır. Öte yandan, Th2 tipi yanıt, hücre dışı patojenlerin yanı sıra mukozal 

immünite ile başa çıkmak için önemli humoral bağışıklığı arttırmaktadır. Artan Th2 

yanıtları astım ve alerji gibi kronik enflamatuvar hastalık durumlarına neden 

olabilmektedir. Monositler bir Th1 bağışıklık ortamında M1 polarize makrofaja, Th2 

bağışıklık ortamında elde edilen M2 polarize makrofaja farklılaşmaktadır (Van 

Ginderachter, 2006). M1 ve M2 polarize fenotipleri, çoklu faktörler tarafından 

indüklenen ve özel fonksiyonlar altında yatan transkripsiyonel modüllerin ekspresyonu 
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ile karakterize edilen, makrofaj polarizasyon durumlarının fonksiyonel bir spektrumunun 

iki ucunu temsil eder (Sica ve Mantovani, 2012). 

Klasik Olarak Aktive Edilmiş Makrofajlar (M1) 

Hücre aracılı immün yanıtlar sırasında üretilen efektör makrofajlarını belirtmek 

için klasik olarak aktive edilen makrofajlar (M1) terimi kullanılmıştır. Klasik olarak 

aktive edilmiş makrofajların orijinal karakterizasyonunda, Thl sitokinlerinden IFN-γ ve 

TNF-α kombinasyonu, mikrobisidal veya tümörisidal kapasiteyi arttırmış ve yüksek 

seviyede pro-enflamatuvar sitokin salgılayan bir makrofaj popülasyonu ile 

sonuçlanmıştır (Mosser ve Edwards,2008). Makrofajlar mikro çevrelerini sürekli 

algılamaktadır. Buna göre, polarize durumlarını kontrol etmek için düzenleyici epigenetik 

programlar geliştirmektedirler. Histon yeniden yapılanmasında (metilasyon, asetilasyon, 

fosforilasyon ve ubikikasyon yoluyla) değişikliklerin lipopolisakkarit (LPS), IL-4 ve 

IFN-γ ile makrofajların polarizasyonu sırasında ortaya çıktığı bildirilmiştir. Bu histon 

modifikasyonları, hayatta kalma, farklılaşma ve aktivasyon dahil olmak üzere çeşitli 

makrofaj biyolojik özellikleri ile ilişkili olduğu düşünülmektedir (Rubio ve ark., 2019).  

M1 polarize makrofajlar IFN-γ, granülosit makrofaj koloni stimüle edici faktör 

(GM-CSF), LPS ve diğer mikrobiyal ürünler tarafından indüklenmektedir. Mikropları 

öldürmede ve enflamatuvar sitokinleri üretmede etkilidir, ancak mikrop öldürücü 

toksisitesi kollateral doku hasarına yol açabilmektedir. M1 benzeri fenotip grubunun 

temel özellikleri, salgıladıkları sitokinler TNF-α, IL-1 ve IL-12, antimikrobiyal 

moleküller, reaktif oksijen ve reaktif azot ara maddeleri ve Th1 alıcı kemokinler CXCL9 

ve CXCL10 gibi IFN'ların neden olduğu genler tarfından sentezlenir (Ivashkiv, 2013). 

M1 polarizasyonu ile ilişkili belirteçler ve salgılanan moleküller, STAT1, STAT3, 

IRF4, NFκB, CIITA, CD80, CD86, ana histo-uyumluluk kompleksi sınıf II reseptörü 

(MHC-II), kemokinler reseptörleri (CXC'ler), kemokin ligandları (CXCL'ler ve CCL'ler), 

CCL2 (MCP1), COX-2, TNF-α, IFN-γ, nitrik oksit (NOx), indüklenebilir nitrik oksit 

sentaz (iNOS), reaktif oksijen türleri (ROS), ve IL-12β bulunmaktadır (de Groot ve 

Pienta, 2018). M1 polarize makrofajlar tarafından üretilen pro-enflamatuvar sitokinler, 

konakçı savunmasının önemli bir bileşenidir, ancak konakçıya büyük hasar verebilir. 

Örneğin, IL-1, IL-6 ve IL-23, klasik olarak aktive edilmiş makrofajlar tarafından üretilir 
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(Mosser ve Edwards, 2008). Makrofaj polarizasyonunu ve plastisitesini yönlendiren 

mekanizmalar çeşitlidir ve sinyalleşme, epigenetik ve transkripsiyon sonrası değişiklikler 

seviyesinde hareket eder (Lawrence ve Natoli, 2011). Her polarize makrofaj 

popülasyonundaki gen transkripsiyonu, farklı transkripsiyon faktörlerinin koordineli 

etkisinin bir sonucudur. DNA veya sargısız nükleozomların diferansiyel 

kompresyonunun şematik olarak epigenetik değişiklikleri temsil ettiği gösterilmiştir 

(Biswas ve ark., 2012). Kanserojenezin erken safhasında, M1 makrofajlarında nükleer 

faktör kappa-beta (NF-κB) aktivasyonu, kansere bağlı enflamasyon için gereklidir. 

Enflamatuvar aracıların kronik salınımı yoluyla bu makrofajlar doku hasarı, neoplastik 

dönüşüm ve neoplastik hücrelerin büyümesini başlatır (Biswas ve ark., 2008). 

Alternatif Olarak Aktive Edilmiş Makrofaj (M2)  

Makrofajların alternatif aktivasyonu, özellikle parazitik ve seçilmiş patojen 

enfeksiyonlarına alerjik, hücresel ve humoral cevaplar sırasında, Th-2 tipi bir cevapta 

üretilen sitokinler IL-4 ve IL-13 tarafından indüklenmektedir (Varin ve Gordon,2009). 

Anjiyojenezden, dokunun yeniden yapılanmasından sorumludur ve tümörün ilerlemesini 

kolaylaştırabilmektedir (Sica ve ark., 2008). Sitokin uyaranlarına göre ve üretilen 

transkripsiyonel değişiklikler ile M2 polarize makrofajları M2a'dan M2d'ye kadar farklı 

alt gruplara ayrılmıştır (Rubio ve ark., 2019). 

M2 polarize makrofajları, IL-4 gibi Th2 sitokinleri tarafından 

indüklenebilmektedir. IL-10 gibi Th2 sitokinlerini eksprese edebilirler ve spesifik olarak 

CD163, CD206 (mannoz reseptörü) veya temizleyici reseptör-A ve CD36 gibi yüzey 

reseptörlerinin ekspresyonu ile karakterize edilmektedir (Gleissner ve Erbel, 2012). M2 

polarize makrofajlar M2a (IL-4 veya IL-13 tarafından indüklenen), M2b (immün 

kompleksleri ve TLR ligandları tarafından indüklenen), M2c (Il-10 tarafından 

indüklenen) ve M2d (IL-6 adenosinler tarafından indüklenen) olmak üzeri 4 farklı alt 

gruplara ayrılmaktadır (Rubio ve ark., 2019). Genel olarak, M2 makrofajlar Th2 yanıtını 

yansıtır ve oldukça anti-enflamatuvar olarak kabul edilebilir (Gleissner ve Erbel, 2012). 

M2 makrofajları tümörün başlatılması ve ilerlemesi ile korele olmuş, ayrıca 

enflamasyonun inhibitörleri olarak tanımlanmaktadır (Ohri ve ark., 2009). M2 polarize 

makrofajları, IL-10 gibi anti-enflamatuvar sitokinler üretmekte ve iNOS ekspresyonunu 
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azaltmakta, antijen sunumunu ve T hücresi çoğalmasını inhibe etmektedir (Redente ve 

ark., 2010). M2 polarize makrofajlarının, çeşitli tümör hücrelerinin in vitro büyümesini 

teşvik ettiği ve tümör hücresi sağkalımını arttırdığı bulunmaktadır. (Biswas ve ark., 

2008). Anjiyogenezin önde gelen bir aracısı olan vasküler endotelyal büyüme faktörü 

(VEGF) ile anjiyogenezin desteklenmesinde hayati bir rol oynamaktadır (Almatroodi ve 

ark., 2016). Alternatif olarak aktive edilmiş makrofajlar, Th2 tepkilerini indükler ve 

genellikle IL-4, IL-13, IL-10 ve glukokortikoidler tarafından polarize edilmektedirler. M2 

polarize makrofajlarla ilişkili markerler ve salgılanan moleküller arasında SOCS1, 

PPARγ, STAT6, GATA3, c-MYC, HIF-la, LXR, CD206 (MRC1), CD163, CD36, 

ARG1, IL-10, TGF-γ, vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF), FIZZ1 ve YM1 

(Chi313) bulunmaktadır (de Groot ve Pienta, 2018). 

2.2. Enflamasyon ve Makrofajların Rolü  

2.2.1. Enflamasyon 

Enflamasyon, çeşitli zararlı etkenler nedeniyle gelişen doku irritasyonu veya 

enfeksiyonuna karşı, dokunun yeniden yapılanmasını ve iyileşmesini sağlayan vasküler, 

humoral ve hücresel reaksiyonları içeren koruyucu yanıttır. Enflamasyon genetik 

faktörler ve çoklu fizyolojik yanıtların birikmiş sonucudur. Enflamasyon bir savunma 

mekanizması olmasına rağmen zararlı yönleri bulunmaktadır (Goverman, 2009). 

Enflamatuvar yanıt çeşitli hastalıklarda farklılık göstermesine rağmen, büyüme 

faktörleri, prostaglandinler, kemokinler, matriks metaloproteazları gibi endojen 

mediatörlerin, IL-1, IL-6, IL-8 interlokinler, TNF-α gibi enflamatuvar sitokinler, nitrik 

oksit gibi toksik moleküller ve serbest radikallerin yaygın spekturumu ile 

karakterizedir. Kısacası enflamatuvar yanıtın, enflamasyonu tetikleyen etkene bağımlı 

olarak, farklı fizyolojik amacı ve patolojik sonucu olabilir (Medzhitov, 2008). 

Enflamatuvar uyarıcıya yanıt olarak makrofajlar, dendritik hücreleri ve mast 

hücleri gibi immün hücreleri aktifleşir. Bunu takiben hücrlerde enflamatuvar 

mediyatörler salınır. Bu mediyatörler kızarıklık, vücut ısısının artışı, şişlik, ağrı ve 

fonksiyon kaybı gibi klinik belirtilerin ortaya çıkmasına neden olur. Enflamasyon 

süresince vazodilatasyon meydana gelir ve enflamasyon alanına bağışıklık 

hücrelerinin yüksek miktarda taşınmasıyla kan akışı artar. Bazı mediatörlerin ağrıya 
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duyarlılığı artırırken, bazı mediatörler kan damarlarından damarlara lökosit göçüne 

sağlamak için kan damarlarını değiştirir (Harvey ve Champe, 1998). Başlangıçta akut 

enflamasyon nötrofilik lökosit infiltrasyonu ile karakterizedir. 24 ve 48 saat sonra 

monositik hücreler hâkimdir. Buna karşılık kronik enflamasyon makrofajlar ve 

lenfositler gibi tek çekirdekli hücrelerin varlığı ile karakterizedir. Akut enflamasyona 

eikozanoidler ve vazoaktif aminler aracılık eder. Bu mediyatörler, enflamasyon 

bölgesinde plazma ve lökositlerin hareketini artırarak enflamatuvar uyararanlara karşı 

bağışıklık sisteminde erken yanıtı başlatır. Çeşitli sitokinler ve büyüme faktörleri 

kronik enflamasyonda lökosit, lenfosit ve fibroblastlar gibi immün hücreleri tarafından 

salınır (Gabay, 2006). 

Akut enflamasyon çeşitli enflamatuvar uyaranlara karşı yararlı konak yanıt 

olmasına rağmen kronik enflamasyon süreklidir ve doku hasarına neden olabilir. 

Kronik enflamasyon romatoid artrit, kronik enflamatuvar bağırsak hastalıkları, 

nörodejeneratif bozukluklar, septik şok sendromu, kalp krizleri, Alzheimer hastalığı 

ve kanser gibi birçok hastalığın etiyolojisinde yer almaktadır (Coussens ve Werb, 

2002). 

2.2.2. Enflamasyona makrofajların yanıtı 

Enfeksiyona karşı ilk savunma hattı doku makrofajlarıdır. Enflamasyon 

başladıktan sonra, dakikalar içinde dokuda var olan makrofajlar deri altı dokulardaki 

histiyositler, akciğerdeki alveoler makrofajlar, beyindeki mikrogliyalar ve diğerleri, 

hemen fagositik etkinliklerine başlarlar. Enflamasyon veya bu hücrelerin hızla 

genişlemeleridir. Sonra, daha önce sabit olan makrofajların çoğu bağlarından ayrılarak 

hareketli hale gelirler ve ilk birkaç saat içinde infeksiyona karşı ilk savunma hattını 

oluştururlar. Bu erken mobilize olan makrofajların sayıları genellikle çok fazla değildir 

ancak yaşam kurtarıcıdırlar.  

Nötrofillerin yayılımı ile birlikte monositler de kanda enflamasyonlu dokuya göç 

eder ve genişleyerek makrofaj haline gelirler. Ancak, dolaşan kandaki monosit sayısı 

düşüktür, ayrıca kemik iliğindeki monositlerin depo havuzu, nötrofillerden daha azdır. 

Bu yüzden enflamasyonlu doku bölgesinde makrofajların yerleşmesi yavaş olup etkin 

olmaları için günler gerekir. Bu arada kemik, iliğinde monosit üretimi çok artacağı için, 
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ancak günler, haftalar sonra, sonuçta makrofajlar enflamasyonlu doku bölgesinde en 

baskın fagositik hücre haline gelirler. Makrofajlar nötrofillere oranla daha fazla bakteriyi 

(yaklaşık beş katı) ve daha büyük partikülleri, hatta nötrofillerin kendilerini bile ve 

büyük miktarda ölü dokuyu fagosite edebilirler. Ayrıca makrofajlar antikorların 

gelişiminin başlamasında önemli rol oynarlar (Nardin ve Abastado, 2008). 

2.2.3. Enflamasyon Biyobelirteçleri 

Nitrik Oksit 

Nitrik oksit (NOx) hücre içi ve hücreler arası sinyalizasyonda önemli bir 

moleküldür. Birçok organın fizyolojik ve patolojik fonksiyonuna katkıda bulunan pek 

çok hücre tipi tarafından üretilir. Nöronal sistemde nörotransmitterler gibi biyolojik 

mediyatör olarak görev yapar. Vasküler sistemde ise kan damar tonunu düzenler ve 

bağışıklık hücreleri için önemli bir savunma molekülüdür. 

NOx, nitrik oksit sentaz (NOS) tarafından sentezlenir. Böylece nöronal NOS 

(nNOS ya da NOSI), indüklenebilen NOS (iNOS ya da NOSII) ve endotelyal NOS 

(eNOS ya da NOSIII) meydana gelir. Ayrıca farklı NOS enzimi olan mitokondriyal 

NOS (mtNOS)’ın bazı kalıntıları vardır. Bu enzim ailesi, L-arjinin nikotinamid 

adenin dinükleotid fosfat hidrojen (NADPH) bağımlı oksidasyonunu, NOx ve L-sitrulin 

üretimini katalizlerler. nNOS ve eNOS yapısal olarak nöronal ve endotelyal 

hücrelerinde ifade edilir. iNOS ise yapısal olarak bulunmaz, hızlı bir şekilde 

enflamatuvar uyaranlar, bakteriyal lipopolisakkarit ve sitokinler tarafından 

indüklenebilir (Aktan, 2004). 

Biyolojik sıvılarda NOx’in yarı ömrü çok kısadır ve hızla nitrit ve nitrata 

oksitlenir. NOx üretimi, NOx’in son ürünleri ile ölçülebilir. Bağışıklık sistemi aktive 

edildiğinde, monositler, makrofajlar ve nötrofiller nitrik oksit üretirler (Sun ve ark., 

2003). NOx çiftleri süperoksit O2
-. 

ile birleşerek peroksinitriti (ONOO
-
) oluştururlar. 

NOx ve O2
-. 

ile karşılaştırıldığında peroksinitrit (ONOO
-
) oldukça reaktiftir. Ayrıca NOx 

nitrasyon ve oksidasyonuyla DNA hasarına neden olan kimyasal olarak potensiyel bir 

molekül olarak bilinir (Szabo ve Ohshima, 1997). 

iNOS geninin transkripsiyonu, uyarana ya da hücre tipine bağlı olarak protein 
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kinaz C, tirozin kinaz, janus kinaz, raf-1 protein kinaz, mitojen tarafından aktive edilen 

kinazlar (MAP kinaz) gibi farklı sinyal yolakları tarafından uyarılır (Lahti ve ark., 

2002). Faredeki iNOS geninin promotör bölgesi NF-kB gibi transkripsiyon 

faktörlerinin yanı sıra Jun/Fos heterodimer, bazı CCAAT/enhancer bağlayan protein 

(C/EBP), cAMP yanıt elementi bağlayan protein (CREB) ve transkripsiyon 

faktörlerinin sinyal ileticisi ve transkripsiyon aktivatör (STAT) ailesi için çeşitli 

bağlayıcı bölgeleri içerir (Kleinert ve ark., 1998). NF-kB ve AP-1 gibi transkripsiyon 

faktörleri iNOS ekspresyonuna da aracılık eder (Xia ve ark., 2001). LPS, sitokinler, IFN-

γ, TNF-α gibi uyarıcılar sitozolden çekirdeğe NF-kB’nın translokasyonunu ve iNOS 

gen ifadesinin indüksiyonunu kolaylaştırırlar. TNF-α, IL-1α ve IL-1β sitokinleri 

iNOS‟ın endojen uyarıcılarıdır (Huang ve ark., 1998). 

iNOS tarafından üretilen NOx, makrofajların antimikrobiyal aktivitesine katkıda 

bulunur. Bununla birlikte NOx ve onun peroksinitrit ve azot dioksit gibi reaktif 

türlerinin yüksek konsantrasyonları karsinogenezis ve enflamasyonda önemli rol 

oynadığı bilinmektedir (Tsai ve ark., 1999). Ayrıca NOx enflamasyon ve sepsis de 

önemli bir molekül olarak tanımlanmıştır. iNOS ile indüklenen NOx üretiminin 

inhibisyonu enflamasyona karşı ilaçların etkinliğini değerlendirmek için bir ölçüm 

sağlayabilir (Chen ve ark., 2001). 

Prostaglandin 

Prostaglandinler (PGs), araşidonik asitin prostanoid yağ asitleri türevleridir. 

Hücre zarında bulunan fosfolipidlerden, fosfolipaz enzimi ile arşidonik asitler oluşur. 

Araşidonik asit, PGG2 ve PGH2 oluşturmak için siklooksijenaz-1 (COX-1) veya COX-2 

tarafından metabolize edilir. Ardından, prostaglandin E sentetaz (PGES) tarafından 

PGE2 dönüştürülür (Kudo ve Murakami, 2005). 

COX-1 enzimi her hücrede yapısal olarak bulunan ve hemostatik 

fonksiyonlar, mide hücre koruyucu ve hemostaz dâhil olmak üzere gerekli olan 

PG’leri sağlar. COX-2 enzimi ise enflamasyon sırasında hücrelerde indüklenir ve 

enflamasyon boyunca PG’nin oluşumunda rol oynar. Seçici COX-2 inhibisyonu, klasik 

non-steroid antienflamatuvar ilaçların gastrointestinal yan etkiler olmaksızın 

antienflamatuvar aktivitesi için önemlidir (Rouzer ve Marnett, 2009). 



 

14 

 

COX-1 kaynaklı PGE2, mide mukozasının korunmasında rol oynar. Böbrekte 

PGE2 üretimi, normal böbrek fonksiyonu için tuz ve su dengesi ve renin salınımının 

uyarılmasında önemlidir. PGE2, ya düz kas gevşemesini ya da dokuya bağlı kasılmayı 

uyarır. Ayrıca kan basıncının sürekliliğinde rol oynadığı gösterilmiştir (Hata ve 

Breyer, 2004). PGE2 damar düz kas hücrelerinin gevşemesini sağlar, kan akışı artırır 

böylece ödemi artırır. 

PGE2 aferent sinir sonlarında, bradikin ve histaminin etkisiyle ağrıya hassasiyeti 

artırır (Giuliano ve Warner, 2002). COX-2, bakteriyel lipopokisakkarit dâhil olmak 

üzere pro-enflamatuvar uyarıcılar tarafından indüklenir ve enflamasyon yerinde pro-

enflamatuvar prostaglandileri üretir (Akira ve Takeda, 2004). COX-2’nin 

enflamasyondaki rolü dışında, aynı zamanda kolon kanseri, Alzheimer hastalığı, kalp 

yetmezliği ve hipertansiyon gibi hastalıkların patojenezinde önemli rol oynar (Chen 

ve ark., 2001). 

Sitokinler 

Sitokinler, aktive olan hücreler tarafından sentezlenen, enflamasyon, travma, 

immun cevap ve enfeksiyon gibi önemli biyolojik olaylarda rol oynayan glikoprotein 

yapısındaki sinyal polipeptidlerdir (Zhang ve An, 2009). Esas olarak makrofaj ve 

lenfositler tarafından üretilen sitokinler her çeşit hücre tarafından salgılanmaktadır 

(Stout ve Suttles, 1997). Sentezlenmeleri ve hedef hücreleri etkilemeleri için 

çoğunlukla bir uyarı gerektirir. Sentezlenen sitokinler hemen salgılanır, hücre içinde 

biriktirilmez. Genel olarak sentezleri gen transkripsiyonu ile başlatıldığından 

salınımları geçici olup, hücre membranındaki sitokin reseptörleri aracılığıyla 

görevlerini yaparlar. Sitokinler enflamasyon reaksiyonlarındaki rollerine göre pro-

enflamatuvar sitokinler ve antienflamatuvar sitokinler olarak sınıflandırılmaktadır 

(Zhang ve An, 2009). 

Pro-enflamatuvar Sitokinler 

Genellikle makrofaj ve fibroblastlardan meydana gelen pro-enflamatuvar 

sitokinler, enflamatuvar cevabın şiddetini, yapısını, süresini düzenlemede aracılık yapan 

ve immun sistemini aktive eden mediyatörlerdir. Enflamatuvar değişikliklerin meydana 
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gelmesinde, patojenin eleminasyonunu sağlayan hızlı bağışıklık yanıtın ortaya 

çıkmasında rol oynar. Pro-enflamatuvar sitokin reaksiyonu, ilk olarak IL-1 ve TNF-α 

salınımı ile başlamaktadır. Bunlar ateş, enflamasyon, doku yıkımında üretilir. Bazı 

durumlara şok ve ölümün yanı sıra pro-enflamatuvar genler ve endotel adezyon 

moleküllerin transkripsiyonu uyarır (Van Herreweghe ve ark., 2010). 

TNF-α, enflamasyon, bağışıklık sisteminin geliştirilme ve apoptozda yer alır 

(Salek-Ardakani ve Croft, 2010). TNF-α, astım, Crohn hastalığı, romatizmal artrit, 

nöropatik ağrı, otoimmünite ve kanserler de dâhil olmak üzere birçok patolojik koşulları 

kapsar (Hehlgans ve Pfeffer, 2005). TNF’ye karşı monoklonol antikorların, Chron 

hastalığına karşı klinik açıdan aktif olduğu gösterilmiştir. TNF-α, enflamasyon 

bölgesine nötrofil ve monositlerin çekilmesinde önemli rol oynar ve diğer hücrelerden 

özellikle IL-1 ve IL-6 salgılanmasına neden olur. Düşük yoğunluklarda lökositler ve 

endotel hücreleri için akut enflamasyonu indükler. Normal dozlarda enflamasyonun 

sistemik etkilerini düzenler. Yüksek dozlarda septik şokun patolojik anormalliklerine 

neden olur (Van Deventer, 2000). 

IL-1α ve IL-1β immun yanıtın düzenlenmesine, enflamatuvar reaksiyonlara ve 

hematopoeze katılan sitokinlerdir. IL-1α ve IL-1β, fibroblastlar ve kondrositlerden 

oluşan akut faz proteinleri; prostaglandin ve kolajenaz sentezini artırırlar. COX-2 

transkripsiyonunu indüklerken, COX-1 üretiminin artmasında çok az etkiye sahiptir. Tip 

II fosfolipaz A2’nin gen ifadesini indükler bu durumda pirojeniteyi arttırır (Dinarello, 

2000). 

IL-6 akut faz yanıtlara aracılık eder ama pro-enflamatuvar sitokinlerin aktivitesi 

devam ettiği zaman akut enflamasyon bağışıklık yanıtları içeren kronik enflamasyona 

dönüşür. Kronik enflamasyonda IL-6, yaralanma bölgesinde mononükleer hücrelerin 

toplanmasını sağlar, bu durumu monosit kemotaktik proteini-1 (MCP-1) sekresyonu ve 

T- hücrelerinin anti-apoptotik ve anjiyoproliferasyon etkileri takip eder. Nötrofillerden 

makrofajlara sinyalizasyonun değişikliği akut enflamasyondan kronik enflamasyona 

geçişte önemli bir belirteçdir. Makrofajlar pro-enflamatuvar sitokinlerin ana 

kaynağıdır. Sistemik jüvenil idiopatik artrit, sistemik deri veremi eritematozus, 

ankilozan spondilit, sedef ve Crohn hastalığı, romatizmal artrit de dâhil olmak üzere 

bazı enflamasyon hastalıklarında dolaşımdaki IL-6 seviyeleri yüksektir (Gabay, 2006). 
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Antienflamatuvar Sitokinler 

Antienflamatuvar sitokinler monositik büyük doku uygunluk kompleksi (MHC) 

sınıf 2 ekpresyonunu, antijen sunma aktivitelerini ve hücrelerin pro-enflamatuvar sitokin 

salınımlarını azaltma da görev alırlar (Bone ve ark., 1997). Sitokin üretimini azaltıcı 

faktör olarak da adlandırılmış olan IL-10, yardımcı T lenfositler, B lenfositler, mast 

hücreleri, eozinofiller, monositler, makrofajlar ve keratinositler tarafından salgılanırlar 

(Lalani ve ark., 1997). IL-10’un iki önemli etkisi vardır. Bunlardan birincisi 

makrofajlar tarafından sitokinlerin (örn: TNF-α, IL-1, IL-12, kemokin) üretimini 

engellemek, ikincisi ise makrofajların T hücresi aktivasyonundaki işlevleri 

engellemektir. Bu etkilerin sonucunda T hücresi aracılığı ile gelişen bağışıklık yanıtı 

inhibe edilir (Moore ve ark., 1993). T hücrelerinin proliferasyonunu ve sitokin 

salgılamasını baskılar. Pro-enflamatuvar sitokinlerin salgılanmasını engeller. Ayrıca IL-

15, IL-6, IL-12 ve TNF-α’yı baskılar. Nitrik oksit ve prostaglandin sentezinin baskılar, 

IFN-γ üretiminin baskılar, B hücrelerinin farklılaşması ve proliferasyonunu artırır, 

makrofajlarca IL-1 reseptör salgılanmasını artırarak enflamasyonu engelleyebilir 

(Mosser DM ve Zhang, 2008). 

T hücresi kaynaklı, B hücresi büyüme faktörü olarak tanımlanan IL-4 

antienflamatuvar bir sitokindir (Dinarello, 2000). Temel olarak tip 2 yardımcı T lenfosit 

(Th2) hücrelerinden salınmakla birlikte, makrofajlar, monositler, mast hücreleri, 

bazofiller, fibroblast ve endotel hücrelerinden de salınımları yapılmaktadır (Momose ve 

ark., 2000). IL-4, TNF-α ve IL-6 gibi enflamatuvar sitokinlerin ve monositler tarafından 

salgılanan (monokin) parçalayıcı enzimlerin üretimini azaltır. IL-1β sentezini azaltabilir 

ve bu sentezi doğal olarak durduran IL-1 reseptör antagonistini (IL-1Ra) uyarır (De 

Vries, 1998). 

IL-13, hücresel kaynağı Th2 hücreleri olup, birçok özellikleri IL-4 ile ortaktır. 

İmmünoglobulin E (IgE) sentezi yönünden B hücrelerine yardımcı olur, monosit 

adezyonuna katkısı vardır (Moore ve ark., 2004). IL-4’ün aksine IL-13, yardımcı T2 

lenfositlerin farklılaşmasına neden olmaz. IL-13, özellikle IL-4 üretiminin az veya 

hiç olmadığı durumlarda IgE’nin uygun bir şekilde üretilmesi için gereklidir (De Vries, 

1998). IL-13’ün in vitro olarak pro-enflamatuvar sitokin (IL-1 ve TNF) ve kemotaktik 

sitokinlerin üretimini inhibe ettiği ve in vivo olarak güçlü antienflamatuvar etkilere 
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sahip olduğu bilinmektedir. IL-13 ve IL-4; IL-1α ve IL-1β, IL-6, IL-8, TNF-α, IL-10 

gibi sitokinler ile nitrik oksit üretimini 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 hücreli veya filamentöz yapılı 

fotobiyont (fotoototrofik partnerleri: alg veya siyanobakteri) arasındaki simbiyotik ilişki 

ile oluşan kararlı, mutualist yaşam sergileyen ve biyolojik olarak aktif birçok düşük 

moleküler ağırlıklı sekonder metabolit kaynağı oluşturan mikroorganizmaların kompleks 

topluluklarıdır (Calcott ve ark., 2018; Molnár ve Farkas, 2010). 

Likenler, kutup bölgelerinden tropik bölgelere, ovalardan en yüksek dağlara kadar 

çok çeşitli habitatlarda ortaya çıkar. Örneğin kayaların içinde veya yüzeyinde, toprakta, 

ağaç gövdelerinde ve çalılıklarda, canlı yaprakların yüzeyinde ve ahşap, deri, cam, metal, 

beton gibi insan yapımı ürünlerin yüzeylerinde bulunabilirler. Çoğu liken karasal 

ortamlarda bulunurken bazı liken türleri tatlı su akıntılarında ve deniz intertidal 

bölgelerinde bulunur. Ayrıca likenler aşırı sıcaklıklara, kuraklığa, su baskınlığına, 

tuzluluk oranına, yüksek hava kirletici konsantrasyonlarına ve besin açısından fakir, 

yüksek oranda nitrit bulunan ortamlara uyum sağlayarak ekstrem çevresel koşullarda da 

yaşayabilirler (Molnár ve Farkas, 2010). 

Liken birlikteliklerinde mikobiyont gibi davranan mantar partnerleri, tüm 

mantarların yaklaşık % 21’lik kısmını kapsamaktadır. Tanımlanan bu dominant 

mikobiyontların % 98’inden fazlası Ascomycetes şubesine aittir ve tüm 

Ascomycetes’lerin yaklaşık % 50’si mutualist olan bu liken hayatını benimsemişlerdir. 

Bu mikobiyontların geriye kalan yaklaşık % 0,3’lük kısmı ise Basidiomycetes şubesine 

aittir ve kalanların çoğu anamorfik mantarlardır yani eşeysel üreme evresi olmayan çeşitli 

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

Mikobiyontlar, likenlerde fotobiyontlar için uygun bir ortam sağlama; fotosentez, 

hidrasyon ve gaz değişimi gibi olaylar için geniş bir yüzey alanı oluşturma; aşırı 

sıcaklıklar ve zararlı ultraviyole radyasyon gibi olumsuz çevresel koşullarına karşı 

fotobiyontu koruma ve fotobiyontun optimum ışığa maruz kalmasını sağlama; mantar 
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hifleri sayesinde koruyucu bir tabaka oluşturarak savunma; dış ortamdan konsantre ettiği 

fosfor, demir, çinko ve magnezyum gibi temel iz mineralleri ile simbiyoza besin maddesi 

olarak katkıda bulunma; fotobiyontlar ve liken tallusları için su ve CO2 sağlamak gibi 

birçok görevi üstlenmektedir (Lo ve ark., 2019; Sigurbjörnsdóttir ve ark., 2016; Nguyen 

ve ark., 2013). 

Likenlerin yaklaşık % 95’i iki kısımlı olup mikobiyontun fotosentetik partneri 

klorobiyont (yeşil algal form, kloromorf) (likenlerin yaklaşık % 85'i) veya 

siyanobiyonttan (siyanobakteriyel form, siyanomorf) (likenlerin yaklaşık % 10'u) sadece 

biri olur (Osyczka ve ark., 2021). Geriye kalan yaklaşık % 5’lik kısım ise üç kısımlıdır 

yani mikobiyontun fotosentetik partneri olarak klorobiyont ve siyanobiyont birlikte 

bulunur ve bu likenler fotosimbiyodem olarak isimlendirilirler (Simon ve ark., 2018). 

Fotobiyont liken oluşumuna katıldıktan sonra genellikle tek hücreli hale gelmeye teşvik 

edilmektedir ve eşeyli üremeleri baskılanmaktadır. Ayrıca liken oluşumu esnasında 

mikobiyontun hücre duvarları, fotosentezle üretilen ve bir kısmı dağılan karbonhidratların 

mikobiyont tarafından kullanılabilmesi için daha geçirgen hale gelir ve böylece 

fotobiyontlar sayesinde mikobiyontlar enerji kaynağı edinmiş olur (Kosecka ve ark., 

2021). 

Likenlerin yaklaşık % 98’inin fotobiyontları tür düzeyinde bilinmemekle beraber 

fotosentetik partner olarak 40 cins tanımlanmıştır ve bunların 25 tanesi alg (klorobiyont), 

15 tanesi de siyanobakteridir (siyanobiyont). Fotobiyontlar arasında algler baskın 

olmasına rağmen likenlerde sadece birkaç farklı alg sınıfı tanımlanmıştır. Yeşil alg 

fotobiyontlarının en büyük grubunu Trebouxiophyceae oluşturmaktadır. Bir sonraki en 

yaygın klorobiyont ise Trentepohlia cinsinin türlerine aittir ve serbest yaşayan filamentli 

yeşil alglerden, türetilen ve klorofili maskeleyen turuncu bir karotenoid ile ayırt edilirler. 

Diğer küçük alg sınıfları ise yaygın olarak suda yaşayan likenlerde göze çarpıp bunların 

arasında altın alg Heterococcus ve kahverengi alg Pteroderma maculiforme yer 

almaktadır. Doygun haldeyken fotosentez yapabilen ve bunun sonucu olarak düşük ışıklı, 

nemli, besin açısından fakir habitatlara özellikle iyi adapte olabilen siyanobiyontlar 

arasında en yaygın olan fotobiyontlar ise Nostoc, Scytonema ve Rhizonema cinsine ait 

türlerdir. Siyanobakteriler dışında en baskın olan bakteri sınıfı Alphaproteobacteria 

olmasına rağmen, özellikle Burkholderiales ve Actinomycetales gibi sekonder metabolit 
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üretimini zengin bir şekilde gerçekleştiren bakteriler de likenlerdeki bakteri 

popülasyonlarına katılmaktadır (Calcott ve ark., 2018). Klorobiyontlar ve siyanobiyontlar 

ürettikleri birincil metabolitleri açısından birbirinden ayrılırlar. Yeşil algal fotobiyontlar 

birincil metabolit olarak ribitol, eritritol ve sorbitol gibi şeker alkolleri üretirken 

siyanobakteriyel fotobiyontlar (siyanobiyotlar) glukoz üretir. Sonuç olarak üretilmiş olan 

bu karbonhidratlar mantarlara aktarılır ve mantarlar tarafından başka bir şeker alkolü olan 

mannitola dönüştürülerek depolanır. Ayrıca siyanobiyontlar, klorobiyontların aksine, 

atmosferden azot fikse etme yeteneğine sahiptir ve böylece simbiyoza ek bir besin katkısı 

sağlarlar (Kosecka ve ark., 2021). 

2.3.1. Likenler tarafından üretilen metabolitler 

Likenler tarafından üretilen metabolitler, primer ve sekonder metabolit olmak 

üzere ikiye ayrılır. Protein, amino asit, poliol, karotenoid, polisakkarit ve vitamin 

yapısında olan primer metabolitler, doğrudan hayati fonksiyonlarla ilgili ürünlerdir. 

Poliketid, polifenol, kinon, terpenoid, ksanton, dibenzofuran, depsid, depsidon, depson, 

terpenoid vb. yapısında olan sekonder meatbolitler ise temel hayati fonksiyonlarla 

doğrudan ilgili olmayan ancak likenlere birçok avantaj sağlayan ürünlerdir (Fernández-

Moriano ve ark., 2016). Çeşitli liken türlerinden ve bunların kültürlü simbiyontlarından 

tanımlanan 1000'den fazla sekonder metabolit likenlerin çevre koşullarına uyum 

sağlamasında, onları korumada, hayatta kalmasına ve büyümesine destek olmada ve 

ekosistemle ilişkileri düzenlemesinde çeşitli görevleri üstlenmektedir (Calcott ve ark., 

2018). 

Nispeten düşük moleküler ağırlığa sahip olan sekonder metabolitlerin likenlerde 

oluşturdukları kimyasal profil, mikobiyont ile fotobiyont arasındaki iletişimden, kültür 

temelli çalışmalarda karbon kaynağından, UV-radyasyonu gibi çevresel etkenlerden ve 

mevsim, iklim, bulunduğu bölge gibi coğrafi durumlardan etkilenmektedir (Gauslaa ve 

ark., 2013). Ayrıca fotobiyont, mikobiyontun sekonder metabolizması üzerinde de bir 

etkiye sahiptir. Bazı çalışmalarda aksenik mikobiyont kültürleri veya mikobiyont ve 

fotobiyont içeren ko-kültürleriyle kıyaslandığında, liken oluşumuna katılan 

mikobiyontların daha farklı metabolit serisi ürettiği gösterilmiştir (Wrede ve ark., 2014). 

Başka bir çalışmada da fotobiyontları olmadan yetiştirilen mikobiyontların, belirli 

koşullar altında spesifik olarak sentezledikleri sekonder liken bileşiklerinden farklı, 
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simbiyozda bulunmayan maddeler de sentezlediği belirtilmiştir. Ayrıca simbiyotik 

bakteriler tarafından üretilen sekonder metabolitlerin, simbiyotik olmayan bakterilerde 

nadir görüldüğü saptanmıştır (Brunauer ve ark., 2007). 

Üretilmiş olan bu metabolitlerin % 15,5'inin mantar ve % 17,6'sının bakteri orjinli 

olduğu, % 7,6'sının mantar ve bakteri bileşiklerine benzer olduğu ve %59,3'ünün ise 

kültürlenebilir bakteri ve mantarların ürettiği bileşiklerle alakasız olduğu belirlenmiştir. 

Bakteri orjinli bileşiklerden sadece % 12'si tatlı su siyanobakteri örnekleri tarafından 

üretilen bileşiklere benzemektedir. Siyanobiyontlar 1.100'den fazla eşsiz sekonder 

metabolit üretmektedir ve genomları sıklıkla yüksek sayıda biyosentetik küme içerir. 

Sekonder metabolit üretimine ayrıca büyük katkı sağlayan bakteri popülasyonları 

Burkholderiales ve Actinomycetales cinsleridir. Ancak izole edilebilen liken sekonder 

metabolitlerinin büyük çoğunluğu mantar orjinlidir (Calcott ve ark., 2018). 

Liken metabolitleri poliketit yolu (asetil – polimalonil yolu), mevalonik asit yolu 

ve şikimik asit yolu olmak üzere üç farklı biyosentez yolundan biri tarafından 

üretilmektedir. Sekonder metabolitlerin çoğu ise poliketit yolağından, geri kalan kısımlar 

ise mevalonik asit ve şikimik asit yolaklarından üretilmektedir (Stocker-Wörgötter, 

2008). 

Likenlerde alt ve üst korteks, alg tabakası ve medüller olarak adlandırılan kısımlar 

göze çarpmaktadır. Mikobiyontlar tarafından üretilen metabolitler kortekste veya 

medüller katman içerisinde birikirler. Ayrıca çeşitli sekonder metabolitler, mantar 

hiflerinin dış yüzeylerinde hücre dışı minik kristaller oluşturacak şekilde bulunurlar. Bu 

konumlandırılma durumları da simbiyotik hayata katkıda bulunmaktadır. Örneğin korteks 

tabakasında bulunan kortikal liken bileşikleri, alg tabakası için bir çeşit ışık filtresi olarak 

kabul edilmektedir (Molnár ve Farkas, 2010). 

2.3.2. Liken sekonder metabolitlerinin genel etkileri 

Deneysel yöntemlerle liken sekonder metabolitleri hakkında birçok bilgi 

edinilmesine rağmen simbiyotik yaşamdaki işlevleri hakkında hala net bilgiler elde 

edilememiştir. Yapısal olarak birbirlerine çok benzer olan metabolitler arasında bile çok 

farklı biyolojik etkilerin olduğu gözlemlenmiştir. Birçoğunun da çoklu biyolojik aktivite 
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sergilediği bilinen bu metabolitlerin liken talluslarını zararlı otlara, patojenlere, 

rakiplerine ve yüksek UV ışıması gibi dış faktörlere karşı koruduğu düşünülmüştür. 

Araştırmalar sonucunda ise genel fonksiyonlarının antioksidan aktivite, simbiyoz 

gelişimi, metal homestazisi ve kirlilik toleransı, fotokoruma, allelopati, antimikrobiyal, 

antiviral ve antifungal aktivite, antiherbivor ve böcek öldürücü aktivitesi, antikanser 

aktivitesi, antipiretik ve analjezik etki olduğu belirlenmiştir (Molnár ve Farkas, 2010). 

Antioksidan aktivite 

Hidroksil radikali, süperoksit anyonu ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen 

türleri ve nitrik oksit gibi reaktif azot türleri hücrelerde kimyasal süreçlerde önemli rol 

oynamasına rağmen bu serbest radikaller hücrelerde proteinlere, nükleik asitlere ve hücre 

zarındaki doymamış yağ asitlerine saldırarak hasara neden olmaktadır. Bu serbest 

radikallerin zarar verici etkileri ise çeşitli antioksidan savunma sistemleri tarafından 

giderilmeye çalışılmaktadır. Bu radikaller ve antioksidan savunma sistemleri arasında 

denge kurulamadığı takdirde hücrelerde oksidatif stres durumu meydana gelmektedir. 

Likenlerde ise bu oksidatif stres durumu liken talluslarında meydanar gelir ve sekonder 

metabolitler, UV ışığı tarafından üretilen serbest radikallere karşı koruma sağlar (Toledo 

Marante ve ark., 2003). Bu yüzden oksidatif stres durumuna karşı likenler bunu elemine 

etmek için sekonder metabolit üretimine yönelirler. Örneğin Antarktika'daki düşük 

sıcaklık, kuraklık, kış karanlığı, yüksek UV-B ve güneş ışını gibi ekstrem koşullar 

oksidatif stresin artmasına neden olur. Bunun sonucu olarak da Antarktika likenlerinin 

daha fazla miktarda antioksidan madde içerdiği ve bu madde içeriğinin tropik ve ılıman 

likenlerinkinden daha yüksek antioksidan aktiviteye sahip olduğu gösterilmiştir 

(Harrisson ve ark., 1989). Bu maddeler fenolik grup içerdiklerinden dolayı zararlı olan 

bu serbest radikalleri yok edebilme yeteneğine sahiplerdir. Dolayısı ile liken ve liken 

metabolitlerinin doğal antioksidanlar için yeni kaynak oluşturabileceği düşünülmektedir 

(Molnár ve Farkas, 2010). 

Metal homeostazı ve kirlilik toleransına etkisi 

Metal homeostazında ve kirlilik toleransında genel bir rol oynayan liken sekonder 

metabolitleri ağır metal birikimine karşı hassas olup bu hassasiyetleri türe özgüdür 

(Molnár ve Farkas, 2010). Ağır metallere maruz kalan likenlerde bazı sekonder 
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metabolitlerinin miktarının azaldığı bazılarının ise ağır metallerin zararlı etkilerini 

ortadan kaldırmak için metabolit miktarlarının arttığı çeşitli çalışmalarda gösterilmiştir 

(Hauck, 2008; Hauck ve Huneck, 2007). Bu çalışmalar doğrultusunda bu liken 

metabolitlerinin belirli metal katyonlarının alımını teşvik ederek likenlerde metal 

homeostazisini kontrol ettiği, diğerlerinin adsorpsiyonunu azalttığı ve böylece likenlerin 

kirli alanlarda ağır metallere karşı toleransının arttığı belirlenmiştir (Molnár ve Farkas, 

2010). 

Fotokoruma 

Likenler, yüksek ışık seviyelerine ve UV ışınlarının zararlı etkilerine karşı 

klorobiyontlarını korumak için alg tilakoid membranlarındaki ksantafil döngüsü ve liken 

metabolitlerinin ışık taraması ve UV-B koruması gibi stratejiler kullanmaktadır. Örneğin 

ışık tarama stratejisinde kortikal kısımda biriken liken bileşikleri sayesinde üst korteksin 

opaklığı artmakta ve bunun sonucunda alg katmanına ulaşan yüksek olay ışıması 

azaltılmaktadır. Burada görev alan ışık tarama pigmentleri (parietin, usnik asit, vulpinik 

asit gibi), gelen ışığı emerek fotobiyontu yoğun radyasyondan korumaktadır ve alg 

katmanına ulaşan güneş ışınlarını düzenlemektedir (Solhaug ve Gauslaa, 1996). Ayrıca 

fotosentezi inhibe eden ve DNA’ya zarar veren UV-B ışınları, birkaç liken sekonder 

metabolitleri (atranorin, kalisin, pinastrik asit, pulvinik asit, rizokarpik asit, usnik asit, 

vulpinik asit gibi) tarafından güçlü bir şekilde emilerek bu ışınlara karşı liken bileşikleri 

filtre görevini üstlenmektedir. Bu metabolitlerin sentezini ise UV-B ışınları 

tetiklemektedir (Carter ve ark., 2007). Ayrıca UV-B ışınlarına karşı fotokoruma sağlayan 

bazı liken sekonder metabolitlerinin (atranorin) floresans karaktere sahip olmalarından 

dolayı bu bileşiklerden yayılan ışıklar algler tarafından fotosentezde kullanılarak 

fotobiyont için fayda sağlamaktadır (Thune ve Solberg, 1980). 

Allelopati 

Liken sekonder metabolitleri; ışık, substrat, besin ve su için rekabet eden komşu 

likenlerin, yosunların ve vasküler bitkilerin yanı sıra mikroorganizmaların gelişimini ve 

büyümesini etkileyerek allelopatik ajan (allelokimyasallar olarak adlandırılır) olarak işlev 

göstermektedir. Bu allelopatik ajanlar ortama salınarak diğer organizmaların fotosentez, 

solunum, terleme, protein ve nükleik asit sentezi, iyonların zardan taşınımı ve iyon zarı 
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geçirgenliği gibi temel hücresel fonksiyonları etkileyebilmektedir. Örneğin liken 

birlikteliğine katılmayan diğer mantarların istilasına karşı vulpinik asit ve evernik asit, 

saldıran mantarlarda aksospor germinasyonunu engelleyerek etki göstermektedir. Liken 

metabolitleri, bitkiler üzerindeki allelopati özelliğini bitkilerin büyümesini inhibe ederek 

veya büyük ölçüde geciktirerek göstermektedir (Macias ve ark., 2007). 

Antimikrobiyal aktivite 

Likenler doğadaki patojenlerin çoğuna karşı antimikrobiyal, antiviral ve 

antifungal olacak şekilde savunma sağlayan sekonder metabolitler sentezlemektedir. 

Bunlara örnek olarak fisodik asit, atranorin, lekanorik asit, usnik asit, evernik asit ve 

vulpinik asit verilebilir. Bu sonuçlara göre liken sekonder metabolitleri, antibiyotiklere 

direnç gösteren mikroorganizmalara karşı antimikrobiyal ajan olarak yeni kaynak 

oluşturma potansiyeline sahiptir (Schmeda‐Hirschmann ve ark., 2008). 

Antiherbivor ve böcek öldürücü aktivitesi 

Likenler böcekler, akarlar, salyangozlar, sümüklü böcekler, lepidopteran larvaları, 

karibu ve ren geyiği gibi herbivorlar tarafından besin olarak tüketilmektedir. Ancak bu 

duruma likenlerin bitki örtüsü, muhtemelen düşük beslenme kalitesi, kendilerine özgü 

yapısal özellikleri ve savunma bileşikleri sentezlemesi nedeniyle nadir olarak 

rastlanmaktadır. Ayrıca herbivorların gıda olarak likenleri tercih etmelerinde de liken 

sekonder metabolitleri önemli bir rol oynamaktadır. Bu yüzden zararlı sentetik 

kimyasalların pestisit olarak kullanımı yerine doğal ve çevreye daha az zararlı etkisi 

olduğu bilinen bu liken sekonder metabolitlerinin iyi birer pestisit olabileceği 

düşünülmüştür (Asplund ve Gauslaa, 2008). 

Antikanser etkisi 

DNA’ya zarar vermeden ve hastanın ilerleyen yaşamında ikincil malignitelerin 

gelişimine neden olmayan yan etkilerin az olduğu kanser tedavilerinin araştırılması büyük 

ilgi odağı haline gelmiştir. Bu nedenle doğal ortamlarda bulunan daha az yan etkisi 

olabilecek yeni antikanser ilaçları araştırılmaya başlanmıştır. Birçok liken sekonder 

metabolitinin de antikanser etkisinin varlığı incelenmiş ve saptanmıştır. Bunlara örnek 

olarak, usnik asit, atranorin, parietin, salazinik asit, evernik asit, vulpinik asit, difraktaik 
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asit, lekanorik asit, lobarik asit gibi birçok sekonder metabolit verilebilir. Bu liken 

sekonder metabolitlerinin ise çeşitli antikanser mekanizmalarını kullanarak bu etkiyi 

sağladığı gösterilmiştir (Kumar ve ark., 2014; White ve ark., 2014). 

Antipiretik ve analjezik etki 

Bazı liken sekonder metabolitlerinin ağrıyı etkili bir şekilde hafiflettiği ve bazı 

memelilerde ateş ve enflamasyonu azalttığı gösterilmiştir. Örneğin usnik asit, sıçanlarda 

pençe ödemini azalttığı ve önemli derecede doza bağlı olarak antienflamatuvar etki 

gösterdiği belirlenmiştir (Vijayakumar ve ark., 2000). Bir başka çalışmada ise difraktaik 

ve usnik asitlerinin farelerde analjezik etkiye, usnik asidin ise lipopolisakkaritlerin 

tetiklediği ateşe karşı antipiretik etkiye sahip olduğu gösterilmiştir. Bu yüzden liken 

sekonder metabolitlerinin insanlar üzerinde de etkili olabileceği düşünülmektedir 

(Okuyama ve ark., 1995). 

Birçok yararlı biyolojik aktiviteye sahip olan bu liken sekonder metabolitlerinin 

kullanımını kısıtlayan birçok durum söz konusudur. Likenlerden elde edilecek olan 

bileşiklerin aydınlatılması ve çalışmalarda kullanılabilmesi için gereken yeterli 

miktarlarda bileşiklerin, oldukça yavaş büyüyen ve kompleks yapıya sahip olan 

likenlerden saflaştırılmasının zor ve zahmetli olmasından dolayı çalışmaların yürütülmesi 

oldukça zorlaşmaktadır. Ayrıca liken ve liken bileşiklerinin (atranorin, difraktaik asit, 

evernik asit, lobarik asit vb.) hassas kişilerde alerjik reaksiyonlara (alerjik dermatit, 

fotokontakt dermatit, eritem, kaşıntı, ölçeklenme, rinit ve astım vb.) neden olması da 

likenlerin kullanımını kısıtlamaktadır (Calcott ve ark., 2018; Molnár ve Farkas, 2010). 

2.3.3. Çalışmamızda kullanılan liken sekonder metabolitleri 

Atranorin 

C19H18O8 kapalı formülüne sahip atranorin, depsidler grubunun önemli bir üyesi 

olup, çeşitli liken türlerinde bulunmaktadır (Şekil 2) (Studzinska-Sroka ve ark., 2017). 

Genellikle, Stereocaulon cacspitorim, Everniastrum vexans ve Parmatrema türleri gibi 

çeşitli likenlerde rapor edilen bir liken sekonder metabolitidir. Atronorinin biyolojik 

özellikleri arasında antimikrobiyal ajanlar, antinosiseptif, antienflamatuvar, antioksidan, 

antikanser ve fotokoruyucu kapasite bulunmaktadır (Studzinska-Sroka ve ark., 2017). 
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Şekil 2. Atranorinin moleküler yapısı (Studzinska-Sroka ve ark., 2017) 

Evernik Asit 

C17H16O7 kapalı formülüne sahip olan depsid yapısındaki evernik asit, Evernia 

prunastri ve Pseudoevernia furfuraceae gibi likenlerde bulunan bir sekonder metabolittir 

(Şekil 3) (Wang ve ark., 2018; Fernández-Moriano ve ark., 2017). Bu bileşiğin 

antioksidan, antimikrobiyal ve antikarsinogenik etkiler gösterdiği belirtilmiştir (Ristic ve 

ark., 2016). Ayrıca evernik asidin likenlerin yakın çevrelerinde yaşayan yosunların 

büyümesini ve spor üretimini inhibe ederek alleopatik etki gösterdiği saptanmıştır 

(Calcott ve ark., 2018). 

 

Şekil 3. Evernik asitin moleküler yapısı (Wang ve ark., 2018) 

Vulpinik Asit 

Vulpinik asit (C19H14O5), ilk olarak Letharia vulpina'dan izole edilen furan 

yapısındaki bir lakton olup kimyasal yapısı ilk olarak 1881'de formüle edilmiştir (Şekil 

4) (Kılıç ve ark., 2018; Koparal ve ark., 2015). Şikimik asit yolağı üzerinden sentezlenen 



 

26 

 

sarı renkli bu bileşik ilk olarak 1925 yılında Mazza tarafından izole edilmiştir (Kılıç ve 

ark., 2018). 

 

Şekil 4. Vulpinik asitin moleküler yapısı (Kılıç ve ark., 2018) 

Diffraktaik Asit 

Başta Usnea cinsine ait liken türleri olmak üzere Usnea diffracta, Protousnea 

magellanica, Usnea subcavata, Usnea longissima türlerinden izole edilen difraktaik asit 

(C20H22O7) depsid grubuna ait bir sekonder metabolit olup antioksidan ve mide koruyucu, 

bağışıklık uyarıcı, antikanserojenik, analjezik ve antipiretik etkiler gösterdiği 

kanıtlanmıştır (Şekil 5) (Wang ve ark., 2018; Okuyama ve ark., 1995). 

 

Şekil 5. Diffraktaik asitin moleküler yapısı (Wang ve ark., 2018) 

2.4. Çalışmanın Amacı 

Son zamanlarda enflamasyon sonucu oluşan organ hasarını asgari düzeye 

indirecek fitokimyasallar ile ilgili çalışmaların sayısı giderek artmaktadır. Bu amaçla 

kullanılan maddelerin birçoğu sahip oldukları antioksidan ve antienflamatuvar 

aktivitelerden dolayı bu etkiyi göstermektedir. Enflamasyon sonucu oluşan doku ve 
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organ hasarını önlemede çeşitli fitokimyasalların koruyucu rolü araştırılmıştır. Liken 

kaynaklı ikincil metabolitlerin antibakteriyel, antifungal, antioksidan, antiviral, 

antienflamatuvar ve antikanser gibi biyolojik etkinliklerini ortaya çıkarmakta ve bu 

konuyla ilgilenecek araştırmacıların dikkatini çekmektedir. Yaptığımız çalışmada, liken 

sekonder metabolitlerinden atranorin, diffraktaik asit, evernik asit ve vulpinik asitin 

lipopolisakkarit ile indüklenen makrofaj hücrelerindeki antienflamatuvar aktivitesini 

araştırdık. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Gereç 

3.1.1. Hücre hattı 

Çalışmamızda kullanılan RAW264.7 fare makrofaj hücre hattı Sayın Prof. Dr. 

Ahmet CUMAOĞLU’nun (Erciyes Üniversitesi, Eczacılık Fakültesi, Biyokimya 

Anabilim Dalı) hücre kültürü koleksiyonundan temin edildi. 

3.1.2. Analizlerde kullanılan kimyasallar 

[3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)]-2,5-difeniltetrazolyum bromür  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 kiti      Elabscience 

Mouse IL-1β ELISA kiti      Elabscience 

Mouse IL-6 ELISA kiti      Elabscience 

Mouse Nitrik Oksit ELISA kiti     Elabscience 

Mouse Prostaglandin E2 ELISA kiti     Elabscience 

Mouse TNF-α ELISA kiti      Elabscience 

Penisilin        Sigma 

Potasyum dihidrojen fosfat      Merck 

Potasyum klorür       Merck 

RPMI 1640 medium       Sigma 

Sodyum hidroksit       Merck 

Sodyum klorür       Merck 

Streptomisin        Sigma 

Tripan Blue       Sigma 

Tripsin-EDTA çözeltisi      Sigma  
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Tris-HCl        Nzytech 

Vulpinik Asit       Carbosynth 

 

3.1.3. Kullanılan cihazlar 

Buzdolabı        Vestel 

Çeker Ocak        Biolab 

Derin Dondurucu (-20 °C)      Vestel 

Derin dondurucu (-80 °C)      Elcold 

Distile Su Cihazı       Millipore 

ELISA mikroplate okuyucu      VersaMax 

Etüv         Nüve 

Hassas Terazi        Mettler Toledo 

İnverted mikroskop       Euromex 

Işık mikroskobu       Olympus 

Isıtıcılı Manyetik Karıştırıcı      Wisd 

Karbondioksit tüpü       Tüpaş 

Karbondioksitli inkübatör      Biolab 

Laminar Akım Kabini (Class II)     Nüve 

Mikropipet Seti       Brand 

Mini santrifüj        Nüve 

Otoklav        Nüve 

Otomatik Pipetör       Isolab 

pH Metre        Mettler Toledo  

Sıvı Azot Stok Tankı       Thermo 

Soğutmalı Santrifuj       Nüve 

Su Banyosu        Wisd 

Ultrasonik Su Banyosu      Wisd 

UV Lambası        Philips 

Vorteks        Wisd 

 

3.2. Yöntem 

3.2.1. Hücre kültürü ortamı 

Hücre kültürü çalışmaları steril laminar akım kabininde (Class II) gerçekleştirildi. 

Hücre kültürü calışmalarına başlamadan önce kabin % 70’lik etil alkol ile silindi. UV 
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ışıktan etkilenmeyen ve kabin içerisinde kullanılacak olan malzemeler kabin içerisine 

bırakılarak 15 dakika UV ışığına maruz bırakıldı. Çalışma sonunda kabin % 70’lik etil 

alkol ile tekrar silindi ve kabinin kapağı kapatıldı. Kabin ve hücre kültürü odası 1 saat 

UV ışığa maruz bırakıldı. 

3.2.2. Dondurulmuş hücrelerin çözdürülmesi 

Çalışmamızda kullanılan RAW264.7 makrofaj hücre hattı, çalışma yapılana 

kadar sıvı azot içerisinde (-196°C) saklandı. Çalışmaya başlamadan önce dondurulmuş 

hücreler 37°C sıcaklığındaki su banyosunda 1-2 dakika (yaklaşık 90 saniye) içerisinde 

çözüldü. 

3.2.3. Hücrelerin ekilmesi 

Hücre Besiyeri Ortamı (Komplete Medyum): Hücre kültüründe kullanılan hücre 

besiyeri ortamı şu şekilde hazırlandı; 

RPMI 1640 besiyeri ortamı      100 mL 

Fetal sığır serumu       % 10 

L-Glutamin        2 mM 

Penisilin        100 U/mL 

Streptomisin        100 µg/mL 

 

Tüm bu bileşenler otoklavlanmış kapaklı rekatif şişelerinin içerisinde 

hazırlanarak iyice karıştırıldı ve çalışma gününe kadar +4 °C’de saklandı. Çalışmamızda 

kullanılan RAW264.7 makrofaj hücre hattında kriyoprotektif ajan olarak % 10’luk 

dimetil sülfoksit (DMSO) bulunmaktaydı. Bu DMSO’yu ortamdan uzaklaştırmak için 

çözdürülen hücreler 15 mL’lik falkon tüplere konuldu ve üzerine 9 mL komplete 

medyum eklenerek 1000 rpm’de 3 dk santrifüj edildi. Süpernatant vakum ile hassas bir 

şekilde uzaklaştırıldıktan sonra altta kalan pellet üzerine taze hazırlanmış komplete 

medyumdan 6 mL eklenerek hücrelerin iyice süspande olması sağlandı ve 25 cm2’lik 

flasklara ekim yapılarak % 5 CO2 ve % 95 hava içeren 37°C’deki inkübatöre kaldırıldı 

(Agrawal ve ark., 2021). 
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3.2.4. Alt kültürleme (Pasajlama) 

Pek çok hayvan hücre hattı plastik ya da cam yüzeye yapışarak, tek bir hücre 

tabakası oluşturacak şekilde büyümektedir. Yüzey hücrelerle tam olarak kaplandığında 

(konflüe kültür) büyüme önce yavaşlar, sonra durur. Hücrelerin büyümeye devam etmesi 

için düzenli aralıklarla alt kültürleme (pasajlama) yapılması gerekmektedir. Alt 

kültürleme, hücre-hücre ve hücre-substrat arasındaki bağların tripsin, dispaz ya da 

kollajenaz gibi proteolitik enzimlerle kırılmasını gerektirir. Birbirlerinden ve 

tutundukları yüzeyden ayrılmış hücreler sayılır, istenilen dilüsyon yapılarak taze besiyeri 

içeren yeni kültür ortamına (flask, petri kabı vs.) alınır. Yeni kültür kabında hücreler önce 

yüzeye tutunur, daha sonra büyümeye ve bölünmeye başlar. Başlangıçta eklenen hücre 

sayısına, kültür koşullarına ve hücre hattına bağlı olarak inkübasyon zamanının sonunda 

kültür, yeniden konflüe hale gelir ve alt pasajlama tekrarlanır. Çalışmamızda 

kullandığımız RAW264.7 makrofaj hücreleri % 80-90 konflüe hale geldiğinde yapıldı. 

Pasajlamada kullanılan çözeltiler ve hazırlanışları aşağıda belirtildi; 

Stok Phosphate Buffered Saline (PBS) Tamponu (10X): 80 g NaCl, 2 g KCl, 11,5 g 

Na2HPO4.7H2O, 2 g KH2PO4 son hacim 1 L olacak şekilde distile su içerisinde 

çözüldükten sonra, pH değeri 7,5’e ayarlandı, 121°C’de 20 dakika otoklavlanarak steril 

edildi ve çalışma gününe kadar oda sıcaklığında saklandı. 

PBS Çalışma Tamponu (1X): Hücre kültürü çalışmasından önce 10X stok PBS 

tamponu 1:10 oranında steril distile su ile seyreltilerek hazırlandı ve aynı gün içerisinde 

kullanıldı. 

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

1:10 oranında seyreltilerek hücre pasajlamasında kullanıldı. 

Çalışmada RAW264.7 makrofaj hücreleri % 80-90 konflüe hale geldiklerinde 25 

cm2’lik flasklardaki kültür besiyeri uzaklaştırıldı, hücreler 5 mL 1X PBS tamponu ile 

yıkandı ve 1 mL 1X tripsin-EDTA çözeltisi eklenerek 1 dakika boyunca hücrelerin 

üzerinde bekletildi. Daha sonra flasklar CO2’li inkübatörde hücreler yüzeyden ayrılana 

kadar (yaklaşık 2 dakika) bekletildi. Hücrelerin PBS tamponu ile yıkanmasının sebebi, 

kültür ortamından tripsinin inhibitörü olan fetal sığır serumunu ortamdan 
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uzaklaştırmaktır. İnkübasyon sonrası 5’er mL komplete medyum ile hücreler falkon tüp 

içerisinde toplandı. Tripsinin etkisinin ortadan kaldırılması için tripsinizasyon işleminden 

sonra hücrelere eklenen medyumun içeriğinde mutlaka % 10’luk fetal sığır serumu 

bulunmalıdır. Komplete medyum eklenen hücre süspansiyonu 1000 rpm’de 3 dakika 

santrifüj edilerek hücreler çöktürüldü. Süpernatant vakum ile hassas bir şekilde 

uzaklaştırıldıktan sonra altta kalan pellet üzerine komplete medyumdan 1 mL eklenerek 

hücrelerin iyice süspanse olması sağlandı. Hücre süspansiyonundan bir miktar örnek 

alınarak hücre sayımı yapılır. Hücre sayımı yapıldıktan sonra 25 cm2’lik flasklara uygun 

sayıda (yaklaşık 2x105) hücre aktarıldı ve toplam besiyeri hacmi 5 mL’ye tamamlandı. 

Yaptığımız çalışmada hücre sayımı ile yapılan alt kültürlemede pasajlama oranı genelde 

1:3 olarak bulunmuştur (Agrawal ve ark., 2021). 

3.2.5. RAW264.7 makrofaj hücrelerinin sayılması ve canlılık testi 

Hücre kültürü testlerinde her kuyucukta eşit sayıda hücre olmalıdır. Çalışma 

öncesinde mL’deki canlı hücre sayısının hesaplanarak belirlenen sayıda hücrenin 

kuyucuklara alınması gerekmektedir. Bu amaçla hücreler tripan mavisi ile boyanarak 

canlı-ölü hücre sayımı yapılmaktadır. Hücrelerin sayımı için neubauer lamı kullanıldı. 

Neubauer lamı kalın, düz, sayım odacıklıdır. Neubauer lamı üzerinde 16’şar kareden 

oluşan, hacmi 0,1 μL olan toplam dört alan bulunmaktadır. Şekil 6’da neubauer lamının 

sayım alanları şematize edilmiştir.  

 

Şekil 6. Neubauer lamının sayım alanı 

Tripsinizasyon sonrası falkon tüplere toplanan hücrelerin 10 μL’ si 10 μL tripan 

blue ile karıştırılarak karışım 5 dakika oda sıcaklığında bekletildi. Karışım, pipet ile 

tekrar karıştırılarak 10 μL’sı alındı ve neubauer lamına aktarıldı. Toplam dört alandaki 
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seçili kare çizgisi içindeki hücreler ışık mikroskobu altında 10x objektif kullanılarak 

sayıldı. Sayılan alanlardaki toplam hücre sayısı dörde bölenerek alan başına düşen 

ortalama hücre sayısı bulundu. Hücreler çok yoğun halde ise süspande hücreler 

seyreltilerek bununan sonuç dilüsyon katsayısı ile çarpıldı. Neubauer lamında dört büyük 

karedeki hücreler sayılıp ortalaması alındıktan sonra mililitredeki hücre sayısı aşağıdaki 

formüle göre hesaplandı (Tanaka ve ark., 1998); 

1 mL’deki hücre sayısı (hücre/mL) = Ortalama canlı hücre sayısı x Dilüsyon Faktörü x 104 

Tripan mavisi boyama yöntemi ile canlı-ölü hücrelerin sayısı ve canlı-ölü 

hücrelerin yüzdesi belirlenebilmektedir. Ölü hücrelerde meydana gelen membran hasarı 

sonucunda işlev görmeyen Na+-K+-ATPaz pompası nedeniyle boya membran tarafından 

absorblanmakta ve dışarı atılamamakta, dolayısıyla hücreler mavi renkte görülmektedir. 

Tripan blue ile boyanan hücrelerden canlı olanların membranları intakt durumda 

olduğundan küçük, yuvarlak ve refraktil yapıda olup sarı-yeşil renkte, ölü olanlar ise 

büyük ve şiş yapıda olup mavi renkte görülürler (Şekil 7) (Tanaka ve ark., 1998).  

 
Şekil 7. RAW264.7 makrofaj hücrelerinin tripan mavisi ile boyaması (100x büyütme) 

 

3.2.6. RAW264.7 makrofaj hücrelerinin dondurulması ve saklanması 

Pasajlanan hücrelerin bir kısmı daha sonra çalışılmak üzere dondurularak 

saklandı. Hücreleri dondurmak için öncelikle hücrelerin üzerindeki besiyeri 
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uzaklaştırıldı. 5 mL PBS ile hücreler yıkandıktan sonra flasklara, 1 mL tripsin-EDTA 

çözeltisi eklendi. Eklenen tripsin 1 dakika boyunca hücreler üzerinde gezdirildi ve 

flasklar inkübatörde 2 dakika bekletildi. İnkübasyon sonrası 5’er mL % 10 FBS içeren 

RPMI 1640 ile hücreler falkon tüp içerisinde toplandı ve hücre süspansiyonu 400 g’ de 5 

dakika santrifüjlendi. Santrifüj sonunda süpernatant kısmı 1 mL kalacak şekilde 

uzaklaştırıldı. Hücreler 1 mL besiyeri içinde sulandırılarak sayıldı. Hücre sayısı 

mililitrede 2x105 olacak şekilde %20 FBS içeren RPMI 1640 ile seyreltildi ve 

kriyoviallere 900 μL bölüştürüldü. Buz üzerine alındı ve son hacminin %10’u olacak 

şekilde DMSO damla damla eklendi. DMSO eklenirken parmak ucuyla kriyovialler 

karıştırıldı. Kriyoviallerin kapakları kapatıldıktan sonra +4°C’de 1 saat, -20°C’de 1 saat 

ve daha sonra -80 °C’de 1 gece bekletildi. Kısa süre içinde kullanılacak hücreler -80°C 

de saklanmaya devam edildi. Uzun süre kullanılmayacak hücreler azot tankının 

buharında saklandı (Agrawal ve ark., 2021). 

3.2.7. Stok ve çalışma çözeltilerinin hazırlanması  

Öncelikle her dört madde (atranorin, diffraktaik asit, evernik asit ve vulpinik asit) 

için 1’er mM konsantrasyonunda stok çözeltiler ve bu stok çözeltilerden hareketle farklı 

konsantrasyonlarda günlük çalışma çözeltileri hazırlandı (Cardile ve ark., 2017). 

Atranorin stok çözeltisi (1mM) (MW: 374.34 gr/mol): Bir miktar RPMI 1640 steril 

falkon tüpüne alındı, üzerine 3,743 mg atranorin eklendi, toplam hacim 10 mL olacak 

şekilde RPMI 1640 eklendi ve vortekslendi.  

Farklı konsantasyonlardaki atranorin çözeltilerinin hazırlanışı: 1 mM’lık stok 

çözeltiyle seri dilüsyon yöntemi kullanılarak 12,5, 25, 50, 100 ve 200 μM’lık atranorin 

çözeltileri RPMI 1640 ile seyreltilerek hazırlandı. 

Diffraktaik asit stok çözeltisi (1mM) (MW: 374.384 gr/mol): Bir miktar RPMI 1640 

steril falkon tüpüne alındı, üzerine 3,744 mg diffraktaik asit eklendi, toplam hacim 10 

mL olacak şekilde RPMI 1640 eklendi ve vortekslendi.  

Farklı konsantasyonlardaki diffraktaik asit çözeltilerinin hazırlanışı: 1 mM’lık stok 

çözeltiyle seri dilüsyon yöntemi kullanılarak 12,5, 25, 50, 100 ve 200 μM’lık diffraktaik 

asit çözeltileri RPMI 1640 ile seyreltilerek hazırlandı. 
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Evernik asit stok çözeltisi (1mM) (MW: 332.308 gr/mol): Bir miktar RPMI 1640 steril 

falkon tüpüne alındı, üzerine 3,323 mg evernik asit eklendi, toplam hacim 10 mL olacak 

şekilde RPMI 1640 eklendi ve vortekslendi.  

Farklı konsantasyonlardaki evernik asit çözeltilerinin hazırlanışı: 1 mM’lık stok 

çözeltiyle seri dilüsyon yöntemi kullanılarak 12,5, 25, 50, 100 ve 200 μM’lık evernik asit 

çözeltileri RPMI 1640 ile seyreltilerek hazırlandı. 

Vulpinik asit stok çözeltisi (1mM) (MW: 322.31 gr/mol): Bir miktar RPMI 1640 steril 

falkon tüpüne alındı, üzerine 3,223 mg vulpinik asit eklendi, toplam hacim 10 mL olacak 

şekilde RPMI 1640 eklendi ve vortekslendi.  

Farklı konsantasyonlardaki vulpinik asit çözeltilerinin hazırlanışı: 1 mM’lık stok 

çözeltiyle seri dilüsyon yöntemi kullanılarak 12,5, 25, 50, 100 ve 200 μM’lık vulpinik 

asit çözeltileri RPMI 1640 ile seyreltilerek hazırlandı. 

3.2.8. Liken sekonder metabolitlerinin hücre canlılığı üzerine etkileri 

Liken sekonder metabolitlerinin RAW264.7 makrofaj hücrelerinin canlılığı 

üzerine etkisi 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) testi 

ile değerlendirilmiştir. Bu yöntemde canlı hücreler tarafından tetrazolyum tuzu olan MTT 

boyasının indirgenmesi özelliğinden yararlanılmaktadır. Canlı hücreler, mitokondriyal 

enzimleriyle MTT boyasının tetrazolyum halkasını parçalayarak sarı renkli MTT 

boyasını mor renkli formazan ürününe dönüştürebilmektedir. Hücre içerisinde tutulan 

formazan kristalleri DMSO ile çözündürüldüğünde oluşan renk yoğunluğu 570 nm’de 

spektrofotometrik olarak ölçülür. Renk yoğunluğu ortamdaki canlı hücre sayısı ile 

orantılıdır. MTT testi için aşağıdaki işlemler uygulanmıştır. 

Hücre sayımı yapıldıktan sonra 96 kuyucuklu hücre kültür pleytinin her 

kuyucuğuna 200 μL besiyeri içinde 1x104 hücre ekildi. 24 saat sonra pleyt inkübatörden 

alındı, içeriği uzaklaştırıldı. Farklı konsantrasyondaki atranorin, diffraktaik asit, evernik 

asit ve vulpinik asit çözeltilerinden (12,5, 25, 50, 100 ve 200 μM) her bir maddenin farklı 

konsantrasyonları için ayrılan beş kuyucuğa 200 μL eklenerek 37 °C’de 48 saat inkübe 

edildi. Kontrol grubuna sadece 200 µL RPMI 1640 eklendi. İnkübasyondan sonra pleyt 

içeriği hızlıca ortamdan uzaklaştırıldı ve kağıt peçete üzerine ters çevrilerek kalan 
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besiyerinin uzaklaştırılması sağlandı. Her kuyucuğa 200 μL RPMI 1640 eklendi ve 

üzerine son konsantrasyonu 0,25 mg/mL olacak şekilde 10 μL MTT boyası eklendi ve 2 

saat 37 °C’de inkübe edildi. Pleyt içeriği uzaklaştırılarak tüm kuyucuklara 200 μL DMSO 

eklendi ve pleyt 20 dakika mikropleyt okuyucusunun çalkalayıcısında bekletildi. İnvert 

mikroskop altında kristallerin tamamen çözünüp çözünmediği kontrol edildi. Oluşan mor 

renkli bileşiğin absorbansı mikropleyt okuyucusunda 570 nm dalga boyunda, 620 nm 

referans dalga boyuna karşı okundu. Atranorin, diffraktaik asit, evernik asit ve vulpinik 

asitin her bir konsantrasyonu için elde edilen absorbans değerinin referans absorbans 

değerine oranı 100 ile çarpılarak % hücre canlılığı hesaplandı (Li ve ark., 2012).  

  

3.2.9. Enzim bağlı immünosorbent analizi (ELISA) çalışmaları 

İnvert mikroskopta kontrol edilen RAW264.7 makrofaj hücreleri pasajlama için 

yeterli yoğunluğa ulaştığında, Tripsin/Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) uygulaması 

ile flasktan kaldırıldı. Daha sonra kaldırılan hücreler Neubauer lamında sayıldıktan sonra, 

modelimizin koşullarına göre 96 kuyucuklu plaklara, her kuyucuğa 5x104 hücre son 

hacim 200 μl olacak şekilde her koşul için 5 kuyucuğa ekim yapıldı. Ekimi yapılan 96 

kuyucuklu plaklar inkübatöre kaldırıldı. İkinci gün kullanılacak olan deney ortamı 

hazırlandı. FBS içermeyen ve L-Glutamin, Penisilin ve Streptomisin içeren renksiz 

RPMI 1640 ortam hazırlandıktan sonra su banyosunda ısıtılarak deney için uygun hale 

getirildi. Daha sonra 96 kuyucuklu plak inkübatörden alınarak deneye başlanıldı. 

Öncelikle kontrol, LPS ve LPS ve farklı konsantrasyonlardaki liken sekonder 

metabolitleri uygulanan gruplarındaki ortamlar vakum aracılığıyla çekildi. Daha sonra 

kontrol ve LPS gruplarına FBS içermeyen renksiz deney ortamı konuldu. LPS ve farklı 

konsantrasyonlardaki liken sekonder metabolitleri uygulanan gruplara ise kuyucuk 

başına 100 μl hacminde 12,5, 25, 50, 100 ve 200 μM konsantrasyonlarındaki atranorin, 

diffraktaik asit, evernik asit ve vulpinik asit çözeltileri eklendi ve 1 saat boyunca bu grup 

inkübe edildi. Her bir sekonder metabolit için ayrı ayrı kontrol ve LPS grupları kullanıldı. 

1 saatlik inkübasyon sonrasında, LPS grubundaki ortam çekilerek, kuyucuk başına 150 
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μl hacminde 1 μg/ml LPS içeren deney ortamı eklendi. Yine LPS ve farklı 

konsantrasyonlardaki liken sekonder metabolitleri uygulanan gruplara da kuyucuk başına 

50 μl hacminde 3 μg/ml LPS (son konsantrasyon 1 μg/mL olacak şekilde) ve 12,5, 25, 

50, 100 ve 200 μM konsantrasyonlarındaki atranorin, diffraktaik asit, evernik asit ve 

vulpinik asit çözeltileri içeren deney ortamı eklendi ve hücreler 4 saat boyunca inkübe 

edildi. 4 saatlik inkübasyon sonrasında, LPS grubuna kuyucuk başına 1 μg/ml LPS içeren 

deney ortamı eklendi. LPS ve farklı konsantrasyonlardaki liken sekonder metabolitleri 

uygulanan gruplara da 1 μg/ml LPS ve 12,5, 25, 50, 100 ve 200 μM 

konsantrasyonlarındaki atranorin, diffraktaik asit, evernik asit ve vulpinik asit 

çözeltilerini içeren deney ortamı eklendi ve bu basamakta tüm koşullardaki kuyucukların 

son hacimleri 200 μL’ye eşitlenmiş oldu. Tüm hücreler 1 saatlik inkübe edildi. Toplam 7 

saatlik süreç sonrasında kuyucuklarda ki son hacimleri 200 μl olan plak inkübatörden 

alındı (González-Guerrero ve ark., 2013). Sonrasında hücrelerden salınan NOx, PGE2, 

TNF-α, IL-1β, IL-6 ve IL-10 düzeyleri ELISA kit kullanılarak ve üretici firmanın çalışma 

protokolüne uygun olarak ölçüldü. 

3.3. İstatistik Analiz 

Çalışma sonunda elde edilen gruplara ait tüm veriler SPSS (versiyon 16.0) 

istatistik paket programı kullanılarak yapıldı. Gruplar arası karşılaştırmalar tekrarlanan 

ölçümlü varyans analizi (ANOVA) kullanılarak gerçekleştirildi. Varyans analizini 

takiben farklı grupları belirlemede Tukey çoklu karşılaştırma testi kullanıldı. Tüm 

analizlerden elde edilen ham değerler, grupların ortalaması ± standart hata şeklinde 

sunuldu. Hesaplamalarda istatistik anlamlılık düzeyi p<0,05 olarak alındı. 
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4. BULGULAR 

4.1. Atranorin Uygulamasının Hücre Canlılığına Etkisi 

Tüm grupların hücre canlılık oranları Şekil 8’de gösterilmiştir. 0-200 µM 

konsantrasyonlarındaki atranorin uygulamaları hücre canlılığında önemli bir düşüşe yol 

açmamış olup uygulanan tüm atranorin konsantrasyonlarının RAW264.7 makrofaj 

hücreleri üzerindeki sitotoksisiteleri % 10’un altında bulunmuştur. 

 

 

 

Şekil 8. Atranorin uygulamasının hücre canlılık oranlarına etkileri (%) (n=5). 
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4.2. Diffraktaik Asit Uygulamasının Hücre Canlılığına Etkisi 

Tüm grupların hücre canlılık oranları Şekil 9’da gösterilmiştir. 0-200 µM 

konsantrasyonlarındaki diffraktaik asit uygulamaları hücre canlılığında önemli bir düşüşe 

yol açmamış olup uygulanan tüm diffraktaik asit konsantrasyonlarının RAW264.7 

makrofaj hücreleri üzerindeki sitotoksisiteleri % 10’un altında bulunmuştur. 

 

 

Şekil 9. Diffraktaik asit uygulamasının hücre canlılık oranlarına etkileri (%) (n=5). 
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4.3. Evernik Asit Uygulamasının Hücre Canlılığına Etkisi 

Tüm grupların hücre canlılık oranları Şekil 10’da gösterilmiştir. 0-200 µM 

konsantrasyonlarındaki evernik asit uygulamaları hücre canlılığında önemli bir düşüşe 

yol açmamış olup uygulanan tüm evernik asit konsantrasyonlarının RAW264.7 makrofaj 

hücreleri üzerindeki sitotoksisiteleri % 10’un altında bulunmuştur. 

 

 
Şekil 10. Evernik asit uygulamasının hücre canlılık oranlarına etkileri (%) (n=5). 
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4.4. Vulpinik Asit Uygulamasının Hücre Canlılığına Etkisi 

Tüm grupların hücre canlılık oranları Şekil 11’de gösterilmiştir. 0-200 µM 

konsantrasyonlarındaki vulpinik asit uygulamaları hücre canlılığında önemli bir düşüşe 

yol açmamış olup uygulanan tüm vulpinik asit konsantrasyonlarının RAW264.7 makrofaj 

hücreleri üzerindeki sitotoksisiteleri % 10’un altında bulunmuştur. 

 

 

Şekil 11. Vulpinik asit uygulamasının hücre canlılık oranlarına etkileri (%) (n=5). 
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4.5. Atranorin Uygulamasının Nitrik Oksit Düzeyine Etkisi 

Tüm grupların nitrik oksit düzeyleri Şekil 12’de gösterilmiştir. LPS grubunun 

nitrik oksit düzeyi, kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek 

bulunmuştur (p<0,05). Atranorin uygulanan tüm grupların nitrik oksit düzeyleri LPS 

grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede düşük bulunmuştur (p<0,05). 

 

 
Şekil 12. Atranorin uygulamasının nitrik oksit düzeylerine etkisi (µM/mL) (n=5). (LPS: 

Lipopolisakkarit; ATR: Atranorin) 
*Kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde yüksek bulunmuştur (p<0,05) 
#LPS grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde düşük bulunmuştur (p<0,05) 
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4.6. Diffraktaik Asit Uygulamasının Nitrik Oksit Düzeyine Etkisi 

Tüm grupların nitrik oksit düzeyleri Şekil 13’de gösterilmiştir. LPS grubunun 

nitrik oksit düzeyi, kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek 

bulunmuştur (p<0,05). Diffraktaik asit uygulanan tüm grupların nitrik oksit düzeyleri 

LPS grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede düşük bulunmuştur (p<0,05). 

 

 

 
Şekil 13. Atranorin uygulamasının nitrik oksit düzeylerine etkisi (µM/mL) (n=5). (LPS: 

Lipopolisakkarit; ATR: Atranorin) 
*Kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde yüksek bulunmuştur (p<0,05) 
#LPS grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde düşük bulunmuştur (p<0,05) 
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4.7. Evernik Asit Uygulamasının Nitrik Oksit Düzeyine Etkisi 

Tüm grupların nitrik oksit düzeyleri Şekil 14’te gösterilmiştir. LPS grubunun 

nitrik oksit düzeyi, kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek 

bulunmuştur (p<0,05). Evernik asit uygulanan tüm grupların nitrik oksit düzeyleri LPS 

grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede düşük bulunmuştur (p<0,05). 

 

 
Şekil 14. Evernik asit uygulamasının nitrik oksit düzeylerine etkisi (µM/mL) (n=5). 

(LPS: Lipopolisakkarit; EA: Evernik asit) 
*Kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde yüksek bulunmuştur (p<0,05) 
#LPS grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde düşük bulunmuştur (p<0,05) 
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4.8. Vulpinik Asit Uygulamasının Nitrik Oksit Düzeyine Etkisi 

Tüm grupların nitrik oksit düzeyleri Şekil 15’de gösterilmiştir. LPS grubunun 

nitrik oksit düzeyi, kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek 

bulunmuştur (p<0,05). LPS+VA100 ve LPS+VA200 gruplarının nitrik oksit düzeyleri ise 

LPS grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede düşük bulunmuştur (p<0,05). 

 

 
Şekil 15. Vulpinik asit uygulamasının nitrik oksit düzeylerine etkisi (µM/mL) (n=5). 

(LPS: Lipopolisakkarit; VA: Vulpinik asit) 
*Kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde yüksek bulunmuştur (p<0,05) 
#LPS grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde düşük bulunmuştur (p<0,05) 
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4.9. Atranorin Uygulamasının PGE2 Düzeyine Etkisi 

Tüm grupların PGE2 düzeyleri Şekil 16’da gösterilmiştir. LPS grubunun PGE2 

düzeyi, kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek bulunmuştur 

(p<0,05). LPS+ATR25, LPS+ATR50, LPS+ATR100 ve LPS+ATR200 gruplarının PGE2 

düzeyleri ise LPS grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede düşük 

bulunmuştur (p<0,05). 

 

 
Şekil 16. Atranorin uygulamasının PGE2 düzeylerine etkisi (pg/mL) (n=5). (PGE2: 

Prostaglandin E2; LPS: Lipopolisakkarit; ATR: Atranorin) 
*Kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde yüksek bulunmuştur (p<0,05) 
#LPS grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde düşük bulunmuştur (p<0,05) 
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4.10. Diffraktaik Asit Uygulamasının PGE2 Düzeyine Etkisi 

Tüm grupların PGE2 düzeyleri Şekil 17’de gösterilmiştir. LPS grubunun PGE2 

düzeyi, kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek bulunmuştur 

(p<0,05). LPS+DA25, LPS+DA50, LPS+DA100 ve LPS+DA200 gruplarının PGE2 

düzeyleri ise LPS grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede düşük 

bulunmuştur (p<0,05). 

 

 
Şekil 17. Diffraktaik asit uygulamasının PGE2 düzeylerine etkisi (pg/mL) (n=5). (PGE2: 

Prostaglandin E2; LPS: Lipopolisakkarit; DA: Diffraktaik asit) 
*Kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde yüksek bulunmuştur (p<0,05) 
#LPS grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde düşük bulunmuştur (p<0,05) 
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4.11. Evernik Asit Uygulamasının PGE2 Düzeyine Etkisi 

Tüm grupların PGE2 düzeyleri Şekil 18’de gösterilmiştir. LPS grubunun PGE2 

düzeyi, kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek bulunmuştur 

(p<0,05). LPS+EA12.5, LPS+EA25, LPS+EA50, LPS+EA100 ve LPS+EA200 

gruplarının PGE2 düzeyleri ise LPS grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede 

düşük bulunmuştur (p<0,05). 

 

Şekil 18. Evernik asit uygulamasının PGE2 düzeylerine etkisi (pg/mL) (n=5). (PGE2: 

Prostaglandin E2; LPS: Lipopolisakkarit; EA: Evernik asit) 
*Kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde yüksek bulunmuştur (p<0,05) 
#LPS grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde düşük bulunmuştur (p<0,05) 
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4.12. Vulpinik Asit Uygulamasının PGE2 Düzeyine Etkisi 

Tüm grupların PGE2 düzeyleri Şekil 19’da gösterilmiştir. LPS grubunun PGE2 

düzeyi, kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek bulunmuştur 

(p<0,05). Vulpinik asit uygulanan tüm grupların PGE2 düzeyleri ise LPS grubuna kıyasla 

istatistiksel olarak anlamlı derecede düşük bulunmuştur (p<0,05). 

 

 
Şekil 19. Vulpinik asit uygulamasının PGE2 düzeylerine etkisi (pg/mL) (n=5). (PGE2: 

Prostaglandin E2; LPS: Lipopolisakkarit; VA: Vulpinik asit) 
*Kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde yüksek bulunmuştur (p<0,05) 
#LPS grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde düşük bulunmuştur (p<0,05) 
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4.13. Atranorin Uygulamasının TNF-α Düzeyine Etkisi 

Tüm grupların TNF-α düzeyleri Şekil 20’de gösterilmiştir. LPS grubunun TNF-α 

düzeyi, kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek bulunmuştur 

(p<0,05). Atranorin uygulanan grupların TNF-α düzeyleri ise LPS grubuna kıyasla 

istatistiksel olarak anlamlı derecede düşük bulunmuştur (p<0,05). 

 

 

 
Şekil 20. Atranorin uygulamasının TNF-α düzeylerine etkisi (pg/mL) (n=5). (TNF-α: 

Tümör nekroz faktör alfa; LPS: Lipopolisakkarit; ATR: Atranorin) 
*Kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde yüksek bulunmuştur (p<0,05) 
#LPS grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde düşük bulunmuştur (p<0,05) 
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4.14. Diffraktaik Asit Uygulamasının TNF-α Düzeyine Etkisi 

Tüm grupların TNF-α düzeyleri Şekil 21’de gösterilmiştir. LPS grubunun TNF-α 

düzeyi, kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek bulunmuştur 

(p<0,05). Diffraktaik asit uygulanan tüm grupların TNF-α düzeyleri ise LPS grubuna 

kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede düşük bulunmuştur (p<0,05). 

 

 

 
Şekil 21. Diffraktaik asit uygulamasının TNF-α düzeylerine etkisi (pg/mL) (n=5). (TNF-

α: Tümör nekroz faktör alfa; LPS: Lipopolisakkarit; DA: Diffraktaik asit) 
*Kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde yüksek bulunmuştur (p<0,05) 
#LPS grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde düşük bulunmuştur (p<0,05) 
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4.15. Evernik Asit Uygulamasının TNF-α Düzeyine Etkisi 

Tüm grupların TNF-α düzeyleri Şekil 22’de gösterilmiştir. LPS grubunun TNF-α 

düzeyi, kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek bulunmuştur 

(p<0,05). LPS+EA25, LPS+EA50, LPS+EA100 ve LPS+EA200 gruplarının TNF-α 

düzeyleri ise LPS grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede düşük 

bulunmuştur (p<0,05). 

 

 

 
Şekil 22. Evernik asit uygulamasının TNF-α düzeylerine etkisi (pg/mL) (n=5). (TNF-α: 

Tümör nekroz faktör alfa; LPS: Lipopolisakkarit; EA: Evernik asit) 
*Kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde yüksek bulunmuştur (p<0,05) 
#LPS grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde düşük bulunmuştur (p<0,05) 
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4.16. Vulpinik Asit Uygulamasının TNF-α Düzeyine Etkisi 

Tüm grupların TNF-α düzeyleri Şekil 23’de gösterilmiştir. LPS grubunun TNF-α 

düzeyi, kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek bulunmuştur 

(p<0,05). Vulpinik asit uygulanan tüm grupların TNF-α düzeyleri ise LPS grubuna 

kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede düşük bulunmuştur (p<0,05). 

 

 

 
Şekil 23. Vulpinik asit uygulamasının TNF-α düzeylerine etkisi (pg/mL) (n=5). (TNF-α: 

Tümör nekroz faktör alfa; LPS: Lipopolisakkarit; VA: Vulpinik asit) 
*Kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde yüksek bulunmuştur (p<0,05) 
#LPS grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde düşük bulunmuştur (p<0,05) 
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4.17. Atranorin Uygulamasının IL-1β Düzeyine Etkisi 

Tüm grupların IL-1β düzeyleri Şekil 24’te gösterilmiştir. LPS grubunun IL-1β 

düzeyi, kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek bulunmuştur 

(p<0,05). Atranorin uygulan tüm grupların IL-1β düzeyleri ise LPS grubuna kıyasla 

istatistiksel olarak anlamlı derecede düşük bulunmuştur (p<0,05). 

 

 

 
Şekil 24. Atranorin uygulamasının IL-1β düzeylerine etkisi (pg/mL) (n=5). (IL-1β: 

İnterlökin-1 beta; LPS: Lipopolisakkarit; ATR: Atranorin) 
*Kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde yüksek bulunmuştur (p<0,05) 
#LPS grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde düşük bulunmuştur (p<0,05) 
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4.18. Diffraktaik Asit Uygulamasının IL-1β Düzeyine Etkisi 

Tüm grupların IL-1β düzeyleri Şekil 25’de gösterilmiştir. LPS grubunun IL-1β 

düzeyi, kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek bulunmuştur 

(p<0,05). Diffraktaik asit uygulanan tüm grupların IL-1β düzeyleri ise LPS grubuna 

kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede düşük bulunmuştur (p<0,05). 

 

 
Şekil 25. Diffraktaik asit uygulamasının IL-1β düzeylerine etkisi (pg/mL) (n=5). (IL-1β: 

Interlökin-1 beta; LPS: Lipopolisakkarit; DA: Diffraktaik asit) 
*Kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde yüksek bulunmuştur (p<0,05) 
#LPS grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde düşük bulunmuştur (p<0,05) 

 

 

 

 

 



 

56 

 

4.19. Evernik Asit Uygulamasının IL-1β Düzeyine Etkisi 

Tüm grupların IL-1β düzeyleri Şekil 26’da gösterilmiştir. LPS grubunun IL-1β 

düzeyi, kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek bulunmuştur 

(p<0,05). Evernik asit uygulanan tüm grupların IL-1β düzeyleri ise LPS grubuna kıyasla 

istatistiksel olarak anlamlı derecede düşük bulunmuştur (p<0,05). 

 

 

 
Şekil 26. Evernik asit uygulamasının IL-1β düzeylerine etkisi (pg/mL) (n=5). (IL-1β: 

Interlökin-1 beta; LPS: Lipopolisakkarit; EA: Evernik asit) 
*Kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde yüksek bulunmuştur (p<0,05) 
#LPS grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde düşük bulunmuştur (p<0,05) 
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4.20. Vulpinik Asit Uygulamasının IL-1β Düzeyine Etkisi 

Tüm grupların IL-1β düzeyleri Şekil 27’de gösterilmiştir. LPS grubunun IL-1β 

düzeyi, kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek bulunmuştur 

(p<0,05). Vulpinik asit uygulanan tüm grupların IL-1β düzeyi ise LPS grubuna kıyasla 

istatistiksel olarak anlamlı derecede düşük bulunmuştur (p<0,05). 

 

 

 
Şekil 27. Vulpinik asit uygulamasının IL-1β düzeylerine etkisi (pg/mL) (n=5). (IL-1β: 

Interlökin-1 beta; LPS: Lipopolisakkarit; VA: Vulpinik asit) 
*Kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde yüksek bulunmuştur (p<0,05) 
#LPS grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde düşük bulunmuştur (p<0,05) 
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4.21. Atranorin Uygulamasının IL-6 Düzeyine Etkisi 

Tüm grupların IL-6 düzeyleri Şekil 28’de gösterilmiştir. LPS grubunun IL-6 

düzeyi, kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek bulunmuştur 

(p<0,05). Atranorin uygulanan tüm grupların IL-6 düzeyleri ise LPS grubuna kıyasla 

istatistiksel olarak anlamlı derecede düşük bulunmuştur (p<0,05). 

 

 

 
Şekil 28. Atranorin uygulamasının IL-6 düzeylerine etkisi (pg/mL) (n=5). (IL-6: 

Interlökin-6; LPS: Lipopolisakkarit; ATR: Atranorin) 
*Kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde yüksek bulunmuştur (p<0,05) 
#LPS grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde düşük bulunmuştur (p<0,05) 
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4.22. Diffraktaik Asit Uygulamasının IL-6 Düzeyine Etkisi 

Tüm grupların IL-6 düzeyleri Şekil 29’da gösterilmiştir. LPS grubunun IL-6 

düzeyi, kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek bulunmuştur 

(p<0,05). Diffraktaik asit uygulanan tüm grupların IL-6 düzeyleri LPS grubuna kıyasla 

istatistiksel olarak anlamlı derecede düşük bulunmuştur (p<0,05). 

 

 

 
Şekil 29. Diffraktaik asit uygulamasının IL-6 düzeylerine etkisi (pg/mL) (n=5). (IL-6: 

Interlökin-6; LPS: Lipopolisakkarit; DA: Diffraktaik asit) 
*Kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde yüksek bulunmuştur (p<0,05) 
#LPS grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde düşük bulunmuştur (p<0,05) 
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4.23. Evernik Asit Uygulamasının IL-6 Düzeyine Etkisi 

Tüm grupların IL-6 düzeyleri Şekil 30’da gösterilmiştir. LPS grubunun IL-6 

düzeyi, kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek bulunmuştur 

(p<0,05). LPS+EA25, LPS+EA50, LPS+EA100 ve LPS+EA200 gruplarının IL-6 

düzeyleri ise LPS grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede düşük 

bulunmuştur (p<0,05). 

 

 

 
Şekil 30. Evernik asit uygulamasının IL-6 düzeylerine etkisi (pg/mL) (n=5). (IL-6: 

Interlökin-6; LPS: Lipopolisakkarit; EA: Evernik asit) 
*Kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde yüksek bulunmuştur (p<0,05) 
#LPS grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde düşük bulunmuştur (p<0,05) 
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4.24. Vulpinik Asit Uygulamasının IL-6 Düzeyine Etkisi 

Tüm grupların IL-6 düzeyleri Şekil 31’de gösterilmiştir. LPS grubunun IL-6 

düzeyi, kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek bulunmuştur 

(p<0,05). Vulpinik asit uygulanan tüm grupların IL-6 düzeyleri ise LPS grubuna kıyasla 

istatistiksel olarak anlamlı derecede düşük bulunmuştur (p<0,05). 

 

 

 
Şekil 31. Vulpinik asit uygulamasının IL-6 düzeylerine etkisi (pg/mL) (n=5). (IL-6: 

Interlökin-6; LPS: Lipopolisakkarit; VA: Vulpinik asit) 
*Kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde yüksek bulunmuştur (p<0,05) 
#LPS grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde düşük bulunmuştur (p<0,05) 

 

 

 

 



 

62 

 

4.25. Atranorin Uygulamasının IL-10 Düzeyine Etkisi 

Tüm grupların IL-10 düzeyleri Şekil 32’de gösterilmiştir. LPS grubu ile kontrol 

grubunun IL-10 düzeyleri istatistiksel açıdan fark göstermemekteydi (p>0,05). Öte 

yandan LPS+ATR25, LPS+ATR50, LPS+ATR100 ve LPS+ATR200 gruplarının IL-10 

düzeyleri ise LPS grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek 

bulunmuştur (p<0,05). 

 

 
Şekil 32. Atranorin uygulamasının IL-10 düzeylerine etkisi (pg/mL) (n=5). (IL-10: 

Interlökin-10; LPS: Lipopolisakkarit; ATR: Atranorin) 
*Kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde yüksek bulunmuştur (p<0,05) 
#LPS grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde yüksek bulunmuştur (p<0,05) 
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4.26. Diffraktaik Asit Uygulamasının IL-10 Düzeyine Etkisi 

Tüm grupların IL-10 düzeyleri Şekil 33’de gösterilmiştir. LPS grubu ile kontrol 

grubunun IL-10 düzeyleri istatistiksel açıdan fark göstermemekteydi (p>0,05). Öte 

yandan LPS+DA50 ve LPS+DA200 gruplarının IL-10 düzeyleri ise LPS grubuna kıyasla 

istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek bulunmuştur (p<0,05). 

 

 

 
Şekil 33. Diffraktaik asit uygulamasının IL-10 düzeylerine etkisi (pg/mL) (n=5). (IL-10: 

Interlökin-10; LPS: Lipopolisakkarit; DA: Diffraktaik asit) 
*Kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde yüksek bulunmuştur (p<0,05) 
#LPS grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde yüksek bulunmuştur (p<0,05) 
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4.27. Evernik Asit Uygulamasının IL-10 Düzeyine Etkisi 

Tüm grupların IL-10 düzeyleri Şekil 34’te gösterilmiştir. LPS grubu ile kontrol 

grubunun IL-10 düzeyleri istatistiksel açıdan fark göstermemekteydi (p>0,05). Öte 

yandan LPS+EA50, LPS+EA100 ve LPS+EA200 gruplarının IL-10 düzeyleri ise LPS 

grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek bulunmuştur (p<0,05). 

 

 

 
Şekil 34. Evernik asit uygulamasının IL-10 düzeylerine etkisi (pg/mL) (n=5). (IL-10: 

Interlökin-10; LPS: Lipopolisakkarit; EA: Evernik asit) 
*Kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde yüksek bulunmuştur (p<0,05) 
#LPS grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde yüksek bulunmuştur (p<0,05) 
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4.28. Vulpinik Asit Uygulamasının IL-10 Düzeyine Etkisi 

Tüm grupların IL-10 düzeyleri Şekil 35’de gösterilmiştir. LPS grubu ile kontrol 

grubunun IL-10 düzeyleri istatistiksel açıdan fark göstermemekteydi (p>0,05). Öte 

yandan LPS+VA50, LPS+VA100 ve LPS+VA200 gruplarının IL-10 düzeyleri ise LPS 

grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek bulunmuştur (p<0,05). 

 

 

 
Şekil 35. Vulpinik asit uygulamasının IL-10 düzeylerine etkisi (pg/mL) (n=5). (IL-10: 

Interlökin-10; LPS: Lipopolisakkarit; VA: Vulpinik asit) 
*Kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde yüksek bulunmuştur (p<0,05) 
#LPS grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı ölçüde yüksek bulunmuştur (p<0,05) 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

 

 

Makrofaj olarak adlandırılan ve fagositoz yapan hücreler, vücutta çeşitli dokulara 

dağılmış olarak bulunurlar (Varol ve ark., 2015). Makrofajlar doğal immunite, 

inflamasyon ve konakçı savunmasında çok önemli rollere sahip hücrelerdir. Bilindiği gibi 

aynı zamanda antijen sunma yetenekleri de olan makrofajlar doğal immün sistemin bir 

unsurudur fakat doğal ve edinsel immün sistemler arasında adeta bir köprü görevi 

yaparlar. Karaciğerin, yabancı antijenlere karşı immünolojik tolerans dâhil birçok 

fonksiyona sahip hayati bir organ olması nedeniyle, karaciğer hastalıkları ciddi oranda 

ölüme yol açabilen çok önemli sağlık sorunlarıdır. Karaciğer parankimal hepatositler ve 

parankimal olmayan hücrelerden oluşur; parankimal olmayan hücreler arasında endotel 

hücreleri, karaciğer makrofaj hücreleri olan Kupffer hücreleri, pit hücreleri, hepatik 

stellat hücreleri ve kolanjiyositler vardır (Ju ve Tacke, 2016; Bouwens, 1998). Bu 

hücrelerden karaciğer makrofajları homeostazisin sağlanmasında önemli roller 

üstlenmektedirler (Guan ve He, 2013). Son yıllarda, hepatogenezis sırasında iki türlü 

karaciğer makrofaj gelişimi bildirilmiştir. Prenatal dönemde karaciğer makrofajlarının 

büyük çoğunluğu vitellüs kesesinden köken alan CD68 pozitif makrofajlar olup, bu 

hücreler çok yüksek düzeyde fagositik aktiviteye sahiptir. Bu dönemde karaciğerde 

CD163 ve CD204 pozitif olan hücreler çok azdır. Doğumdan sonra ise CD68 pozitif 

makrofajlar derece derece azalırken CD163 pozitif Kupffer hücreleri artar. Karaciğer 

makrofajlarının gelişimindeki bu köken farklılıkları hepatik makrofajların farklı 

fonksiyonlara sahip olması nedeniyle önemlidir (Yamate ve ark., 2016). 

Karaciğer makrofajları, hepatik mikroçevreden köken alan ve özellikleri 

mikroçevre koşullarından oldukça etkilenen, uyarılara kolaylıkla adapte olabilen, 

değişken hücrelerdir. Patolojik lezyonlarda ortaya çıkan makrofajlar, patolojinin 

aşamalarına veya dokulara bağlı olarak karmaşık durumlara sahip olabililirler. Klasik 

olarak aktive edilen M1 makrofajlar ve alternatif olarak aktive edilen M2 makrofajlar 

olarak ayrılan iki ayrı makrofaj polarizasyon fenotipi bulunmaktadır. Son yıllarda M1/M2 

makrofaj polarizasyonu olarak adlandırılan bu yeni makrofaj polarizasyon konsepti 

önemli kabul edilmektedir. M1 makrofajlar; CD68 pozitif olup, esas olarak IFN-ɣ ile 

uyarılırlar ve yüksek oranda fagositoz yeteneği ve sitotoksisiteye sahiptirler. M2 tip 



 

67 

 

makrofajlar ise CD163 pozitif ve CD204 pozitif olup temel olarak IL-4 tarafından 

uyarılırlar ve onarıcı fibrozisde görev yaparlar (Yamate ve ark., 2016). Endotoksinler 

organizmada ateş, şok ve ölüm gibi ciddi durumlara neden olabilirler. Tehlikeli 

endotoksinlerden olan LPS’lerin ortadan kaldırılması karaciğerde esas olarak Kupffer 

hücreleri aracılığı ile olur (Hamano ve ark., 2002). TLR'lerin aktivasyonunun, 

proinflamatuar aktivasyonu indükleyen M1 polarize makrofaj cevabını uyardıklarını 

bildirmiştir. Karaciğer makrofajları olan Kupffer hücreleri portal kandaki bağırsak 

kökenli bakteriyel LPS gibi çeşitli zararlı ajanlara cevap vermede önemli bir rol oynarlar. 

Gram negatif bakterilerin bir bileşeni olan LPS, konakçıdaki inflamatuar yanıtda güçlü 

bir sitokin aracılığını indükleyen, güçlü bir endotoksindir. LPS, TNF-α ve IL-1 gibi 

proinflamatuvar sitokinlerin salınması için TLR4 sinyal yoluyla Kupffer hücrelerini 

aktive eder. LPS, karaciğere nötrofillerin birikimine yol açar ve ardından inflamatuar 

faktörlerin ekspresyonunu uyararak inflamasyonu başlatır. TLR4'ün uyarılmasının 

hücresel hiperaktivasyona ve nötrofillerin karaciğerin dar kılcal damarlarında 

birikmesine neden olduğuna inanılmaktadır (McDonald ve ark., 2013). LPS, makrofajları 

aktive edebilir özelliğinden dolayı enflamasyon modeli oluşturulması amacıyla sıklıkla 

kullanılmaktadır. LPS ile aktive edilen makrofaj hücreleri, sitokinler, kemokinler, 

prostaglandinler, koloni stimule edici faktörler, lizozimler, proteazlar, büyüme faktörleri, 

eikazonoidler ve nitrik oksit üreterek enflamatuvar cevapta merkezi rol oynarlar (Qi ve 

Shelhamer, 2005). Farmakoterapide özellikle non-steroidal antienflamatuvar ilaçlar 

(NSAIDs) COX-2’nin inhibisyonunda sıklıkla kullanılmaktadır. Ancak bu ilaçlar 

trombosit agregasyonunu engelleyecek prostanoidlerin sentezini engellemekte ve 

miyokart enfarktüsü ve gastrointestinal sistem patolojilerinin riskinde artışa neden 

olabilmektedir (Aalbers, 2012). Bu durum yan etkisi nispeten daha az olan doğal kaynaklı 

ilaçların keşfini gerektirmektedir. Yapılan çalışmalarda, doğal kaynaklı pek çok 

molekülün, çeşitli enflamatuvar sitokinlerin veya mediatörlerin seviyelerini düzenleyerek 

antienflamatuvar aktivite gösterdiği bildirilmiştir (Wu ve ark., 2011).  

Likenler, bir mikobiyont ile bir veya daha fazla ekolojik olarak zorunlu biyotrof 

olarak fotosentez yapan tek hücreli veya filamentöz yapılı fotobiyont arasındaki 

simbiyotik ilişki ile oluşan kararlı, mutualist yaşam sergileyen ve biyolojik olarak aktif 

birçok düşük moleküler ağırlıklı sekonder metabolit kaynağı oluşturan 

mikroorganizmaların kompleks topluluklarıdır (Spribille ve ark., 2022). Liken sekonder 
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metabolitlerinin antioksidan, antibakteriyel, antifungal, antiviral, antiherbivor, 

fotoprotektif, antikanser, antipiretik ve analjezik aktiviteye sahip oldukları bildirilmiştir 

(Mohammadi ve ark., 2022). Ayrıca son yıllarda liken ekstrelerinin ve liken sekonder 

metabolitlerinin antienflamatuvar aktivitelerini araştıran çalışmalar gittikçe artmaktadır 

(Mun ve ark., 2020). Lobarik asit, stereocalpin A ve ramalinin, TNF-α ile uyarılan fare 

düz kas hücrelerinde antienflamatuvar aktivite gösterdiği bildirilmiştir (Kwon ve ark., 

2016; Park ve ark., 2015; Byeon ve ark., 2012). Choi ve ark. (2009) Ramalina terebrata 

ekstresinin makrofajlarda nitrit/nitrat salınımını anlamlı derece azalttığını 

göstermişlerdir. Jin ve ark. (2008), usnik asidin fare makrofaj hücrelerinde LPS 

stimulasyonu ile artan TNF-α ve nitrik oksit düzeylerini anlamlı derecede azalttığını 

göstermişlerdir.  Odabaşoğlu ve ark. (2006), sıçanlarda indometazin ile oluşturulan 

gastrik ülser modelinde usnik asidin iNOS aktivitesini azalttığını ortaya koymuştur. Engel 

ve ark. (2007), Usnia barbata özütünün insan keratinosit hücrelerinde UV-B ile 

oluşturulan enflamatuvar hasara karşın COX-2 ve PGE2 üretimini anlamlı derecede 

azalttığını göstermişlerdir. Ancak literatürde liken sekonder metabolitleri olan atranorin, 

diffraktaik asit, evernik asit ve vulpinik asitin makrofaj hücreleri üzerindeki 

antienflamatuvar aktivitesini araştıran bir çalışmaya rastlanılmamıştır. Bu bağlamda, biz 

de çalışmamızda bu sekonder metabolitlerin LPS ile uyarılan makrofaj hücrelerinde 

antienflamatuvar etkinlik gösterip göstermediklerini araştırdık. 

Potansiyel terapötik/protektif ajanların yüksek derecede sitotoksik etkisinin 

olmaması istendiğinden dolayı, öncelikle çalışmamızda kullanacağımız liken sekonder 

metabolitlerinin makrofaj hücreleri üzerine sitotoksik etkisini test ettik. Çalışmamızda 

amaç LPS ile oluşturulacak enflamatuvar uyarıya karşın liken sekonder metabolitlerinin 

sitotoksik olmayan koruyucu olabilecek konsantrasyonlarını belirlemektir. Daha önceki 

çalışmalarda atranorin, diffraktaik asit, evernik asit ve vulpinik asitin çeşitli hücrelere 

sitotoksik etkisinin olmadığını gösterir çalışmalar olsa da bu sekonder metabolitlerin 

makrofaj hücreleri üzerine sitotoksik etkisini araştıran bir çalışmaya litaratürde 

rastlanılmamıştır. Yaptığımız çalışmada atranorin, diffraktaik asit, evernik asit ve 

vulpinik asitin 12,5-200 µM konsantrasyonları denenmiş olup bu konsantrasyonlardaki 

sekonder metabolit uygulamaları makrofaj hücrelerine gözle görülür bir sitotoksik etki 

oluşturmadığı gözlemlenmiştir. 200 µM atranorin, diffraktaik asit, evernik asit ve 

vulpinik asit uygulamalarının bile makrofaj hücreleri üzerinde oluşturduğu sitotoksisite 
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% 10’un altındaydı. Bu nedenle çalışmamızda atranorin, diffraktaik asit, evernik asit ve 

vulpinik asitin önemli bir sitotoksik etki oluşturmayan 12,5-200 µM konsantrasyonları 

kullanılmıştır. 

Yaptığımız çalışmada, RAW264.7 makrofaj hücrelerine uygulanan LPS 

konsantrasyonu 1 μg/mL olarak belirlenmiş olup bu konsantasyondaki LPS 

uygulamasının makrofaj hücreleri üzerinde yüksek sitotoksik etki göstermeden, 

enflamasyona bağlı nörodejenerasyon belirleçlerinde artışa sebep olabileceği yapılan 

önceki çalışmalarda gösterilmiştir. Liu ve ark (2018), 1 μg/mL LPS ile muamele edilen 

RAW264.7 hücrelerinde TNF-α seviyesinin indüklendiğini ve enflamatuvar hücre 

modelinin oluşturulduğunu bildirmişlerdir.  LPS gibi iyi bilinen enflamatuvar uyaran ile 

aktif hale geçen makrofaj hücreler TNF-α, IL-1β ve IL-6 gibi pro-enflamatuvar sitokinler 

ve/veya NOx ve PGE2 gibi sitotoksik aracı moleküller üretirler (Tang ve ark., 2019). 

Çalışmamızda LPS ile uyarılarak aktif hale geçirilen RAW264.7 makrofaj hücrelerine 

farklı konsantrasyonlardaki liken sekonder metabolitlerinin TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-10, 

NOx ve PGE2 düzeylerine etkileri incelenmiştir. 

TNF-α, endotoksin kaynaklı sistemik enflamasyonda birincil enflamatuvar aracı 

olarak rol oynar ve IL-1β, IL-6 ve IL-10 gibi sitokinlerin salgılanmasını uyarır (Kanno ve 

ark., 2004). Öldürücü şokta etkili ana patojenik sebebin LPS ile etkinleşen makrofajlar 

tarafından üretilen TNF-α olduğu düşünülmektedir (Beutler ve Cerami, 1988). Ishikawa 

ve ark. (1998) farelere 300 μg/kg LPS’yi i.p. yolla uygulamışlar ve uygulamadan sonra 

90. dakikada TNF-α’nın en yüksek seviyeye ulaştığını tespit etmişlerdir. Olinga ve ark. 

(2001) karaciğer parenkimal ve parenkimal olmayan hücre kültürleri üzerine çeşitli 

yoğunluklarda LPS uygulamışlar ve 24 saat sonra sadece 100 μg/mL yoğunluğunda LPS 

uygulanan hücre kültürlerinde kontrol grubuna göre TNF-α değerlerinin arttığını 

belirtmişlerdir. Kanno ve ark. (2004) da farelere 300 μg/kg LPS’nin i.p. verilmesinden 90 

dakika sonra TNF-α değerlerinin kontrole göre önemli düzeyde arttığını saptamışlardır. 

Dutta ve Bishayi (2009), hiperlipidemik ve sağlıklı farelere 1 μg/kg E. coli kaynaklı 

endotoksini i.p. yolla vermişler ve LPS verilen grupta TNF-α değerlerinin her iki grupta 

da arttığını belirtmişlerdir. Nishio ve ark. (2013), LPS ile A549 insan akciğer kanser 

hücrelerinde uyarılan sitotoksisiteye karşı çeşitli tokoferollerin yangı önleyici etkilerini 

incelemişler ve 0,6 mg/mL miktarında LPS’ye maruz bırakılan insan akciğer kanser 

hücrelerinde 6 saat sonra TNF-α değerinin kontrole göre 10 kat daha yüksek olduğunu 
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bildirmişlerdir. Al-amri ve ark. (2013), sıçanlarda LPS ile uyarılan Parkinson hastalığında 

enflamatuvar aracılar üzerine epigallokatektin-3 gallatın etkisini araştırmışlardır. LPS 

verilen grubun beyin dokularında TNF-α değerlerinde kontrole göre artış olduğunu tespit 

etmişlerdir. El-Kamouni ve ark. (2017) LPS ile uyarılan hasara karşı zeytinyağı ve argan 

yağının etkinliğini karşılaştırdıkları çalışmada, TNF-α değerlerinin LPS verilen grupta 

kontrole göre 2 kat daha yüksek olduğunu tespit etmişlerdir. Yaptığımız çalışmada LPS 

uygulaması RAW264.7 makrofaj hücrelerinden TNF-α salınımını arttırdığı, atranorin, 

diffraktaik asit ve vulpinik asitin uygulanan tüm konsantrasyonlarda, evernik asitin ise 

12,5 μM hariç tüm konsantrasyonlarda TNF-α düzeyini azaltarak antienflamatuvar 

aktivite gösterdiği görülmüştür. 

IL-1β, enfeksiyon, enflamasyon, hücre yaralanması ve toksinler gibi çeşitli hücre 

dışı uyaranlara yanıt olarak çeşitli hücreler tarafından salınan, pro-enflamatuvar ve 

bağışıklık sistemini düzenleyici bir sitokindir (Sawano ve ark., 2002). IL-1β hücre 

çoğalması, hücrelerin farklılaşması ve vücut ısısının yükselmesinde önemli rol oynar 

(Kumolosasi ve ark., 2014). Olinga ve ark. (2001), karaciğer parenkimal ve parenkimal 

olmayan hücre kültürleri üzerine LPS’nin enflamatuvar etkinliğini araştırmışlar ve sadece 

100 μg/mL dozunda LPS uygulanan grupta 24 saat sonra hücre kültürlerinde kontrol 

grubuna göre IL-1β değerinin arttığını belirtmişlerdir. Lapara ve Kelly (2010), fare 

makrofaj hücre kültürleri üzerine 100 ng/mL LPS uygulamışlar, LPS uygulanan grupta 

IL-1β’nın 2. saatte artmaya başladığını bildirmişlerdir. Yaptığımız çalışmada LPS 

uygulaması RAW264.7 makrofaj hücrelerinden IL-1β salınımını arttırdığı, atranorin, 

diffraktaik asit, evernik asit ve vulpinik asitin uygulanan tüm konsantrasyonlarda IL-1β 

düzeyini azaltarak antienflamatuvar aktivite gösterdiği görülmüştür. 

IL-6, akut faz proteinlerinin sentezi ile T ve B lenfositlerinin olgunlaşmasında 

anahtar rol oynayan önemli bir sitokindir. Ayrıca yanıklardan sonra sürekli olarak arttığı 

tespit edilmiştir (Agay ve ark., 2008). Dutta ve Bishayi (2009), hiperlipidemik ve sağlıklı 

farelere 1 μg/kg E. coli kaynaklı endotoksini i.p. yolla vermişler, LPS verilen her iki 

grupta IL-6 değerlerinin arttığını bildirmişlerdir. Endotoksin verilmesini takiben 

sitokinlerin (TNF-α ve IL-6) salgılandığını ve hiperlipidemi sırasında yangının 

ilerleyişini hızlandırdıklarını saptamışlardır. Dokladny ve ark. (2010), sı şok proteini 

70’in (HSP70) yüksek ekspresyonunun LPS kaynaklı sitokin seviyeleri üzerine etkilerini 

araştırdıkları çalışmada, LPS (50 μg/kg) uygulamasından 4 saat sonra plazma IL-6 
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değerinin yaklaşık olarak beş kat arttığını tespit etmişlerdir. El-Kamouni ve ark. (2017), 

LPS (100 μg/kg) ile uyarılan hasara karşı zeytinyağı ve argan yağının etkinliğini 

karşılaştırdıkları çalışmada, IL-6 değerlerinin LPS verilen grupta kontrole göre 16 kat 

daha yüksek olduğunu belirtmişlerdir. Lapara ve Kelly (2010), fare makrofaj hücre 

kültürleri üzerine 100 ng/mL LPS uygulama sonrası ve 2., 8. ve 19. saatlerde bazı 

sitokinlerin kinetiğini araştırmışlardır. LPS uygulanan grupta IL-6’nın 8. saatte önemli 

düzeyde artış gösterdiğini, 19. saatte ise en yüksek seviyeye ulaştığını tespit etmişlerdir. 

Araştırmacılar IL-6 değerlerinin LPS verilen grupta kontrol grubuna göre ölçüm yapılan 

saatlerde önemli düzeyde arttığını belirtmişlerdir. Yaptığımız çalışmada LPS uygulaması 

RAW264.7 makrofaj hücrelerinden IL-6 salınımını arttırdığı, atranorin, diffraktaik asit 

ve vulpinik asitin uygulanan tüm konsantrasyonlarda, evernik asitin ise 12,5 μM hariç 

tüm konsantrasyonlarda IL-6 düzeyini azaltarak antienflamatuvar aktivite gösterdiği 

görülmüştür. 

Sitokin üretimini azaltıcı faktör olarak da adlandırılmış olan IL-10, yardımcı T 

lenfositler, B lenfositler, mast hücreleri, eozinofiller, monositler, makrofajlar ve 

keratinositler tarafından salgılanırlar (Lalani ve ark., 1997). IL-10’un iki önemli etkisi 

vardır; bunlardan birincisi makrofajlar tarafından sitokinlerin üretimini engellemek, 

ikincisi ise makrofajların T hücresi aktivasyonundaki işlevleri engellemektir. Bu etkilerin 

sonucunda T hücresi aracılığı ile gelişen bağışıklık yanıtı inhibe edilir (Gröschel ve ark., 

2017). T hücrelerinin proliferasyonunu ve sitokin salgılamasını baskılar. Pro-

enflamatuvar sitokinlerin salgılanmasını engeller. Ayrıca IL-15, IL-6, IL-12 ve TNF-α’yı 

baskılar. Nitrik oksit ve prostaglandin sentezinin baskılar, IFN-γ üretiminin baskılar, B 

hücrelerinin farklılaşması ve proliferasyonunu artırır, makrofajlarca IL-1 reseptör 

salgılanmasını artırarak enflamasyonu engelleyebilir (Lalani ve ark., 1997). Yaptığımız 

çalışmada LPS uygulaması RAW264.7 makrofaj hücrelerinden IL-10 salınımını 

değiştirmediği, atranorinin 12,5 μM hariç tüm konsantrasyonlarda, evernik asit ve 

vulpinik asitin 12,5 ve 25 μM hariç tüm konsantrasyonlarda ve diffraktaik asitin 12,5, 25 

ve 100 μM hariç tüm konsantrasyonlarda IL-10 düzeyini arttırarak antienflamatuvar 

aktivite gösterdiği görülmüştür. 

Nitrik oksit, hücre içi ve hücreler arası sinyalizasyonda önemli bir moleküldür. 

Birçok organın fizyolojik ve patolojik fonksiyonuna katkıda bulunan pek çok hücre tipi 

tarafından üretilir. Nöronal sistemde nörotransmitterler gibi biyolojik mediyatör olarak 
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görev yapar. Vasküler sistemde ise kan damar tonunu düzenler ve bağışıklık hücreleri 

için önemli bir savunma molekülüdür. iNOS tarafından üretilen nitrik oksit, makrofajların 

antimikrobiyal aktivitesine katkıda bulunur. Bununla birlikte nitrik oksit ve onun 

peroksinitrit ve azot dioksit gibi reaktif türlerinin yüksek konsantrasyonları 

karsinogenezis ve enflamasyonda önemli rol oynadığı bilinmektedir (Tsai ve ark., 1999). 

Bakteriyel LPS veya sitokinlere yanıt olarak üretilen yüksek nitrik oksit düzeyi 

endotoksemi ve enflamasyonda önemli bir rol oynamaktadır (Stoclet ve ark., 1998). iNOS 

ile indüklenen nitrik oksit üretiminin inhibisyonu enflamasyona karşı ilaçların etkinliğini 

değerlendirmek için bir ölçüm sağlayabilir (Chen ve ark., 2001). Okamoto ve ark. (1998) 

LPS’nin beyinde iNOS ekspresyonunu ve iNOS’tan sentezlenen NOx metabolitlerinin 

beyin hiperemisine ne derece yol açtığını değerlendirmek için sıçanlarda farklı deney 

grupları oluşturarak beyin içi ventriküllere LPS uygulamasından sonra, deney 

hayvanlarının bölgesel beyin kan akımını 4 saat süreyle lazer-Doppler akış ölçer ile 

izlemişler ve serebral kortikal doku sıvısında iNOS’a ait mRNA ve protein seviyelerini 

ölçmüşlerdir. LPS uygulamasından 2 saat sonra, iNOS mRNA seviyelerinin biraz 

yükseldiğini, LPS uygulamasından 4 saat sonra ise iNOS etkinliğinde daha büyük bir artış 

olduğunu ve iNOS enzim aktivitesi ile iNOS protein seviyelerinin de önemli ölçüde 

arttığını tespit etmişlerdir. Hori ve ark. (2001), sıçan bağırsaklarında LPS’nin iNOS 

indüksiyonu üzerindeki etkisini incelemek için erkek Wistar sıçanlardan alınan ileum kas 

dokularını in situ LPS’ye (100 μg/mL) maruz bırakmışlardır. LPS’e maruz bırakılan 

dokularda kontrole kıyasla iNOS mRNA düzeylerinin güçlü bir şekilde eksprese 

olduğunu, iNOS etkinliğinin 90. dakikada artmaya başladığını ve 4. saatte en yüksek 

değere ulaştığını bildirmişlerdir. Choi ve ark. (2012), LPS uygulanan sıçanların böbrek 

dokularında iNOS’un ekspresyonunu araştırmışlar ve bu amaçla sıçanlara i.p. yolla LPS 

uygulamışlardır. iNOS mRNA indüksiyonunun, LPS uygulamasından 1 saat sonra 

başladığını, 6 ile 8 saat arasında en yüksek düzeye ulaştığını ve daha sonra hızla azaldığını 

saptamışlardır. Doursout ve ark. (2013), sıçanlarda LPS ile deneysel olarak oluşturulan 

nörodejenerasyonda 1., 3., 6., 12., 24. ve 48. saatlerde iNOS’un doku içeriğinde ciddi ve 

hızlı artışlar gösterdiğini ve nitrik oksit düzeyinin LPS uygulamasını takiben 1. saate 

artmaya başladığını, 6. saate en yüksek düzeye ulaştığını, 12. saatte bir miktar düştüğünü 

ve 48. saatte önemli ölçüde azaldığını bildirmişlerdir. Yaptığımız çalışmada LPS 

uygulaması RAW264.7 makrofaj hücrelerinden nitrik oksit salınımını arttırdığı, 
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atranorin, diffraktaik asit ve evernik asitin uygulanan tüm konsantrasyonlarda, vulpinik 

asitin ise 12,5, 25 ve 50 μM hariç tüm konsantrasyonlarda nitrik oksit düzeyini azaltarak 

antienflamatuvar aktivite gösterdiği görülmüştür. 

PGE2, araşidonik asitin prostanoid yağ asitleri türevidir. COX-2 enzimi 

enflamasyon sırasında hücrelerde indüklenir ve enflamasyon boyunca PGE2’nin 

oluşumunda rol oynar. COX-2, bakteriyel LPS dâhil olmak üzere pro-enflamatuvar 

uyarıcılar tarafından indüklenir ve enflamasyon yerinde pro-enflamatuvar 

prostaglandileri üretir (Takeda ve Akira, 2005). COX-2’nin enflamasyondaki rolü 

dışında, aynı zamanda kolon kanseri, Alzheimer hastalığı, kalp yetmezliği ve 

hipertansiyon gibi hastalıkların patojenezinde önemli 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 araştırmışlar ve bu 

amaçla sıçanlarda beyin içi ventriküllere LPS uygulamasından sonra, deney 

hayvanlarının bölgesel beyin kan akımını 4 saat süreyle lazer-Doppler ile izlemişler ve 

serebral kortikal sıvıda COX-2 mRNA ve protein seviyelerini ölçmüşlerdir. LPS 

uygulamasından 2 saat sonra COX-2 mRNA seviyelerinin biraz yükseldiğini, 4 saat sonra 

ise COX-2 mRNA seviyelerinde daha büyük bir artış görüldüğünü ve COX enzim 

aktivitesinin önemli ölçüde arttığını tespit etmişlerdir. Hori ve ark. (2001), sıçan 

bağırsaklarında LPS’nin COX-2 indüksiyonu üzerindeki etkisini incelemişler ve bu 

amaçla erkek Wistar sıçanlardan alınan ileum kas dokularına in situ LPS uygulamışlardır. 

LPS uygulanan dokularda kontrole kıyasla COX-2 mRNA’larının güçlü bir şekilde 

eksprese olduğunu, COX-2 mRNA düzeyinin 30. dakikada artmaya başladığını ve 1. 

saatte en yüksek düzeye ulaştığını bildirmişlerdir. Lugarini ve ark. (2002), LPS ile 

oluşturulan anoreksiyada COX-2 ekspresyonunun arttığını bildirmişlerdir. Kanno ve ark. 

(2006), RAW 264.7 makrofajlarda LPS ile oluşturdukları endotoksik şok durumunda 

doza bağımlı olarak LPS ile RAW 264.7 hücrelerinde COX-2 etkinliğinin arttığını 

bildirmişlerdir. Font-Nieves ve ark. (2012), LPS ile uyarımdan sonra COX-2 indüksiyonu 

ve LPS’nin prostanoidlerin oluşumundaki rolünü araştırdıkları çalışmada, sıçan ve 

farelere LPS’yi stereotaksik olarak uygulamışlardır. Araştırmacılar kemirgenlerde 

LPS'nin beyin içi uygulamasının, özellikle astroglia ve mikroglia'da COX-2’yi güçlü bir 

şekilde indüklediğini bildirmişlerdir. Yaptığımız çalışmada LPS uygulaması RAW264.7 

makrofaj hücrelerinden PGE2 salınımını arttırdığı, vulpinik asit ve evernik asitin 
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uygulanan tüm konsantrasyonlarda, atranorin ve diffraktaik asitin ise 12,5 μM hariç tüm 

konsantrasyonlarda nitrik oksit düzeyini azaltarak antienflamatuvar aktivite gösterdiği 

görülmüştür. 

Çalışmamızda liken sekonder metabolitlerinden atranorin, diffraktaik asit, evernik 

asit ve vulpinik asitin LPS uyarımı ile RAW264.7 makrofaj hücrelerinde oluşturulan 

enflamatuvar yanıta karşı antienflamatuvar etkinlikleri araştırılmıştır. Elde ettiğimiz 

bulgulara göre, bu maddelerin sub-toksik konsantrasyonlarda bile makrofaj hücrelerinde 

pro-enflamatuvar sitokinlerin ve mediyatörlerin seviyesinde düşüşe, antienflamatuvar 

sitokin seviyesinde ise artışa neden olarak, meydana gelen enflamasyonu baskıladığı ve 

antienflamatuvar etkinlik gösterdiği görülmektedir. Bu sonuçlar doğrultusunda liken 

sekonder metabolitlerinin LPS kaynaklı enflamatuvar hastalıkların tedavisinde önemli bir 

değere sahip olabileceğini düşündürtmektedir. Bu nedenle, zengin bir liken florasına 

sahip olan ülkemizde liken sekonder metabolitlerinin LPS’nin neden olduğu enflamasyon 

hastalıklarının tedavilerine yönelik yeni ilaçların geliştirilmesinde daha ileri çalışmalara 

yön vereceğini ve özellikle antienflamatuvar etkisi yüksek olan türlerin biyolojik kökenli 

ilaç hammaddesi olarak endüstriyel üretimlerinin gerçekleştirilmesi halinde ülke 

ekonomisine katkı sağlayabileceğini söylemek mümkündür. 
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